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Résumé

UPFI1 (Up-Frameshift 1) est une hélicase multifonctionnelle conservée chez tous les
eucaryotes. Elle est essentielle a la voie de surveillance du NMD (Nonsense Mediated
mRNA Decay), qui dégrade des ARNm portant un codon stop prématuré. UPFI est
I'archétype d'une famille d’hélicases qui partagent des corps similaires mais sont
impliquées dans des voies cellulaires variées. Cependant, les relations structure-fonction
et les caractéristiques biophysiques intrinséques de ces moteurs moléculaires restent a
ce jour peu connues. In vitro, le coeur hélicase d'UPFI1 est hautement processif, il traverse
des milliers de bases sur 'ARN ou I’ADN et déroule des doubles brins. Dans ce travail,
nous avons cherché les facteurs clés régissant cette remarquable processivité en
combinant des techniques de biochimie et de biophysique. En particulier, nous avons
utilisé des pinces magnétiques pour étudier en temps réel des hélicases a '’échelle de la
molécule unique. Contrairement a UPF], I'hélicase IGHMBP2 de la famille UPFI-like
n’est pas processive ; la processivité n’est donc pas un trait conservé au sein de cette
famille. Grace a une étude fine de la structure 3D des deux hélicases, nous avons congu
divers mutants que nous avons utilisés pour identifier les éléments structuraux qui
modulent la processivité. Notre approche révele qu'UPFI1 a une prise trés ferme sur les
acides nucléiques, garantissant de longs temps de résidence et d’action qui dictent sa
haute processivité. Grace a la variété de comportements des mutants, nous avons
construit un modele mécanistique expliquant le lien entre énergie d’interaction et
processivité. Nous démontrons aussi que la processivité d’'UPF1 est requise pour un
processus de NMD efficace in vivo. Nous avons utilisé les mémes outils biochimiques et
biophysiques pour étudier une isoforme naturelle d'UPFI humaine se déplacant plus vite
que l'isoforme majeure, et pour comparer la régulation d’'UPF1 humaine et de levure par
leurs domaines flanquant. Nous avons également caractérisé l'interaction d’'UPF1 de
levure avec de nouveaux partenaires. Nos travaux montrent comment la combinaison
d'outils biochimiques, biophysiques, structuraux et génétiques offre des apergus
inattendus quant au mode de fonctionnement des moteurs moléculaires.

Mots clés: UPF], hélicase, processivité, régulation, acides nucléiques, NMD,
interactions, biochimie, biophysique, molécule unique



Abstract

UPFI (Up-Frameshift 1) is a multifunctional helicase that unwinds nucleic acids
and is conserved throughout the eukaryote kingdom. UPFl is required for the Nonsense
Mediated mRNA Decay (NMD) surveillance pathway, which degrades mRNAs carrying
premature termination codons, among other substrates. UPFI is the archetype of a
family of 11 helicases sharing similar cores but involved in various cellular pathways.
However, the structure-function relationship and intrinsic biophysical properties of
these molecular engines remain poorly de-scribed. In vitro, the UPFI helicase core is
highly processive, it travels along thousands of RNA or DNA bases and unwinds double-
strands. In this work, we looked for key factors governing this remarkable processivity.
We combined biochemical and biophysical techniques. In particular, we used magnetic
tweezers to study helicases in real time at a single molecule scale. In contrast to UPF],
the related IGHMBP2 is not processive, thus processivity is not a shared family trait.
Based on the 3D structures of both proteins, we designed various mutants and used them
to identify structural elements that modulate processivity. Our approach reveals that
UPFI1 has a very firm grip on nucleic acids, guaranteeing long binding lifetimes and
action times that dictate its high processivity. Thanks to the variety in mutant behaviors,
we built a novel mechanistic model linking binding energy to processivity. Further-
more, we show that UPFI1 processivity is required for an efficient NMD in vivo.

In addition, we used the same biochemical and biophysical tools to investigate a natural
human UPF] isoform moving faster than the major isoform, and to compare the
regulation of human and yeast UPF1 by their flanking domains. We also characterized
the interaction of yeast UPFI with new NMD partners.

Our work shows how a combination of biochemical, biophysical, structural and in vivo
tools can offer unexpected insights into the operating mode of molecular motors.

Keywords: UPF], helicases, processivity, regulation, nucleic acids, NMD, interactions,
biochemistry, biophysics, single molecule
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INTRODUCTION GENERALE






Tout organisme vivant, procaryote ou eucaryote, consomme de |'énergie pour
survivre et se reproduire. La conversion et le recyclage de I'énergie sont ainsi des piliers
fondateurs de la vie aux échelles macro et micromoléculaires. Au cceur des multiples
mécanismes de conversion d’énergie, nous retrouvons d’incroyables machines capables
de transformer I'énergie chimique en énergie mécanique aux niveaux cellulaire et
moléculaire. Afin de nous maintenir en vie, ces petits moteurs sacquittent
régulierement et fidélement de leurs fonctions pour copier notre matériel génétique,
diviser et nourrir nos cellules et maintenir nos organismes. Grace a des décennies
d'efforts de scientifiques du monde entier, nous disposons aujourd'hui d'une panoplie
d'outils pour élucider les mysteres de ces machines et explorer leurs fonctions in vivo, in
cellulo, in silico et in vitro tant a I'échelle d'une population de molécules qu'a I'échelle de
la molécule unique. Nous bénéficions de techniques de pointe pour voir l'invisible : la
cristallographie a révolutionné notre compréhension des protéines au niveau atomique ;
la microscopie cryo-électronique nous permet de figer et d’observer des complexes
protéiques entiers intacts ; la modélisation moléculaire reproduit les mouvements de ces
machines complexes au-dela des images figées ; les techniques de manipulation de
molécules uniques sont tellement développées que nous pouvons observer ces
nanomachines en action au laboratoire a I'échelle du nanometre et en temps réel. Grace
a ces outils, nous avons compris comment 'ATP synthase crée des gradients de protons
pour convertir le potentiel électrochimique en ATP (Kinosita, 2012; Pedersen et al.,
2000). Nous avons vu les kinésines transporter leurs cargaisons et circuler sur les
microtubules (Vale and Milligan, 2000), et ’TARN polymérase se déplacer pour transcrire
I'ADN (Cho et al., 2016; Ghamari et al., 2013; Righini et al., 2018). Nous avons démélé
certains des mystéres entourant la réplication de 1'ADN, et exploré les machines
moléculaires que les virus utilisent pour confiner leur génome dans de petits espaces ou
la pression atteinte équivaut celle d'une bouteille de champagne.

Le travail reporté dans ce manuscrit s’'inscrit dans ce contexte et n’est qu'un infime
pas vers une meilleure compréhension dune catégorie particuliere de moteurs
moléculaires : les hélicases. Notre travail a porté sur 'hélicase UPFl, une machine aux
propriétés biophysiques et biochimiques remarquables, capable d’intervenir dans
plusieurs voies cellulaires. Notre objectif ultime fut de comprendre comment et
pourquoi I'hélicase UPFI est processive - c’est-a-dire capable de se déplacer sur de longs
fragments simple-brin ou double-brin d’ADN et d’ARN sans tomber de son substrat - et
ceci par une étude comparative avec des hélicases sceurs. L'introduction de ce manuscrit
vise donc a présenter les différentes dimensions entourant notre étude. Le premier
chapitre initiera le lecteur au vaste monde des hélicases, de leurs briques élémentaires a
leurs modes de fonctionnement et leurs roles dans la cellule. Dans le deuxiéme chapitre,
nous décrirons I'état de l'art et les connaissances actuelles d’'UPF1 et de son role in vivo,
en particulier au sein de la voie de dégradation cellulaire dite NMD (nonsense mediated
mRNA decay). Dans le troisiéme chapitre, nous nous pencherons sur la famille des
hélicases UPFI-like (similaires a UPF1) dont UPFI est I'archétype. Enfin le quatriéme
chapitre portera sur I'approche expérimentale que nous avons utilisée pour décortiquer
les propriétés mécanistiques d’'UPFl. Nous décrirons notre outil principal, les pinces
magnétiques, qui nous a permis d’étudier UPF1 a I'échelle de la molécule unique.



Chapitre I. Introduction aux hélicases

La mise en évidence de la structure double brin de T'ADN (acide
désoxyribonucléique) (Watson and Crick, 1953) ainsi que de la réplication semi-
conservative (Meselson and Stahl, 1958) a vite déclenché la recherche de mécanismes
rendant l'information génétique accessible a la machinerie cellulaire. Cette ambigiiité
fut levée suite a la découverte de 'enzyme Tral d’E. coli, premiére hélicase purifiée et
caractérisée en 1976 (Abdel-monem and Hoffmann-berling 1976). Depuis, plus d'une
centaine d’hélicases ont été identifiées chez les procaryotes et les eucaryotes. Les
hélicases sont des machines fascinantes capables d'utiliser I'énergie fournie par
I'hydrolyse de nucléosides triphosphates (NTP) tel que I'adénosine triphosphate (ATP)
pour assurer de multiples fonctions cellulaires. Environ 1% des génomes eucaryotes ou
procaryotes code pour des protéines porteuses de signatures correspondant aux
hélicases, dont le champ d’action se décline sous différentes formes. L'activité la plus
connue des hélicases est d’avancer pour dérouler un double brin. Cependant, cette
fonction réductrice ne couvre quune faible proportion des hélicases, et notre
compréhension de leurs modes de fonctionnement s'est amplement élargie.
Aujourd’hui, une protéine porteuse des signatures d’'une hélicase n’est pas forcément
responsable ou méme capable de séparer un double brin. L’évolution de ces enzymes a
engendré une diversité de fonctions plus large et plus complexe, d'une part suite aux
mutations qu’a subies le coeur hélicase ancestral, d’autre part suite au gain ou perte de
domaines régulateurs. A leur variété d’activité enzymatique, s’ajoute aussi une variété
de processus cellulaires. Les hélicases jouent un role essentiel dans tous les
métabolismes impliquant ’TADN et 'ARN: la réplication chromosomique et plasmidique,
la réparation et la recombinaison de 'ADN, la transcription, le métabolisme des ARN
codants et non-codants (Bustamante et al., 2011; Lohman and Bjornson, 1996; Lohman
T. M., 1992; Pyle, 2008; Rocak and Linder, 2004).

Les hélicases forment un groupe complexe par leur diversité de structures et de
fonctions, et leur classification dépend du point de vue du chercheur. Ainsi, elles
peuvent étre classées selon leur séquence primaire, leur mode d’action, leur polarité, ou
leur structure. Les classifications les plus completes a ce jour reposent sur les travaux
pionniers de Gorbalenya et Koonin (Gorbalenya and Koonin, 1993) qui classerent les
hélicases en fonction de leur séquence primaire d’acides aminés, et de Singleton et ses
coll. (Singleton et al., 2007) qui s'intéressérent aux structures et fonctions des hélicases.
Qu’elles soient spécifiques ou non de ’ADN ou de ’ARN, les hélicases sont ainsi réparties
en 6 superfamilles (SFI a SF6). Celles des superfamilles 3 a 6 adoptent des structures
toroidales et agissent souvent sous forme hexameérique, alors que celles classées dans les
superfamilles 1 et 2 agissent plut6t comme monomeres ou dimeres. Toutes ces hélicases
portent un ensemble de motifs conservés capables de coupler 'hydrolyse de NTP a un
changement conformationnel responsable de leur déplacement sur des acides
nucléiques. Cette activité est possible grace a la composante de base de toute hélicase,
le repliement ASCE (additional strand catalytic E).



1.1.1. Le repliement ASCE

Ce repliement fait partie de la classe des NTPases P-loop identifiées par la présence
de motifs Walker A (P-loop) et Walker B essentiels a I'hydrolyse des NTPs. Un
repliement ASCE classique comporte 5 brins paralleéles B (topologie 51432) entourés
d’hélices . Le brin central 4 est caractéristique du domaine ASCE et donc absent dans
d’autres NTPases P-loop. Il porte en particulier un glutamate nécessaire a I’hydrolyse de
I'ATP (Leipe et al., 2003). Cependant, les ATPases ASCE ne sont actives qu’en tandem
et nécessitent 'assemblage d’au moins 2 domaines ASCE pour former un site fonctionnel
de liaison a 'ATP. Ce besoin explique l'architecture des hélicases, qui sont soit des
monomeres de deux domaines ASCE liés en tandem (SF1 et SF2), ou des multiméres
(généralement hexameres) de domaines ASCE simples (SF3 a SF6) (Figure 1).

C-domain N-domain

:

SF1/SF2 helicase Hexameric helicase

Figure 1: architecture générale des hélicases.

A gauche, schéma représentant les hélicases appartenant aux superfamilles 1 et 2. Ces enzymes
sont typiquement monomériques, méme si certaines agissent en dimeres ; leur repliement
comporte deux domaines en tandem similaires au monomere RecA. La fente formée entre les
deux domaines comporte un site de liaison et d’hydrolyse d’'une molécule d’ATP, portant les
motifs Walker A et B (A et B) du c6té N-terminal, et le doigt d’arginine (R) du c6té C-terminal.
A droite, schéma représentant l'architecture des hélicases hexameériques ; six monomeéres de
domaines RecA-like ou de domaines AAA+ s’assemblent en un anneau, et forment un site de
liaison a PATP entre chaque deux monomeéres. Chaque domaine est porteur des motifs Walker
A et B sur un c6té, et un doigt d’arginine sur l'autre. La cavité centrale de 'anneau lie le substrat
d’ADN ou d’ARN. Figure extraite de l'article de Medagli et Onesti 2013.

Structure de domaines ASCE

Chaque domaine ASCE comporte 5 brins formant un feuillet . Le brin 1 est une
boucle riche en glycines qui porte le motif Walker A. Celui-ci interagit avec le
phosphate-y d'une molécule d’ATP. Le motif Walker B est situé a I'extrémité du brin 3 ;
il porte un résidu aspartate conservé qui coordonne l'interaction avec un cation divalent
(Mg2*). Le résidu glutamate caractéristique du domaine ASCE (sur le brin 4) active une
molécule d’eau et assure l'attaque nucléophile durant la réaction d’hydrolyse. Deux
autres caractéristiques typiques sont la présence d'un résidu polaire a I'extrémité du brin
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4 pouvant détecter I'état du nucléotide lié (ATP ou ADP), et la présence d'un doigt
d’arginine assurant une communication conformationnelle au sein du tandem suite a
I'hydrolyse (Figure 2).

Types de domaines ASCE

Le domaine ASCE présente plusieurs variantes. Celles utilisées par les hélicases
sont les variantes RecA-like (similaire a RecA, décrite pour la premiére fois chez la
recombinase RecA) et AAA+ (ATPase associated with various cellular activities)
(Erzberger and Berger, 2006; lyer et al., 2004; Leipe et al., 2003). La variante RecA-like
est caractérisée par deux extensions sur les c6tés du brin  du milieu du domaine ASCE
(brin 4) (Figure 2, a gauche). La variante AAA+ présente une structure en deux
domaines : Le premier est un domaine ASCE portant une hélice supplémentaire avant le
premier brin, et certains résidus conservés. Le glutamate conservé est intégré dans le
motif Walker B (hhhhDE), et le doigt d’arginine est situé entre I'hélice 4 et le brin 5.
(Figure 2, a droite). Le deuxiéme est un domaine de 3-4 hélices contenant un deuxiéme
doigt d’arginine détecteur de I'état de 'ATP/ADP. Enfin un résidu polaire conservé joue
le réle d'un commutateur a glutamate (glutamate switch) et séquestre le résidu
glutamate en absence d’acides nucléiques pour éviter 'hydrolyse d’ATP en absence du
bon substrat.

AAA+ fold

Figure 2 : comparaison des repliements ASCE et AAA+.

Les repliements ASCE et AAA+ appartiennent au sous-groupe des NTPases P-loop, et
comprennent 5 brins 3-paralléles, entourés par des hélices devant et derriére le plan des feuillets.
Les structures secondaires communes aux deux repliements sont en bleu. La boucle P portant le
motif Walker A (WA) est en rouge, le motif Walker B (WB) est en bleu fongé, le glutamate
catalytique (E) est en mauve, le doigt d’arginine (R) en vert, et les senseurs I et II (SI et SII) en
orange. Le repliement AAA+ se caractérise par un domaine hélical C-terminal (orange). Figure
extraite de l'article de Medagli et Onesti 2013.

1.1.2. Les superfamilles d’hélicases

Les hélicases classées dans les superfamilles 1 et 2 sont en général monomériques
ou dimériques, et ne forment pas de structures toroidales. Chaque monomeére d’hélicase
SF1 ou SF2 est formé d'un tandem de domaines RecA-like. L'interface entre les deux
domaines forme une poche de liaison et d’hydrolyse d'une molécule de NTP. Le domaine
N-terminal procure les motifs Walker A et Walker B, alors que le domaine C-terminal
procure le reste des éléments nécessaires a 'hydrolyse et au mécanisme d’action, dont
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le doigt d’arginine. En revanche, les hélicases SF3 a SF6 hexameériques regroupent 6 sous-
unités (monomeéres) d’hélicases possédant chacune un seul domaine ASCE. Les hélicases
SF4 et SF5 utilisent la variante RecA-like, alors que les hélicases SF3 et SF6 utilisent la
variante AAA+ (Medagli and Onesti, 2013). Malgré cette divergence, les hélicases
hexameriques semblent avoir convergé vers un mécanisme d’action commun. Les sites
de liaison a 'ATP sont ainsi situés a I'interface entre chaque deux sous-unités adjacentes,
leur interaction permettant de créer une poche fonctionnelle pour I'hydrolyse,
rapprochant les motifs Walker A et Walker B d’'un c6té, et le doigt d’arginine de I'autre
(Figure 1). L’hydrolyse de 'ATP assure ainsi de petits changements conformationnels
entre chaque deux sous-unités, qui s’amplifient et s'intégrent a un mouvement a large
échelle au sein de I'hexamere. La structure des hélicases toroidales est particulierement
intéressante dans le contexte de la processivité des hélicases, sujet que nous
approfondirons dans ce manuscrit. En effet, cette structure en anneau forme un canal
central qui encercle 'ADN ou '’ARN, et assure une meilleure stabilité de I'enzyme sur
son substrat, augmentant ainsi sa processivité. Cette stabilité justifie peut-étre la
présence essentielle d’hélicases toroidales devant la fourche de réplication a I'étape
critique de séparation du double brin d’ADN chez les eucaryotes, les bactéries, les
archées, et certains virus.

Hélicases SF1 et SF2

Le travail de cette these a porté sur des hélicases de la superfamille 1 ; le reste de ce
chapitre portera donc surtout sur une description des hélicases SF], et en second lieu
des SF2, vu que ces deux familles sont phylogénétiquement proches. Les SF1 et SF2
regroupent le plus grand nombre d’hélicases identifiées, et partagent un cceur hélicase
formé de deux domaines RecA-like en tandem (Figure 1). Ces deux domaines seront
nommeés RecAl et RecA2 dans ce manuscrit. Les travaux de Fairman-Williams et ses coll.
(Fairman-Williams et al., 2010) ont permis de répartir les hélicases SF1 en 3 familles et
les hélicases SF2 en 9 familles et 1 groupe. Un groupe est composé de 1 ou 2 hélicases
d'un méme organisme (groupe NS3/NPH-II), alors qu'une famille est composée au
minimum de 3 hélicases d'un méme organisme. La classification des hélicases SF1 et SF2
se base sur les séquences d’hélicases humaines, de S. cerevisiae, et de E. coli. Cette
classification confirme et enrichit celle de Singleton et ses coll. (Singleton et al., 2007).
De fagon intéressante, nous retrouvons dans chacune des deux superfamilles 1 et 2 des
familles agissant exclusivement sur '’ADN ou 'ARN mais aussi des familles capables
d’agir sur les deux types de substrats. Ceci indique que la spécificité pour 'TADN ou '’ARN
n’'est pas apparue a des moments précis de 'évolution des hélicases. Au sein de la
superfamille 2, la famille des hélicases DEAD-box agit exclusivement sur I'ARN ; les
familles RecQ-like, RecG-like, Swi/Snf, TIR et Rad3/XPD agissent exclusivement sur
I’ADN ; les familles DEAH/RHA, NS3/NPH-II, Ski2-like et RIG-I-like agissent sur les deux
types de substrats. Du coté de la superfamille 1, seule la famille des hélicases UPFI-like
est capable d’agir a la fois sur 'TADN et ’ARN. A noter que ces préférences de substrats
sont déduites de tests effectués in vitro, et ne refletent pas forcément l'activité de
I'hélicase in vivo.



Hélicases SF3 a SF6

La superfamille 3 comprend des hélicases des petits virus 8 ADN ou ARN, et sont
impliquées dans les différentes étapes du cycle de réplication viral. Certains membres
bien étudiés de cette famille sont I'antigéne T du virus simien SV40 (large T antigen), et
la protéine El du virus du papillome (An et al., 2015; Chaban et al., 2015; Chojnacki and
Melendy, 2018; Hickman and Dyda, 2005). Ces hélicases sont capables de reconnaitre
des origines de réplication, de dérouler les doubles brins, et assurent souvent des roles
supplémentaires, tel que I'inactivation de suppresseurs de tumeurs.

La superfamille 4 comprend des hélicases d'une variété de systemes cellulaires,
dont des bactériophages (GP4 de T7, GP40 de SPP1), des bactéries (I’hélicase réplicative
DnaB), et des mitochondries (I’hélicase TWINKLE) (Ferndndez-Milldn et al., 2015). Ces
hélicases sont souvent associées a des primases.

La superfamille 5 n’inclue que le facteur de terminaison de transcription Rho qui
se lie au site de terminaison de la transcription et se déplace le long du transcrit en
séparant ’hybride ADN/ARN. Malgré une séquence divergente des autres familles, le
repliement de Rho ressemble a celui des hélicases SF4. Cest 'une des hélicases
hexameériques les mieux étudiées (Boudvillain et al., 2010; Rabhi et al., 2010; Skordalakes
and Berger, 2006).

La superfamille 6 inclue les hélicases réplicatives MCM (mini chromosome
maintenance) des eucaryotes et archées, ainsi que les hélicases bactériennes RuvB. Les
archées possédent une version de MCM qui forme des anneaux homomeériques, alors
que les eucaryotes en possédent au moins 6 paralogues (MCM2-7) qui s’assemblent en

E1 helicase (SF3)  T7 helicase (SF4) Rho helicase (SF5) MCM helicase (SF6)
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Figure 3 : structures cristallographiques des entités monomériques d’hélicases SF3 -6.

Monomeéres (ligne du haut) extraits des structures cristallographiques des hélicases El (PDB
2GXA), T7 (PDB1EQ]), Rho (PDB3ICE) et MCM (PDB 3F8T). La ligne du bas montre la structure
hexameérique de ces hélicases (L’hexamére MCM est un modéle reconstitué). Les repliements
ASCE sont représentés dans la méme orientation. Les éléments communs aux repliements AAA+
et RecA-like sont représentés en bleu, le motif Walker A en rouge, Walker B en bleu foncé, le doigt
d’arginine en vert, les senseurs I et Il en orange, l'analogue de 'ATP en jaune (en balles et bdtons),
l'ion Mg?* en vert clair (sphére), et les acides nucléiques en mauve. Figure extraite de Larticle de
Medagli et Onesti 2013.
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un complexe multimérique (Costa and Onesti, 2009). Les hélicases RuvB sont des ADN

translocases double brin et agissent sur les jonctions de Holliday, apreés association avec
RuvA et RuvC (West, 1997).

Au total 12 motifs sont partagés entre les hélicases SF1 et SF2. Cependant, ces
motifs ne sont pas forcément tous conservés au sein de chacune des familles. Au niveau
de la séquence exacte de chaque motif, la conservation est la plus élevée au sein d’'une
méme famille, se réduit entre deux familles différentes, et devient relativement faible
entre les deux superfamilles. De plus, chacune de ces superfamilles possede un motif
particulier absent chez l'autre (motif IIla chez SF1, motif [Va chez SF2). La nomenclature
des motifs varie parfois selon les hélicases et les auteurs. Nous présenterons ici
briévement la description des motifs établie par Fairman-Williams et ses coll. suite a
leur classification des hélicases SF1 et SF2. La Figure 4, extraite de leur article, montre
I'emplacement de ces motifs sur les domaines RecAl et RecA2. Le code couleur distingue
3 grandes catégories de motifs : en rouge, ceux qui assurent la liaison et 'hydrolyse de
I'ATP (Motifs Q, I, II, IIla et VI); en bleu, ceux qui assurent la liaison aux acides
nucléiques (Ia, Ib, Ic, IV, IVa, V, et Vb); en jaune, ceux qui contribuent a la
communication et la coordination entre les deux sites (III et Va). Cette coordination est
essentielle, méme si elle n’est pas bien élucidée a ce jour ; elle assure la transformation
de I'énergie fournie par 'hydrolyse de 'ATP en une action mécanique entre les domaines
RecA-like et au niveau du site de liaison des acides nucléiques.

Les motifs I, II et VI portent les séquences les mieux conservées entre les deux
superfamilles. Ils correspondent aux résidus impliqués dans I'hydrolyse de 'ATP dont
les motifs Walker A et Walker B, et se situent dans la poche qui se forme entre les deux
domaines RecA-like.

Le motif Q, en particulier le résidu glutamine, reconnait la base adénine de 'ATP
et contribue donc a l'activité ATPase. Sa séquence est moins conservée entre les deux
superfamilles (Tanner et al., 2003), et il est absent chez les hélicases des familles
NS3/NPH-II et DEAH/RHA, qui n’ont pas de préférence pour 'ATP comme nucléotide.
Ce motif est également impliqué dans 'affinité des hélicases DEAD-box au substrat ARN
ainsi que dans la régulation de leur activité hélicase (Cordin et al., 2004). Le motif I1la
est présent chez quelques hélicases SF1 (souvent nommé motif IV), et comporte une

tyrosine conservée servant de plateforme d’empilement (stacking) a la base adénine de
I'ATP.

Les motifs III et Va, principalement impliqués dans la communication entre les
sites de 'ATP et de liaison aux acides nucléiques, sont hautement conservés au sein de
chaque superfamille, mais ne sont pas partagés entre les SF1 et SF2 (Figure 4). Les
motifs Ia, Ib, Ic, IV, IVa, V et Vb se situent a 'opposé du site d’hydrolyse de 'ATP, a la
surface des domaines RecAl et RecA2. Ils contribuent au canal de liaison aux acides
nucléiques, et certains participent aussi a la coordination entre les deux sites (Banroques
et al., 2008). Ils sont bien conservés entre les familles d'une méme SF, moins entre les
SF1 et SF2. Les mutations affectant ces motifs conservés paralysent 'activité de I'’hélicase
puisqu’elles abolissent la liaison a 'ATP (Pause and Sonenberg, 1992), I'hydrolyse de
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I’ATP, la liaison aux acides nucléiques, ou le couplage et la coordination de I'ensemble
des événements (Banroques et al., 2010; Dillingham et al., 1999; Tanaka and Schwer,
2006).
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Figure 4 : organisation de la séquence et de la structure des cceurs hélicase de protéines
SFI et SF2.

A- Domaines conservés des cceurs hélicases SFI et SF2. La couleur des motifs caractéristiques
correspond a leur fonction biochimique prédominante ; en rouge, les motifs impliqués dans la
liaison et 'hydrolyse de 'ATP. En bleu, ceux impliqués dans la liaison aux acides nucléiques. En
jaune, les motifs impliqués dans la coordination entre les sites de liaison a 'ATP et aux acides
nucléiques. Les astérisques verts encerclés marquent des sites d’insertion de domaines
supplémentaires. Les longueurs des domaines ne sont pas a l'échelle. B- Conservation de séquence
au sein des motifs. La hauteur des lettres refléte la conservation a une position donnée. La couleur
de la lettre correspond aux propriétés chimiques de 'acide aminé : vert et mauve pour les polaires,
bleu pour les basiques, rouge pour les acides, et noir pour les hydrophobes. C) Position des motifs
conserveés sur les domaines RecA-like des coeurs hélicase. Les brins [ sont indiqués par des fléches,
les hélices a par des cylindres. Les brins sont numérotés selon leur position dans la séquence
primaire. La position des motifs est indiquée par des cercles selon le code couleur du panel A. le
brin B indiqué en bleu dans le schéma représentant les SF2 indique son absence fréquente dans des
familles SF2. Figure extraite de l'article de Fairman-Williams et coll. 2010.
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1.3.1. Les hélicases assurent des fonctions biologiques variées

Les motifs caractéristiques des hélicases octroient a celles-ci des capacités
fondamentales de liaison et d’hydrolyse d’ATP, de liaison aux acides nucléiques, et de
translocation. Cependant au-dela de la similitude des motifs conservés, chaque hélicase
est unique a la fois au niveau de ses propriétés mécanistiques et de son role
physiologique. En effet, chaque hélicase intervient sur des substrats spécifiques et dans
un contexte spatiotemporel précis. Le Tableau 1 indique la variété des hélicases
impliquées dans les processus de la synthése et du maintien de l'intégrité génomique
dont la réplication, la réparation de 'ADN, la recombinaison ainsi que le remodelage de
la chromatine, la maintenance des télomeéres et la maturation des fragments d’Okasaki
(Raney et al., 2013).

Fonction biologique Hélicase

PcrAl, RepA, UvrD, Dda, HSV UL5, HSV UL9,
DnaB, PriA, T7gp4A and 4B, T4gp4l, SV40, TAG,
Polyoma TAG, BPV E1, MCM 4/6/7, Dna2, FFA-],
RecD, Tral, NS3, RecQL4

Réplication

UvrD, UvrAB, PcrA, Rad3, helicase E, XPD,
Réparation de 'TADN XPAIRES DE BASES, Dna2, RecD2, BACHI, HDH II,
RecQ, WRN, Rtell, BLM, RuvB, Mph 1, CHD4

RecBCD, RecG, RecQ, RuvAB, PriA, UvrD, T4

Recombinaison UvsW, HDH II, HDH IV, WRN, Tra I, Rho, PDH65,
BLM, Srs2, Sgsl, Rtell

Remodelage de la chromatine Rad54, ATRX, BLM, CHD4

Maintenance des téloméres Pifl, Dna2, Rtel 1, WRN, BLM, FANC

Maturation des fragments d’Okasaki Dna2, Pifl, WRN

Tableau 1: les hélicases ont des fonctions biologiques variées. Tableau extrait de l'article
d’Aaratattuthodiyil et ses coll., 2014.

La Figure 5 montre I'ensemble des ARN hélicases eucaryotes des superfamilles 1 et
2 et les processus nucléaires et cytoplasmiques dans lesquels elles sont impliquées dont
la biogénése, le transport et le métabolisme des ARN codants et non-codants
(Jankowsky, 2011). Nous pouvons noter que parmi I'ensemble de ces ARN hélicases, seule
la famille des hélicases UPFI-like fait partie de la superfamille 1, le reste appartenant a la
superfamille 2. Cette figure illustre tres clairement deux aspects remarquables du role
des ARN hélicases. Nous observons tout d’abord que des processus trés complexes
comme la biogénése des ribosomes ou 'épissage des ARN pré-messagers font intervenir
plusieurs ARN hélicases (respectivement 21 et 13 ARN hélicases différentes) mettant en
évidence 'importance de cette famille d’enzymes pour I'expression des génes de maniére
générale. En outre, plusieurs ARN hélicases sont impliquées dans des processus distincts
et interviennent donc sur des substrats différents et au sein de complexes moléculaires
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singuliers. C’est le cas par exemple de Prp43 (DHXI5) qui tient un réle essentiel dans la
biogéneése du ribosome et I'épissage (Lebaron et al., 2009).
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Figure 5 : rdles cellulaires des ARN hélicases eucaryotes.

Les processus du métabolisme des ARN eucaryotes sont représentés par des cercles blancs. Les lignes
grises indiquent les liens entre ces différents processus. Les cercles colorés indiquent le nombre
d’hélicases impliquées dans chaque processus. Les ARN hélicases présentées dans ce schéma sont
regroupées par famille et par code couleur. Figure extraite de Uarticle d’E. Jankowsky 2011.

1.3.2. Plusieurs parametres contribuent a la spécificité des hélicases

Plusieurs facteurs contribuent a la spécificité d’action de chacune des hélicases : la
variabilité de la séquence primaire autour des motifs conservés ainsi que la présence
d’insertions a l'intérieur et/ou a I'extérieur du domaine hélicase : ces insertions peuvent
adopter des repliements spécifiques qui activent ou inhibent le moteur, altérent
l'interaction de 'hélicase avec les acides nucléiques, ou assurent des interactions avec
des partenaires protéiques.

Les domaines flanquant le cceur hélicase

Les enzymes portant un cceur hélicase sont rarement limitées a ce domaine. Elles
portent souvent des domaines supplémentaires de part et d’autre du coeur hélicase.
Ceux-ci peuvent stimuler ou inhiber 'activité du moteur, assurer la reconnaissance de
substrats spécifiques, interagir avec des partenaires protéiques, ou avoir leur propre
fonction indépendante du cceur hélicase. par exemple, 'hélicase Prp43 (DEAH/RHA,
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SF2) possede un domaine winged helix (WH), un domaine OB-fold (oligosaccharide
binding) et un domaine ratchet, impliqués dans la fixation aux acides nucléiques et dans
I'interaction avec des partenaires activateurs de la protéine (Walbott et al., 2010).

Les partenaires protéiques

L’interaction d’'une hélicase avec des partenaires altére son comportement. Ceux-
ci peuvent faciliter ou bloquer son acces et chargement sur un substrat, ou altérer sa
localisation cellulaire ; nous présenterons la régulation d'UPFI par son partenaire UPF2
dans le chapitre II.

Le substrat

L’activité d'une hélicase peut étre régulée par son interaction avec une séquence
spécifique. Par exemple quand RecBCD rencontre une séquence CHI (crossover hotspot
instigator) durant le déroulement d'un ADN double brin, elle arréte sa translocation et
inverse sa direction de déplacement, puis entame la dégradation de I'extrémité 5’ simple
brin de 'ADN. La protéine RecA est alors recrutée et se charge sur 'extrémité 3’ simple
brin pour déclencher le mécanisme de réparation des cassures double brin (Spies et al.,
2007).

[.3.3. Les divers modes d’action des hélicases

L’ensemble des facteurs cités ci-dessus conduit non seulement a la variété de voies
dans lesquelles les hélicases sont impliquées, mais aussi a des différences de propriétés
mécanistiques notamment observées chez les hélicases de la superfamille 2 (Figure 6).

Séparation locale de double brins

Les hélicases SF2 de type DEAD-box ne font pas de translocation et assurent leurs
fonctions sans effectuer aucun déplacement. Au sein de cette famille, plusieurs séparent
localement des doubles-brins d’acides nucléiques ; la fixation de 'ATP leur est nécessaire
pour se lier au duplexe. Elles profitent alors des fluctuations thermiques pour s’insérer
entre les deux brins et déstabiliser I'appariement sur une dizaine de paires de bases.
L’hydrolyse de I'ATP n’a lieu que lorsque I'enzyme se dissocie de I'acide nucléique
(Bizebard et al., 2004; Tijerina et al., 2006; Yang and Jankowsky, 2006; Yang et al.,
2007).

Réle de pince

Dans la méme famille DEAD-box, I'hélicase elF4A3 joue le rdle d’'une pince
essentielle a 'assemblage du complexe EJC (exon junction complex), déposé sur les sites
d’épissage des ARNm (ARN messagers) et facteur clé dans leur devenir post-
transcriptionnel. eIF4A3 ne fait pas de séparation locale de double brin, et sa capacité a
fixer 'ATP ne lui fournit pas de I'énergie pour avancer, mais elle est nécessaire a sa
régulation et a la formation de I'EJC. En effet, le dimére MAGOH/Y14 se lie a elF4A3
quand elle est fixée a 'ARN et porteuse d'une molécule d’ATP hydrolysée dans son site
catalytique. La liaison au dimeére bloque elF4A3 dans une configuration défavorable au
relargage de 'ADP et du phosphate apres I'’hydrolyse. Cette inhibition empéche

I'avénement d’'un changement conformationnel et stabilise la liaison de I'hélicase a
B



I'ARN et en conséquent celle de 'EJC aux substrats (Ballut et al., 2005; Bertram et al.,
2017; Le Hir et al., 2015; Shibuya et al., 2004).

Séparation de double brin

En revanche, au sein de la superfamille 2, les hélicases de la famille NS3/NPH-II
impliquées dans la réplication virale séparent activement des doubles brins en se
déplacant par translocation sur des distances d’environ 60 paires de bases (Cheng et al.,
2007a; Dumont et al., 2006; Myong et al., 2007).

Remodelage de complexe ARNm-protéines

Plusieurs ARN hélicases assurent des fonctions de remodelage et réarrangement
des RNP (RNA-protein complexes). Ces hélicases dégagent des protéines liées a 'TARN en
utilisant leur activité ATPase, et parfois leur activité hélicase. Par exemple, grace a leur
activité RNPase, les hélicases de la famille DEAH/RHA impliquées dans 'épissage
assurent le remodelage et la maturation du spliceosome (Cordin and Beggs, 2013). Nous
pouvons citer '’hélicase PRP16 qui est responsable de la dissociation des facteurs CW(C25
et YJU2 du spliceosome (Tseng et al., 2011). Quant a DHX29, elle est impliquée dans
I'initiation de la traduction ot elle assure le remodelage de la structure de la sous-unité
40S pour favoriser 'ouverture et la fermeture du site d’entrée de TARNm ; elle déméle
les structures secondaires sur 'TARNm de maniére indirecte durant le balayage du
ribosome (Pisareva et al., 2008).

Enfin, les hélicases de la famille SF2 SWI-SNF (swiching defective, sucrose
nonfermenting), facteurs de remodelage de la chromatine, se déplacent par
translocation, mais sont incapables de séparer des double-brins (Diirr et al., 2006). Les
membres de cette famille sont des complexes multi-protéiques formés de 8 a 14 sous-
unités, impliqués dans les voies de réparation de 'TADN. Par exemple, quand une lésion
a lieu suite a un rayonnement UV, elle est détectée par le complexe XPC/RAD23 qui
recrute a son tour le complexe SWI/SNF. Grace a 1'hydrolyse de 'ATP, ce complexe se
déplace par translocation sur les double-brins d’ADN pour dissocier les liaisons ADN-
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Figure 6 : les multiples réles des hélicases.

Une hélicase peut jouer différents réles : agir comme une pince, séparer localement un double
brin d’acides nucléiques en profitant des fluctuations thermiques, transloquer sur un simple brin,
éliminer des obstacles tel que des protéines attachées sur son chemin, ou dérouler un double brin
de fagon processive. L'ensemble de ces activités nécessite 'hydrolyse de 'ATP, que ce soit pour
avancer ou pour décrocher Uhélicase.
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histones, conduisant ainsi a une relaxation locale de 'ADN qui donne accés a la
machinerie de réparation de la voie NER (nucleotide excision repair) (Lans et al., 2012).

Derriére la capacité des hélicases a lier des acides nucléiques et a coupler I'énergie de
I'hydrolyse de NTP a des changements conformationnels, se cachent des propriétés
biochimiques et biophysiques variées (Jankowsky, 2012; Pyle, 2008; Singleton et al., 2007;
2013). Nous présenterons ci-dessous les principales propriétés qui peuvent leur étre
attribuées, avec un intérét particulier pour la processivité.

1.4.1. Propriétés usuelles

La polarité

C’est l'orientation de la translocation des hélicases sur les acides nucléiques, dans le sens
5’-3’ ou 3’-5. Une grande majorité des hélicases est unidirectionnelle. Parmi les hélicases
SFI, les hélicases de la famille UvrD/Rep se déplacent dans le sens 3’-5’ et sont dites SFI-A,
alors que celles des familles Pifl-like et UPFI-like se déplacent dans le sens 5-3’, et
appartiennent a la catégorie SF1-B. Parmi les hélicases SF2, celles qui sont capables de se
déplacer présentent une polarité 3’-5". La polarité est une propriété intrigante, vu que les
acides nucléiques sont chargés de la méme fagon a la surface des domaines RecA quelle
que soit I'hélicase, le domaine RecAl étant positionné du coté 3’ et le domaine RecA2 du
coté 5. L'un des modeles proposés pour expliquer la direction de translocation d'une
enzyme repose sur la force de I'interaction de chaque domaine RecA avec I'acide nucléique,
et ce a partir des structures de RecD2 (hélicase SF1-B Pif-I like) (Saikrishnan et al., 2009).
En absence d’ATP, le domaine RecAl s’accroche fortement a ’ADN (Figure 7). Suite a la
liaison de 'ATP, le domaine RecA2 se rapproche du domaine RecAl pour former le site
catalytique de 'ATP. En conséquence, l'interaction de RecA2 avec I'ADN est renforcée,

i) 5’-3’ translocation (RecD2)
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Figure 7 : comparaison des mécanismes de translocation d’hélicases SFI-A tel que PcrA
et SFI-B tel que RecD2.

Dans les deux cas, le cycle d’hydrolyse de 'ATP induit des changements conformationnels qui
conduisent a la translocation de I'hélicase sur TADN, mais dans des directions opposées. Les
mains fermées ou ouvertes représentent les domaines RecAl et RecA2 alternant entre une prise
forte ou faible sur TADN. Les passages d’une prise forte a faible et vice-versa sont indiqués par
les fléches pointillées. Les fléches solides représentent la direction de la translocation. Figure
extraite de l'article de Saikrishnan et ses coll., 20009.
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alors que RecAl détend sa prise sur I'acide nucléique. Une fois '’ATP hydrolysée, le domaine
RecAl se décale de RecA2, en avancant de 1 nucléotide. Ceci permet un retour a une
configuration détendue de I'hélicase avant le cycle catalytique suivant. Un scénario
similaire est applicable a I'hélicase PcrA (SF1-A) (Dillingham et al., 2000; Velankar et al.,
1999).

Le chargement sur simple ou double brin

In vitro, la majorité des hélicases SF1 et SF2 testées nécessitent un segment court
d’ADN ou ARN simple brin pour se charger avant de pouvoir avancer (overhang). Ces
hélicases sont incapables d’agir sur un substrat double brin a extrémités franches. Ce
besoin est a prendre en considération dans les tests d’activité visant a déterminer la
capacité d'une hélicase a dérouler un double brin d’acide nucléique.

La spécificité pour un substrat d’ADN ou d’ARN

Cette spécificité ne semble pas dépendre de la famille a laquelle I'hélicase
appartient, vu que plusieurs familles comportent des hélicases a ADN, a ARN, ou
capables d’agir sur les deux substrats. Les structures cristallographiques de certaines
hélicases permettent de comprendre le manque apparent de spécificité. Dans ces
structures, les hélicases établissent des liaisons avec le squelette phosphate des acides
nucléiques, et non avec les sucres des bases azotées. Ce manque de spécificité in vitro
rend la tache plus difficile pour déterminer le rdle cellulaire d’'une hélicase étudiée.

La taille du pas

Le pas d'une hélicase peut étre défini de diverses fagons. Il peut par exemple
correspondre au nombre de bases ou de paires de bases traversées entre deux
événements cinétiques limitants (pas cinétique), ou par molécule d’ATP hydrolysée (pas
chimique).

La processivité

La processivité d’'une enzyme est définie par le nombre de réactions consécutives que
cette enzyme peut catalyser entre sa liaison et sa dissociation de son substrat. Dans le
cas des hélicases, la processivité est définie par la distance qu’elle traverse, ou le nombre
de paires de bases qu’elle sépare avant de se dissocier de son substrat d’ADN ou d’ARN.
L’évaluation de la processivité des hélicases est facilitée par des techniques d’étude a
I'échelle de la molécule unique (chapitre IV) et des substrats de longueur élevée. Dans
quelques situations, les données expérimentales sur la processivité d'une hélicase sont
contradictoires, et dépendent de la nature et du type de substrat utilisé, ainsi que de la
procédure expérimentale. Tel est le cas de I'hélicase Pifl de la superfamille 1. Certains
travaux avaient conclu que cette hélicase est incapable de séparer des doubles brins a
I'état monomérique mais devient efficace en dimeére (Barranco-Medina and Galletto,
2010), alors que d’autres reportent une séparation active de double brins, avec une
processivité plus élevée dans le cas d’hybrides ARN/ADN que d’hybrides ADN/ADN
(Byrd and Raney, 2017; Chib et al., 2016). Nous pouvons aussi donner 'exemple des
hélicases SF1 Rep, UvrD et PcrA; ces hélicases sont reportées comme étant des
translocases efficaces et processives sur des acides nucléiques simple-brin, c’est-a-dire
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capables de franchir de longues distances, mais des séparatrices inefficaces face a une
fourche quand elles sont a I'état monomérique. Dans les travaux en question, les auteurs
constatent qu'une dimérisation permet a ces hélicases de séparer des doubles brins de
facon processive (Arslan et al., 2015; Brendza et al., 2005; Comstock et al., 2015; Maluf
et al., 2003; Niedziela-Majka et al., 2007; Tomko et al., 2007). D’autres travaux utilisant
des moyens d’évaluation différents reportent que I'hélicase UvrD sépare des doubles
brins de fagon processive méme a I'état monomérique (Dessinges et al., 2004). Parmi
I'ensemble des hélicases des superfamilles 1 et 2 (plus d'une centaine chez 'homme),
rares sont celles qui démontrent une processivité élevée dépassant la centaine de paires
de bases dans la séparation de double-brins d’acides nucléiques. Mis a part Rep, UvrD
et PcrA dont les données sont controversées vis-a-vis de leur état monomérique ou
dimérique, nous citons les hélicases RecB et RecD du complexe RecBCD nécessaire a la
réparation de 'ADN pendant la recombinaison chez E. coli. Ces 2 hélicases possédent
des processivités de déroulement de plusieurs kilopaires de bases (Lohman and Fazio,
2018). La rareté de cette caractéristique justifie I'intérét que nous avons accordé a la
processivité de 'hélicase UPFI dans notre travail. En effet, les travaux précédents de
notre équipe (Fiorini et al., 2015) ont démontré que le coeur hélicase d’'UPFI posséde une
processivité de déroulement de double-brins d’ADN et d’ARN supérieure a 10 kb. Nous
présenterons cette hélicase et ses propriétés biochimiques et physiologiques au chapitre
IT et dans la présentation des objectifs du projet.

1.4.2. La processivité : un parametre complexe a évaluer

Plusieurs facteurs interviennent dans la compréhension de la processivité d’'une
hélicase, dont son mécanisme de translocation et de séparation des paires de bases, sa
résistance et sa force face a la fourche, et sa vélocité.

Mécanismes moléculaires de translocation

La translocation correspond au déplacement de I'hélicase sur I'acide nucléique. Ce
parametre peut étre utilisé pour comprendre les mécanismes qui permettent a ’hélicase
de progresser le long de I'acide nucléique. Deux modéles sont proposés pour expliquer
le mécanisme de translocation des hélicases a ADN sur un substrat d’acides nucléiques,
mais sont aussi appliquables aux hélicases a ARN.

Le mécanisme de stepping

Ce modele implique la présence de deux sites de fixation de 'acide nucléique, ces
deux sites pouvant faire partie d'une seule hélicase, ou se répartir sur deux unités si
I'hélicase agit en dimére ; dans le premier cas, nous parlons d'un mécanisme inchworm,
dans le deuxiéme nous parlons d'un mécanisme rolling (Figure 8A). Les deux
mécanismes reposent sur une alternance de chaque site de fixation entre une affinité
faible et une affinité forte aux acides nucléiques, stimulée par des changements
conformationnels dus a l'hydrolyse de I'ATP. Ces altérations de conformation
permettent a 'enzyme de se déplacer (Patel and Donmez, 2006; Sun et al., 2008).
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Le mécanisme du moteur Brownien

Dans ce modeéle, 'hélicase alterne entre deux états d’affinité aux acides nucléiques :
un état de faible affinité pendant lequel I'hélicase se dissocie de I'acide nucléique, et un
état de forte affinité (énergie basse) pendant lequel elle est fortement liée a l'acide
nucléique. Afin d’avancer, 'hélicase doit passer par 'état de faible affinité, qui a lieu
durant les étapes d’hydrolyse ou relargage de I'ATP. Durant cette étape, 'hélicase se
dissocie et effectue un mouvement Brownien dans n’importe quelle direction. Si le
mouvement |'éloigne trop de l'acide nucléique, I'hélicase se dissocie complétement, ce
qui expliquerait la basse processivité de certaines hélicases. Si I'hélicase avance vers
I'avant pendant son mouvement Brownien sans s’écarter de I'acide nucléique, elle lie de
nouveau son substrat a I'étape suivante de forte affinité. L'’hélicase aura dans ce cas
avancé d’un pas grace a 'hydrolyse de 'ATP (Figure 8B).
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Figure 8 : mécanisme de translocation des hélicases.

A- mécanisme de translocation selon le modéle inchworm. L’hélicase posséde deux sites de
fixation a lacide nucléique et ces sites passent d’un état de faible affinité (main bleue) a un état
de forte affinité (main rouge) au substrat. Ces changement d affinité et de conformation se font
selon l’état de fixation et d’hydrolyse de 'ATP et permettent a I'hélicase de se déplacer sur l'acide
nucléique. Le mécanisme de rolling est analogue mais fait intervenir deux hélicases possédant
chacune un site de fixation a l'acide nucléique. B- mécanisme de translocation selon le modéle du
moteur Brownien. L’hélicase peut passer, selon son état de fixation et d’hydrolyse du NTP d’un
état de forte affinité (1) a un état de faible affinité (2) ot sa position fluctue par agitation
thermique. Statistiquement, I'hélicase reste sur sa position ou avance (3) lorsqu’elle se fixe a
nouveau a l'acide nucléique avec une forte affinité. Lors de I'étape (2), Uhélicase peut également
se dissocier de son substrat (4). Figure adaptée de l'article de Patel et Donmez, 2008.

Modele de processivité

Dans une tentative de modélisation de la processivité, Manosas et ses coll. ont
proposé un modele mathématique discriminant les hélicases actives et passives, qui fait
le lien entre les deux modéles mécanistiques proposés et la processivité (Manosas et al.,
2010). Ce modele est dérivé d’'un modele précédent proposé par Betterton et Julicher
(Betterton and Jilicher, 2005). Une hélicase est dite active si elle est capable de
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déstabiliser directement le duplex d’acide nucléique, alors qu'une hélicase passive
profite de la fluctuation thermique qui ouvre transitoirement un duplexe d’acides
nucléiques pour se fixer a I'un des deux brins. Ce modéle d’hélicases actives/passives
définit plusieurs parametres tels que le potentiel d’'interaction de I'hélicase avec l'acide
nucléique double-brin, ou les constantes de translocation de I'hélicase dans un sens ou
dans l'autre. Dans le travail associé a la construction de ce modele, des expériences a
I’échelle de la molécule unique dans lesquelles 'activité de 'hélicase est évaluée face a
des substrats d’ADN portant une tige-boucle ont permis de mesurer la vitesse de
translocation (Vtranslocation) et la vitesse a laquelle elle sépare les paires de bases du
duplex (Vunwinding). La comparaison de ces deux parametres permet de déterminer si
une hélicase est active ou passive : une hélicase active présente des vitesses égales en
séparation comme en translocation (cas de RecQ), alors qu'une hélicase passive présente
une vitesse de séparation inferieure a la vitesse de translocation (cas de GP41). Selon le
modele, les hélicases présenteraient généralement un comportement intermédiaire
entre ces deux extrémes, qui dépend de I'énergie nécessaire pour déstabiliser la paire de
base en face de I'hélicase (séquence, structure secondaire, longueur du substrat).

Peu de modeles ont été proposés depuis pour décrire la processivité des hélicases
et les parameétres qui la régissent. Nous citons le modéle de Pincus et ses coll., qui
explique I'impact de la force a laquelle I'hélicase fait face sur sa vitesse de translocation
et sa processivité (Pincus et al., 2015).
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Chapitre Il. UPF1 : une hélicase essentielle pour le NMD

Ce chapitre est consacré a UPFI, protéine centrale de ce manuscrit et du projet de
thése. L'intérét que notre équipe porte a UPFl vient de son role essentiel pour le
processus de NMD (Nonsense Mediated mRNA Decay), un mécanisme de dégradation
des ARNm portant un codon de terminaison de la traduction prématuré qui joue un role
de surveillance chez les eucaryotes.

Dans ce projet, nous nous sommes surtout intéressés aux propriétés meécanistiques
d’'UPF1 en tant qu’hélicase. Cependant l'histoire d’'UPF1 depuis sa découverte est
intimement liée a la voie du NMD pour laquelle elle joue un réle essentiel mais encore
mal compris.

La description suivante du NMD est en partie adaptée de la revue de He et
Jacobson : « nonsense-mediated mRNA decay : degradation of defective transcripts is only
part of the story ». (He and Jacobson, 2015a)

Le NMD est une voie conservée chez tous les eucaryotes, découverte suite a
I'observation que certains ARNm transcrits a partir d’alléles porteurs de mutations non-
sens avaient des concentrations inhabituellement basses dans la cellule. Elle a été décrite
pour la premiére fois en 1979, presque simultanément chez la levure (Losson and
Lacroute, 1979) et 'homme (Maquat et al., 1981), suggérant dés le début que cette voie
est hautement conservée et remplit un role biologique crucial. Depuis, la fonction du
NMD la mieux décrite consiste a détecter et éliminer les ARNm portant des codons stop
prématurés afin d’éviter la production de protéines tronquées indésirables (He et al.,
1993; Pulak and Anderson, 1993). Cependant au-dela de ce role de surveillance, le NMD
joue un role fondamental dans les mécanismes de régulation post-transcriptionnelle de
plusieurs ARNm physiologiques sans défauts apparents. La compréhension des
mécanismes du NMD a un intérét fondamental et appliqué ; d'une part, cette voie
impacte des processus cellulaires divers tels que la croissance et la prolifération cellulaire
(Avery et al., 2011; Hein et al., 2015; Lou et al., 2014), le développement et la
différenciation (Bruno et al., 2011; Gong et al., 2009; Mcllwain et al., 2010; Metzstein
and Krasnow, 2006; Wittkopp et al., 2009), et les réponses immunitaires et antivirales
(Gardner, 2010; Ghosh et al., 2010; Sakaki et al., 2012). D’autre part, le NMD joue un
large role dans des pathologies telles que le cancer, puisque le développement de cellules
tumorales implique une augmentation des instabilités génétiques qui génerent des taux
élevés de substrats de NMD (Lindeboom et al., 2016). Le NMD est aussi un acteur
important dans plusieurs maladies génétiques rares dans lesquelles il accentue les
symptomes. En effet, sur les 7000 maladies génétiques rares connues, 30% sont dues a
des mutations non-sens ou de décalage de cadre de lecture qui génerent un codon stop
prématuré. Les ARNm transcrits a partir des génes mutés sont donc des cibles du NMD,
qui réduit le taux final de la protéine produite. Les patients porteurs de ces mutations
non-sens présentent des symptomes aggravés par rapport aux porteurs de mutations
faux-sens (Miller and Pearce, 2014); ils souffrent a la fois des conséquences de la
protéine tronquée potentiellement défectueuse, et de la réduction du taux de cette
protéine qui aurait pu porter une activité résiduelle, comme dans le cas de la fibrose
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cystique ou le géne CFTR porte une mutation non-sens (Linde and Kerem, 2011).

[1.1.1. Les substrats du NMD

Les substrats du NMD peuvent étre classés dans les catégories suivantes :

Les ARNm porteurs d'un codon stop prématuré dans leur région codante :
substrats typiques du NMD, ce sont les produits de génes porteurs de mutations
non-sens ou causant un décalage dans le cadre de lecture, de pseudogenes, ou
d’évenements d’épissage alternatif retenant des introns ou des exons porteurs de
codons stop (Ge and Porse, 2014; He et al., 2003; Weischenfeldt et al., 2012) ;
Les transcrits ressemblant a des ARNm mais sans potentiel codant, tels que les
longs ARN non codants, les ARN dérivés de régions intragéniques, et les transcrits
d’éléments transposables inactifs (He et al., 2003; Kurihara et al., 2009; Smith et
al., 2014; Tani et al., 2013; Thompson and Parker, 2007) ;

Les transcrits physiologiques ne souffrant pas de défauts apparents, tels que les
ARNm a longs 3’'UTR (untranslated region) ou possédant au moins un intron dans
cette région (Giorgi et al., 2007; Kebaara and Atkin, 2009; Zaborske et al., 2013)
et les ARNm porteurs d'uORFs (upstream open reading frame ; cadres de lecture
dans la région 5’"UTR en amont du cadre de lecture canonique).

[1.1.2. La machinerie du NMD

Les facteurs impliqués dans la voie du NMD sont nombreux, puisqu’ils doivent

détecter les substrats cibles, bloquer la traduction, et les dégrader rapidement. Parmi
ces facteurs, certains tel qu'UPF1 sont conservés chez I'ensemble des eucaryotes et
forment le cceur de la voie du NMD, alors que d’autres sont spécifiques de différentes

Nonsense-mediated decay (NMD) factors
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Figure 9 : les facteurs de NMD de levure, nématodes et homme.

La méthode utilisée pour découvrir les facteurs de NMD chez les trois organismes est précisée.
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especes. La Figure 9 résume les différents facteurs de NMD découverts chez la levure,
les nématodes et 'homme, ainsi que les méthodes utilisées qui ont mené a leur
découverte (Hug et al., 2016). Nous décrirons quelques-uns de ces facteurs dans les
paragraphes suivants.

Les protéines UPF1-2-3

De la levure a 'homme, I'activation du NMD nécessite trois protéines clés : UPFI,
UPF2 et UPF3 (Up-frameshift) (Cui et al., 1995; Gatfield et al., 2003; He et al., 1997; Leeds
et al., 1991; Perlick et al., 1996). La nomenclature de ces protéines varie entre les espéces
(Smg2-4 chez C. elegans), mais nous adopterons uniquement les noms UPFI-3 dans ce
manuscrit. Ces trois protéines interagissent entre elles, avec le ribosome, et avec divers
facteurs de traduction et de dégradation. Elles forment donc un complexe de
surveillance conservé, mais leurs roles exacts au sein du NMD sont encore peu connus.
Parmi elles, seule UPF1 possede une activité enzymatique.

UPF1 est une ARN hélicase de la superfamille 1 (chapitre I) qui comporte un
domaine N-terminal riche en cystéines et histidines (domaine CH), suivi d'un domaine
hélicase et d'une partie C-terminale moins conservée entre les différentes espéces
eucaryotes (Figure 10) (Altamura et al., 1992; Chakrabarti et al., 2011; Clerici et al., 2009;
Leeds et al., 1992). Le coeur hélicase d’'UPFI lui attribue des propriétés de liaison et
hydrolyse d’ATP et de séparation de duplexe d’acides nucléiques. La capacité d’'UPFI a
lier et hydrolyser 'ATP est essentielle pour le NMD, puisque les mutations ciblant les
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Figure 10 : architecture des protéines ceeur du NMD UPFI, UPF2, UPF3A et UPF3B.

UPFI humaine (hUPFI) est composée de 3 domaines principaux : le domaine CH riche en cystéines
et histidines (vert), le domaine hélicase central, et le domaine SQ riche en sérines et glutamines.
Le domaine SQ n’est pas conservé chez UPFI de levure (yUPFI). UPF2 humaine (hUPF2) est
formée de 3 domaines MIF4G consécutifs, suivis d'un domaine C-terminal qui interagit avec le
domaine CH d’UPFI; le troisiétme domaine MIF4G interagit avec le domaine RRM d’UPF3
humaine (hUPF3). UPF3 humaine présente deux isoformes A et B trés similaires. Une grande
portion d’'UPF3 est désordonnée. Un petit domaine structuré a lextrémité d’'UPF3 assure
l'interaction avec 'EJC.
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acides aminés nécessaires a ces fonctions abolissent le NMD (Weng et al., 1996a, 1996b,
1998). Les mutants ATPases d'UPF1 sont incapables de lier la sous-unité 40S du
ribosome (Min et al., 2013), de désassembler les complexes ARN-protéines formés pour
arréter la traduction (Franks et al., 2010), ou permettre le recyclage des protéines
nécessaires a la traduction (Ghosh et al., 2010).

L’activité enzymatique d’'UPF1 est modulée par UPF2 (Chamieh et al., 2008). Chez
la levure, le domaine CH d’UPFI s’associe a UPF2 (He et al., 1997), a la protéine
ribosomale Rps26, et a 'enzyme de décoiffage Dcp2 (He and Jacobson, 1995, 2015b).
Cette multitude de partenaires suggere que la protéine UPFI a un rdle critique dans la
mise en place de I'ordre des étapes durant le NMD. Entre les métazoaires, les domaines
N et C-terminaux d’'UPFI sont hautement conservés, et chez 'homme, ces domaines
subissent de multiples phosphorylations impactant l'interaction d’'UPFl avec les
protéines Smg5, Smg6 et Smg7 (Chakrabarti et al., 2014; Nicholson et al., 2014; Ohnishi
et al., 2003; Okada-Katsuhata et al., 2012). Une étude effectuée par notre laboratoire sur
les protéines UPF1-3 de 'homme (Chamieh et al., 2008) démontre que UPF2 assure le
lien physique (bridge) entre UPFl et UPF3 durant le processus du NMD, ces deux
protéines n’interagissant pas directement ensemble. Cependant UPF2 accomplit
d’autres fonctions complexes. Sa partie N-terminale comporte 3 domaines MIF4G
consécutifs dont le dernier interagit avec UPF3 et Smgl (Aravind and Koonin, 2000;
Clerici et al., 2014; He et al., 1997; Kadlec et al., 2004; Ponting, 2000). La partie C-
terminale d’'UPF2 lie le domaine CH d'UPFl et impacte l'activité enzymatique de
I'hélicase (Chakrabarti et al., 2011; Chamieh et al., 2008; Clerici et al., 2009).

UPEF3 posséde une seule isoforme chez S. cerevisiae et C. elegans, mais deux
isoformes chez 'homme (Lykke-Andersen et al., 2000; Serin et al., 2001). Elle présente
un domaine central RRM (RNA recognition motif) qui se lie a UPF2 (Kadlec et al., 2004;
Serin et al., 2001). La partie C-terminale de UPF3 se lie a I'EJC, complexe que nous
décrirons plus loin (Buchwald et al., 2010).

Les protéines Smg

L’activation du NMD chez les métazoaires nécessite I'intervention des protéines
Smgl et Smg5-9 (Yamashita, 2013). Ensemble, ces protéines sont responsables de la
phosphorylation et déphosphorylation d’'UPFI, étapes nécessaires a l'interaction et au
recrutement de partenaires intervenant durant le NMD. Smg5, Smg6 et Smg7 portent
toutes un domaine « phosphopeptide-binding 14-3-3 like » qui leur permet de lier la forme
phosphorylée d’'UPFl et contribuer a sa déphosphorylation (Chakrabarti et al., 2014;
Fukuhara et al., 2005; Jonas et al., 2013; Ohnishi et al., 2003; Okada-Katsuhata et al.,
2012). Smg 5 et Smg6 partagent aussi un domaine C-terminal PIN (PilT N-terminus
domain) de la famille RNAseH. Grace a leurs domaines 14-3-3-like, Smg5 et Smg7
forment un hétérodimere qui recrute le complexe CCR4-NOT, qui a son tour déclenche
la désadénylation et 'enlévement de la coiffe 5’ (decapping) de TARNm cible (Loh et al.,
2013; Unterholzner and Izaurralde, 2004). Smg5 interagit aussi avec la phosphatase
PP2A (Anders et al., 2003; Ohnishi et al., 2003). Smg6 est monomérique en solution et
se lie in vitro a UPF1 méme quand celle-ci n’est pas phosphorylée (Chakrabarti et al.,
2014; Nicholson et al., 2014). Le domaine PIN de Smg6 présente une activité nucléase in
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vitro (Glavan et al., 2006); in vivo, Smg6 clive les substrats de NMD grace a son activité
endonucléase (Eberle et al., 2009; Huntzinger et al., 2008; Schmidt et al., 2014). Des
phosphorylations d’'UPFI1 de levure ont été observées (Lasalde et al., 2014; de Pinto et al.,
2004); cependant aucun orthologue de la kinase Smgl n’est répertorié chez la levure, et
aucune étude ne montre un lien direct entre la phosphorylation d’'UPF1 et I'activation
du NMD chez la levure. Chez 'homme, certains résidus sérines dans la région C-
terminale d’'UPF1 (domaine SQ) sont phosphorylés par Smgl.

Les facteurs de terminaison de la traduction (release factors)

Les facteurs de relargage eRF1 et eRF3 (Sup45 et Sup35 chez la levure) sont recrutés
par le ribosome au cours de la terminaison de la traduction. Chez 'homme, UPF1
interagit avec eRFl et eRF3, et cette interaction conduit a la formation du complexe
SURF (Smgl-UPFI-release factors) (Kashima et al., 2006a; Yamashita et al., 2009). Cette
liaison inhiberait I'activité ATPase d'UPF1 (Czaplinski et al., 1998).

Le complexe EJC (Exon junction complex)

Chez les mammiferes, la machinerie d’épissage des ARN pré-messagers dans le
noyau dépose un complexe protéique appelé EJC, 20 a 24 nucléotides en aval des
jonctions exon-exon (Le Hir et al., 2000). Quatre protéines conservées forment le cceur
de ce complexe : e[F4A3, Y14, Magoh, et MLN5I (Ballut et al., 2005; Tange et al., 2005).
L’EJC est déposé par la machinerie d’épissage sur les ARNm puis les accompagne dans
le cytoplasme. Au cours de ce voyage, 'EJC est impliqué dans plusieurs processus comme
le transport, la localisation et la traduction des ARNm. L’EJC contribue au NMD et joue
un role important chez les métazoaires car sa présence en aval d'un codon de
terminaison de la traduction constitue un signal suffisant pour déclencher le NMD et la
dégradation des ARNm (Le Hir et al., 2015).

[1.1.3. Mécanismes du NMD

Le NMD agit sélectivement sur les ARNm portant un codon stop prématuré ; cette
machinerie est donc capable de distinguer un ribosome arrété sur un codon stop
prématuré d’'un ribosome arrété au niveau d’'un codon stop normal a la fin d’'un cadre de
lecture. Afin de comprendre les mécanismes du NMD, il est nécessaire de répondre aux
questions suivantes : quelles sont les caractéristiques qui distinguent un codon stop
normal d'un codon stop prématuré ? Quand et comment les facteurs du NMD sont-ils
recrutés sur les substrats ? Comment les substrats sont-ils dégradés ? Plusieurs modeles
sont proposés pour expliquer le déroulement des événements suite a I'arrét du ribosome
au niveau d’'un codon stop prématuré.

Le modéle EJC-dépendant

Ce modele s’adresse principalement a la voie du NMD chez les métazoaires, étant
donné que les protéines de 'EJC sont absentes chez la levure. Durant le premier tour de
traduction d'un ARNm, le ribosome élimine les complexes EJC déposés sur les jonctions
exoniques au fur et a mesure qu’il avance durant I'élongation. Quand le ribosome s’arréte
au codon stop, les facteurs de terminaison eRF1 et eRF3 sont recrutés, avec UPF1 et sa

kinase Smgl pour former le complexe SURF. L'activité hélicase d’'UPF1 est inhibée par les
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facteurs eRF1 et eRF3 (Kashima et al., 2006a). Si le ribosome s’arréte sur un codon stop
prématuré avant d’avoir atteint le dernier exon, les complexes EJC en aval du codon stop
prématuré restent associés a 'ARNm. UPF3, déja associée a I'EJC dans le cytoplasme,
interagit avec UPF2, qui a son tour interagit avec UPF1 grace a la proximité entre le
ribosome et le complexe EJC. L'interaction entre UPFI-Smgl et UPF2 promeut la
phosphorylation d’'UPFI par Smgl et la dissociation d’eRF1 et eRF3. UPF1-Smgl sont par
conséquent liés a I'EJC par l'intermédiaire de UPF2 formant ainsi le complexe DECID
(Decay-inducing complex). L'interaction entre UPF1 et UPF2 léve linhibition sur
l'activité hélicase d’'UPF], lui permettant de remodeler TARNm et de recruter les
différents facteurs nécessaires au décoiffage, clivage et dégradation de TARNm (Figure
11A) (Ishigaki et al., 2001; Isken and Maquat, 2007).

Le modele de détection des 3’"UTR et potentialisation d’UPF1

La présence d’'un codon stop prématuré entraine la présence d'un long 3’'UTR
(untranslated region) dans TARNm. De méme, des ARNm normaux porteurs d’'un long
3’'UTR sont des cibles du NMD. Le modele « UPFI 3’-UTR sensing and potentiation » a
été proposé suite aux résultats d'une étude montrant qu'UPFl s’associe
préférentiellement a des transcrits porteurs de longs 3’'UTRs qui sont substrats de NMD,
spécifiquement au niveau des 3’'UTRs. Selon cette étude, I'association d’'UPF1 aux 3’'UTR
est indépendante de la séquence, mais dépendante de la longueur du 3’UTR (Hogg and
Goff, 2010). Dans ce modele (Figure 11B), UPFI se lie aux 3’'UTRs et détecte leur
longueur. La persistance d’'UPFI sur le transcrit I'activerait par un mécanisme inconnu,
et déclencherait le NMD.

Le modeéle des Faux-3’UTR

Ce modele est aussi issu de 'observation que les ARNm a longs 3’'UTR sont souvent
substrats du NMD, mais aussi du fait que la terminaison de la traduction au niveau d'un
codon stop prématuré est moins efficace qu’au niveau d’'un codon stop normal. Dans ce
modele, I'efficacité de la terminaison de la traduction dépend des interactions entre les
facteurs de terminaison et les protéines lies habituellement a la région 3’-UTR au-dela
du codon stop. Lors d’'une une terminaison prématurée, au moins 'un des facteurs
nécessaires a une terminaison efficace de la traduction est absent. L'inefficacité de la
terminaison, ou le délai de 'une de ses étapes conduirait au recrutement et I'activation
d’UPF1 (Figure 11C). Ainsi, le ciblage de la protéine Pabl (PolyA binding protein) en aval
du codon stop prématuré, ou un raccourcissement de la longueur d'un 3’UTR qui
rapproche la queue polyA du codon stop prématuré rend le substrat insensible au NMD
(Amrani et al., 2004; Behm-Ansmant et al., 2007; Eberle et al., 2008; Ivanov et al., 2008;
Kervestin et al., 2012; Silva et al., 2008).
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A UPF1est recrutée aux ARNm cibles a travers son interaction avec les facteurs de terminaison eRF1 et eRF3.
Elle est activée grace a l'interaction avec les composants d'un complexe EJC en aval du ribosome
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B UPF1 se lie a la région 3'UTR des ARNm cibles, un équilibre de liaison s'établit.
Elle est activée par un mécanisme inconnu durant la terminaison de la transcription
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C La terminaison précoce de la traduction au niveau d'un codon stop prématuré ne porte pas les
caractéristiques normales d’'une terminaison, conduisant au recrutement d’'UPF1 auprés du ribosome
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D Durant I'élongation, UPF1 se lie au ribosome durant I'élongation par un équilibre de liaison/dissociation.
Elle est activée par UPF2 et UPF3 uniquement en cas de terminaison précoce de la traduction.
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Figure 11 : modéles proposés pour le recrutement et l'activation d’'UPFI durant le NMD.

Quatre modéles sont décrits. A- UPFI est recrutée aupreés du ribosome en arrét, puis activée par
linteraction avec le complexe EJC en aval du ribosome. B- UPFI est recrutée au niveau des longs
3’UTRs, et activée par un mécanisme inconnu. C- UPFI est recrutée aupres du ribosome quand la
terminaison de la traduction est inefficace. D- UPFI se lie de fagon stochastique aux ARNm mais
ne devient active qu’apreés interaction avec UPF2 et UPF3. Figure adaptée de la revue d’He et
Jacobson, 2015.
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Limitations des modeles actuels
Chacun des modeles proposés souffre de trois défauts majeurs :

+  Ces modeles attribuent des roles essentiels a des facteurs qui ne sont pas
conservés chez tous les eucaryotes ;

+ Certaines hypothéses intégrées dans ces modéles sont actuellement contestées.
Par exemple, le role de UPF3 comme pont moléculaire entre le complexe EJC et
UPF1 est contesté par des données biochimiques récentes montrant que UPF3B
interagit avec UPFI et les facteurs de terminaison, et dissocie des ribosomes qui
ne portent pas de peptides naissants (Neu-Yilik et al., 2017). De plus, des études
utilisant la technique de CLIP (crosslinking and immunoprecipitation) suggérent
qu’al’échelle transcriptomique, UPFI serait recrutée uniformément sur les ARNm
et indépendamment de la terminaison de la traduction. Liée tout le long de
I’ARNm, UPFI1 serait progressivement enlevée par le ribosome durant I'élongation
(Gregersen et al., 2014; Hurt et al., 2013; Ziind and Mithlemann, 2013; Ziind et al.,
2013).

* Les événements liant la reconnaissance d'un codon stop prématuré au
recrutement des facteurs de dégradation sont peu clairs a ce jour.

Ceci justifie le besoin de poursuivre les études visant a élucider les mécanismes du NMD
dans l'objectif d’aboutir a un modele commun a tous des eucaryotes.

Malgré la divergence des modeéles de NMD, tous s’accordent sur le role essentiel et
central d’'UPFI au sein de cette voie chez tous les organismes. UPF1 est au centre de la
machinerie du NMD ; elle interagit avec une multitude de facteurs clés et intervient a
toutes les étapes, de la reconnaissance des substrats a leur dégradation. Il est donc
essentiel de comprendre quand et comment UPF1 est recrutée sur les ARNm cibles, mais
aussi de déterminer son role mécanistique durant le NMD, en particulier le réle qu’elle
joue en tant qu'hélicase et ATPase, et les interactions qu’elle établit avec ses partenaires.

UPF1 a initialement été isolée chez la levure (Leeds et al., 1991). Sa séquence
peptidique est hautement conservée parmi les eucaryotes, en particulier entre les
métazoaires. La conservation de sa séquence entre I'homme, la drosophile, les
nématodes, les plantes et la levure varie entre 40 et 62%. L'identité de séquence entre
I’homme, la souris et le poisson zébre est supérieure a 90% (Culbertson and Leeds, 2003;
Imamachi, 2012). Cette conservation élevée refléte son role crucial chez tous les
eucaryotes.

[1.2.1. Activités enzymatiques d’UPF1

Malgré le role central d’'UPFI1 dans la voie du NMD, sa caractérisation biochimique
est restreinte aux travaux de quelques équipes, notamment la nétre, et se limite a I'étude
des protéines UPF1 de 'homme et de la levure S. cerevisiae. Suite a la découverte du géne
UPFI chez S. cerevisiae, Czaplinski et ses coll. ont caractérisé I'activité enzymatique de
la protéine UPF1 (yUPFI) apres l'avoir purifiée a partir d’extraits de levure (Czaplinski et
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al., 1995). Suite a cette étude et a la découverte du géne UPFI chez 'homme (Applequist
et al., 1997), Bhattacharya et ses coll. ont exprimé et purifié la protéine UPF1 humaine
(hUPF1) entiére a l'aide de cultures de baculovirus, et ont évalué son activité
enzymatique (Bhattacharya et al., 2000). Les deux études ont démontré que : i) les
protéines hUPFl et yUPFl isolées sont monomériques en solution et capables
d’hydrolyser I'ATP, cette activité étant stimulée par I'ajout d’homopolymeres; ii) hUPF1
et yUPFI isolées lient des substrats d’/ARN et d’ADN en absence d’ATP, sans spécificité
de substrat ; iii) les deux protéines sont capables de séparer des duplexes d’ADN et
d’ARN dans le sens 5’-3’, et nécessitent la présence d’'une extrémité simple brin pour se
charger. Depuis, la structure cristallographique du cceur hélicase d'UPFl a été
déterminée, et les propriétés du coeur hélicase d'UPFI ainsi que sa régulation par les
domaines N et C-terminaux ont été étudiées, grace a la surexpression de formes
recombinantes d’'UPF1 dans E .coli.

11.2.2. Régulation de I’activité du cceur hélicase par les domaines CH
et SQ

La protéine hUPFI (1-1118) est formée de trois domaines principaux : le domaine N-
terminal CH riche en cystéines et histidines, le domaine hélicase central, et le domaine
C-terminal SQ riche en sérines et glutamines. La protéine yUPF1 (1-971) partage le
domaine CH N-terminal qui est hautement conservé entre les especes eucaryotes et
comporte le site d’interaction avec UPF2 (He et al., 1997; Serin et al., 2001), ainsi que le
domaine hélicase central de hUPFI. Sa partie C-terminale n’est pas conservée
structurellement et a priori fonctionnellement. Afin de caractériser le role des domaines
CH et SQ dans l'activité biochimique d'UPFI, notre équipe a cloné, exprimé et purifié
des formes recombinantes de hUPF], et évalué la capacité de ces protéines a lier et
hydrolyser 'ATP, lier des substrats d’acides nucléiques simple brin, et dérouler des
duplexes d’acides nucléiques (Chamieh et al., 2008; Fiorini, 2012; Fiorini et al., 2013).
Pour évaluer 'impact des domaines CH et SQ sur l'activité hélicase de hUPFI, notre
équipe a effectué des tests couramment utilisés de séparation de double brin "tout ou
rien" (all or nothing) (Lucius et al., 2003). Dans ces tests, la protéine recombinante est
mélangée a un hybride ARN/ADN portant une extension ARN simple brin 5’ suffisante
pour charger I'hélicase. En présence d’ATP, 'enzyme progresse et sépare 'hybride en
deux simples brins dont I'un est marqué radioactivement afin de suivre la cinétique de
la réaction. La Figure 12B montre un exemple de cette réaction dans le cadre d’'une
comparaison de l'activité de hUPF1 HD et hUPF1 CH-HD, en présence ou absence
d’'UPF2. La présence du domaine CH réduit la vitesse et 'amplitude de la réaction de
séparation par le domaine hélicase de hUPF], vu la quantité inférieure de simple brins
libérée au cours du temps. La pré-incubation d’'UPF1 avec UPF2 avant la réaction restitue
lactivité du coeur hélicase. Cette expérience a démontré que le domaine CH inhibe
'activité hélicase d'UPFI. De plus, elle montre qu'UPF2 active I'hélicase UPF1 en levant
I'inhibition causée par le domaine CH (Chamieh et al., 2008; Fiorini, 2012).
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Figure 12 : les domaines CH et SQ inhibent l'activité de 'hélicase UPFI humaine.

A- frontiéres des protéines recombinantes purifiées et testées. B- impact du domaine CH sur
Iactivité hélicase de hUPFI durant le suivi de la cinétique de séparation d’'un hybride ARN-ADN.
A gauche, gel PAGE représentatif de la réaction de séparation au cours du temps sur une durée de
45 minutes. De gauche a droite, gels représentant lactivité hélicase de hUPFI en absence du
domaine CH, en présence du domaine CH, et en présence du domaine CH et du partenaire UPF2.
Les positions de I'hybride ARN-ADN et du simple brin libéré par Uhélicase sont indiquées.
L’astérisque désigne la marque radioactive P32. La dénaturation de hybride est compléte a 95°C.
A droite, quantification de la fraction d’hybrides séparés au cours du temps. Le graphe montre la
fraction d’ADN simple brin marqué libéré aux instants t de prélévement. Les données obtenues
ont été ajustées a l'aide du logiciel Kaleidagraph. L’équation utilisée correspond a y= A(I-e’*), ou
A et k représentent respectivement 'amplitude et la constante de vitesse de la phase exponentielle
en conditions single run. Les valeurs de, A et k ( min™) sont 0.65 et 0.70 pour hUPFI HD, 0.19 et
0.07 pour hUPFI CH-HD, et, 0.72 et 0.20 pour le complexe UPFI CH-HD / UPF2. C- impact du
domaine SQ sur lactivité hélicase de hUPFI. A gauche, gel PAGE représentatif de la réaction de
séparation au cours du temps sur une durée de 30 minutes. De gauche a droite, gels représentant
lactivité hélicase de hUPFI HD, hUPFI HD-SQ, et d’'un complexe de deux protéines hUPFI HD /
hUPFI SQ copurifiées. Les valeurs de, A et k (min™) sont 0.84 et 0.97 pour hUPFI HD, 0.13 et 0.49
pour hUPFI HD-SQ, et, 0.04 et 0.18 pour le complexe hUPFI HD / hUPFI SQ. Figures adaptées
des articles de Fiorini et ses coll., 2012 et 2013.

De méme, la Figure 12C montre que l'activité du domaine hélicase est inhibée
aussi en présence du domaine SQ. Le domaine SQ interagit directement avec le domaine
hélicase et découple la liaison d’'UPFI aux acides nucléiques de I'hydrolyse de 'ATP ;
UPF1 lie 'ATP mais ne 'hydrolyse pas en présence du domaine SQ, impactant donc la
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capacité du cceur hélicase a se déplacer. A ce jour, les mécanismes levant I'inhibition du
domaine SQ ne sont pas connus. Cependant ce domaine comporte plusieurs sites de
phosphorylation qui ne sont pas impliqués dans le mécanisme d’inhibition (Fiorini et
al., 2013), mais dont la présence assure des interactions avec la kinase Smg]l, les facteurs
d’interaction Smg5, Smg6 et Smg7 (Okada-Katsuhata et al., 2012) ainsi qu’avec des
phosphatases. Tous ces facteurs sont susceptibles de moduler I'impact du domaine SQ
sur les activités enzymatiques d'UPFL

La double répression de hUPFI1 par ces domaines N- et C-terminaux suggére un
besoin de contrdler strictement son activité in vivo, et que plusieurs partenaires directs
sont nécessaires pour l'activer au moment opportun.

[1.2.3. Structure d’UPF1

Les structures disponibles pour différents domaines de la protéine UPF1 sont
résumées dans le Tableau 2.

Protéine et . ) ..
. Frontiéres PDB Ligands Publication
domaine
hUPF1 domaine CH hUPF1115-272 2IYK Zn* (Kadlec, 2006)
2GK7 PO*
_ ADP, PO4-,
hUPFI domaine 2GK6 (Cheng et al.,
_ hUPFI 295-914 Mg?*
hélicase (HD) 2007b)
AMPPNP,
2GJK
Mg2+
- 2W
hUPF1 CH-HD + hUPF1 UPF1 115-914 ¥
hUPF2 domaine de SO*, Zn? (Clerici et al., 2009)
. . . hUPF2 1105-1198 2WJV
liaison a UPF1
2X7ZP Mli
hUPF1 domaine hUPFL 295-914
hélicase (HD) 5XZO ADPAIf;
ARN ; Mg* (Chakrabarti et al.,
ADPAIf ; 201)
yUPF1 CH-HD yUPF1 54-851 2XZL ARN ; Mg2+,
Zn2+

Tableau 2 : structures disponibles des domaines de hUPFI et de yUPFI.

Structures du domaine hélicase

Le domaine hélicase central d'UPF] a été cristallisé seul, en présence d’analogues
de 'ATP, et en présence d'un homopolymeére d’ARN (Chakrabarti et al., 2011; Cheng et
al., 2007b). Ces différentes structures ont permis de comprendre 'organisation générale
de ce cceur hélicase, mais aussi d’'observer des changements conformationnels qui
permettent de proposer un modele mécanistique décrivant la translocation d’'UPFI sur
les acides nucléiques.

Le cceur hélicase d'UPF1 (hUPF1 HD 215-914, yUPF1 HD 221-854) comporte deux
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domaines RecA-like en tandem nommés RecAl et RecA2 (Figure 13A-B, jaune), et deux
sous-domaines ou protrusions émergeant de RecAl. Ces deux protrusions nommées 1B
(orange) et 1C (rouge) présentent chacune un repliement caractéristique. Elles sont
spécifiques a la famille des hélicases UPFI-like. La protrusion 1B est un 3-barrel formé de
6 brins B antiparalleles. Il est maintenu par deux hélices a (stalks) (gris) qui I'attachent
a RecAl, et le positionnent a l'interface au-dessus des domaines RecAl et RecA2. La
protrusion 1C est formée de 3 hélices situées au-dessus du domaine RecAl. Les domaines
RecAl et RecA2 portent 13 motifs conservés des hélicases: les motifs Q, I, II, Illa, et VI
responsables de liaison et hydrolyse de 'ATP sont situés entre les deux domaines RecAl
et RecA2 (Figure 13C, sphéres rouge); les motifs Ia, Ib, Ic, IV, V, et Vb, situés a la surface
des domaines, forment le site de liaison a 'ARN (Figure 13C, sphéres bleues); les motifs
[1I et Va assurent la coordination entre les deux sites (Figure 13C, sphéres ocre).

La comparaison des structures disponibles montrent que la protrusion 1C est
relativement rigide et bouge peu, alors que la protrusion 1B subit des changements
conformationnels suite a la liaison au substrat et a 'hydrolyse de 'ATP.

En absence d’ATP (PDB 2XZP), la structure d’'UPF1 est la plus détendue au niveau
des domaines RecAl. Les structures comportant de TAMPPNP (2GJK), de TADP-AIF4
(PDB 2XZO) et de TADP-PO4 (PDB 2GK6) représentent les trois étapes de '’hydrolyse
de I'ATP, respectivement les états de pré-hydrolyse, de transition et de post-hydrolyse
de la réaction. La comparaison de ces structures conduit aux observations suivantes : la
liaison a 'ATP (mimée par TAMPPNP) conduit a la fermeture de la poche entre les
domaines RecAl et RecA2, rapprochant ainsi les acides aminés impliqués dans la liaison
et 'hydrolyse de ’ATP. Elle conduit aussi a un mouvement de la protrusion 1B vers la
protrusion 1C, formant une sorte de canal entre les deux protrusions. Une boucle située
au bas de la protrusion 1B (hUPF1 349-355) interagit avec le domaine RecA2, entravant
potentiellement I'entrée d'un substrat. Suite a I'’hydrolyse de 'ATP, les domaines RecAl
et RecA2 s’écartent, et la boucle 349-355 est déstructurée, facilitant l'entrée ou
I'avancement du substrat. L'écartement de RecAl aprés l'hydrolyse permettrait a
I'hélicase d’avancer dans le sens 5’-3’.

En présence d’ARN, I'hélicase adopte une structure plus compacte (PDB 2XZO).
Les domaines RecAl et RecA2 qui portent a leur surface le canal de liaison aux acides
nucléiques se rapprochent. Le domaine 1B s’écarte vers 'arriére, et la boucle 349-355 se
déstructure et n’entrave pas l'accés au canal de liaison aux acides nucléiques. La
protrusion 1B adopte donc une conformation qui ne géne pas la liaison aux acides
nucléiques. Dans cette structure, hUPF1 HD lie 6 nucléotides, dont I'extrémité 5" est du
coté de RecA2 (Figure 13B).
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Figure 13 : motifs et structures des domaines HD et CH-HD d’UPFL.

A- frontiéres des différents domaines cristallisés des protéines UPFl. B- structures
cristallographiques du domaine hélicase d’'UPFI humaine (hUPFI) en absence et présence
d’analogues de 'ATP et d’ARN. UPFI HD comporte deux domaines RecA-like en tandem (jaune),
et deux protrusions IB (orange) et IC (rouge) saillant de RecAl. La protrusion IB est soutenue par
les stalks (hélices, gris). En absence d’ATP, UPFI est en conformation ouverte, le domaine RecA2
est distant du domaine RecAl. La liaison a 'ATP rapproche RecA2 de RecAl et la protrusion 1B de
la protrusion IC. La liaison a 'ARN est médiée uniquement par les domaines RecAl et RecA2. C-
localisation des motifs conservés d’UPFI ; en rouge, motifs impliqués dans la liaison et 'hydrolyse
de I'ATP ; en bleu, les motifs impliqués dans la liaison aux acides nucléiques ; en ocre, les motifs
impliqués dans la coordination entre les deux sites. D- structure cristallographique d’'UPFI CH-
HD de levure (yUPFI CH-HD) en présence d’ARN (gauche), et de hUPFI CH-HD en présence de
hUPF2 (droite). Le domaine CH (vert) ne contacte pas U'ARN mais affecte la position de la
protrusion IB qui rentre en contact avec 2 nucléotides supplémentaires de lextrémité 3’ de
I'ARN.UPF2 (bleu) interagit avec le domaine CH et le positionne de l'autre coté de I'hélicase
(droite).
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Structure d’UPF1 CH-HD

Deux structures du coeur hélicase d’'UPF1 avec le domaine CH sont disponibles ; la
premiere est celle de yUPF1 CH-HD liée a 'ARN, en état de transition de 'hydrolyse de
I'ATP (ligand ADP : AlF4 mime I'état de transition). Le domaine CH est organisé en deux
modules structuraux (deux doigts de zinc qui se cotoient suivis d’'un troisieme doigt de
zinc separé). Dans cet état de transition (Figure 13D, PDB 2XZL), le domaine CH
interagit avec le domaine RecA2. Les deux domaines RecA et la protrusion 1C sont
presque inchangés (comparer a 2XZO), alors que la protrusion 1B est poussée vers la
protrusion 1C d’un angle de 20°C suite a 'encombrement stérique généré par la présence
du domaine CH a proximité. Ce changement allonge la longueur du canal de liaison a
I'ARN, puisque dans cette configuration la protrusion 1B contacte 2 nucléotides
supplémentaires du coté 3’. UPFI lie au total 8 nucléotides et le phosphate d'un
neuvieme nucléotide dans cette conformation (Figure 14).

Les contraintes imposées sur la protrusion 1B engendrent peut-étre un blocage
dans le mouvement d’'UPF1 qui n’arriverait plus a avancer, ce qui expliquerait I'inhibition
de Tlactivité hélicase en présence du domaine CH observée durant les tests
enzymatiques. La deuxiéme structure d’'UPF1 CH-HD est celle de hUPF1 CH-HD en
complexe avec un fragment de hUPF2 qui interagit avec le domaine CH (Figure 13D,
PDB 2W]JV). Dans cette structure, le domaine CH adopte une position diamétralement
opposée a sa position quand il est seul sans UPF2. Il est alors positionné derriere le
domaine RecAl et loin de la protrusion 1B qui reprend sa place au-dessus de la surface
RecA2-RecAl. UPF2 lie UPFI au niveau du méme site de liaison a RecA2 ; ceci suggere
que UPF2 léve l'inhibition exercée par le domaine CH en le détachant de RecA2 et le
déplagant vers une position qui ne contraint pas le mouvement du coeur hélicase d'UPFL.
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Figure 14 : interactions ARN-UPFI en présence et absence du domaine CH.

Schéma représentant les contacts établis entre 'ARN et les acides aminés d’UPFI. Les résidus sont
numérotés selon leur position dans yUPFI. Les nucléotides 1 a 6 établissent des liaisons similaires
en absence et présence du domaine CH. Les nucléotides 6 a 9 a l'extrémité 3" de '’ARN sont
uniquement présents dans la structure yUPFI CH-HD 2XZL. Figure adaptée de larticle de
Chakrabarti et ses coll., 2011.
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11.2.4. Mutations connues et leur impact sur I'activité d’UPF1

La caractérisation biochimique et structurale de hUPF1 et yUPF1 a généré au cours
du temps un grand nombre de mutants servant a comprendre le mode de
fonctionnement et le role d’'UPFI au sein du NMD. L’ensemble de ces mutations, leur
localisation et leur impact est résumé dans le Tableau 3. Les résidus sont numérotés
selon leur position dans la protéine hUPF], méme si certaines de ces mutations ont été
étudiées a des positions homologues de yUPFL

Mutation Localisation Effet
Cl126S Domaine CH Abolit l'interaction entre UPF1 et UPF2
GTG 506-508 Prévient la déphosphorylation d’'UPFI1 et cible la
RTE protéine aux P-bodies
K509 A Domaine RecAl, site de Inhibe la liaison et I'hydrolyse de ' ATP
DE 647-648 AA liaison a I'ATP Perte de l'activité ATPase et hélicase
Réduit I'hydrolyse de I'ATP, sans altérer la liaison a
Q676 A
I'ATP
KR 610-611 AA
Protrusion 1C Réduit la liaison a 'ARN
R 615 A
R714 A Altere la liaison a I'ATP et I'hydrolyse
R843 A Inhibe la dégradation des ARNm des histones
RecA2, site de liaison a 'ATP
R843C Abolit le NMD
R876 A Altére la liaison a I'ATP et I'hydrolyse
S1084 A
Altere la liaison a UPF2, Smgl et Smg7
S1089 A
S1107 A Domaine SQ
QO8N Alteére la phosphorylation d’'UPF1
S127 A

Tableau 3 : mutations caractérisées de hUPFI.

Les mutants fonctionnels d’'UPFI] sont en grande partie des mutants ATPase dont
la capacité a lier ou hydrolyser 'ATP est altérée. La fonction ATPase d’'UPFI est
essentielle pour le NMD, puisque les mutants ATPase d’'UPF1 abolissent le NMD in vivo
(Kashima et al., 2006b; Weng et al., 1996a, 1996b, 1998). Des analyses génétiques chez
la levure suggérent que l'activité ATPase d’'UPF1 promouvrait le recyclage des sous-
unités du ribosome apres libération du peptide dont la traduction a été bloquée. En effet,
les mutants ATPase d’'UPFI ne déclenchent pas la dégradation des substrats NMD qui
s’accumulent, mais ils préviennent quand méme la poursuite de la traduction apres un
(readthrough) codon stop prématuré (He et al., 2013). De plus la délétion d'UPF1
engendre des défauts dans la ré-initiation de la traduction in vivo, et le recyclage des
ribosomes in vitro (Ghosh et al., 2010).

Des analyses fonctionnelles de mutants ATPase d’'UPF1 chez 'homme proposent
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aussi un role pour UPFl pendant la dégradation des substrats NMD médiée par
I'exonucléase Xrnl ; I'activité ATPase d’'UPF1 promouvrait la dissociation des facteurs du
NMD (Franks et al., 2010), puisque des défauts dans cette activité conduisent a
I'accumulation de protéines UPFI et de facteurs de NMD sur des intermédiaires de
dégradation 3’. Les travaux récents de Lee et ses coll. sur hUPF] supportent cette
hypothése et montrent que 'activité ATPase d'UPFI est nécessaire pour discriminer les
substrats cibles du NMD, permettant a UPF1 de se détacher plus vite des autres ARNm
grace a 'hydrolyse de 'ATP. L’hydrolyse de 'ATP décrocherait UPF1 et éviterait son
accumulation, empéchant en conséquence le recrutement de la machinerie du NMD sur
les non-cibles. Ainsi, les mutants ATPase d’'UPFl s’accumulent sous une forme
phosphorylée avec les facteurs Smg5-7 sur des substrats non-cibles (Lee et al., 2015).

Enfin, les travaux récents de Serdar et ses coll. chez la levure démontrent que
I'activité ATPase d’'UPF1 est nécessaire pour une terminaison efficace de la traduction
aux codons stop prématurés. Des mutants ATPase d'UPF1 conduisent a I'accumulation
de fragments d’ARN cibles de NMD portant des ribosomes non recyclés suite a I'arrét de
la traduction, qui bloquent la dégradation 5-3’ des substrats et I'achévement du
processus (Serdar et al., 2016). Ces résultats appuient le lien entre la stabilité des
transcrits et 'efficacité de terminaison de leur traduction.

[1.2.5. Réles d’UPF1 en dehors du NMD

Outre son role central pour le NMD, UPFI1 est impliquée aussi dans plusieurs voies
cellulaires qui ne semblent pas partager des mécanismes communs. UPFI est recrutée
par la protéine Staufenl sur certains 3’'UTRs d’ARNm spécifiques pour déclencher leur
dégradation ; ces ARN portent des sites de liaison dans leur région 3’'UTR, ou des
appariements intermoléculaires entre la région 3’'UTR et un long ARN non codant (half-
STAUI-binding site RNA). La voie de dégradation de ces ARNm est nommée SMD
(Staufenl mediated mRNA decay). Quelques exemples de substrats sont TARNm d’ARFI
(ADP ribosylation factor 1) qui porte une tige-boucle de 19 paires de base dans sa region
3’'UTR reconnue par Staul, et TARNm de la SERPINEI (Plasminogen activator inhibitor
I). Le SMD régule la stabilité de transcrits physiologiques codant pour des protéines
fonctionnelles. Comme le NMD, son occurrence est dépendante de la traduction et
nécessite I'intervention d'UPF1 qui interagit directement avec Staul (Kim et al. 2005).

UPFI intervient aussi dans la voie de dégradation des ARNm des histones, qui ne
possédent pas de queues polyA et ont la particularité de porter une tige-boucle dans leur
région 3’'UTR. L'expression de ces ARNm augmente pendant le passage des cellules de la
phase Gl a la phase S, et diminue rapidement a la fin de la phase S. La régulation de leurs
taux contribue a la coordination entre la réplication de 'ADN et 'assemblage de la
chromatine durant la phase S. UPF1 est recrutée au 3’'UTR de ces transcrits par une
interaction avec la protéine SLBP (stem loop binding protein) pour déclencher leur
dégradation (Kaygun and Marzluff, 2005).

UPFI est aussi utilisée par la machinerie du virus HIV, et sa délétion affaiblit les
taux des ARN génomiques de HIV-1 (Ajamian et al., 2008, 2015).

Elle est aussi impliquée dans la régulation des télomeres et la réplication de TADN
par des mécanismes encore mal identifiés (Azzalin and Lingner, 2006).
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L’ensemble des données acquises jusqu’'a maintenant sur la structure d’'UPF], sa
régulation enzymatique, ses nombreux partenaires protéiques et la variété des processus
dans lesquels elle est impliquée soulignent clairement la complexité structurelle et
fonctionnelle de ce moteur moléculaire et des ARN hélicases en général. Cependant,
pour UPF1 comme pour la grande majorité des ARN hélicases leur mode d’action reste
mal ou pas compris.
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Chapitre Ill. Les hélicases UPF1-like

Les hélicases UPFl-like sont I'une des trois familles de la superfamille 1, nommées
apres leur archétype UPFL. Elles présentent des homologues chez les eucaryotes uni et
pluricellulaires, les bactéries et les archées. Malgré les roles variés de ces enzymes in
vivo, et la multitude d’études visant a caractériser chacune d’elles, aucune revue ne
décrit a ce jour I'ensemble de ces enzymes en tant que famille. Ce manque pourrait
s’expliquer par la classification particuliére de ces hélicases. En effet, c’est la seule famille
d’ARN hélicases faisant partie de la superfamille 1. Cette classification indique qu’au
niveau de leurs séquences et de leurs structures, les hélicases UPFl-like ont plus de
proximité avec les ADN hélicases de la superfamille 1 qu’'avec les ARN hélicases de la
superfamille 2. De plus, malgré leur classement en tant quARN hélicases, plusieurs
membres de cette famille sont capables d’agir in vitro a la fois sur des substrats ¢’ADN
et I’ARN, et certains tel que DNA2 ne seraient in vivo impliquées que dans des voies
d’ADN. Le tableau suivant présente les membres de la famille UPFI-like chez 'homme,
et leurs homologues potentiels chez la levure S. cerevisiae. Ces protéines sont impliquées
dans des voies cellulaires trés diverses, et les mutations affectant leur activité sont
associées a de multiples maladies héréditaires. Dans ce chapitre, nous présenterons donc
leurs roles cellulaires, leurs structures, et leurs propriétés enzymatiques.

Glé;:leuie Géne humain
Nom et symbole Synlb(;l;n];jlé;ﬁient ou
NAI%ZI"“ Up-frameshift 1 (UPFL) RENTI, Smg-2
SENI Senataxin (SETX) ALS4, SCARI
Agquarius intron-binding spliceosomal factor (AQR) IBPI60
HCSI Immunoglobulin mu binding protein 2 (IGHMBP2) SMUBP2, CATFI
DNA2 DNA replication helicase/nuclease 2 (DNA2) DNA2L
MOVIO RISC complex RNA helicase (MOVIO) Moloney leukemia virus 10
MOVIO RISC complex RNA helicase like 1 Moloney leukemia virus 10 like
MTT] o (MOVIOLI) I
HELI ou Helicase with zinc-finger (HELZ)
ECM32 Helicase with zinc-finger 2 (HELZ2) PRIC285
Zinc finger GRF-type containing I (ZGRFI) C4orf2l
Zinc finger NFXI-type containing 1 (ZNFXI)

Tableau 4 : liste des génes humains codant pour des enzymes membres de la famille des hélicases
UPFl-like, et leurs homologues chez S. cerevisiae.
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Role cellulaire

IGHMBP2 (Immunoglobulin u binding protein 2) est une protéine dont le role reste
a ce jour débattu. Depuis sa découverte, diverses publications ont proposé des roles pour
IGHMBP2 dans la commutation de classes des immunoglobulines (Fukita et al., 1993),
la transcription (Molnar et al., 1997), la régulation de la réplication de 'TADN (Mizuta et
al., 1993), et la traduction (Guenther et al., 2009; de Planell-Saguer et al., 2009). Les
données les plus récentes proposent une association 'IGHMBP2 avec les polysomes, et
une dissociation a I'étape d’élongation de la traduction (Guenther et al., 2009).
L’homologue ' IGHMBP2 chez S. cerevisiae, nommé HCSI (ou DNA polymerase alpha-
associated DNA helicase A) a initialement été identifié comme un composant du
complexe multi-protéique formant la polymérase a de levure (Biswas et al., 1997).

L'intérét pour IGHMBP2 s’est accru avec la découverte de la maladie
neurodégénérative DSMAI ou amyotrophie spinale distale de type 1 (Distal Spinal
Muscular Atrophy Type 1). Cette maladie est caractérisée le plus souvent par une atrophie
musculaire distale, des déformations du pied et une insuffisance respiratoire aigué liée
a une paralysie du diaphragme nécessitant souvent une intubation en urgence. Cette
maladie est souvent létale a un jeune age ; elle est fréquemment due a des mutations
dans le géne IGHMBP2 (Grohmann et al., 2001; Guenther et al., 2007; Jedrzejowska et
al., 2014; Porro et al., 2014). De plus, certaines mutations affectant le taux d’expression
de la protéine IGHMBP2 conduisent a la maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 2
(CMT), pathologie neuromusculaire évolutive atteignant les nerfs périphériques
(Cottenie et al., 2014).

Propriétés enzymatiques

La protéine IGHMBP2 humaine et ses homologues chez les mammiféres sont
formés de trois domaines principaux. Le domaine N-terminal formant les 2/3 de la
protéine correspond a un domaine hélicase UPFI-like. Il est suivi d'un domaine dit
« R3H » (arginine-X-X-X-histidine), et d'un domaine de type doigt de zinc « ZnF » (Zinc
finger) du coté C-terminal. Une grande partie des mutations dIGHMBP2 engendrant la
maladie DSMALI sont localisées dans le domaine hélicase. Guenther et ses coll. ont
montré qu'une protéine recombinante englobant la totalité d'IGHMBP2 humaine est
capable d’hydrolyser 'ATP, et que cette activité est stimulée par la présence de substrats
d’ADN ou d’homopolymeres d’ARN, montrant ainsi quUlGHMBP2 est capable de séparer
des substrats ARN/ARN et ADN/ADN avec une polarité 5-3". De plus, ils ont testé
I'impact d'une partie des mutations causant la maladie DSMAIl sur lactivité
enzymatique, montrant que certaines de ces mutations impactent l'activité ATPase,
hélicase, ou les deux a la fois. Ces mutations n'impactent pas I'association dIGHMBP2
au ribosome, suggérant que la maladie DSMAI est due a un défaut enzymatique
d’IGHMBP2, et non a un probléeme de localisation.

Le domaine ZnF d'IGHMBP2 n’a pas encore été caractérisé. Quant a R3H, ce
domaine est un module retrouvé dans plus de 700 protéines, en général en combinaison
avec d’autres domaines, dont des hélicases. Ce domaine aurait un role de liaison aux
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acides nucléiques. Son role n’a pas été étudié dans le contexte de la protéine entiere
IGHMBP2 humaine. Cependant, une étude comparant l'activité du domaine hélicase
d’IGHMBP2 humaine seule a celle 'IGHMBP2-R3H de souris propose que le domaine
R3H augmenterait I'affinité ' IGHMBP2 a son substrat (Lim et al., 2012).

De fagon intéressante, 'homologue de levure HCSI d'IGHMBP2 comporte
uniquement le domaine hélicase. Les domaines R3H et ZnF ont donc probablement
étaient acquis durant 'évolution pour accomplir des fonctions spécifiques chez les
eucaryotes supérieurs.

Structures

IGHMBP2 fut la deuxiéme protéine de la famille UPFI-like a étre cristallisée. Les
structures disponibles pour IGHMBP2 sont celles du domaine hélicase seul, lié ou non
a un ARN (Lim et al., 2012). La structure du domaine R3H est aussi connue grace aux
techniques de RMN (Jaudzems et al., 2012). Le domaine R3H (PDB 2LRR) est caractérisé
par un résidu arginine invariable et un résidu histidine hautement conservé, séparés par
3 résidus (Grishin, 1998). Il est organisé en 3 brins [ antiparalleles et 2 hélices o (Figure
15), formant une surface chargée positivement (Liepinsh et al., 2003). Le domaine
hélicase ’'IGHMBP2 (PDB 4B3F) ressemble globalement a celui d'UPFL. 11 est formé de
deux domaines RecA-like 1 et 2, et de 2 protrusions 1B et 1C émergeant de RecAl a des
positions équivalentes a celles d’'UPF1. La protrusion 1B est soutenue par 2 hélices
similaires a UPF1 (stalks). Cependant I'une de ces hélices est plus longue chez IGHMBP2
et impacte l'orientation de la protrusion 1B, qui est inclinée vers la protrusion 1C en
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Figure 15 : structure des différents domaines d’IGHMBP2.

La superposition de structures a gauche correspond a un alignement de la structure
cristallographique du cceur hélicase ’IGHMBP2 (PDB 4B3F) avec celle d’'UPFI (2GK6). Les deux
protéines recombinantes ont été cristallisées sans acides nucléiques. L’alignement de structures
est effectué selon la position du domaine RecAl. UPFI est en gris clair. Les domaines RecAl, RecA2,
1B et IC de 'hélicase IGHMBP2 sont représentés avec le méme code couleur qu’UPFI. L'encadré a
droite comporte la structure du domaine R3H d’IGHMBP2 obtenue par RMN (2LRR).
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absence d’acides nucléiques (Lim et al., 2012).

La structure d'IGHMBP2 liée a un substrat d’ARN est aussi disponible (PDB 4B3G),
mais uniquement avec un phosphate lié au site de liaison de 'ATP (Figure 16). Les
éléments clés a tirer de cette structure sont les suivants :

* Le canal de liaison a 'ARN est situé entre les domaines RecAl, RecA2, 1B et 1C ;

+ Le squelette phosphate est principalement en contact avec la surface de RecAl et
RecA2, alors que les bases azotées sont orientées vers le solvant ou la protrusion
1B;

* Les protrusions 1B et 1C interagissent avec 'extrémité 3’ de 'ARN ;

+ Suite a la liaison a 'ARN, la protrusion 1B s’écarte de 30° de sa position initiale,
s’éloignant ainsi de la protrusion 1C mais se rapprochant de RecAl. La protrusion
1C s’écarte aussi de 10° vers 'extérieur. Ces changements sont remarquablement
différents des changements ayant lieu suite a la liaison d'UPF1 a 'ARN ;

* Le site de liaison a TARN d’'IGHMBP2 (9 nucléotides) est plus long que celui
d’UPFI1 ;

+ La liaison a 'ARN induit aussi un changement conformationnel marqué au
niveau d’une boucle a I'entrée de la protrusion 1C (résidus 264-273). Cette boucle
se réorganise et réoriente un résidu arginine (R270) de la poche de liaison a 'ATP
vers le site de liaison a 'ARN.

R270 R
‘ 1C

Figure 16 : superposition des structures du cceur hélicase IGHMBP2 avec et sans ARN.

L’alignement entre le cceur hélicase ’IGHMBP2 sans ARN (PDB 4B3F) et avec ARN (PDB 4B3G)
est effectué selon la position du domaine RecAl. L'encadré montre le changement de conformation
de la boucle 264-273 suite a la liaison a 'ARN, et en particulier le changement d’orientation de
I'arginine 270 (R270) de la poche de liaison a UATP vers le site de liaison aux acides nucléiques.
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SENI et son homologue SETX jouent toutes les deux un réle important dans la
terminaison de la transcription, en particulier la transcription invasive (pervasive
transcription) qui se caractérise par une production massive d’ARN non codants au
niveau de régions non annotées du génome et interfére avec I'expression normale des
genes (Groh et al., 2017).

Role cellulaire

SENI1 est I'un des composants du complexe NRD-NAB3-SENI (complexe NNS),
acteur majeur dans la terminaison de la transcription des ARN non codants (ncRNAs)
chez S. cerevisiae, ainsi que certains ARNm courts (Arndt and Reines, 2015; Porrua and
Libri, 2015; Steinmetz et al., 2001, 2006). Cette protéine comporte un domaine hélicase
essentiel a la viabilité cellulaire, et des régions N et C-terminales intervenant dans les
interactions avec les protéines partenaires (Chen et al., 2014). In vitro, SENI se déplace
dans le sens 5’-3’ et déroule des substrats d’ARN et d’ADN double brins (Han et al., 2017;
Martin-Tumasz and Brow, 2015). La mutation de l'acide aminé EI597 du domaine
hélicase de SENI est suffisante pour changer la distribution de 'ARN polymérase II sur
les ARN, et réduit 'efficacité de la terminaison de la transcription sur les ARNm courts
(200 a 500 paires de bases) (Chen et al., 2014). Cependant a ce jour, les mécanismes
précis expliquant le role de SENI dans la terminaison de la transcription ne sont pas
encore bien élaborés. De récents travaux décrivent le role de SENI dans la résolution de
boucles R (R-loops) (Alzu et al., 2012; Chan et al., 2014; Grzechnik et al., 2015; Mischo
et al., 2011). Ces structures sont des hybrides d’ARN/ADN formés pendant la
transcription quand 'ARN naissant envahit 'ADN et forme un hybride ARN-ADN avec
le brin complémentaire. Un mutant de SENI peut conduire a I'accumulation de ces
structures au niveau des ARN ribosomaux, des télomeres, des rétrotransposons, des
snoARNs, des tARNs, et ARNm courts (Chan et al., 2014). Cette accumulation a lieu en
aval du complexe terminateur NNS et coincide avec les régions de pause de la
polymérase II [119]. SENI contribuerait donc a la terminaison de la transcription associée
avec la résolution des R-loops qui apparaissent au niveau des régions de terminaison.
SENI participe aussi a la préservation de l'intégrité du génome de levure, en participant
aux voies de réparation de '’ADN (Alzu et al., 2012; Mischo et al., 2011).

SETX, homologue humain de SENI, joue un rdle dans la régulation de la
transcription de par sa capacité a moduler la liaison de 'ARN polymérase II a la
chromatine, et a travers son interaction avec plusieurs protéines liées a la transcription
dont SPT5, TAF4 et TRIM28 (Hein et al., 2015; Suraweera et al., 2009; Yiice and West,
2013). Cette protéine est requise pour une transcription efficace de plusieurs genes
constitutifs et de réponse au stress oxydatif tel que SODI (Skourti-Stathaki et al., 2011;
Suraweera et al., 2009). SETX est aussi requise pour une terminaison efficace de la
transcription par Pol II (Padmanabhan et al., 2012; Skourti-Stathaki et al., 201l;
Suraweera et al., 2009). Les études autour de SETX ont mené a la découverte chez
I'homme de l'existence des R-loops qui se forment aux sites de terminaison de la
transcription de génes humains. SETX serait capable de dérouler les R-loops sur les sites
de terminaison afin de libérer 'ARN qui serait dégradé par 'exonucléase XRN2 avant la
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terminaison de la transcription (West et al., 2004). Selon certaines études, SETX serait
recrutée aux sites de terminaison par son interaction avec des partenaires tels que BRCA1
et SMN (Hatchi et al., 2015; Zhao et al., 2016). Grace a son action sur les sites de
formation de R-loops, SETX contribuerait au maintien de I'intégrité du génome. Ainsi
en déclenchant leur élimination, elle permet d’éviter des cassures simple brin au niveau
de ces sites.

L'intérét pour SETX a surtout émergé suite a la découverte de mutations dans le
gene SETX liées a deux maladies neurodégénératives : L'ataxie récessive avec apraxie
oculomotrice de type 2 (AOA2) et la sclérose amyotrophique latérale de type 4 (ALS4)
(Anheim et al., 2009; Chen et al., 2004, 2006; Moreira et al., 2004). A ce jour, environ
120 mutations de SETX sont reportées. Celles responsables de la maladie ALS4 sont
exclusivement des mutations faux-sens, qui conduisent probablement a un gain de
fonction dominant (Bennett et al., 2013). De facon intéressante, de nombreuses
mutations de SETX responsables de maladies touchent son cceur hélicase. Ainsi, une
étude de 13 mutations faux-sens du coeur hélicase responsables de la maladie AOA2,
testées a des positions homologues de SENI, montre que 10 d’entre elles sont létales chez

la levure ou causent des défauts de croissance et de terminaison de la transcription
(Chen et al., 2014).
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Propriétés enzymatiques

SETX et SENI partagent une homologie élevée au niveau de leur coeur hélicase,
suggérant des propriétés communes entre les deux protéines (Chen et al., 2004; Moreira
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et al., 2004). Des travaux récents des équipes de Domenico Libri et de David Brow ont
étudié la capacité de SENI de S. cerevisiae a terminer la transcription in vitro et son
activité sur des hybrides ARN/ADN et ADN/ADN (Han et al., 2017; Martin-Tumasz and
Brow, 2015). Ils ont ainsi confirmé que le domaine hélicase de SENI seul est capable de
dérouler des duplexes ARN/ADN et ADN/ADN dans la direction 5-3’ (Kim et al., 1999).
SENI semblerait étre une translocase plus processive sur '’ADN simple brin que sur
I’ARN simple brin, et aussi plus efficace dans la séparation d'un duplexe ADN/ADN
qu'un duplexe ARN/ADN. Dans ces tests d’ensemble, SENI se décroche de son substrat
apres avoir traversé une courte distance, de 'ordre de 20 a 40 paires de bases, laissant
supposer une processivité inférieure de plusieurs ordres a celle d’'UPFL. Le domaine N-
terminal de SENI semble avoir un effet inhibiteur sur cette activité, rappelant I'inhibition
de I'hélicase UPFI par son domaine N-terminal. La présence du domaine C-terminal de
SENI augmente son efficacité a séparer des duplexes, en particulier des hybrides
ARN/ADN. En reconstituant un scénario de terminaison de transcription, les auteurs
montrent aussi qu’in vitro, le domaine hélicase de SENI seul est suffisant pour arréter
I’ARN POLII et terminer la transcription, et nécessite 'activité ATPase de SENI. Ces
travaux suggérent que 'interaction de SENI avec '’ADN ne serait pas nécessaire pour la
terminaison, mais qu’en revanche SENI doit s’associer a 'ARN naissant et se déplacer
vers la polymérase. La collision de SENI avec la polymérase exercerait une action
mécanique qui conduirait a la terminaison, mais uniquement quand la polymérase est
en pause transcriptionnelle (Figure 17). A notre connaissance, aucun travail n’a encore
étudié in vitro les propriétés enzymatiques de SETX, homologue humain de SENI,
malgré 'ensemble des mutations touchant son cceur hélicase et engendrant les maladies
neurodégénératives AOA2 et ALS4.

Structure cristallographique du domaine hélicase de SEN1

La structure du coeur hélicase de SEN1 (1095-1904, PDB 5MZN) a récemment été
résolue en présence d’ADP, mais en absence d’acides nucléiques (Figure 18) (Leonaité
et al., 2017). Globalement, cette structure présente une organisation similaire a celle
d’UPF1 formée des domaines RecA2, RecAl, et des deux domaines auxiliaires 1B (barrel)
et 1C (prong) émergeant de RecAl. Le domaine 1B est soutenu par 2 hélices (stalks). Un
sous-domaine spécifique mais conservé dans SENI est observable dans cette structure,
auquel les auteurs attribuent le nom de « brace » (bleu sur la Figure 18). Ce sous-
domaine établit de nombreuses interactions intramoléculaires avec RecAl, les hélices
stalks et le barrel 1B. Ces interactions sont nécessaires au repliement correct de la
protéine, car la délétion ou la mutation des résidus clés du brace génerent une protéine
insoluble in vitro et sont fortement déléteres in vivo.

Les auteurs relévent des différences au niveau des protrusions auxiliaires 1B et 1C.

La protrusion 1B, notamment la partie supérieure (barrel) présente une topologie mieux
définie que celle d’'UPFL. Il est lié aux stalks par des linkers plus courts, ce qui restreint
probablement son mouvement et la surface qu’il peut explorer. Les interactions entre le
barrel et le brace restreignent encore plus son mouvement. La protrusion 1C (prong)
quant a elle est plus courte que celle d’'UPF1 ; une délétion de la partie exposée au solvant
de 1C conduit a une perte de la capacité de SENI a dérouler des duplexes d’acides
nucléiques et a terminer la transcription in vitro. Ceci révele I'importance de la
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protrusion 1C dans l'activité de SENI.

Dans un deuxiéme temps, les auteurs utilisent cette structure comme modele pour
étudier les mutations de son homologue SETX qui sont a l'origine des maladies AOA2
et ALS4. IIs ont ainsi localisé 30 mutations sur la structure du domaine hélicase, et prédit
que 2/3 de ces mutations perturberaient considérablement le repliement de 'hélicase de
par leur position noyée dans la structure. Le 1/3 restant correspond a des mutations a la
surface de I'hélicase, affectant des motifs hélicase conservés qui impacteraient l'activité
catalytique de SETX, prédiction validée par des tests enzymatiques in vitro.
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Figure 18 : alignement des structures des domaines hélicases de SENI et d’'UPF]I.

Dans ces deux structures, les deux protéines recombinantes ont été cristallisées sans acides
nucléiques. SENI (PDB 5MZN) a été cristallisée avec de 'ADP, alors qu'UPFI (PDB 2GK6) a été
cristallisée avec de '’ADP-PO4". L’alignement de structures est effectué selon la position du
domaine RecAl. UPFI est en gris clair. Les domaines RecAl, RecA2, 1B et IC sont représentés avec
le méme code couleur qu’UPFI. Le « brace » spécifique de SENI et nécessaire a la solubilité de la
protéine recombinante est en bleu. Le domaine N-terminal de SENI représenté dans le schéma ne
fait pas partie de la structure.
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Role cellulaire

DNA2 est une hélicase/nucléase hautement conservée parmi les eucaryotes uni et
pluricellulaires. C’ un facteur essentiel pour la maturation des fragments d’Okazaki, a la
maintenance des télomeéres, a la voie de réparation des cassures double brin de 'ADN,
et aurait aussi un role mitochondrial (Choe et al., 2002; Masuda-Sasa et al., 2006a;
Stewart et al., 2010).

Elle a d’abord été identifiée chez la levure comme facteur de réplication nécessaire
a la viabilité et au clivage des flaps ARN/ADN au niveau des fragments d’Okazaki (Budd
and Campbell, 1995) ; en effet durant la réplication, les flaps générés par l'action de la
polymérase § sur le brin tardif sont en général traités et dégradés sur le champ par
I'endonucléase FENI (Bae et al., 2001; Stith et al., 2008). Cependant, les flaps qui
échappent a ce clivage deviennent suffisamment longs et sont recouverts par la protéine
RPA, les rendant insensibles a 'action de FEN1. DNA2 intervient et dégage alors les
protéines RPA, clive les flaps pour prévenir le raccrochage de RPA, et restore l'activité
de la nucléase FENI (Ayyagari et al., 2003; Bae et al., 2001; Gloor et al., 2012; Stewart et
al., 2008). Cette activité nécessite une interaction directe entre DNA2 et RPA.

Au niveau de la réparation des cassures d’/ADN double brin chez la levure, DNA2
agit en complexe avec les protéines RPA et SGSI (homologue de I'hélicase BLM chez les
mammiferes) pour sectionner les extrémités 5’ au niveau de la cassure double brin de
I’ADN. L’activité du complexe génére de longues extrémités 3’ simple brin nécessaires
au déclenchement de la recombinaison homologue (Symington and Gautier, 2011). De
plus, DNA2 est impliquée dans la prévention de la régression des fourches réplicatives
freinées grace a son activité nucléase (Hu et al., 2012). Enfin, plusieurs études rapportent
le r6le de DNA2 dans le développement de divers cancers, en accord avec son role dans
le maintien de I'intégrité du génome (Jia et al., 2017).

Propriétés enzymatiques

DNA2 est formée d'un domaine OB (oligonucleotide/oligosaccharide-binding) N-
terminal suivi dun domaine endonucléase simple brin et d'un domaine C-terminal
hélicase (Figure 19) (Bae and Seo, 2000; Budd et al., 2000). In vitro, DNA2 agit sur des
duplexes d’ADN portant une extrémité simple brin. Elle démarre le clivage sur la partie
simple brin dans les deux sens 5’-3 et 3’-5’, et continue jusqu'a environ 5 nucléotides a
I'intérieur du duplexe (Bae and Seo, 2000; Cejka et al., 2010; Gloor et al., 2012; Masuda-
Sasa et al., 2006a). Les activités ATPase et hélicase de DNA2 sont relativement faibles
en comparaison a d’autres hélicases (Bae and Seo, 2000; Masuda-Sasa et al., 2006b). Le
domaine hélicase a une polarité 5-3’ de translocation et pourrait forcer DNA2 a aller
dans le sens 5’-3’. Cependant, les mutations affectant 'activité ATPase de DNA2 ont peu
d’effet sur le traitement des flaps et des cassures simple brin in vitro. De plus in vivo, des
mutations inactivant l'activité ATPase de DNA2 n’ont pas d'impact sur la viabilité de
levure, méme si certains défauts de croissance sont observés (Budd et al., 2000; Cejka
et al.,, 2010). Ces observations suggerent que le réle principal de DNA2 est son activité
nucléase.
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Structure cristallographique

Les structures cristallographiques disponibles de DNA2 correspondent a la forme
recombinante entiere de DNA2 de souris exprimée et purifiée a partir de baculovirus,
puis cristallisée avec de TADP et de 'ADN simple brin (PDB 5EAN) (Figure 19) (Zhou et
al., 2015). Dans cette structure les trois domaines principaux sont visibles (OB/ nucléase/
hélicase). La structure globale de la protéine adopte une forme cylindrique, avec un
tunnel central a travers lequel 'ADN peut passer.

La base du cylindre est formée du domaine nucléase, qui organise la structure
générale. Le domaine OB n’est pas impliqué dans la liaison a 'ADN, qui est positionné
avec son extrémité 5 du coté du domaine hélicase, et son extrémité 3’ du coté du
domaine nucléase.
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Figure 19: structure cristallographique de la nucléase/hélicase DNA2 de souris.

La protéine entiére a été cristallisée en présence d’'un ADN simple brin et ’ADP (PDB 5EAN).
Les domaines RecAl, RecA2, IB et IC sont représentés avec le méme code couleur qu’'UPFI. Les
domaines nucléases et hélicase spécifiques de DNAZ2 sont représentés respectivement en rose et
bleu. L’ADN est représenté en noir, et T’ADP en bdatons. La sphére magenta correspond a un ion
Ca?* lié au domaine nucléase.

La structure du domaine hélicase de DNA2 correspond a celle d’'une hélicase UPFI-
like. Cependant elle présente plus de ressemblances avec le domaine hélicase
d'IGHMBP2 qu’avec celui d’'UPFI, en particulier au niveau du repliement de la
protrusion 1B (Figure 20). Les auteurs proposent que l'activité catalytique faible du
domaine hélicase de DNA2 est due aux contraintes imposées par la présence du domaine
nucléase. Dans cette enzyme, le domaine hélicase viendrait plutét en support au
domaine nucléase pour prolonger le site de liaison a 'TADN et augmenter ainsi l'affinité
de I'enzyme et la stabilité de sa liaison au substrat. Le domaine hélicase UPFI-like aurait
été acquis durant I'évolution comme domaine auxiliaire au domaine nucléase.
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Figure 20 : alignement des structures des domaines hélicases de DNA2 et d’IGHMBP2.

Dans ces deux structures, les deux protéines recombinantes ont été cristallisées sans acides
nucléiques. DNA2 (PDB 5EAW) a été cristallisée avec de TADP, alors qu IGHMBP2 (PDB 4B3F)
a été cristallisée avec une molecule de PO4". L'alignement de structures est effectué selon la
position du domaine RecAl. IGHMBP2 est en gris clair. Les domaines RecAl, RecA2, 1B et IC sont
représentés avec le méme code couleur qu’'UPFI. Les domaines nucléase et OB ne sont pas
représentés pour la clarté de la figure.
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Pendant la réaction d’épissage des introns, les réarrangements structuraux du
spliceosome sont dirigés par 8 ARN hélicases conservées chez la levure. Chez 'homme,
le spliceosome comporte 5 ARN hélicases supplémentaires, dont AQUARIUS (AQR). Le
role de ces hélicases supplémentaires dans la réaction d’épissage n’est pas encore clair
(Fabrizio et al., 2009), mais laisse supposer un mécanisme d’assemblage plus compliqué.
Parmi I'ensemble des hélicases du spliceosome, seule AQR fait partie de la superfamille
1, le reste faisant partie de la superfamille 2. AQR est recrutée dans le spliceosome a
I'étape d’activation (complexe B3%) et reste présente pendant toute la réaction d’épissage
(Agafonov et al., 2011; Bessonov et al., 2008). Elle lie les introns indépendamment de la
séquence mais a une position précise dans la région du point de branchement (Gozani
et al., 1996; Hirose et al., 2006). Le role exact d’/AQR est encore inconnu. Elle est
essentielle a 'assemblage des box C et D des complexes snoRNPs (small nucleolar RNA-
protein complex) (Hirose et al., 2006). AQR aurait aussi un role dans le recrutement et
le dép6t de I'EJC (Exon Junction Complex), complexe déposé sur les jonctions exon-exon
apres la réaction d’épissage (Ideue et al., 2007). Enfin, une étude récente a démontré
qu'AQR serait requise pour initier une voie particuliére de répression de génes porteurs
d’éléments transposables chez Caenorhabditis elegans (small-RNA-induced heritable
gene silencing), et ce par une interaction avec la protéine argonaute HRDE-1 (Akay et al.,
2017).

Propriétés enzymatiques

AQR est formée de deux parties principales : un domaine N-terminal composé
partiellement de répétitions d’hélices de la famille Armadillo, et un domaine C-terminal
correspondant a un domaine hélicase UPFI-like (Figure 21) (De et al., 2015). Le domaine
Armadillo permet a AQR d’interagir avec des partenaires du complexe IBC (intron
binding complex) pendant son recrutement dans le spliceosome. In vitro, la protéine
recombinante AQR humaine est capable de lier efficacement des substrats d’ARN simple
brins et d’hydrolyser de I'ATP. Son activité ATPase est stimulée en présence d’ARN
simple brin de séquence aléatoire. AQR est incapable de lier ou de séparer des duplexes
d’ARN a extrémités franches, mais elle est capable en large excés de séparer un duplexe
portant une extrémité simple brin 3’ (3’ overhang). Elle semble donc avoir une activité
hélicase 3’-5’, a la différence du reste des hélicases UPFI-like caractérisées. La délétion
du domaine Armadillo a peu d'impact sur I'activité ATPase et hélicase d’AQR (De et al.,
2015). L'activité ATPase d’AQR ne semble pas étre requise pour l'assemblage et
I'intégration du complexe IBC dans le spliceosome, mais serait par contre importante
pour assurer un épissage efficace chez les eucaryotes supérieurs.

Structure cristallographique

La structure de la protéine AQR humaine exprimée et purifiée a partir d’extraits de
Baculovirus révele la présence de protrusions particuliéres au sein de son domaine
hélicase, malgré son appartenance a la famille UPFI-like. En effet, le domaine hélicase
d’AQR présente une taille supérieure a celle d'UPFL. Les motifs classiques des hélicases
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ainsi que les domaines RecAl et RecA2 y sont conservés. Cependant la protrusion 1C est
inexistante ; elle est remplacée a la méme position par un domaine spécifique a AQR,
que les auteurs de la structure ont nommé « pointer » (Figure 21A-C). Ce domaine est
principalement composé de 3 longues hélices arquées. La protrusion 1B et les hélices qui
la soutiennent (stalks) sont présentes chez AQR, mais portent plusieurs insertions
supplémentaires en comparaison avec UPF1 (Figure 21D). Enfin, AQR porte une
insertion supplémentaire entre les hélices soutenant la protrusion 1B et le domaine
RecAl. Cette insertion est nommée « thumb » (ressemble a un pouce).

Le pointer et le thumb sont spécifiques a AQR, et pourraient étre responsables de
I'inversion de polarité de I'hélicase. L'ensemble des insertions spécifiques a AQR
semblerait aussi étre impliqué dans son interaction avec I'IBC (De et al., 2015).
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Figure 21 : structure de hélicase Aquarius.

A- schéma représentant les différents domaines de la 'hélicase Aquarius humaine. Les protrusions
Thumb et Pointer sont uniques a cette hélicase. B- structure cristallographique d’Aquarius
humaine (PDB 4PJ3). Cette protéine comporte un domaine Armadillo suivi d’'un domaine hélicase
de la famille UPFI-like. Le domaine hélicase est représenté en couleurs fades en arriére-plan. Le
domaine Armadillo et les deux protrusions uniques a Aquarius sont en premier plan. C- Méme
structure que B, mais le domaine Armadillo est omis afin de voir la structure du domaine hélicase.
D- superposition du cceur hélicase d’Aquarius avec celui d’UPFI (Les domaines RecAl et RecA2
sont similaires a ceux d’'UPFI (PDB 2GK6). La protrusion IB et les hélices « stalks » qui la
soutiennent sont a la méme position, mais les hélices sont plus longues chez Aquarius. Les
protrusions dites « pointer » et « thumb » sont omises pour la clarté. Le thumb est une insertion
entre les stalks et le domaine RecA2. Le pointer est inséré exactement a la méme position que le
domaine 1C d’'UPFIL.
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Le géne MOVIO ad’abord été identifié sein du site d’intégration du virus de la
leucémie murine de Moloney (M-MuLV), chez une lignée de souris dérivée d’embryons
exposés a ce virus (Jaenisch et al., 1981). MOVIO0 partage des homologies avec les ARN
hélicases Armitage de D.melanogaster, et SDE3 d’A.thaliana. Ces deux hélicases sont
impliquées dans des voies de régulation d’ARN interférents RNAi (Cook et al., 2004;
Dalmay et al., 2001). MOVIO a aussi un paralogue nommé MOVIOLI spécifiquement
exprimé au niveau des testicules.

Réles cellulaires
MOVIOLI

MOVIOLI joue un role dans la biogenése des piARNs (Piwi interacting RNAs) (Frost
et al., 2010; Zheng et al., 2010). Sa délétion engendre des défauts de spermatogenése
chez des souris males, dus a des défauts dans une voie de répression de rétro-
transposons dépendante des piARNs. La délétion de MOVIOLI conduit a une dé-
repression d’éléments rétroviraux endogenes tels que LINE-1 (long interspersed element)
au niveau des testicules de souris.

MOVIO

Plusieurs roles ont été décrits pour la protéine MOVI0 humaine, souvent dans des
voies de répression de geénes par ARN interférents (RNAi) et dans la défense antivirale.
MOVIO inhibe l'infectivité des virus d' immunodéficience humain, simien et félin (VIH,
VIS et VIF), du virus de la leucémie murine de Moloney, et de I'hépatite C (Arjan-Odedra
et al., 2012; Burdick et al., 2010; Furtak et al., 2010; Izumi et al., 2013; Schoggins and
Rice, 2011). Des études récentes montrent aussi que MOVI0 inhibe la réplication du virus
de l'influenza A en inhibant 'import nucléaire des nucléoprotéines virales (Zhang et al.,
2016). Les mécanismes derriére les diverses activités antivirales de MOVI1O ne sont pas
encore élucidés. Ils sont liés dans certains cas a son interaction avec les protéines
APOBEC3F et APOBEC3G (Gallois-Montbrun et al., 2008; Izumi et al., 2013; Liu et al.,
2012), mais aussi a sa capacité a renforcer I'induction de la production d’interférons de
type 1 (Cuevas et al., 2016). MOVI0 inhibe aussi la rétrotransposition de divers éléments
retro transposables (LINEI, short interspersed elements, IAP) (Arjan-Odedra et al., 2012;
Goodier et al., 2012; Li et al., 2013; Lu et al., 2012). Les mécanismes d’inhibition de
rétrotransposition de LINE] par MOVIO sont dose-dépendants, la délétion de MOVI10
conduisant a une augmentation du nombre d’événements de rétrotransposition.
L’action de MOVIO sur LINEl nécessiterait potentiellement son activité hélicase
(Goodier et al., 2012) et une interaction avec la protéine RNAseH2 (Choi et al., 2018).
Enfin, une étude utilisant la technique de PAR-CLIP (Photoactivable Ribonucleoside-
Enhanced Crosslinking and Immuno Precipitation) pour identifier les sites de liaison de
MOVIO0 suggére que cette protéine se lie & proximité d’'UPF1 sur les régions 3’'UTR des
ARN, en amont de zones aptes a former des structures secondaires. La délétion de
MOVIO dans ce travail engendre une augmentation de la demi-vie des ARNm auxquels
se lient MOVIO0 et UPF1 (Gregersen et al., 2014).

51



Activité enzymatique

MOVIO comporte un domaine N-terminal riche en cystéines et histidines (CH)
suivi d'un domaine hélicase UPFI-like. Peu d’études biochimiques ont été réalisées pour
comprendre I'activité enzymatique de cette protéine. La protéine recombinante entiére
exprimée et purifiée a partir de cellules HEK293 est capable de lier des oligomeres
d’ARN, et de dérouler des duplexes ARN/ARN dans le sens 5’-3’ (Gregersen et al., 2014).
L’activité de MOVIO n’a pas été testée sur des substrats d’ADN.

Aucune structure cristallographique de MOVI0 n’a été publiée a ce jour.

1 CH Helicase Domain 1004
hMOV10 — ] A1 A2 —
93 305 521 911

Figure 22 : organisation de la protéine MOVIO humaine.

MOVIO comporte 2 domaines principaux ; un domaine N-terminal riche en cystéines et histidines,
et un domaine C-terminal UPFI-like.

Actuellement, notre connaissance des ARN hélicases UPFl-like reste trés
parcellaire. Pour la majorité d’entre-elles leur fonction cellulaire, leurs substrats et les
complexes cellulaires dans lesquels elles interviennent restent inconnus. Méme pour
UPF1 qui a fait I'objet de nombreuses études depuis plus de 20 ans, de nombreuses
facettes restent floues. Des études comparatives des propriétés de chacune de ces ARN
hélicases permettraient de mieux apprécier leurs caractéristiques communes ainsi que
les éléments contribuant a leur spécificité fonctionnelle
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Chapitre IV. Etude des hélicases a I’échelle de la molécule unique

Depuis la découverte des hélicases, plusieurs tests biochimiques ont été élaborés
pour décortiquer leurs propriétés. Ces approches, dites d’ensemble (bulk assays) ont
largement contribué a élucider les fonctions et les mécanismes d’action des hélicases,
tels que leurs spécificités et affinités au substrat, leurs polarités de translocation, et leurs
parametres cinétiques.

Cependant, ce type d’études ne donne acces qu’a la moyenne d’ensemble des
propriétés d'une population de molécules, et gomme deux types de désordres (Xie and
Lu, 1999):

+ Le désordre statique, qui rend compte de I'hétérogénéité d'une population de
molécules, par exemple lexistence de deux conformations a propriétés
biochimiques différentes. Ainsi, la présence de protéines inactives dans
I’échantillon conduit a sous-estimer I'activité de la protéine testée.

* Le désordre dynamique, qui rend compte de la variabilité dans le temps des
propriétés d'une molécule donnée au sein de la population, telle que la vitesse de
catalyse. Les molécules testées étant désynchronisées, la mesure finale n’est donc
qu’'une moyenne de cette variabilité.

Depuis une dizaine d’années, les progres techniques accomplis dans les méthodes
de microscopie optique et 'avenement de méthodes de micromanipulation ont permis
de visualiser et de manipuler une molécule a la fois, en temps réel. Ces approches
permettent de visualiser les comportements intermédiaires, d’étudier les sous-
populations, et de prendre en compte '’hétérogénéité au sein d'une méme population de
molécules. De plus, ces techniques apportent souvent une information plus fine que
celle tirée de la biochimie traditionnelle. Dans le cas des hélicases, les expériences
d’ensemble qui évaluent la capacité a séparer un substrat double brin ne donnent acces
qu’a une mesure de tout ou rien ; soit le substrat double brin est intact, soit les deux
brins sont completement séparés 'un de l'autre. Différentes techniques de molécule
unique permettent de suivre en temps réel I'activité d’ouverture d'un substrat ¢’ADN ou
d’ARN par une hélicase, et donc d’avoir accés a la multitude d’intermédiaires
réactionnels séparant I'état initial de I'état final (Ha et al., 2012; Lionnet et al., 2006;
Yodh et al., 2010). Enfin, ces approches permettent d’effectuer des mesures autrement
inaccessibles par des techniques de biochimie classique, et de suivre le mouvement
d’une hélicase aux échelles du nanometre et de la milliseconde. Ces techniques ont par
exemple permis d’étudier le chargement de I'hélicase réplicative MCM2-7 en présence
de ses facteurs de chargements ORC, Cdc6 et Cdtl (Duzdevich et al., 2015; Ticau et al.,
2015), la taille de pas des hélicases NS3, XPD et T7 (Cheng et al., 2011; Qi et al., 2013;
Syed et al., 2014), ainsi que la capacité des hélicases RecBCD (Finkelstein et al., 2010),
RecG, UvsW (Manosas et al., 2013) et PcrA (Park et al., 2010) a surmonter des obstacles.

Dans notre travail, nous avons eu recours aux pinces magnétiques pour étudier la
processivité d’'UPFl, un parametre inaccessible par les méthodes classiques de
biochimie. L’approche et son intérét sont détaillés un peu plus loin.
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Les approches de type « molécules uniques » se partagent globalement en deux
catégories : la manipulation et la visualisation. Les techniques de manipulation utilisées
pour les hélicases incluent les pinces optiques (optical tweezers) et les pinces
magnétiques (magnetic tweezers), ainsi que la microscopie a force atomique (atomic
force microscopy, AFM). Elles se basent sur l'application de forces mécaniques sur un
substrat d’acides nucléiques, pendant le suivi de l'activité d'une hélicase (Monachino
et al., 2017; Sun and Wang, 2016). Les techniques de visualisation telles que le SmFRET
(single molecule Férster/fluorescence resonance energy transfer), le TIRF (total internal
reflection microscopy) et le peignage moléculaire utilisent la fluorescence pour suivre le
mouvement de molécules uniques. Actuellement, le développement parallele de ces
techniques permet de combiner la manipulation a la visualisation.

Microscopie a force atomique (AFM)

Cette technique a été a l'origine inventée pour imager des surfaces avec une
résolution atomique, en les balayant avec une pointe d'une taille sub-micrométrique. La
position de la pointe est enregistrée en recueillant le faisceau réfléchi par le micro-levier
qui la soutient apres envoi d'un faisceau laser. Ce dispositif permet aussi de mesurer les
forces nécessaires pour étirer une molécule ou briser une liaison, par exemple en plagant
une molécule d’ADN entre une surface et la pointe du micro-levier. Il permet d’appliquer
des forces dans une gamme allant de 10 a 10000 pN (Ando et al., 2014; Lyubchenko and
Shlyakhtenko, 2016).

Pour détecter I'activité de déroulement d’acides nucléiques par une hélicase, une
molécule ’ADN ou d’ARN est attachée entre le micro-levier et la surface (Fisher et al.,
2000). Cette approche a été utilisée pour détecter la force générée par une hélicase
(Marsden et al., 2006), mais ses applications aux études cinétiques sont limitées en
raison de sa large plage de force et sa faible résolution (Sun and Wang, 2016).

Pinces optiques

Le piégeage optique consiste a focaliser un faisceau laser en le faisant passer a
travers un objectif de grande ouverture numérique. L’intensité lumineuse résultante
permet de piéger dans le voisinage du point focal une particule dont l'indice de
réfraction est plus important que celui du milieu environnant. De plus, en changeant la
position du point focal, il est possible de bouger la particule, le laser jouant ainsi le role
de pinces. Pour étudier des moteurs moléculaires, les substrats convenables
(microtubules, filaments d’actine, acides nucléiques) sont greffés sur des particules
mesurant quelques centaines de nm, et fixées par leur deuxiéme extrémité a une lamelle
ou a un deuxieme piege optique (Figure 23) (Comstock et al., 2011). Ce systéme permet
ainsi de tirer sur la molécule, avec une force modulable entre 0.1 et 100 pN. La position
de la particule dans le piege, ainsi que la force exercée par le piege, sont toutes les deux
suivies en temps réel. La précision de ce systéme a permis de visualiser le mouvement
de moteurs moléculaires tels que les kinésines et les dynéines sur les microtubules
(Mallik et al., 2004; Svoboda et al., 1993), la myosine sur I'actine, et d’hélicases sur les
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acides nucléiques (Abbondanzieri et al., 2005; Johnson et al., 2007).Durant un test de
déroulement d’ADN par une hélicase, la force exercée sur TADN est maintenue a une
valeur constante par un dispositif de rétroaction qui ajuste la position de la lamelle. La
position de I'hélicase sur le substrat est obtenue a partir du suivi de la longueur de '’ADN.

T

\,'\\,'\\asw\\s\\,

Figure 23 : combinaison d’'un piége optique a haute résolution et de microscopie de
fluorescence pour suivi de molécule unique.

Schéma représentant le montage expérimental. L’ADN est lié et tendu entre deux billes, piégées
pachacune par un piége optique (cbénes orange). Le systéme comporte aussi un systéme
d’excitation et de détection au laser confocal (c6ne vert) permettant de suivre la fluorescence
émise par un fluorochrome attaché a une molécule qui agit sur TADN (magenta). Schéma extrait
de l'article de Comstock et ses coll, 2011.

L'un des avantages des pinces optiques est la vitesse d'acquisition des données dans
la gamme des dizaines de kilohertz, qui permet donc la détection de la dynamique rapide
des systémes biologiques. De plus, deux pieges optiques peuvent étre couplés pour
réduire le bruit de l'instrument, ce qui assure une résolution spatiale de l'ordre de
quelques paires de bases qui convient a des mesures fines telles que la taille des pas d'une
hélicase. Ce dispositif peut aussi étre couplé a la détection et au suivi de particules
fluorescentes, par exemple a du smFRET. Ce couplage délivre des données de dynamique
conformationnelle pendant l'activité d'une hélicase. Par exemple en marquant les
domaines 1B et 2B de I'hélicase UvrD par des fluorophores, Comstock et ses coll. ont
suivi le mouvement de ces deux domaines pendant que I'hélicase déroulait un ADN
double brin (Comstock et al., 2015).

Les pinces magnétiques sont une autre technique de manipulation employée pour
étudier le déroulement d'un double brin par une hélicase (Dessinges et al., 2004;
Lionnet et al., 2007; Sun et al., 2008). Le principe de cette approche est le suivant : Une
molécule d’acides nucléiques, souvent d’ADN (simple brin, double brin, jonction de
Holliday, fibre de nucléosome), est attachée d'une part a une bille paramagnétique (de
dimension = 1 pm) et d’autre part a la surface de verre d’'un échantillon placé sur un
microscope inversé. Un couple d’aimants permanents placés au-dessus de I'’échantillon
génére un champ magnétique orienté horizontalement au niveau de I'échantillon. La
bille est alors soumise d’'une part a une force qui permet de contrdler sa position selon
I'axe vertical, et d’autre part a un couple (ensemble de forces appliquées a un solide dont

la résultante est nulle mais dont le moment total est non nul) qui peut mettre la bille en
55



rotation. Cette configuration permet donc d’étirer la molécule d’ADN attachée en
déplagant la position des aimants selon I'axe vertical, ou de la tordre en faisant tourner
les aimants pour changer la direction du champ magnétique. La position de la bille est
enregistrée en temps réel avec une résolution de l'ordre du nm.

A la différence des piéges optiques, les pinces magnétiques maintiennent
naturellement une force constante sur '’ADN sans besoin d’'un systéme rétroactif, et
permettent d’enregistrer simultanément de multiples molécules. L’avantage principal
des pinces magnétiques par rapport aux pinces optiques vient de la possibilité d’étudier
de nombreuses molécules dans le méme champ visuel en paralléle. Cette approche offre
ainsi une dimension statistique essentielle pour apprécier la variabilité de
comportement de dizaines, voire de centaines, de molécules uniques (Sun and Wang,
2016). 11 est ainsi possible d’associer a des comportements uniques des données
moyennes. Le dispositif des pinces magnétiques a servi a caractériser les propriétés
élastiques de I'ADN (al; Allemand et al., 1998; Bustamante et al., 2000; Strick et al.,
1998a), et l'activité dynamique de polymérases (Maier et al., 2000; Revyakin et al.,
2004), hélicases (Dessinges et al., 2004; Hodeib et al., 2017; Manosas et al., 2010),
topoisomérases (Koster et al., 2005), recombinases (Bai et al., 2011; van der Heijden et
al., 2005, 2007; van Loenhout et al., 2009), et de protéines de liaison a 'TADN (De
Vlaminck et al., 2010; Kemmerich et al., 2016; Xiao et al., 2010).

Cependant a ce jour les pinces magnétiques ne sont pas aussi résolutives que les
piéges optiques. La résolution spatiale et temporelle des mesures est limitée par le
systéme de suivi de la position de la bille par une caméra. Ceci limite I'accés a des
informations structurales. De plus, la position de 'enzyme agissant sur le substrat est
déduite a partir de la mesure de la longueur de la molécule, et donc I'information sur la
position exacte de 'enzyme est perdue.
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IV.2.1. Le dispositif des pinces magnetiques

Nous décrirons ici brievement le dispositif de pinces magnétiques utilisé dans le
cadre de cette these, grace a une collaboration étroite avec I'équipe de Vincent Croquette
(Laboratoire de Physique Statistique, Ecole Normale Supérieure). L'ensemble des

expériences effectuées a 'aide des pinces magnétiques et reportées dans ce manuscrit a

eu lieu au sein de leur laboratoire.

Lumiere

Chambre

Figure 24: le dispositif de
pinces magnétiques.

Un substrat ’ADN portant une
tige-boucle de 1239 paires de
bases est accroché a la surface
d’une microchambre. Il porte a
son  extrémité  une  bille
paramagnétique. La
microchambre est placée au-
dessus d’un objectif a immersion
et en dessous dune paire
d’aimants. Un faisceau lumineux
passe a travers la paire d’aimants
et la chambre vers [objectif,
générant une image de diffraction
de la bille enregistrée par une
caméra CCD et suivie grdce a un
logiciel ~ sur  lécran  dun
ordinateur. L'analyse des images
de diffraction permet de suivre le
comportement de la molécule
d’ADN.

Dans toutes nos expériences, nous avons utilisé un substrat ’ADN formant une
tige-boucle d’'une longueur de 1239 bp (séquence en Annexe 3), flanquée de part et
d’autre de portions d’ADN simple brin d'une longueur de 76 nucléotides du coté 5, et

de 150 nucléotides du coté 3’. L'extrémité 5’ porte une biotine, alors que 'extrémité 3’
porte des digoxygenines. Ceci permet d’ancrer la molécule d’ADN par son bout 3’ a une
surface portant des anticorps anti-dioxygeénine, et d’autre part a la bille paramagnétique

portant des streptavidines (Figure 24) (Manosas et al., 2009). Une fois liées aux billes,
les molécules d’ADN sont injectées dans une microchambre dont la surface porte des
anticorps anti-digoxygenine, posée sur un dispositif constituant un microscope inversé.

(Préparation de la microchambre, chapitre III des Matériels et Méthodes). La

microchambre est éclairée de facon a générer autour des billes des anneaux de
diffraction, qui sont analysés par le logiciel PlayltAgainSam® pour déduire la position et

le mouvement de chaque bille suivie. La précision dans le suivi de la position de la bille

est de 'ordre du 1 nm. Le microscope « fait maison » permet de réguler plusieurs
parametres expérimentaux, dont la température de la microchambre. Un couple

d’aimants permanents positionné au-dessus de

’échantillon permet de générer un

champ magnétique. Ces aimants peuvent générer des forces de 'ordre du pN sur une
bille magnétique, et l'orienter selon la direction du champ magnétique. La force peut

étre contro6lée en réglant la distance entre les aimants et 'échantillon. L'orientation de
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la bille — et donc le degré de torsion de la molécule d’ADN qui y est ancrée — peut étre
choisie en tournant les aimants.

Ce dispositif nécessite une série de controles expérimentaux a effectuer :

+ exactitude de la force du champ appliquée ;

 précision sur la détection de la position de la bille ;

+  nombre de molécules d’ADN fixées a chaque bille ;

+  profil d’élasticité de chaque molécule, pour s’assurer que la tige-boucle s’ouvre et
se referme correctement quand la force exercée est variée pour l'étirer.

En l'absence de force magnétique, les billes sédimentent lentement apres leur
injection dans la microchambre, ce qui favorise les contacts avec la surface inférieure de
la chambre, recouverte d’antidigoxigénines. Un rincage doux de la microchambre
permet de s’assurer que les billes ne portant pas de molécule d’ADN sont évacuées.

Ouvertures et fermetures de la tige-boucle

L'objectif des expériences effectuées dans ce projet était d’évaluer le comportement
de molécules d’hélicases sur la tige-boucle d’ADN de 1,2 kb. L’approche générale est de
suivre 'allongement ou le raccourcissement de la molécule. Ceci peut avoir lieu en
présence mais aussi en absence d’hélicase, dans les situations suivantes :

Augmentation délibérée de la force appliquée sur la bille

En rapprochant la paire d’aimants de la surface de la microchambre, la force du
champ magnétique exercée sur la bille augmente. Ceci attire la bille vers le haut, et étire
en conséquence la tige-boucle d’ADN. La tige-boucle se déroule, les paires de bases sont
donc séparées, entrainant une augmentation de la longueur totale et un changement de
la position de la bille vers le haut dans 'axe z. En absence d’hélicase, la tige-boucle que
nous utilisons reste stablement repliée quand la force est inférieure a 12 pN, commence
a se déployer au-dessus de 12 pN, et subit une ouverture compléte a une force supérieure
a 15 pN.

Cette ouverture délibérée permet de vérifier la qualité et le comportement de la
tige boucle par des tests d’élasticité pendant lesquels nous faisons varier la force ; en
effet, il est possible que des substrats défectueux plus courts conduisent a ouverture
partielle, ou que la bille reste collée a la surface. L’extension délibérée de la tige boucle
a aussi un intérét expérimental durant les tests en présence d’hélicase, puisqu’elle met a
disposition de I'hélicase testée un long simple brin ’ADN pour se charger, et augmente
donc la probabilité de liaison et d’observation d’'une activité.

Réduction délibérée de la force appliquée a la bille

La force du champ magnétique appliquée a la bille peut aussi étre réduite en
éloignant les aimants de la chambre. Ceci conduit a une relaxation de la molécule
d’ADN, et donc a une réduction de la hauteur de la bille. Dans un contexte expérimental,
si une hélicase est attachée au substrat, la relaxation de la tige-boucle peut conduire a
son expulsion suite a la force générée par la fermeture brusque du double brin.
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Ouverture de latige-boucle due a I’activité de I’hélicase

Une hélicase capable de dérouler la tige-boucle conduit a la séparation du double
brin en simple brin, et donc a une extension de la molécule d’ADN proportionnelle a
I'avancement de I'hélicase. Plus celle-ci avance et sépare la tige-boucle, plus la bille
monte vers le haut (Figure 25, étapes 1a 3). Dans ce cas de figure, nous maintenons en
général la force appliquée par les aimants sur la bille a une valeur constante pendant un
certain temps, pour éviter une confusion dans l'interprétation des résultats.
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Figure 25 : suivi de U'activité d’'une hélicase a I'aide des pinces magnétiques.

L’hélicase se charge sur l'extrémité simple brin en amont de la tige-boucle. Elle se déplace et sépare
progressivement la tige-boucle (2) conduisant a une augmentation de la longueur du substrat et
de la position de la bille par rapport a la surface. Aprés avoir atteint 'apex, [’hélicase poursuit son
chemin par une translocation sur TADN simple brin vers l'extrémité du substrat (4). La tige-boucle
se rapparie progressivement derriére [’hélicase, conduisant a un raccourcissement du substrat et
une diminution de laltitude de la bille par rapport a la surface (5).

Fermeture de la tige-boucle durant I'activité de I’hélicase

A force constante, nous pouvons observer un raccourcissement de la longueur du
substrat pendant I'activité d’'une hélicase dans deux cas de figure.

+ T'hélicase a la capacité de réapparier le double brin et donc de refermer la tige-
boucle ;

« T’hélicase déroule toute la tige-boucle, arrive a I'apex (extension maximale) puis
continue sa translocation sur le simple brin disponible de I'autre c6té de I'apex ; la
tige-boucle se réapparie progressivement derriere I'hélicase, ce qui conduit au
raccourcissement du substrat et a la diminution de la hauteur de la bille (Figure 25,
étapes 3 a 5). Le maintien d'une tension suffisamment élevée aux extrémités de la
tige-boucle permet d’éviter une fermeture brusque qui évacue I'hélicase.

IV.2.2. Mesures et ordres de grandeur

Dans les expériences effectuées a l'aide de pinces magnétiques, et plus
généralement a I'aide d’outils de micromanipulation, les ordres de grandeur des mesures
suivies sont différents de ceux a I'échelle macroscopique. Nous citerons ici quelques
ordres utiles pour la compréhension des résultats dans les parties suivantes.
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Energies

L’échelle d’énergie pertinente a I'échelle de la molécule unique correspond a des
multiples de I'énergie thermique kgT (4,1 * 10?'] = 4,1 pN.nm a température ambiante),
ou kg désigne la constante de Boltzmann, et T la température en K. L’énergie thermique
permet de juger de la stabilité d'une liaison ; les liaisons faibles présentent des énergies
de quelques kgT, alors que les liaisons fortes mettent en jeu une centaine de kgT.
L’hydrolyse de 'ATP fournit une énergie d’environ 20 kgT, et I'énergie nécessaire pour
séparer une paire de base est de I'ordre de 2 kgT. Dans notre étude, nous avons évalué la
force de la liaison d'une hélicase a son substrat, et I'impact de cette liaison sur les
propriétés enzymatiques de 'hélicase, d’ou 'intérét d'utiliser cette unité d’énergie.

Distances

Nous avons suivi dans nos expériences la distance traversée par des hélicases, et le
nombre de paires de bases qu’elles séparent quand elles agissent sur la tige-boucle. Cette
mesure est réalisée de fagon indirecte, puisque la mesure directe effectuée est celle de la
position de la bille a I'extrémité de '’ADN par rapport a la surface. Nous effectuons donc
des mesures de distances en pm, que nous convertissons en équivalent de paires de
bases. Dans notre systéme, la longueur bout a bout de la molécule de 1,2 kb ouverte est
d’environ 1,2 pm. Il faut cependant noter que quand la tige-boucle est fermée, la hauteur
de la bille & son extrémité est relative a I'état d’étirement ou de reldichement, c’est-a-dire
a la force appliquée sur les extrémités de 'TADN.

Durées

Les durées des évenements enzymatiques sont trés rapides, et nécessitent donc des
systéemes d’acquisition puissants. Chaque cycle d’activité d'une enzyme varie
typiquement de la milliseconde a la seconde ; les sous-étapes élémentaires de ce cycle
sont de l'ordre de 1 ps a 1 ms. Les changements conformationnels d'une protéine
s’effectuent sur des durées de 'ordre de 1 ns. Ces ordres de grandeur justifient les limites
des mesures réalisables avec le systéme que nous utilisons puisque sa bande passante est
de 30 Hz, c’est-a-dire que la fréquence de prise des images pendant 'enregistrement est
d’environ toutes les 30 ms. Tout évenement plus court que cette durée n’est pas
observable dans notre systéme.

Notre objectif dans ce travail était de suivre I'ouverture de la tige-boucle par des
hélicases, et leur durée de résidence sur le substrat en absence d’ATP. Nos
enregistrements duraient en moyenne 30 minutes a 1 heure par expérience.
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Contexte et objectifs du projet

UPF1 est une hélicase multifonctionnelle essentielle pour le NMD, et son activité
ATPase est nécessaire a I'achévement de cette voie, la dégradation des substrats, et le
recyclage des facteurs du NMD. Alors que les ARN hélicases de la superfamille 2 agissent
localement ou sur de courtes distances, UPF1 appartient a la superfamille 1, et son
mécanisme d’action en tant que moteur moléculaire sur les complexes ARNm-protéines
est inconnu ; aurait-elle un réle de remodelage sur des substrats de NMD ? Est-elle
capable de se déplacer par translocation sur de longues distances, ou agit-elle localement
de maniere similaire aux hélicases DEAD-box ? Afin de répondre a ces questions, notre
équipe a collaboré avec I'équipe de Vincent Croquette (ENS, Paris) - pionniére dans la
construction et 'utilisation des pinces magnétiques - pour caractériser le comportement
de I'hélicase UPF1 humaine (hUPF1) a I'échelle de la molécule unique. A l'aide de
substrats d’ARN et d’ADN porteurs de tiges boucles de 160 paires de bases et 1239 paires
de bases respectivement, nos équipes ont évalué le comportement des protéines hUPF1
HD et CH-HD recombinantes. Les molécules d’ADN ou d’ARN sont attachées a une bille
magnétique sur une extrémité, et encrées de 'autre a la surface d'une chambre disposée
sur un microscope inversé. Un aimant de hauteur réglable positionné au-dessus de la
chambre attire la bille et crée une force ajustable sur les substrats (Figure 26B). La
position de la bille peut étre suivie en temps réel a 'aide d'une caméra. Ainsi, le suivi de
la distance entre la bille et la surface permet de mesurer I'extension de la molécule
d’ADN ou d’ARN attachée, permettant ainsi de suivre la position de I'hélicase et de
déduire son action.

La premiere caractéristique évaluée grace a ce systeme fut la capacité de hUPF1 HD
a dérouler les tiges-boucles d’ARN et d’ADN, et la distance que des molécules uniques
arrivent a traverser. En conditions saturantes d’ATP, les profils enregistrés, représentés
dans les figures 26 et 27, traduisent le comportement suivant : quand une molécule
d’hélicase hUPF1 HD agit sur une tige-boucle, elle avance progressivement dans le sens
5’-3’, et sépare au fur et & mesure les paires de bases sur son chemin (étape 1, Figure
26C), a une vitesse remarquablement basse (< 1 pb/s) en comparaison avec les hélicases
testées avec le méme systéme (> 100 pb/s) (Dessinges et al., 2004; Lionnet et al., 2006;
Manosas et al., 2010). La majorité des molécules suivies atteignent I'apex des substrats
de 160 et 1239 pb (étapes 2 et 3), démontrant qu'UPF1 est une hélicase qui sépare les
doubles brins de maniére processive. Le fait que la vitesse de hUPFI ne dépend pas de la
force exercée sur la tige-boucle montre que c’est une enzyme active et non passive
(Manosas et al., 2010). Sur 56 évenements enregistrés en suivant les molécules ¢’ADN
de 1239 pb (Figure 27A), I'hélicase atteint 'apex 52 fois, menant a une estimation de la
processivité de déroulement des double-brins supérieure a 10 kb. A noter que dans le
cas d'un évenement ou l'hélicase tombe avant l'apex, le substrat se referme
instantanément, et la bille revient a une position 0. Une fois I'apex atteint, '’hélicase
hUPF1 HD poursuit son chemin par un mécanisme de translocation sur ’ADN simple
brin. Pendant qu’elle avance vers I'extrémité 3’ de la molécule, les deux brins de la tige-
boucle se réapparient derriére elle, conduisant a un raccourcissement progressif de la
longueur de la molécule I’ADN (étape 4). De méme, les hélicases UPF1 atteignent
souvent l'extrémité 3’ de la tige-boucle, la bille revenant ainsi progressivement a la
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position O (étape 5). hUPF1 HD est donc une translocase processive sur des substrats
simple brin ; elle est ainsi la premiére ARN hélicase monomérique hautement processive
caractérisée (Fiorini et al., 2015).

Cette étude a aussi révélé plusieurs caractéristiques mécanistiques de hUPFI. La
Figure 27B montre notamment un événement pendant lequel la tige-boucle est
volontairement ouverte par une augmentation de la force de 10 a 20 pN (force jump),
alors que hUPFI était en train de séparer le double brin; quelques secondes plus tard, la
force est ramenée a 10 pN. Nous observons que pendant le temps d’ouverture, 'hélicase
avait poursuivi son chemin sur la portion simple brin du substrat a laquelle elle était
attachée, puisque nous pouvons extrapoler la position de I'’hélicase avant et apres le saut
de force. La liaison d’'UPF1 a son substrat est donc difficilement perturbée durant son
déplacement. Ce comportement est aussi observé dans un deuxiéme type d’expérience,
représenté dans la Figure 27C. Sur ce tracé, la force est réduite au-dessous de 5 pN,
conduisant a I'affaissement de la tige-boucle et un encerclement de I'hélicase dans une
bulle formée par les deux brins d’ADN. Quand la force est ramenée a 10 pN, UPFI est
retrouvée a une position correspondant a celle attendue si le changement de force
n‘avait pas eu lieu. Ceci signifie qu'a basse force, hUPF1 HD avait poursuivi sa
progression a lintérieur de la bulle sans étre éjectée, et sans étre affectée par
I'encerclement.

Enfin, la capacité de hUPFI a remodeler un complexe acide nucléique-protéine a
été évaluée en tapissant le substrat ouvert de protéines GP32 qui lient 'TADN simple brin.
Ces protéines empéchent la fermeture de la tige-boucle. hUPF1 est capable de détacher
ces obstacles sur son trajet sans avoir besoin de s’arréter, permettant ainsi a la tige-
boucle de se refermer apres son passage. Ce comportement refléte la force de poussée
de hUPFI et sa capacité de translocation malgré la présence de protéines sur son passage.

Au-dela de ces propriétés mécanistiques, le role du domaine CH de hUPF1 et de
I'interaction avec UPF2 a été évalué. Les résultats obtenus a I'échelle de la molécule
unique corroborent les résultats obtenus en tests d’ensemble, et récapitulent l'effet
inhibiteur du domaine CH. En présence d’ATP, la protéine recombinante hUPF1 CH-HD
s’accroche au substrat suite a une ouverture de la tige-boucle, mais dans 50% des cas,
I'hélicase reste bloquée a sa position initiale et n’avance pas (Figure 28A). Cette
inhibition est levée quand I'hélicase est pré-incubée avec hUPF2, démontrant son rdle
d’activateur de l'activité hélicase de hUPF1 (Figure 28B). L'inhibition partielle (50%)
par le domaine CH pourrait étre due a un changement de conformation spontané du
domaine CH, ou par une perte de son repliement, qui restitue I'activité du cceur hélicase

(Fiorini et al., 2015).

Grace a l'ensemble de ces résultats, un modéle fut proposé concernant
I'importance de la haute processivité d’'UPFI pour le NMD. UPFI serait recrutée aupres
des ribosomes arrétés sur un codon stop prématuré, puis activée par son interaction avec
UPF2 et la formation du complexe DECID. Grace a sa liaison forte au substrat et sa
processivité élevée lui permettant d’agir sur de longues durées, UPF1 se déplacerait vers
I'extrémité 3’ du substrat; sur son chemin, elle enléverait les facteurs protéiques
attachés au substrat, fragilisant ainsi I'équilibre des complexes ARNm-protéine afin de
promouvoir la dégradation de TARNm.
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Figure 26 : hUPFI HD est une hélicase processive sur TARN.

A- organisation de hUPFI et frontiéres des troncations étudiées dans ce papier. B- schéma
représentant le substrat d’ARN tige-boucle utilisé. C- suivi de lactivité de hUPFI HD sur le
substrat ARN en conditions saturantes d’ATP. Une molécule d’hélicase déroule la tige-boucle en
entier (étapes 1-2), atteint 'apex (3), puis transloque sur le simple brin vers l'extrémité 3’ pendant
que la tige-boucle se referme derriére (4-5).

D- distribution des vitesses de déroulement (unwinding) et de translocation simple brin
(rezipping). Figure extraite de l'article de Fiorini et ses coll., 2015.
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Figure 27 : hUPFI HD est une hélicase processive sur ’ADN.

A- suivi de lactivité de hUPFl HD sur le substrat ADN en conditions saturantes d’ATP. Une
molécule d’hélicase déroule la tige-boucle de 1,2 kb en entier, atteint l'apex, puis transloque sur le
simple brin vers l'extrémité 3’ pendant que la tige-boucle se referme derriére. Le substrat subit une
série d’'ouvertures et de fermetures au début de 'enregistrement pour exposer des régions simple
brin qui favorisent la liaison d'UPFI au substrat. L'encart montre un événement similaire
enregistré sur une tige-boucle ’ADN riche en A-T de 180 pb. B- translocation simple brin observée
durant un test de « force jump » ; la force est augmentée au-dela de 15 pN, la tige-boucle s’ouvre
instantanément. Elle est gardée ouverte pendant quelques secondes. Pendant cette ouverture,
UPFI poursuit sa translocation, et la distance traversée entre-temps peut étre calculée. C-
Modulation de la force (rouge) et extension du substrat (bleu) au cours du temps. Pendant qu’UPFI
déroule la tige-boucle (étape 1), a force est réduite au-dessous de 5 pN (étape 2) ; la tige-boucle se
détend et se referme. UPFI maintient sa liaison au substrat et poursuit son activité a l'intérieur
d’une bulle, tout en étant encerclée par les deux brins de la tige-boucle (étape 3). Quand la force
est réeaugmentée en phase 4 au-dessus de 21 pN, la tige-boucle est forcée a s’ouvrir complétement.
En phase 5, la force est de nouveau réduite a 10 pN ; la tige-boucle se referme partiellement, elle
est bloquée de nouveau par UPFI qui a progressé entre-temps et n’a pas été repoussée par la bulle.
Figure adaptée de l'article de Fiorini et ses coll., 2015.
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Figure 28 : la liaison d’'UPF2 au domaine CH active hUPFI CH-HD.

A- enregistrement des 2 types d’activités de hUPFI CH-HD a l'aide de pinces magnétiques sur
une tige-boucle d’ADN de 1,2kb. A gauche, hUPFI CH-HD s’accroche a '’ADN simple brin (A
23Is) et bloque la fermeture de la tige-boucle. A droite, 'enzyme est active. B- enregistrement de
lactivité de hUPFI CH-HD en présence d’'UPF2. L’hélicase ouvre la tige-boucle progressivement
jusqu’a Uapex, puis poursuit une translocation sur le simple brin vers le coté 3’. Le blocage a 690
s est attribué a une dissociation d’'UPF2. Figure adaptée de l'article de Fiorini et ses coll., 2015

Objectifs du projet de thése

Plus de 70 ARN hélicases ont été identifiées a ce jour, et contribuent a toutes les
étapes du métabolisme et de la fonction des ARN. Cependant UPFI est la premiere ARN
hélicase monomérique montrant une processivité aussi élevée. Cette caractérisation
pionniére de l'activité de hUPF1 a l'échelle de la molécule unique a donc soulevé
plusieurs questions, qui furent a l'origine des travaux décrits dans ce manuscrit.

i) Etant donné le taux de conservation élevé de la protéine UPF1 entre les eucaryotes,
en particulier au niveau de son cceur hélicase, sa processivité serait-elle un attribut
spécifique de hUPFI, ou partagé avec ses homologues ?

ii) UPFI est 'archétype des hélicases de la famille UPFI-like, qui partagent avec elle
des similarités de séquences et de structure. La processivité est-elle un trait
commun au sein de cette famille d’hélicases ?

iii) Quels sont les éléments structuraux qui régissent la haute processivité d'UPF1 ?

iv) La processivité remarquable d'UPFI a-t-elle un role physiologique, en particulier
pour le processus de NMD ?

Afin de répondre a ces questions, nous avons con¢u une étude comparative visant
a étudier le comportement de deux hélicases parentes de hUPF1 a I'échelle de la molécule
unique, a 'aide des pinces magnétiques : pour étudier la conservation de la processivité,
nous avons choisi yUPF], homologue de hUPFI1 chez S. cerevisiae essentiel pour le NMD ;
et IGHMBP2, hélicase sceur d’'UPFI partageant de fortes similitudes au niveau de la
structure de son cceur hélicase. Nous avons combiné des outils de biochimie, de
biophysique et d’analyses structurales pour disséquer le comportement de plusieurs
formes recombinantes de ces hélicases, et générer des mutants et chimeéres altérant la
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haute processivité d'UPFI. Enfin, afin de comprendre I'intérét de la processivité d'UPF1
in vivo, nous avons collaboré avec le groupe de Cosmin Saveanu dans I'équipe d’Alain
Jaquier (Institut Pasteur) pour tester 'impact de ces mutations sur l'efficacité du NMD.
Les principaux travaux réalisés pendant cette thése ont conduit a la rédaction d'un
article soumis au journal Nature Communications en mai 2018 qui est actuellement en
cours de révision. Plusieurs travaux complémentaires ont aussi été effectués dans le
contexte de collaborations avec les équipes d’Alain Jacquier (Institut Pasteur, Paris), de
Pierre Jalinot (ENS, Lyon) et de Sutapa Chakrabarti (Université de Berlin, Allemagne).
Ces travaux ont visé a :
+ Etudier I'impact du virus du HTLV sur le NMD via l'action de la protéine virale
Tax sur l'activité d'UPF1
 Caractériser une isoforme d’'UPF1 humaine produite par épissage alternatif, par
une étude biochimique et structurale ;
+ Valider in vitro I'existence d’'une interaction entre UPFI et un nouveau partenaire
de la voie du NMD, identifié par des analyses exhaustives de spectrométrie de
masse quantitative par le groupe de Cosmin Saveanu.

Publications liées a ces travaux

UPFlI-like helicase grip on nucleic acids dictates processivity

Joanne Kanaan®, Saurabh Raj*, Laurence Decourty, Cosmin Saveanu, Vincent Croquette*, Hervé
Le Hir*

En révision, Nature Communications, mai 2018
Detection and Degradation of Nonsense-mediated mRNA Decay Substrates Involve Two
Distinct Upfl-bound Complexes

Marine Dehecq, Laurence Decourty, Abdelkader Namane, Caroline Proux, Joanne Kanaan,
Hervé Le Hir, Alain Jacquier, Cosmin Saveanu

En révision, EMBO, avril 2018

A conserved structural element in the helicase UPFI1 regulates its catalytic activity in an
isoform-specific manner

Manjeera Gowravaram, Fabien Bonneau, Joanne Kanaan, Vincent D. Maciej, Francesca Fiorini,
Vincent Croquette, Saurabh Raj, Hervé Le Hir and Sutapa Chakrabarti

Nucleic Acid Research, (Gowravaram et al., 2018)

HTLV-1Tax plugs and freezes UPF1 helicase leading to Nonsense-Mediated mRNA Decay
inhibition

Francesca Fiorini, Jean-Phillippe Robin, Joanne Kanaan, Malgorzata Borowiak, Vincent
Croquette, Hervé Le Hir, Pierre Jalinot, Vincent Mocquet

Nature Communications, (Fiorini et al., 2018)

A mechanistic study of helicases using magnetic traps

Samar Hodeib, Saurabh Raj, Maria Manosas, Weiting Zhang, Debjani Bagchi, Bertrand Ducos,
Francesca Fiorini, Joanne Kanaan, Hervé Le Hir, Jean-Francois Allemand, David Bensimon,
Vincent Croquette

Revue dans le journal Protein Science, (Hodeib et al., 2017)
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Chapitre I. La prise des hélicases UPF1-like sur leur substrat dicte
leur processivité

Ce chapitre comprend un article qui a été soumis pour publication au journal
Nature Communications avec un retour positif des examinateurs ; il a été resoumis avec
I'ensemble des modifications requises. Cet article comprend la majorité des expériences
réalisées et des analyses effectuées pour répondre aux questions principales de ce projet
de theése.

Approche expérimentale

L’objectif principal de ce projet de thése fut d’évaluer la conservation de la
processivité d’'UPF1, de déterminer les éléments structuraux qui la régissent, et
d’interpréter son intérét dans un contexte physiologique. A cette fin, nous avons produit
une série de protéines recombinantes d'UPFI1 de S. cerevisiae (yUPFI) et de la protéine
IGHMPB2. Toutes les protéines testées ont été exprimées a partir de vecteurs de
surexprexpression bactérienne chez E. coli, et portent les étiquettes CBP du coté N-
terminal, et hexahistidines du coté C-terminal, qui ont servi a des purifications sur
colonnes d’affinité. Les frontiéres des protéines purifiées sont résumées dans 'Annexe
1 de ce manuscrit, et les gels de purification sont disponibles dans ’Annexe 2.

Afin de faciliter la lecture de l'article, les abréviations suivantes sont utilisées pour
désigner les protéines recombinantes étudiées :

+ UPF] : domaine hélicase de la protéine UPF1 de S. cerevisiae ;

+  IGHMBP2 : domaine hélicase de la protéine IGHMBP2 ;

«  IGHMBP2 FL : full length, désignant la protéine IGHMBP2 entiére ;

- UPF1/B, UPFI/C, UPFI/BC: domaines hélicases d'UPFl dans lesquels la
protrusion 1B, la protrusion 1C ou les deux protrusions a la fois ont été remplacées
par celles ' IGHMBP2 ;

«  IGHMBP2/B, IGHMBP2/C, IGHMBP2/BC : domaines hélicases ’'IGHMBP2 dans
lesquels la protrusion 1B, la protrusion 1C ou les deux protrusions a la fois ont été
remplacées par celles 'UPFI ;

«  UPF1 AKS : domaine hélicase d’'UPF1 de levure portant la triple mutation AKS
484-486 HPA ;

«  UPF1 A-H, K-P, K-A, S-A, R-S : domaines hélicase d’'UPFI1 de levure portant les
mutations ponctuelles A 484 H, K485 P, K485 A, S 486 A, R 487 S.

Afin de choisir les sites de mutations d'UPFI1 et les sites de permutation des
protrusions 1B et 1C entre UPF1 et IGHMBP2, j’ai effectué des alignements multiples de
séquence des protéines de la famille des hélicases UPFI-like et des comparaisons des
structures disponibles d’'UPF1 et IGHMBP2. Il est important de noter que quand ce projet
a débuté, IGHMBP2 était la seule hélicase UPFI-like dont la structure était disponible
hormis UPF], ce qui justifie le choix de cette hélicase pour notre étude comparative.

Nous avons évalué l'activité de ces protéines recombinantes a 'aide des pinces
magnétiques, sur un substrat ’ADN qui porte une tige-boucle de 1239 paires de bases
(séquence en Annexe 3). L'ensemble de ces tests a été effectué en collaboration avec
Saurabh Raj et Vincent Croquette. Nous avons effectué deux types de tests :
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+ Un test en conditions saturantes d’ATP, qui nous permet d’évaluer la capacité de
ces protéines a séparer la tige-boucle et a effectuer de la translocation simple brin,

+ Un nouveau test en absence d’ATP, que nous désignons par I'abréviation SMBA
(single molecule binding assay). Dans ce test, nous effectuons des cycles de
changement de force qui permettent d’ouvrir et de fermer la tige-boucle pendant
des intervalles de temps précis. L'ouverture volontaire de la tige-boucle par une
augmentation de force > 15 pN permet aux molécules d’hélicases disponibles en
solution de se lier sur le long simple brin accessible. Afin d’éviter de multiples
liaisons et de rester en conditions de molécules uniques, nous utilisons le
minimum de concentration nécessaire pour observer des évenements de liaison.
Le rabaissement de la force a 7 pN détend la tige-boucle dont les deux brins se
ré-hybrident. La ré-hybridation engendre une force qui s'oppose a 'accrochage
de I'hélicase et risque de l'expulser. Un rabaissement final de la force < 3 pN
détend complétement la tige-boucle, dont les deux brins encerclent I'hélicase. la
répétition de ce cycle permet d’évaluer l'efficacité de la liaison entre I'hélicase et
le substrat, et sa résistance face a des forces expulsives. L'intérét de ce test en
absence d’ATP est d’évaluer la liaison de I'hélicase a son substrat sans le biais des
changements conformationnels engendrés par I'’hydrolyse de 'ATP.

Résultats principaux
La processivité de la protéine UPF1 est conservée entre deux organismes distants

Le domaine hélicase de yUPFI présente les mémes propriétés que celui de hUPF1
(Fiorini et al., 2015). Il est hautement processif a la fois durant la séparation de la tige-
boucle (unwinding), et durant la translocation simple brin au-dela de I'apex dans le sens
5’-3’ (single strand translocation). 1l résiste au reldichement de la tige-boucle quand la
force est réduite, et avance a l'intérieur des bulles formées quand la force atteint un
minimum. La seule différence notoire entre les deux protéines est au niveau de leur
vitesse de translocation, yUPF1 ayant une vitesse environ 20 fois supérieure a celle de
hUPFI, durant le déroulement de la tige-boucle et durant la translocation simple brin.

La processivité n’est pas un trait conservé au sein de la famille des hélicases
UPFl-like

Le domaine hélicase 'IGHMBP2 seul est incapable de dérouler la tige-boucle. En
présence de ses domaines flanquants (R3H et doigts de zinc), il arrive a séparer la tige-
boucle, mais tombe trés vite au bout d’environ 20 paires de bases.

Le temps de résidence d’'UPF1 est largement supérieur a celui ’'1GHMBP2

En absence d’ATP, le domaine hélicase d’'UPFI lie TADN avec une prise (grip)
robuste qui résiste aux ouvertures et fermetures consécutives de la tige-boucle durant le
test SMBA. Il maintient sa position initiale de liaison tout au long de I'enregistrement,
et n'est jamais éjecté malgré les forces d’expulsion générées par la fermeture de la tige-
boucle. La liaison 'IGHMBP2 a 'ADN est trés éphémeére ; elle résiste peu aux forces
expulsives, et tombe au bout de quelques secondes.

Les protrusions 1B et 1C régissent la robustesse de la prise d’'UPF1 sur son substrat

L’échange des protrusions 1B et 1C entre les domaines hélicases d’'UPF1 et

IGHMBP2 conduit a une réduction de la processivité d’'UPF], et a un relachement de sa
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prise sur '’ADN en absence d’ATP. Durant le test SMBA, les chimeres d’'UPFI1 coulissent
au fur et a mesure le long de la tige-boucle, poussées par les forces expulsives. Leur temps
de résidence est aussi altéré. L’échange de la protrusion 1B seule ou 1C seule ' IGHMBP2
rend la protéine insoluble ou inactive ; mais la permutation simultanée des deux
protrusions transforme IGHMBP2 en une hélicase efficace et hautement processive, avec
une prise robuste et un long temps de résidence.

De plus, des mutations au niveau d'une boucle située a I'entrée de la protrusion 1C
d’'UPF1 engendrent une réduction de la processivité et du temps de résidence en absence
d’ATP, et un coulissement durant le test de SMBA.

Un nouveau modéle mécanistique décrit le lien entre la prise de I'hélicase sur
son substrat et sa processivité

L’ensemble des protéines testées dans cette étude présente des processivités et des
temps de résidence variés, et des vitesses de coulissement différentes. Afin d’évaluer la
relation entre ces trois événements, nous avons défini trois parametres :

+ Le temps de résidence en présence d’ATP (ty), égal a la processivité / vitesse ;

+ Le temps de résidence en absence d’ATP (1) ;

* Le temps de coulissement par base d’ADN (ts), égal a la vitesse de coulissement
/ la largeur moyenne d’une base ;

Les parametres ty, TR, et Ts mesurés s’averent corrélés et varient avec les mémes
tendances. Grace a un nouveau modele mécanistique construit en ajustant ces
parametres, nous montrons que I’hélicase ressemble a une pince dont la prise et la
processivité dépendent de I'énergie de liaison a son substrat.
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Abstract

Helicases are molecular engines which translocate along Nucleic Acids (NA) to unwind double
strands or remodel NA-protein complexes. Whilst they play an essential role in genome
structure and expression, the rules dictating their processivity remain elusive. Here, we
developed single molecule methods to investigate helicase binding lifetime on DNA. We found
that UPF1, a highly processive helicase central to nonsense-mediated MRNA decay (NMD),
tightly holds onto NA, allowing long lasting action. Conversely, the structurally similar
IGHMBP?2 helicase has a short residence time. UPF1 mutants with variable grip on DNA show
that grip tightness dictates helicase residence time and processivity. In addition, we discovered
via functional studies that a decrease in UPF1 grip impairs NMD efficiency in vivo. Finally, we
propose a three-state model with bound, sliding and unbound molecular clips that can accurately
predict the modulation of helicase processivity.
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Introduction
Helicases are ubiquitous molecular motors found in all living organisms. These enzymes are

organized around a core domain that simultaneously binds nucleotide triphosphates (NTPs) and
nucleic acids (NA) in a sequence-independent manner, and converts the chemical energy of
NTP hydrolysis into mechanical activities on NA. Hence, helicases can lock onto NA,
translocate on single-strands (ss) or double-strands (ds), and apply a mechanical force either to
unwind dsNA or to remodel NA-protein complexes!3. This versatile ability to act on NAs
justifies the ubiquitous involvement of helicases in every NA-related process including DNA
replication, repair, recombination, transcription and every event of post-transcriptional gene
regulation®*°, Despite seemingly comparable cores, helicases intervene in precise processes
and sometimes act on specific NA substrates. The specificity of their actions is conferred by
accessory domains either flanking or inserted in the helicase core. These additional domains
can carry complementary catalytic activities, affinity for specific NA sequences, or ensure
interactions with protein partners, as most helicases are part of protein complexes®®,

Helicase coding genes have been classified into 6 superfamilies (SF1-SF6) and
subsequent subfamilies. SF1 and SF2 are the largest groups of RNA and DNA helicases
generally acting as monomers or dimers while SF3-SF6 encompass multimeric ring-shaped
helicases”®. The helicase domain of SF1 and SF2 enzymes is composed of conserved and
characteristic motifs2"1%1, However, the presence of signature motifs or the affiliation of a
helicase to a specific family cannot foretell its intrinsic biophysical properties and physiological
functions. The UPF1-like family is a good example of functional diversity occurring between
sister helicases. This family is formed of a group of 11 enzymes belonging to the SF1-B 5°-3°
helicases'®. Among them one finds IGHMBP2 (immunoglobulin helicase mu binding protein
2), a helicase related to mRNA translation and responsible for distal spinal muscular atrophy
with respiratory distress type 1213, SetX/Sen1 (Senataxin), which is involved in transcription
termination, R-loop resolving and is linked to amyotrophic lateral sclerosis'4, and MOV10

(Moloney leukemia virus 10) which is involved in miRNA-dependent regulation>1°.

Members of UPF1-like helicases present a common helicase domain organization with two
RecA-like domains (1A and 2A) containing conserved helicase motifs and two domains (1B
and 1C) protruding from the first RecA domain 1A®17-20, The prototype, UPF1 (Up-frameshift
1) is a multifunctional RNA and DNA helicase. It is implicated in telomere maintenance and
telomerase activity regulation?* and various mRNA decay pathways??-?*, UPF1 is best-known
for its essential role in Nonsense-Mediated mRNA decay (NMD), an eukaryotic surveillance

pathway that eliminates aberrant messenger RNAs (mMRNAS) carrying premature termination
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codons (PTC) and modulates the expression level of “normal” mRNAs presenting NMD

substrate features?>%,

We recently assessed some of the biophysical properties of UPF1 by using magnetic tweezers
to manipulate DNA and RNA hairpins at the single molecule scale?’. We monitored the activity
of the helicase domain of human UPF1 (hUPF1) and discovered some unexpected properties.
As a monomer, hUPF1 was able to unwind long dsNA and translocate onto ssNA with a
processivity exceeding 10 kilobases (kb). Though the processivity of other UPF1-like helicases
has not been determined, the processivity of hUPF1 exceeds that of the DNA helicases UvrD
or Rep in their monomeric state when measured by single molecule approaches?®?°. The
processivity of UPF1 is particularly surprising given that it translocates onto NA as a
monomeric unit at a rate at least one order of magnitude slower than UvrD, Rep or the SF2
RNA helicase NS32729-32 Therefore, to cover similar distances, hUPF1 must stay a much longer
time on its substrate. In addition, the progression of UPF1 onto RNA or DNA is not affected
by NA-bound proteins?’. These observations raise the question of whether these peculiar
attributes are specific to hUPF1 or whether they are shared with the related UPF1-like helicases.

In the present study, we show that the high processivity of hUPFL1 is shared with its homolog
from the yeast Saccharomyces cerevisiae (yUPF1) but not with the very similar human helicase
IGHMBP2. Structural comparison between core helicase domains of both proteins led to the
design of a series of mutants differentially affecting UPF1 processivity. Using a novel single
molecule binding assay, we measured the strength of UPF1 grip on NA and established a
correlation between helicase grip, binding lifetime and the duration of translocation. In addition,
the study of a mutant affecting UPF1 grip in yeast demonstrates its relevance for UPF1 function
in NMD.
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Results
Processivity is a variable parameter amid UPF1-like helicases

We first determined whether the helicase core of yeast UPF1 (yUPF1) is as processive
as the helicase core of human UPF1 (hUPF1). Indeed, both proteins are key NMD factors, and
both core domains present high sequence and structural similarities (fig. S1; 33). Using a
magnetic tweezers setup, we manipulated single 1.2 kb DNA hairpins tethering super-
paramagnetic beads to a glass surface. Using video-microscopy, we tracked the beads’ positions
to monitor changes in the extension of the hairpins over time (Fig. 1A%"3%), all the while
applying a controlled force on the hairpin fork using magnets to pull on the tethered beads.
YUPF1 (in an appropriate buffer with ATP) was injected in this setup at the lowest possible
concentration to observe monomeric single molecule events. Under a constant tension of 7 pN
and at saturating ATP concentration (2 mM), yUPF1 molecules generated characteristic saw-
tooth tracks (Fig. 1B) similar to hUPF1 (fig. S2A). The rising and falling edges correspond
respectively to complete hairpin unwinding (Fig. 1A, steps 2-3) and rezipping in the wake of
the enzyme following translocation on single strand (ss) (Fig. 1A, step 4). yUPF1 unwinding
and ss translocation rates were significantly higher (10.2 bp/s and 13.4 bp/s respectively) than
those of hUPF1 (0.32 and 1.92 bp/s) consistent with their different ATP consumption rates (fig.
S2B). To assess YUPF1 processivity, we first calculated the probability of fully unwinding the
1.2 kb DNA hairpin using 58 events that initiated on fully closed hairpins. Using this
probability, we estimated the unwinding processivity to be superior to 10 kb (n=58) (fig. S2C).
We thus concluded that a high processivity is a conserved UPF1 feature shared between yeast

and human homologs®.

As UPFL1 is the prototype of the UPF1-like helicase family, we broadened our scope and
examined whether high processivity is also a feature of other UPF1-like helicases. To this end,
we selected the human IGHMPB2 protein, a helicase linked to DSMA1 respiratory disease??2,
Guenther et al. previously described the ATP-dependent 5°3” helicase activity of a recombinant
full length IGHMPB2 on small RNA and DNA duplexes®. However, no unwinding assays on
the human IGHMBP2 helicase domain alone have been done so far. Using our single molecule
conditions, we assayed the isolated helicase core of IGHMBP2, which did not display any
observable unwinding activity (Fig. 1C) despite a detectable (albeit 7-fold lower) ATPase
activity in vitro (fig. S2B). However, when flanked by its C-terminal domain (fig. S2D) which
increases its binding affinity’®, IGHMBP2 presented short unwinding events with a small

processivity estimated to be 19 bp only (fig. S2D-E; unwinding speed 5 bp/s). Taken together,
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our experiments reveal that high processivity is not shared uniformly among the UPF1-like
helicase family, in spite of similar core domains.

Fig. 1: Closely related SF1-B helicases present very different processivities. (A) Schematic representation of
the single molecule experimental setup. A 1.2 kb DNA hairpin substrate tethers a magnetic bead to a glass surface
and is subjected to the tension exerted by magnets pulling on the bead. Different phases of beads movements in

the presence of ATP and an active 5° to 3’ unwinding helicase are shown not to scale. (B) Helicase domain
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organization of yUPF1 made of the RecA domains 1A and 2A (yellow) and the domains 1B (orange) and 1C (red)
protruding from the domain 1A (Protein Data Bank (PDB) identifier 2XZP). Experimental trace showing unwound
bases with 2mM ATP and yUPF1 at a constant tension on the hairpin of 7 pN. (C) Same as (B) with IGHMBP2
except that domains 1A and 2A are in blue, 1B in light purple and 1C in purple (PDB 4B3F).

Binding lifetime varies between sister helicases

How to explain such a diverse behavior between closely related helicases? To travel
over a long distance at slow speed, a helicase must remain bound to its NA substrate despite
conformational changes occurring with every ATP hydrolysis cycle (fig. S3A). In other words,
a helicase with a short binding lifetime and a slow speed will only travel a few basepairs before
falling off its substrate. Hence to understand the differences between yUPF1 (UPF1 for
simplicity hereafter) and IGHMBP2, we first compared their binding lifetime on a substrate. In
bulk assays both proteins bind NA in absence of ATP®2¢, so we developed an ATP-free Single
Molecule Binding Assay (SMBA) to measure their residence time (tr) in a stationary state (Fig.
2A-B). In contrast to bulk assays, SMBA detects dissociation events and therefore measures
the binding “off” rate. In each experiment, we injected the helicase in a buffer lacking ATP,
then performed a series of cycles with 3-phases. During the first phase DNA hairpins are fully
unzipped for 4 seconds at a force > 15pN, allowing random helicase binding to ssDNA (Fig.
2A, step 1). In the second phase the force is reduced to 7 pN, and hairpins start refolding to
their natural closed state, unless a helicase acts as a roadblock (Fig. 2A, step 2). While the force
is held at 7 pN for 20-30 seconds, the closing hairpin fork constantly pushes on the bound
helicase and challenges its binding. Thus, the helicase either remains on its substrate (Fig. 2A,
step 3a) or is ejected (Fig. 2A, step 3b). A third phase is performed where force is reduced to 3

pN to verify complete hairpin closure. This force cycle is repeated multiple times over hundreds
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of seconds. During this test, single UPF1 molecules attached and remained at their initial
binding positions until recording was stopped, despite all opposing forces (n=11) (Fig. 2C).
UPF1 residence time was estimated to be larger than 5500 seconds (Table S1). Under similar
conditions, whether with or without its C-terminal domain, IGHMBP2 poorly resisted to the
closing fork and was ejected after one or two cycles (Fig. 2D, fig. S3B). IGHMBP2 residence
times followed exponential distributions with a mean of 20 seconds (no C-ter, n=48) (fig. S3C)
or 60 seconds (with C-ter, n=27). These results strongly suggested a tight link between
residence time and unwinding processivity, which relies on the ability to remain bound to the
NA substrate over multiple ATP hydrolysis cycles (fig. S3A).
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Fig. 2: Single molecule binding assay (SMBA) to assess helicase binding.

(A and B) Schematic representation of the single molecule binding assay cycle in absence of ATP. DNA hairpin
is initially completely closed. Step 1, a force >15pN is applied to fully unzip the DNA hairpin which is kept in an
open state for 4 seconds to allow a helicase in solution to bind to the sSDNA. Step2, Force reduction to 7 pN
refolds hairpin to its natural state, unless a helicase is bound. Force is held at 7 pN for 20 s leading to helicase
residence on substrate over several cycles (3a) or expulsion after one or a few cycles (3b). Step3, force is reduced
<3pN to check that the hairpin can still completely close. The whole process is repeated several times. (C) Upfl
remains bound to the substrate at its initial position and blocks hairpin closure over all force cycles. (D) IGHMBP2
transiently binds then falls off the substrate after one or a few cycles. Values on y-axis in figures C-D indicate
hairpin opening during step2 of the binding assay described in 2A-B.

Specific structural features grant UPF1 a strong grip on substrates

The differences in residence time and processivity between UPF1 and IGHMPB2
helicases were intriguing, especially considering the structural similarities between their core
domains. Lim et al. previously reported a superposition of IGHMPB2 and UPF1 structures,
showing that both helicases share overall similar core motor domains (fig. S4A,B; °). Hence
we looked for specific structural features likely impacting residence time and contributing to
binding. Both UPF1 and IGHMBP?2 are formed of two RecA-like domains designated as Rec1A
and Rec2A. They also share distinctive protruding sub-domains 1B and 1C embedded within
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ReclA, in contrast to SF1-A helicases such as Rep, UvrD and PcrA which have one protruding
domain on each RecA contributing to processivity®. Both domains 1B and 1C could impact
UPF1 and IGHMBP2 binding differently. Indeed, domain 1B shows different folding and
movement upon RNA and/or nucleotide binding in each helicase, and deletion of domain 1C
abolishes NA binding in UPF117:1933 To evaluate their importance, we simultaneously swapped
domains 1B and 1C between UPF1 and IGHMBP2 (UPF1/BC and IGHMPB2/BC) and
investigated the resulting chimeric helicases. Remarkably, IGHMBP2/BC mimicked UPF1
behavior as its processivity markedly increased (>10 kb), along with its residence time (9540
s) during SMBA (Fig. 3A). In contrast, the swap negatively affected UPF1/BC residence time
on DNA (930 s) and reduced its processivity (464 bp) (Fig. 3B), confirming the impact of these
auxiliary domains on the residence time and unwinding processivity.

Interestingly, UPF1/BC also displays a novel binding property. As the force cycles
proceeded during SMBA, UPF1/BC progressively slid along the hairpin from its initial binding
position to a lower position (Fig. 3B). This sliding reflects a lower resistance to fork pressure
and indicates a looser grip on DNA, which might account for the reduction in residence time.
We further swapped the 1B or 1C domains, one at a time. IGHMBP2/B and IGHMBP2/C
chimeras were insoluble or ATPase inactive, while UPF1 chimeras were active with reduced
residence times and unwinding processivities (fig. S4C-F; Table S1). Taken together, these
findings conclusively unravel a crucial role for protrusions 1B and 1C in regulating the binding

and unwinding abilities of UPF1-like helicases.
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Fig. 3: Single molecule characterization of binding grip and its impact on processivity.

(A and B) Effect of protrusion swapping on IGHMBP2-BC (A) and UPF1-BC (B) processivity in the presence of
ATP (inside frames) and binding strength in absence of ATP (-ATP). Unwinding processivity (Py is indicated.
Protrusion swapping leads to gain of IGHMBP2 processive unwinding and stable binding (A), and a reduction of
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UPF1 processivity and grip on substrate (B). (C and D) Same as (A) with the mutants UPF1 AKS (C) and UPF1
R-S (D). Mutating a previously uncharacterized UPF1 loop reduces processivity and binding grip.

As protrusions 1B and 1C are both attached to Recl A and interact with the 3’end of the
NA substrates, we further looked in this area for key elements impacting helicase grip and inter-
domain connection. We identified a small loop at the junction between domains 1A and 1C that
undergoes conformational changes upon NA binding!"® (fig. S5A) and displays sequence
variability between UPF1-like helicases (fig. S5B). Additionally, in the UPF1 crystal structure,
four amino-acids (YUPF1 AKSR 484-487) contact NA at the loop level, whereas in the
corresponding IGHMBP2 sequence (IGHMBP2, HPAR 267-270) only the arginine contacts
NAY3, To study the impact of this loop on UPF1 performance, we generated the following
mutants: UPF1A484=H UPF1K485=P YPF1K4ES=A YPF154¥6=A UPF1R*7=5 and a triple mutant
UPF1AKS=HPA “Only mutant UPF154%6=4 pehaved like wildtype UPF1. All other mutants
suffered from a reduction in processivity and residence time in SMBA, and displayed a sliding
rate that reflects a weaker grip on the substrate (Fig. 3C-D; fig. S6A-F). Remarkably, all three
parameters vary significantly among the different mutants, showing that small targeted
mutations can result in profound behavioral diversity. However, the variation of these
parameters was correlated: the mutants with the lower processivities also displayed faster
sliding rates and shorter residence times. Altogether, these observations highlight the impact of

UPF1 grip on its total residence time whether unwinding or just bound to its substrate.

A novel mechanistic model links helicase grip, binding lifetime and processivity

Our study encompasses a large set of functional helicases presenting variable grips on their
substrate as well as different binding lifetimes in the absence of ATP and during unwinding.
This variety offers the opportunity to rationalize the link between helicase grips and the time
they spend on NA. We thus propose a mechanistic model (detailed in the Methods) in which
the helicase behaves as a molecular clip with three different states. In the ground state, the clip
is strongly bound to its substrate, in the sliding state the clip is partially opened, and in the
unbinding state, the clip is fully opened and falls off (Fig. 4A). To build our model, we
measured several parameters gathered in table S1. Using SMBA, we measured for each helicase
the average sliding time per nucleotide tsas a marker of grip tightness, and the total residence
time tr in absence of ATP. ts and tr respectively represent the time necessary to shift from the
ground state to the sliding state and to the unbinding state. Our data revealed a covariation of
ts and tr (fig. STA). These times are set by an Arrhenius law®’, and define how long it takes
for thermal fluctuations to reach an energy level sufficient to either slide or fall-off. By fitting

our molecular clip model, we calculated the binding energy difference each mutant requires to
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slide or fall in reference to the enzyme having the smallest energetic needs (UPF1AKS~HPA) '\Wwe
further plotted the values of the binding energy differences versus the corresponding Tr and ts
(Fig. 4B). Remarkably, tr and ts almost perfectly follow the model predictions (Fig. 4B)
demonstrating that a small alteration in binding energy directly impacts helicase grip and
residence time. Furthermore, while tr and ts widely vary among mutants, the ratio tr/ts is
constant, indicating that the transition state to sliding or detaching is the same for all mutants.
Similarly, we measured the unwinding time tu in presence of ATP. 1y is the time each helicase
spent unwinding before falling from its substrate. This time also showed a covariation with tr
(fig. S7B). Our model reveals that Ty correlates with the binding energy (Fig. 4B), showing that
the binding lifetime in presence of ATP also depends on the binding energy. Furthermore, tu
is always smaller than tr (Tr / Tu IS constant), indicating that helicases are more likely to fall-
off during ATP hydrolysis. To test this hypothesis, we chose the moderately affected mutant
UPF1R487=5 and tested by SMBA the impact of ADPNP, a non-hydrolysable analogue of ATP.
Interestingly, the addition of ADPNP reduced the binding lifetime of this mutant and steepened
its sliding slope (Table S1). This result strongly suggests that during a power stroke, the
binding energy is reduced due to conformational changes, and a smaller fluctuation is required
to reach the opening threshold of detachment. Despite this fragile state, UPF1 manages to keep
a tight grip on NA and avoids a detrimental fall while moving thanks to its large binding energy.
In contrast, UPF1 mutants suffer from a looser grip and have a higher probability of falling,
leading to their reduced processivity. Thus, our model demonstrates that aside from NA
composition and fork pressure®**8, binding energy is a major parameter that determines helicase

processivity.
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Fig. 4: Mechanistic model describing helicase grip in different energy states (A) Schematic representation of
the 3 observable helicase states (see text). Gray circle represents NA. Colored clips represent helicases clamping
NA more or less tightly. (B) Binding and sliding times plot versus increasing binding energy differences
represented with a logarithmic scale in y. For each helicase i, the sliding time s, the unwinding time tu and the
falling time Tr are drawn in logarithmic scale against the binding energy difference AEpiz = Ebi - Ep1 measured in
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units of kT (Eps corresponds to UPF14KS—=HPA hinding energy). Each helicase has its three representative points
located at the same abscissa. Full lines are exponentials predicted by equation 1 (Sup. Mat) Distance between the
lines reflects the energy difference between these three states. Error bars indicate standard deviation.

Loss of UPF1 processivity reduces NMD efficiency

We wondered if the mechanistic conclusions described above were relevant for UPF1
function in vivo. As UPFL1 is an essential NMD factor among all eukaryotes, we evaluated the
necessity of its grip and processivity during this quality control pathway. Overexpression of
yeast UPF1 C-terminal fragment (UPF1-Cter) encompassing the helicase core was previously
reported to partially restore NMD after deletion of the UPF1 gene®. We took advantage of our
functional UPF1AKS=HPA mytant and designed wildtype and mutant UPF1 expression vectors
under doxycycline repressible tetO7 promoter, which we used to transform S. cerevisiae upflA
strains. We first assessed UPF1 protein levels in wildtype and mutant strains to verify that the
mutation does not alter the protein expression (Fig. 5A). We then assessed NMD efficiency in
both contexts. To do so, we performed qPCRs on RNA extracts and quantified the expression
level of DALY, a natural transcript targeted by yeast NMD*. Overexpression of a wildtype
UPF1-Cter allowed recovery of a 30% efficient NMD in a yeast upfl4 strain. This partial
complementation effect was abolished when we used a mutant UPF1A%S=HPA yersion (Fig. 5B),
suggesting that under limiting conditions, UPF1 tight binding and/or translocation processivity

are required for NMD.
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Figure 5: Loss of UPF1 processivity reduces NMD efficiency (A) The levels of the expressed proteins, as tested
with antibodies against the N-terminal TAP tag, were similar for UPF1 and UPF1(AKS484HPA), showing that
the reduction in NMD efficiency is due to the mutation and not to a reduction in Upfl expression levels. Two-fold
dilutions of protein extracts were separated on 4-12% polyacrylamide gels, transferred and probed. The signal for
an abundant protein, Zwf1, was used as loading control. (B) To test the ability of the AKS484-486HPA variant to
function in vivo in NMD, we used RT-QPCR to measure the steady-state levels of a natural NMD substrate, the
transcript for the DALY gene. A upflA strain was transformed with a control plasmid (pRS316), a plasmid
expressing a region encompassing UPF1 helicase domain, and a plasmid expressing a mutant version (AKS484-
486HPA) and compared with a wild-type strain transformed with the control plasmid. The changes in DAL7 RNA
levels compared with wild-type were measured in three independent experiments and used to calculate NMD
efficiency, with average and standard deviation values shown as a bar plot.
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Discussion
The human genome codes for more than 100 helicases implicated in multiple steps of both DNA

and RNA metabolisms®4%. Each of them is involved in a specific pathway, and many are related
to variable diseases, from cancers to developmental defects and neurodegenerative disorders*>-
44 Even though similarities in their helicase cores point towards a common ancestor, it has
become evident that every helicase is unique and possesses structural elements leading to

several layers of complexity.

Helicase variability starts at the core

UPF1-like helicases show a large functional diversity, with members involved in a
variety of RNA regulation pathways. Their helicase core domains share a similar structural
organization formed of two RecA-like domains and two extra domains protruding from the
RecA domain 1A7-20:3345 that are flanked by different and specific N- and C-terminal accessory
domains. One could imagine that helicase cores from the same subfamily have conserved
comparable intrinsic properties. Unexpectedly, our study shows that UPF1 and IGHMBP2
cores present contrasting helicase activities. IGHMBP2 is not capable of unwinding on its own
and requires assistance of its C-terminal domains to unwind dsDNA with a very low
processivity estimated to 19 bp, in clear contrast with the processivity of UPF1 estimated to
more than 10 kb. We questioned the role of protrusions 1B and 1C in this disparity as the
deletion of domains 1C or 1B leads respectively to a loss of UPF1 NA binding, or to uncoupling
between NA binding and ATP hydrolysis in vitro, both abolishing NMD in vivol’. By
simultaneously swapping 1B and 1C domains between UPF1 and IGHMBP2, we reveal that
these protruding domains most likely co-evolved to dictate the processivity of the helicase core
to which they are attached. In the case of UPF1, domain 1B moves away from the RecA surface
and towards 1C, possibly to form a circular channel for NA'23, In the case of IGHMPB?2,
domain 1B is rather distorted and collapsed on bound NA?® potentially disturbing the unwinding
mechanism. Structural data of both parental and chimera helicases bound to NA would be
needed to precisely understand how domains 1B and 1C contribute to the formation of the clip
around the NA substrate.

The impact of protruding domains on the helicase processivity has been previously
observed for SF1A helicases for which the interaction between the domains 1B and 2B that
protrude from each RecA domain directly alters the movement of the helicase core>*®. Recent
structures of several UPF1-like helicases put forward the variability of protruding domains
between these related enzymes. The nuclease/helicase DNA2 presents a C-terminal domain

highly resembling to IGHMBP2 helicase?. Senl presents a shorter protrusion 1C, called the
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prong, and a supplementary brace that restricts the movement of protrusion 1B8. In the splicing
factor Aquarius/IBP160, a domain called the pointer replaces the protrusion 1C at the exact
same position and is probably responsible for the reversed 3’-5° polarity of this helicase®.
Using comparable methods, it will be particularly interesting to explore the mechanical variety

of these motors and the role of protruding domains.

Helicase grip governs binding lifetime and processivity

Mechanistic insights into the remarkable processivity of UPF1 came from the study of a large
series of mutants that gradually affect its grip tightness. In addition to protruding domains
swapping, we targeted a flexible loop at the hinge between 1C and the RecA domain 1A. This
loop drew our attention due to its position outside any conserved helicase motif, its contribution
to NA binding, its divergence among UPF1-like helicases, and its conformational changes upon
NA binding"23. We assessed our mutants with a combination of two single molecule assays:
(i) an unwinding assay in the presence of ATP, to measure helicase processivity in distance and
in time; and (ii) a novel binding assay in absence of ATP, to measure the residence time of the
enzyme once bound to NA as well as its sliding speed against the opposing force of hairpin
closure. The sliding phenomenon shows that the tested helicases are comparable to molecular
binders with C-shaped spring clips that exist in three different states: a ground closed binding
state with an initial binding energy, a partially opened sliding state and a fully opened unbinding
state. For each enzyme, the transition from the ground state to the sliding or to the unbinding
state follows an Arrhenius law since it depends on the energy fluctuation needed to alter the
binding energy and open the clip: The stronger the initial grip, the higher is the energy
fluctuation required to slide or fall, the more time is needed for the event to occur. In fact, the
total residence time we measured for each of our enzymes is none-other than the time it takes
for the clip to open sufficiently and fall, while the sliding time per base corresponds to smaller
events where the clip opens just enough to slide by one base. For instance, wildtype UPF1 has
avery tight grip on NA, and a very high binding energy in the ground state. Thus, a large energy
fluctuation is required to lead to sliding or unbinding, and such events happen with an extremely
low frequency.

Furthermore, in this clip model, two parameters govern binding to NA: the NA binding
pocket constituted by a specific set of amino acids, and the inner stiffness of the clip, arising
from the overall helicase structure. We suggest that the total binding energy (Esi) governing the
clip state is the sum of the interaction energy (Eint) inside the cavity of the clip, and the
mechanical energy (Em) stored in the spring of the clip when it is stretched. The differences in
unbinding rates we recorded between the tested enzymes led us to calculate Esi differences
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between the mutants. Using these values, we tested two possible models to see which of the
two energies Eint and Ewm is altered by the mutations. Our data well fit a model in which
mutations negatively alter Eint and not Em (see supplementary information) suggesting that all
UPF1 variants tested in this study have roughly the same spring stiffness conferred by the
protein scaffold, but diverge in their binding interactions with NA inside the clip.

Our clip model also explains the impact of the grip on helicase processivity. During
ATP hydrolysis, power strokes drive consecutive conformational changes to move forward, but
weaken helicase binding. Less energy is therefore required to open the clip, making it easier to
fall during translocation, especially for enzymes with a weaker grip.

Finally, previous modeling of helicase processivity has considered the impact of NA
sequence®! and the destabilizing effect of the NA fork pushing the helicase®®, but no attempt
has been made so far to look at helicase binding lifetime and its impact on processivity. Our
model demonstrates that a helicase grip dictates its binding lifetime, which in turn limits its
processivity. Remarkably, both our data and our model reveal that a single residue mutation
outside the conserved helicase motifs, that slightly reduces the binding energy of the helicase,
is sufficient to drastically reduce its processivity. Lastly, we previously showed that UPF1 is
an efficient NA-protein interaction remodeler that can notably melt biotin-streptavidin
interaction?’. We expect that the strong grip of UPF1 is probably necessary to displace stable

NA-binding proteins.

UPF1 grip and its role in NMD
The notion of helicase processivity is intuitively associated to the distance travelled by
the enzyme. Progression over long distances is clearly essential for processes like genome
replication for which important portions of dsSDNA must be unwound to allow duplication. Such
events also involve fast helicases as replication is under time constraint to be achieved before
cell division. In contrast, in multiple cases, DNA and RNA helicases only need to translocate
over short distances to unwind short dsNA regions, to move over a short distance or to remodel
proximal NA-protein interactions. Does this imply that most helicases are not processive? Here,
the thorough study of UPF1 helicase core attributes revealed that its processivity coincides with
the enzyme ability to remain bound to its substrate for long periods of time without detaching.
We assume that the residence time of a helicase onto NA is an important parameter for its
function, notably to offer a time window long enough to guarantee process completion. The
process of NMD requires several successive steps including translation-dependent recognition
of a premature termination codon, ribosome dissociation, mMRNP remodeling and recruitment
of RNA decay factors?. In addition to the observation that ATP-dependent activities of UPF1
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are essential for NMD, several evidences showed that UPF1 is involved in every successive
step of NMD?>#647_So, it has been proposed that ATP-dependent activities of UPF1 orchestrate
the conformational and compositional transitions between PTC recognition and mRNA
decay?>*349, Here, the observation that UPF1 altered grip reduces NMD efficiency in yeast also
argues for the notion that the residence time of UPF1 onto its substrate is an important parameter
for NMD completion. The importance of UPF1 processivity is further supported by the
observation that during HTLV infection in human cells, the viral protein Tax directly targets
UPF1 translocation and reduces its processivity to decrease NMD efficiency®’. Some helicases,
like the SF2 RNA helicase elF4A3, are deposited onto NA to form a stable and sequence-
independent clamp without necessity to use ATPase activities®®2, In the case of UPF1, we
suggest that it combines its tight grip and its ability to translocate both to serve as a binding
platform for NMD factors and to remodel RNA-proteins complexes. Future investigations will
be necessary to determine the precise site of action of UPF1 during NMD and whether NMD
partners modulate its residence time and its processivity. Exploration of the biophysical
attributes of closely-related UPF1-like helicases will be necessary to better understand their

action in vivo and the consequences of their mutations linked to several human disorders*®453,
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Methods

cDNA cloning and protein purification

We produced helicase domains of Homo sapiens UPF1 (295-914), Saccharomyces cerevisiae
UPF1 (221-851) and Homo Sapiens IGHMPB2 (1-652), as well as the full length form of
IGHMPB2 (1-993, IGHMPB2-FL) (Uniprot accession codes Q92900-2, P30771, and P38935
respectively). Boundaries were defined according to previous structural studies 171932
IGHMPB2, IGHMPB2-FL and yeast UPF1 coding sequences were PCR amplified using oligos
HLH 2696/2697, HLH 2696/2698, and HLH 2705/2706 respectively. Purified PCR fragments
were inserted in a home-made variant of pET28a plasmid pHL5 (Novagen) between Ndel/Notl
(IGHMPB2) and Nhel/Xhol (yUPF1) restriction sites.

To generate UPF1 mutants, we modified the wildtype coding sequence of plasmid pHL1281
(yeast UPF1 helicase domain) through PCRs followed by ligation reactions using amplification
oligos carrying the corresponding mutations at the targeted sites. Chimeric forms of UPF1 and
IGHMPB2 were engineered using Gibson cloning strategy. Required fragments were amplified
from yUPF1 (pHL 1281) and IGHMPB2 (pHL 1278). Domain frontiers selected for the swaps
are indicated in fig. S8A. After amplification and purification, the fragments were ligated
through Gibson reactions.

All recombinant proteins were fused to a CBP-tag at their N-terminus and a hexa-histidine tag
at their C-terminus, and expressed using Escherichia coli BL21 competent strains (DE3) grown
in LB medium and induced overnight at 16°C. Cells were harvested and lysed in buffer A [1.5x
PBS pH 7.5, 225mM NaCl, 1mM magnesium acetate, 0.1% (w/v) NP-40, 20mM imidazole,
10% (wi/v) glycerol] Supplemented with 100 mg/ml of egg white lysozyme (Sigma-Aldrich)
and 1x protease inhibitor cocktail EDTA-Free (Sigma-Aldrich). Proteins were first purified on
Nickel columns (Ni-NTA, Qiagen) and further purified on a calmodulin affinity column.
Collected proteins were dialyzed against 1.5x PBS, 10% (w/v) glycerol, 1 mM magnesium
diacetate and 2 mM DTT, then stored at -80°C.

ATP hydrolysis Assays

ATP hydrolysis was performed in steady-state conditions. Proteins (10 pmol) were incubated
at 30°C in a 20 pl reaction mixture containing 1x ATPase buffer [20mM MES pH 6.0, 100mM
potassium acetate, ImM DTT, 0.1mM EDTA, 1mM magnesium acetate, 1 mM zinc sulphate
and 5% (v/v) glycerol], 2 uCi of [y32P]-ATP (3000 Ci/mmol, Perkin Elmer), 25 uM ATP and
50 UM polyC (concentration of binding sites).
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Reaction aliquots (2 pl) were withdrawn at various times and quenched with a buffer (5 pl)
containing 10mM EDTA and 0.5% (v/v) SDS. Samples were separated using thin layer
chromatography on polyethyleneimine cellulose plates (Merck) with a 0.35 M potassium
phosphate (pH 7.5) solvent, then analyzed using a Typhoon Phosphorimaging system.
Quantification was performed using Fiji/lmageJ analysis package.

Mutant UPF1 yeast expression vectors

UPF1 wildtype and the mutant UPF14KS—HPA yariant expressions in yeast were done with
plasmids based on pCM189-NTAP a single copy vector derived from pCM189 with a
doxycycline repressible tetO7 promoter and an N-terminal TAP tag, an intermediate in the
construction of pTG189. We amplified the full-length UPF1 coding sequence with
oligonucleotides CS1359/CS1364, having 35 nucleotides extremities identical with regions in
the destination vector. Notl digested pCM189-TAP was used in a "hot-fusion™ in vitro reaction
followed by direct transformation in E. coli. To generate the AKS484-486HPA mutant, three
partially overlapping PCR fragments were obtained with oligonucleotides CS1359/CS1389,
CS1390/CS1364 on the full-length UPF1 plasmid template and CS1387/CS1388 on pHL1376.
All the constructs were verified by Sanger sequencing. The plasmids were transformed in yeast
wildtype and LMA1667 (UPF1A) for RNA quantitation and immunoblotting.

Yeast RNA quantitation

Total RNA was extracted from cells grown to mid-exponential phase in rich medium (YPD,
yeast extract, peptone, glucose) using the hot acid phenol protocol. DNAse treated samples of
equal total RNA amounts were reverse transcribed using specific oligonucleotides (CS888 -
CTC AGT TTG CGA TGG AAG AG, CS1430 - TCC CAA CGA CCACAG TTC AAACC
and CS1077 - AAC CGT CGT CTC TCT CGA AG). Q-PCR estimation of initial RNA amounts
were done on eight-fold dilutions of the RT reaction using oligonucleotides CS1429 (TGA
AAC TTT GCC AGC GGC CTT C)/CS1430 (DAL7) and CS1076 (GTT AGA AAA GGC
GCT TTG GTA TAT G)/CS1077 (RIM1). We used the amount of RIM1 mRNA for
normalization and used differences in Ct to estimate RNA fold change in comparison with the

wild-type strain, as reference. Each experiment was performed at least three times.

Yeast immunoblots

Protein extracts were obtained by boiling equal numbers of mid-exponential growth cells in

denaturing electrophoresis sample buffer. Two-fold dilutions of protein extracts were separated
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on 4-12% polyacrylamide gels (Novex NUPAGE MOPS running buffer, Life Technologies).
The proteins were transferred by electroblotting on nitrocellulose membranes and probed with
PAP (peroxidase-anti-peroxidase antibodies, Sigma P1291), followed by a control test with
polyclonal anti-Zwfl (glucose-6-phosphate dehydrogenase) antibodies (Sigma A9521).
Peroxidase activity was monitored with the Clarity Western ECL chemiluminescence kit (Bio-
Rad) and pictured on a Bio-Rad GelDoc imaging system. Image processing was performed with

FIJI/ImageJ and consisted in contrast adjustment.

Single molecule assays
Data acquisition

Camera images were used to collect the raw data of DNA extension. Raw data represented the
real-time evolution of the DNA extension in nm, which was converted into the number of base
pairs unzipped by helicases using a calibration factor determined from the elastic properties of
ssDNA (Fig. S8B).

Instantaneous unwinding and translocation rates were obtained from a linear fit to the traces
filtered with a least square method over a time window define by the user mouse. The
histograms of the instantaneous rates were fit to Gaussian functions when applicable. The error
bars shown in the histograms are proportional to the inverse of the square root of the number
of points for each individual bin.

Unwinding and translocation

The substrate used in single molecule assays is a 1,239 bp long DNA hairpin that has a 76-nt
5’-biotinylated ssDNA tail and a 146 bp 3’-digoxigenin-labelled dsDNA tail and has been
described elsewhere?”3, The biotinylated end of the hairpin is attached to a streptavidin coated
paramagnetic bead while the digoxigenin end is attached to the surface of a flow cell via anti-
digoxigenin. We used a picotwist magnetic tweezers to manipulate the DNA substrate. A
tunable force can be applied to the substrate by applying a magnetic field on the paramagnetic
bead via a pair of permanent magnets. Force applied on the hairpin can be precisely controlled
by changing the position of the magnet over the substrate. DNA extension was measured in
nanometers in real time via a 31Hz video-camera (CM-140 GE Jai) and then converted to base-

pairs by exploiting the elastic properties of sSSDNA.

All the measurements were conducted at 30°C, unless mentioned otherwise. The working buffer

had a composition of 20 mM Tris-HCI, 75 mM potassium acetate, 3mM magnesium chloride,
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1% BSA, 1ImM DTT and 2mM ATP. The concentration of helicase used was the lowest possible

to observe single molecule events and varied between 1 nM and 20 nM.
Single molecule binding assays (SMBA)

Binding of proteins to DNA in single molecule configuration was measured in the working
buffer in absence of ATP, using cycles of hairpin openings and closings. Briefly, after helicase
injection in a helicase buffer free of ATP, a cyclic variation of force is executed. Starting from
low force where the hairpin is closed, the force is first increased for 1 s to the test force = 7 pN,
to check that the hairpin is in the closed state then the force is increased to > 15 pN for 3 to 4
seconds (Fig. 2, step 1) then reduced to 7 pN and held for 20 to 30 seconds (Fig. 2, step 2). The
force is finally reduced below 3 pN (Fig. 2, step 3). The whole process is repeated several times
to form a cyclic assay. The 3 pN regime closes the hairpin in most cases, this offers the
possibility to check that the hairpin does open and close at each cycle. Multiple openings and
closings of the hairpins provide various instances for proteins to bind with most of the available
substrates. Helicase concentration used is the lowest possible to observe single binding events

and varied between 1 nM and 20 nM.

Single molecule data analysis
Unwinding processivity

Large processivity was determined by taking into account only those traces where helicase
starts unwinding the hairpin in fully closed state until it falls-off. This leads to a histogram with
a few points corresponding to excursion shorter than the hairpin length and a last bin of this
precise length with many events (fig. S2C). This truncated histogram was fitted to a truncated
exponential providing a processivisity value usually larger than the hairpin length. For
moderately processive helicase, the histogram of the length of unwound events was calculated.
These histograms were exponential in nature, which gave the mean processivity of the helicase
on fitting them. The errors in histograms are given by the square root of the number of events

in each bin.
Residence time measurement in ATP-free SMBA

Binding time was obtained by measuring the inverse of the falling rate. That is by summing the
time over which the fork remained blocked by the helicase and dividing it over the number of
real unbinding events that we have recorded. As the binding time is often long, the experiment’s
recording was often stopped before the binding event finished. Such event contributes to the
total binding time but not to the number of unbinding events. The relative error on the binding

time is computed as the Nu™2.
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Supplementary information

UPF1-like helicase grip on nucleic acids dictates processivity
Kanaan et al.

Supplementary text:

Building the Molecular clip model

Few models have described so far the parameters affecting helicase processivity. We propose
here a mechanistic model of the helicase in which we use an extension of the work of Betterton
and Pincus'? who previously discussed the processivity of helicases in the presence of ATP. In
their respective models, one main assumption is that a helicase has a detachment rate y while
moving on a ssNA, and this rate is increased to yr = y.eV/ksT when the helicase is in contact with
the NA fork upon opening a dsNA. Using a large set of mutants, we derive an extended model
that offers an understanding of the detachment rate both in absence and presence of ATP, taking
into account helicase characteristics.

In our present work, the data we used to build the model were acquired in a system where the
helicase always faces a NA fork; thus in comparison to the above mentioned models, we shall
mainly discuss the detachment rate ys, but in a further extension of the model the detailed force

effect! could probably be incorporated.

Helicase binding energy

Helicases described in this work are formed of two RecA-like domains and their subdomains.
Like a clip, they clamp the ssNA in a groove with a set of specific amino acid groups having a
binding affinity to ssNA. In our single molecule binding assay in absence of ATP, we observed
helicase binding, sliding and unbinding against the NA fork. We thus compare helicases to
molecular spring clips, and define Eg; as the total binding energy of the clip. Esi arises from the
mechanical spring energy Em, and the protein specific interaction energy Emt, and we can write:

Epi= Em+Emn (1)

If we define x as the distance by which the clip is open, and ke the specific stiffness of the spring

clip, we can define the mechanical energy Em as:

1 2
EM= EkGX
and
1 2
Epi= S keX“+Ep: (2)
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Energy fluctuation and clip opening

Despite the action of most thermal fluctuations, the strength of the binding is not disrupted and
the clip is maintained closed enough to avoid NA escape. However, when a really strong
fluctuation occurs, it is able to disrupt the binding strength of the specific groups engaged with
the ssNA and slightly increase the clip opening x, leading to helicase sliding or falling. Those
rare openings occur when the binding energy Esi is altered, and display a rate of occurrence y

following an Arrhenius law?:

—Egi
Y = Yo .ekeT

where 1/yo is the characteristic time of the fluctuations of the clip and ksT the thermal energy.

The occurrence of such fluctuation requires some time, and we introduce these event lifetimes

as follows:

EBi
1 1
T= ; = V_o . eksT (3)

We have measured the lifetime of three types of fluctuations:

- 1w the total binding time of each helicase in absence of ATP during SMBA. It
corresponds to the time needed for the clip to open by a distance xr sufficient for the
ssNA to escape it.

- s the sliding time per base in absence of ATP during SMBA. This time corresponds
to the sliding distance during a single SMBA cycle normalized by one base dimension
(0.84 nm in our experiment at F = 7 pN), divided by the sliding slope (fig. S9A-B). ts
corresponds to the time needed for the clip to open by a distance xs sufficient for the
sSNA just to slide by one base.

Ts = O1b/Vsliding Where d1p is the change of DNA extension corresponding to one base
sliding (0.84 nm in our experiment at F = 7 pN) and Vsliding the sliding speed.

- tu: the total binding time in presence of ATP, which corresponds in our experiments
to the unwinding time of the helicase before it unbinds from the substrate. It is equal
to the distance travelled (average unwinding processivity) divided by the average
unwinding speed.

According to our clip model, a sufficient energy fluctuation needs to occur in order to alter Esi
and cause a sliding or a falling event, in absence or presence of ATP. None of our measures
allows us to directly determine the initial binding energy of each helicase tested in this study.
However, we could use the different lifetimes we measured to determine initial binding energy
differences between the helicases we tested. To do so, we chose the helicase with the weakest

binding (UPF14%S) as a reference, and defined all the measured lifetimes as follows:
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Epi-Ep1
TR=IR.€ KgT

Egi-Ep1
Tg=rg.e KsT

Epi-Ep1
Ty=ry.e KsT

with Ep1 corresponding to the binding energy of UPF14KS, and rx, rs and ru constant values
depending on media conditions. All our experiments were performed in similar conditions, thus
IR, I's and ru are equal among the tested helicases. As shown in Figure 4B, we have drawn in
ordinates, Tri, Tsi and Tui versus the binding energy difference of each helicase (Esi-Eb1) that we
have obtained by minimizing the y? of these points in regards to the value predicted by the full
lines of our model. We adjusted the values of Ebi and rr, rs and ry using our measures of tr, Ts

and tu, leading us to rr = 396, ru = 13.13 and rs = 1.691.

Furthermore, if we combine equations (2) and (3), we can also describe the relation between
event lifetimes rand the two energies Em (mechanical energy) and Emt (interaction energy)

characterizing each clip as follows:

=l= —_ekB_T= —.e kgT (4)

Our data fit well with a model in which T linearly varies with a change in binding energy, as
seen in Figure 4B. This result strongly suggests that the helicases we tested have different
interaction energies Emt with NA, responsible for their different binding lifetimes. As a matter
of fact, we have also tested another model in which the initial mechanical energy Ew is different
between the mutants. We tested enzymes with basically similar scaffolds, suggesting that they
probably display the same stiffness ke. Thus, if Em was different among the tested helicases, it
would mostly be due to different clip openings xoat loading on NA. In that case, our data should
fit a quadratic relation between the logarithm of the binding lifetime T and the total binding
energy Esi. Such model did not fit our data, and in particular does not explain why the ratio
Tr/Ts IS constant. Indeed, to further test our model, in Figure S9C, we have drawn the
mechanical spring energy ke x2/2 versus the distance of the clip opening x. All the enzymes
give well grouped points corresponding to sliding or residence events. Fitting with only Triand
Tsi leads to 2= 15.25, while fitting tri, Tsi and tui leads to x% = 28.4. In both cases, the values
of rg, rsand Emtremain very close. The minimization process leads to the fact that k.(xr2-xs2) /2

= 5.45 kgT is constant, implying that the ratio between tr/Ts is constant and equal to r = 234.
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Sliding should occur for all enzymes when the clip opens by xs, and an opening by xr leads to
helicase detachment. Thus xs is smaller than xr. In our model we expect kg, xs and xr to be the
same for all our helicases that will solely differ through the value of Ebi. A helicase having a
large binding energy will strongly stick on the NA and will slide at low velocity (or have a

significant ts) and will also display a long binding time Tr.

Model uses and possible predictions

So far, our experiments do not allow us to determine an accurate value for the clip stiffness kg,
but it provides us with the total mechanical energy %ka2= 5.98 kgT. Furthermore, our

minimization does also provide the ratio xr/xs = 2.37.
We have different arguments giving some reasonable estimations of ke and/or the forces
involved in the different clip opening states:

1) Force spectroscopy experiments done on proteins point to values of ke in the range of
10 to 15 pN/nm*,

2) Instead of measuring ke, one can also estimate its value by evaluating xr: this is the
change in x sufficient for the helicase to unbind. Since the sSNA molecule diameter is
in the range of 1nm, xr ought to be slightly larger. If for example we set xr to 1.5 nm,
this leads to ke ~ 21.5 pN/nm.

Our clip model with a binding energy is a convenient tool to predict helicase behavior. Binding
energy is, of course, the cooperative interaction between the NA and the helicase. The model
presented here is a simplified image that shows the rare sliding or escaping events occurring
when fluctuations are strong enough to loosen the grip of the helicase; in reality, the required
fluctuations may only be affecting a helicase subdomain that blocks the NA instead of affecting

the whole binding groove, but lead to the same energy changes.

What can we predict using this model? The difference in residence time or in sliding time
between our helicases can be described by different values of Esi. Our model predicts that
increasing the initial binding energy by the amount of 1 ksT will increase event lifetimes by a
factor e = 2.718. Thus between the highest (24484s) and the smallest (384s) residence times
we measured, the binding energy difference is just in the order of 3.5 ksT, a relatively small
value that corresponds to the addition of a few interactions between the amino acids in the

helicase groove and the NA. This is in agreement with our observations, and explains why a
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mutation of only one or two amino acids such as mutating yUPF1 Alanine 484 into a Histidine
leads to very strong differences in binding time.

Our analysis was possible because we have a large number of mutants displaying a widespread
set of binding and sliding times which is necessary to achieve the fit of Fig. 4B. A few helicases
are not present in this diagram since our measuring techniques suffer certain limitations: we
cannot measure binding time shorter than a fraction of second or longer than a few ten thousand
seconds and we cannot measure sliding speed below 0.01 bp/s and larger than a few bp/s
(because then the helicase displays a stochastic behavior with relatively large sliding steps
which cannot be attributed to a single helicase in a faithful way). For instance, yUPF1 wildtype
helicase slides too slowly and its binding time measurement only provides a minimal value and
thus is not part of the data points in Fig. 4B. The points that would represent this enzyme are
definitely located upper than all the points displayed. yUPF1 wildtype is certainly the enzyme
binding NA with the strongest grip and highest initial binding energy. This is not surprising
since this enzyme can be encircled in a DNA bubble while remaining on its DNA strand. yUPF1
encircling is observed during unwinding and binding assays when force is reduced below 5 pN,
where the double strand DNA wraps around the helicase but does not evacuate it. (Also
observed for hUPF1°)

Unbinding in presence of ATP

ATP hydrolysis produces strong conformational changes (power strokes) allowing the ssNA to
move one nucleotide within the two RecA-like domains. Notice that the energy available during
the hydrolysis of an ATP is ~20 ksT, a value larger than the mechanical energy required to
widen the clip enough for the NA to escape. Thus, ATP binding and hydrolysis lead to a
decrease in the initial interaction energy of the ssNA with the helicase. While the clip is in an
open state during a power stroke, a smaller fluctuation will be required to reach xg, thus the
helicase is more likely to detach during a power stroke than at rest. Indeed, we observe that the
unbinding time tu in saturating ATP is shorter than tr in absence of ATP.

In Figure 4B, we observe that Ty follows the same behavior as ts and Tr. Assuming that the
ATP cycle can be simplified into two states, an open and a closed configuration, we suggest

that the rate of detachment in the helicase open configuration is:

2
. Epi-AEp+ ke SR
Ty=—.—.e kT (5)

97



With AEp the reduction in binding energy when the helicase is in the ATP open state, and yp the
fraction of time that the helicase spends in this open state (yp in [0, 1[). The adjustment of our
data to this model leads to tr/tu= 30.16 and AEp = 3.4 ksT. However, the equality AEp = 3.4
ksT corresponds to the unrealistic case yp = 1 where the helicase will be in the open state at all
time, suggesting that the presence of ATP leads to a binding energy reduction superior to 3.4
ksT.

This model also allows us to predict the change of helicase processivity depending on ATP

concentration. We define fzas a rate of falling in presence of ATP, which may be written as:
fy=vpf+(1-vp). fr (6)

with fp = 1/1p the rate of detachment in the open state, fr = 1/tr the rate of detachment in the
closed state, yp the fraction of time spent in the open state, and (1- yp) the fraction of time

spent in the closed state.

At saturating ATP concentration, we have:

fas= Ypsfp+ (1'Yps)fR (7)

Our analysis allows us to determine fr and fas for each helicase.
fr corresponds to the falling rate measured in the absence of ATP, so fr=1/tr.

fas is the total falling rate in presence of ATP, so fas=1/tu at saturating ATP.

We do not know the value of yps in saturating ATP conditions, but we can write that

V([ATP])
Yp_ Yps . T

where V([ATP]) is the velocity of the helicase at a given [ATP] concentration, and Vs the
velocity at saturation.

The ratio V([ATP])/Vs is given by the Michaelis-Menten relation equal to:

V([ATP])= V.. KM[ﬂﬂP]
We define a as the factor equal to [ATP]/Kwm, which leads to:
T s ®
and
a
Yp~— Yps - 1+a
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If we replace yp by y,s . — in equation 6, we get the following:
PS* 14a

a a
fd=Yps . 1—+a fp+ (1'Yps . 1—+a) -fR

In order to express this equation using our known values, that is as a function of fr and fas, we

perform the following calculations:

a a <1+a

fd=YpS . f +

) . - £
14a"? " 1+4a YPS) R

a

1+a (1+

a
fd.T =Yps . fp+ T 'Yps) 'fR

1+a
=Yps - fp'l' (T -fR'Yps-fR)

fr+af;
=Yps - fp+ (% -yps.fR)

fr
=Yps - fp+ 3 +Hy-Yps-fr

fr
=Yps - fp+ 2 +fR.(1-yps)
We can reorganize the equation into the following form:

1+a fr
fd.T =Yps . fp+(1'Yps)'fR+ ;

And replace: [Yps - £,+(1-yps)fr] by fas
Which leads us to:

Multiplying this equation by 1i+a , We get:

_ a.fds+fR
fd T 1+a (9)

At very low [ATP]: (a— 0) so based on equation (9), fa - fr.

V([ATP])
Vs

At high [ATP]: fr/(1+a) — 0, and (V([ATP]) - Vs), so — 1. Based on equation (8), the
ratio — — 1. Thus fa - fas .
1+a

This means that when ATP concentration is limited, the total residence time increases, but the
helicase speed decreases, while at high ATP concentration, the residence time decreases while

the speed increases.

Processivity
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Finally, we define the processivity P in number of base pairs as the ratio between the helicase

speed and the detachment rate fzin presence of ATP:

\'

P=a

a.fds+fR]

Using equations (8) and (9), we can replace V by [Vs.liﬂ] and fa by [1—4_3 .

We can further replace fas and fr respectively by Ti and Ti leading to the following:
U R

P= \ —V. a l1+a _ 1 atyTR
fg 5" 1+a”afgsfr 1,1 $* atpt+ty
Ty atg

At saturating ATP concentration, the processivity Ps is equal to the helicase speed Vs at

saturation multiplied by the time Tu spent on the substrate, so we can replace [Vs.ty]with Ps, as

follows:
atR a
P=Ps. =Ps. T
aTR+TU a+t+ ~u
TR
Since a=¥ , the previous equation becomes:
M
[ATP]

P=P.——
u
[ATP]+Ky.

This last form also corresponds to a Michaelis-Menten law, and we define Kw as K. :—” , leading
R

to the following equation:

_ [ATP]
P=Py b (10)

Thus the processivity also follows a Michaelis-Menten law, but with a significantly

reduced characteristic [ATP] concentration KMv=KM.T”. Measuring the processivity in time and
R

T

Ty

in base pairs can be used to obtain the ratio .
R

The effect of the ATP on processivity will also reflect on sliding: during the ATP power stroke,
the level of fluctuation required for the ssNA to slide is significantly reduced during the power
stroke. This phenomenon corresponds to the backtracking of the helicase which has been nicely
evidenced®. Using our model, we have drawn in fig. S9D a prediction of the backward step
characteristic time (the inverse of the rate) which should be equal to the sliding time without
ATP divided by 30.16 for our mutants.
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Finally, the clip model suggests that the sliding mechanism will depend on the size of the sSSNA
in the groove, thus pyrimidine rich sequences should slide more than purines rich one. Of

course, the 7 to 10 nucleotides in the groove will average this behavior.

Data availability. Single molecule Data supporting the findings of this study are available at
http://pimprenelle.lps.ens.fr/Magnetic_tweezers_graphs_Kanaan.zip (2.2 Go). Data analysis
software (PlayltAgainSam) can be downloaded at

http://www.picotwist.com/download/Pias_setup.exe. Figures 1b, 1c, 2c, 2d and 3a-d in the

main text have associated raw data. Supplementary Figures 2a, 2d, 3a, 4a-f, 6a-f, 7a, 7b and 8b

have associated raw data
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Supplementary Figure 1 | Human and yeast UPF1 share highly similar helicase domains

Protein sequence alignment of Homo sapiens UPF1 (RENTZ1, Uniprot Q92900 295-903) and
Saccharomyces cerevisiae (NAM7, Uniprot P30771 231-839) helicase domains. Protein
sequences were aligned using ClustalW (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) and visualized
using JalView (www.jalview.org). Similar amino acids are highlighted in light purple. Identical
amino acids are highlighted in dark purple.
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Supplementary Figure 2 | Comparison of UPF1 and IGHMBP2 ATPase and unwinding
activities

A, Experimental trace showing the activity of human UPF1 helicase domain in saturating
concentration of ATP, at a constant force of 7 pN. The helicase unwound the 1239 bp double
strand DNA substrate (steps 1-2), reached the apex (3), then translocated over the single strand
DNA towards the 3’ extremity (4) while the hairpin closed behind it (5).

B, Graph showing the fraction of ATP hydrolyzed as a function of time by hUPF1, yUPF1 and
IGHMBP2 under conditions of steady state turnover, wherein the ATP concentration is in
excess compared to the protein concentration. Proteins were separately incubated with an
excess of y32P-ATP. Aliquots were withdrawn at various time points and quenched with a stop
buffer. Radioactive inorganic phosphate released over time during hydrolysis was separated
from unreacted ATP on a thin layer chromatography. Membranes were analyzed using an
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imaging system and radioactive signals emitted by inorganic phosphate and unreacted ATP
were quantified using Fiji/lmageJ.

C, Distribution of yeast UPF1 unwinding events. 59 unwinding events initiating on fully closed
hairpins were assessed. During 56 events, yeast UPF1 fully unwound the hairpin. In 3 events,
the helicase fell before reaching the apex. This distribution led to an average processivity of 10
+ 5 kb.

D, Experimental trace showing the activity of IGHMBP2 FL in saturating concentration of
ATP, at a constant force of 7 pN. IGHMBP2 FL unwinds the dsDNA in a non-processive
manner, opening only a few base pairs at every event before falling. IGHMBP2 FL contains the
helicase core on its N-terminal side, flanked by an R3H and an AN-type zinc finger domains
on its C-terminal side (protein schematics).

E, Distribution of IGHMBP2-FL unwinding events. 54 unwinding events initiating on fully
closed hairpins were assessed. The helicase fell before reaching the apex in all the events
assessed. This distribution led to an average processivity of 19 + 1.5 bp.
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Supplementary Figure 3 | IGHMBP2 transiently binds to substrate

A, Schematics describing ATP hydrolysis steps. In order to move one step forward, a helicase
binds an ATP molecule (red) between two RecA-like domains (gray). ATP hydrolysis leads to
several conformational changes, potentially weakening attachment to nucleic acids.

B, Experimental trace showing the binding of IGHMBP2 FL in absence of ATP during a cyclic
force change assay described in Fig. 2A-B. IGHMBP2 FL transiently binds substrate before
falling.

C, Exponential distributions of IGHMBP2 HD binding events in absence of ATP. This
distribution leads to an average residence time of 22.8 seconds.

105



A UPF1 HD - RNA - ADP - AIF4 B IGHMBP2 HD - RNA -
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Supplementary Figure 4 | Exchanging protrusions 1B and 1C reduces UPF1 processivity
and grip

A, Crystal structure of hUpfl HD in complex with 6 ribonucleotides of a U15 RNA and
ADP:AIF4- (PDB code 2XZ0O)

B, Crystal structure of IGHMBP2 HD in complex with 9 ribonucleotides of a A10 RNA in
absence of nucleotides (PDB code 2B3G). RNA is in stick representation in gray. ADP:AlF4-
is not shown in Upf1 structure for simplicity. Structure figures were generated using Pymol.
(www.pymol.org)

C-D, Experimental trace showing the activity of recombinant chimera UPF1/B and UPF1/C in
saturating ATP concentration, at a constant force of 7 pN. The average unwinding processivity
(Pu) of UPF1/B and UPF1/C was estimated to 61bp and 276 bp, respectively.

E-F, Experimental traces showing the binding of chimeras UPF1/B and UPF1/C in absence of ATP during
cyclic force change assays described in Fig. 2a. A sliding effect is observed reflecting a looser grip on substrate.
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A UPF1 HD - RNA - ADP - AIF4
(PDB coordinates 2XZO)

K 1B
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Supplementary Figure 5 | Sequence comparison of SF1B helicases around the AKSR loop of UPF1

A, Zoom on a previously uncharacterized loop of Upfl helicase positioned at the 3’end of the RNA binding channel shows high flexibility in hUPF1 helicase domain structures mimicking different transition states.
Yellow, light pink and purple respectively correspond to hUPF1 structures in complex with RNA and ADP:AIF4- (2XZO, transition state of ATP hydrolysis); with AMPPNP (2GJK, ATP pre-hydrolysis state); or with
ADP and PO4- (2GK®6, ATP post-hydrolysis state).

B, Sequence alignment of the helicase core of UPF1-like helicases from H. sapiens and S. cerevisiae. Sequences were retrieved from Uniprot, aligned using Clustal W, and edited using Jalview. Large insertions were
removed for clarity. Helicase motifs are highlighted in Red (NTP binding and hydrolysis), Blue (nucleic acid binding) and Yellow (Coordination between NTP hydrolysis and nucleic acid binding). The loop shown in
Fig. S5C is located at the entry of protrusion 1C in human UPF1, yeast UPF1, human IGHMBP2 (SMBP2) and its yeast homolog Hcs1, just after predicted nucleic acid binding motif Ib (In blue: VRL, LRL, etc).

This alignment was inspired from the initial alignment performed in Fairman-Williams et al.’
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Supplementary Figure 6 | Loop mutations affect UPF1 processivity and grip on NA

A-C, Experimental traces showing the activity of recombinant mutants of yeast UPF1 in
saturating concentration of ATP, at a constant force of 7 pN. Mutations A484H and
K484P lead to an important loss of processivity dropping to 652 bp and 2270 bp
respectively, while mutation S486A does not impact processivity.

D-F, Experimental traces showing the binding of yeast UPF1 mutants in absence of ATP
during cyclic force change assays described in Fig. 2A. A sliding effect is observed in the
case of A484H and K485P, while S486A shows no sliding.
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Supplementary Figure 7 | covariation of ts, Tu and tr.
A-B, Unwinding time ty and sliding time per base ts respectively plotted as a function of tr.
Both graphs show that Ty and ts are linearly related to tr.
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Amplified fragment 17.5)
Construct for Gibson cloning [
{amino acid position)

IGHMBP2 M1-A4 14
|GHMBP2/B yUPF1 A235-K367 r
IGHMBP2 Y158-5652
IGHMBP2 M1-A269
IGHMBP2/C yUPF1 R487-V549
IGHMBP2 V348-S652
IGHMBP2 M1-A4
yUPF1 A235-K367
IGHMBP2/BC IGHMBP2 Y158-A269
yUPF1 R487-V549
IGHMBP2 V348-S652 3.5 I
yUPF1 M221-D234 r
UPF1/B IGHMBP2 A5-K157
yUPF1 F368-R851
yUPF1 M221-S486
IGHMBP2 R270-V347 ssDNA extension (um)
yUPF1 V570-R851
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Supplementary Figure 8 | Methods

A, Domain frontiers chosen to produce the chimera. Chimeric forms of UPF1 and
IGHMPB2 were engineered using Gibson cloning strategy. Required fragments were amplified
from yUPF1 (pHL 1281, orange) and IGHMPB2 (pHL 1278, blue) home plasmids. Oligo
design provided the necessary overlaps for Gibson cloning.

B, Measurement of ssDNA elasticity and calibration factors. The ssDNA elasticity was
measured using the hairpin substrate in the presence of a 16 nt oligonucleotide complementary
to the loop region of the hairpin. The hairpin was mechanically opened by applying a force >15
pN in the presence of 100 nM oligonucleotide. In the opened state, the oligonucleotide may
hybridize to the loop region and increases the nucleation energy of hairpin hybridization by
several kBT. This created a metastable state of hairpin in open state, permitting the force-
extension curve for sSSDNA to be measured.

The experimental trace of force-extension curve for the denatured 1239 bp hairpin obtained
from magnetic tweezers experiments was averaged over four different sets of hairpin molecules.
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Supplementary Figure 9 | Helicase sliding in the absence of ATP and mechanical
clip model energy levels.

A, UPF1 wildtype n=32, 10 recordings. B, UPF1 mutA-H n=116, 20 recordings.

To measure the sliding slope of each helicase in absence of ATP, step 3 of the binding assay (F
=7 pN, fig. 2A-B) was isolated on several recordings using automatic detection. Fast jumps
were removed in order to isolate slow significant drifts. Averaging over 128 or 256 points
allowed stripping off small events where drift is error prone. For each data set slopes were
computed. The errors were evaluated by a using bootstrapping algorithms to calculate averages
and means.

C, Mechanical energy of the clip versus opening distance of the clip. This results from the fit
of the zr; 7si and zuj to our model. The green line represents the mechanical energy stored in
the clip as a function of the clip opening x. The mutant binding energies minus the reference
one lead to the two groups of points at abscissa xs and xr. We are not able to determine the
stiffness kG of the clip but we can evaluate the ratios: xr/xs = 2.37. When the helicase is
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hydrolyzing ATP in saturating condition, the residence time is reduced by a factor 30.16 owing
to the reduced binding energy of the open configuration. The blue dashed line represents the
clip mechanical energy reduced by the loss of binding energy caused by ATP. This effect should
also significantly decrease the sliding time in the presence of ATP, which is nothing but the
backward rate of the helicase (corresponding to the inverse of the backward rate). The x axis
corresponds to the amount of opening x of the clip during fluctuations. As we do not know
exactly the clip stiffness ke, we cannot write the exact value of x in nm, but as we know the
value of the energy involved we have chosen to use as abscissa \/ka ianN.nm. D,
Prediction of the backward sliding time with ATP for the different mutants. Error bars indicate
SD.
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In presence of ATP (Unwinding assay)

In absence of ATP (SMBA)

Error on
. Error on Error on Error on Sliding Sliding Total Events Error on
Protein P,(bp)  P,(bp)  V,(bpis) V,(bp/s)  T.(s) Ty (s) slope slope binding that T (s) T, (s)
sD SD sD (nm/s) (nm/s)  time(s) detached sD
SD
IGHMBP2 HD No unwinding -0.053 0.03 1351 48748 20.15 4
Wildtype
IGHMBP2 HD
chimera 10000 3100 48 36 2083 1690 0 0 36614  7/25 5230 1935
1BHC
IGHMBP2 FL
Wildtype 19 14 5.1 3 7 6 55 15 1632 27/27 60.44 12
yUPF1 HD
Wildtype 10000 5000 12.8 5.2 781 503 0 0 5471 0/10 5471 5471
yUPF1 HD
chimera M 15 56 36 73 47 0214  0.062 1570 5/7 314 126
1B
yUPF1 HD
it 276 17 63 36 426 24.48 0.104 0.03 14657 7120 2094 796
1c
yUPF1 HD
chimera 464 10 66 43 703 46 0.143 0.07 6530 7124 932 354
1BHC
YURF1 HD 21 10 65 4 3.44 2,68 0.528 0.08 7947 15715 529.8 143
mutant AKS
YUPF1 HD 550 28 12.9 538 442 20 0.063 0 33218 18/58 1845 408
mutantRto S
yUPF1 HD
mutant R to S -0.109 0.01 79919 49/ 58 1631 200
with ADPNP
yHRF1 HO 652 89 73 48 76.7 52 0.451 0.08 9838  11/20 894 268
mutant A to H
yIRFL ED 2270 340 36 24 630 430 0.043 0.01 13885 5/6 2777 1M1
mutant Kto P
yUPF1 HD 3974 953 29 2 1370 1000 0 0 2850 0/4 2850 2850
mutant Kto A
YyUPF1 HD 20000 10000 5.8 4.2 1724 1517 -0.02 0.005 76153 3/65 25384 14469

mutant Sto A

Supplementary Table 1 | Summary of the measures used to build the model
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Chapitre Il. Régulation de I’hélicase UPF1 par le domaine flanquant
CH et la protrusion 1B

L’objectif principal de ce travail était de déterminer les éléments régissant la haute
processivité du cceur hélicase d’'UPFI grace a une étude comparative avec une hélicase
de la méme famille UPFI-like. Les techniques de biochimie que nous avons développées
ainsi que les approches de nos collaborateurs notamment I'utilisation des pinces
magnétiques, nous ont permis d’explorer de nouvelles facettes de la régulation d'UPFL
Dans ce chapitre, nous nous pencherons sur I'importance du domaine N-terminal riche
en cystéines et histidines, et de la protrusion 1B dans la régulation de I'activité d'UPFL.

Le domaine CH inhibe I'activité d’UPF1 humaine

Comme nous 'avons évoqué dans l'introduction, I'hélicase UPFI est constituée
d’un coeur hélicase, flanqué par un domaine N-terminal riche en Cystéines et Histidines
(CH) et, selon les espéces, par un domaine C-terminal riche en Sérines et Glutamines
(SQ). Les travaux de notre équipe avaient précédemment montré que le domaine CH a
un effet inhibiteur sur I'activité du domaine hélicase d’'UPF], et ce par différents tests
biochimiques et des mesures a I'échelle de la molécule unique (Chakrabarti et al., 2011;
Chamieh et al., 2008; Fiorini, 2012; Fiorini et al., 2015). Ces expériences réalisées avec
des formes recombinantes de la protéine UPFl humaine, ont été logiquement
généralisées étant donné I'importante conservation du domaine CH entre différentes
especes. La production de différentes formes recombinantes d’'UPF1 de levure m’ont
donné l'opportunité de controler ces résultats et a notre grande surprise, ont révélé des
résultats inattendus.

Le domaine CH n’inhibe pas I'activité hélicase d’"UPF1 de levure

Mis a part le domaine hélicase (HD) dont 'activité est décrite dans la premieére
partie de ce manuscrit, nous avions aussi purifié une protéine tronquée comportant le
domaine N-terminal CH suivi du domaine hélicase de yUPF1 (yUPF1 CH-HD, 54-851),
par une stratégie de purification sur deux colonnes d’affinité nickel puis calmoduline.

Jai d’abord évalué l'activité hélicase de yUPFI en présence du domaine CH, en
effectuant des tests de déroulement dans les mémes conditions que pour UPF1 humaine
(Introduction I1.2.2). Ainsi, jai observé que le domaine CH ne semble pas étre
inhibiteur de l'activité hélicase de yUPF1 (Figure 29). Dans cette expérience, nous
n’observons pas de différence visible au niveau de I'amplitude de la réaction. Cependant
dans certaines des expériences similaires réalisées, nous observions un plateau plus élevé
atteint par yUPF1 CH-HD en comparaison avec yUPF1 HD. Ces expériences étant tres
sensibles a la quantité de protéines ajoutées, de légers biais sur la mesure de
concentration peuvent entrainer des différences de plateaux atteints, donc nous ne
pouvons pas comparer de facon précise 'amplitude maximale de ces cinétiques.

La seule différence notoire que jai observée est un démarrage plus tardif de
'activité de yUPF1 CH-HD comparé a yUPF1 HD. Ce retard n’est pas d@t a un probléme
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d’homogénéité de température qui ralentirait 'hélicase, vu que nous préchauffons le mix
réactionnel a 30° pendant 5 minutes avant d’induire la réaction par ajout d'une solution
d’ATP/MgCl>. Ce retard pourrait refléter une coopérativité entre les molécules
d’hélicases comme dans le cas d'une multimérisation. Cependant a notre connaissance,
la protéine recombinante UPF1 est monomérique, selon plusieurs profils de filtration sur
gel par exclusion stérique durant ou apres la purification (Czaplinski et al., 1995)(Sutapa
Chakrabarti, communication personnelle).

Nous avons aussi testé I'activité de yUPF1 CH-HD a l'aide des pinces magnétiques.
Nous avons suivi la séparation de la tige-boucle de 1,2 kb dans les mémes conditions
décrites dans la premiére partie des résultats. Dans ces tests, nous supplémentons notre
tampon de travail par du Zn?*, vu que le domaine CH est organisé autour de 3 ions de
zinc. Comme le montre la Figure 30, les tracés enregistrés ressemblent a ceux du
domaine hélicase seul, avec une ouverture complete de la tige-boucle suivie d'une phase
de translocation simple brin vers le coté 3’. Dans le cas de hUPFI, la présence du domaine
CH conduisait a un blocage de 'enzyme dans 50% des cas (Fiorini et al., 2015). Dans

A yUPF1 HD yUPF1 CH-HD
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Figure 29 : suivi de la cinétique de séparation d’'un hybride ADN-ADN par Uhélicase UPFI
de levure yUPFI.

A- Gel PAGE représentatif de la réaction de séparation au cours du temps sur une durée de 45
minutes. A gauche, gel représentant l'activité hélicase en absence du domaine CH, a droite en sa
présence. Les positions de I'hybride ADN-ADN et du simple brin libéré par l'hélicase sont
indiquées. L’astérisque désigne la position de la marque radioactive P32. La dénaturation de
I'hybride est compléte a 95°C. B- Quantification de la fraction d’hybrides séparés au cours du
temps. Le graphe montre la fraction d’ADN simple brin marqué libéré aux instants t de
prélévements. Les données obtenues ont été ajustées a l'aide du logiciel Kaleidagraph. Pour yUPFI
HD, léquation utilisée correspond a y= A(l-e-kt), ot A et k représentent respectivement
I'amplitude et la constante de vitesse de la phase exponentielle en conditions single run. Ici, A =
0.7, k=0.2 min-1. Pour yUPFI CH-HD, l'équation utilisée est celle d’une sigmoide, reflétant un
retard de démarrage de la réaction.
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nos expériences, 52 événements complets de séparation et translocation active furent
observées (sur 3 expériences séparées) mais aucun éveénement de blocage.
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Figure 30 : le domaine CH n’inhibe pas Uactivité du domaine hélicase d’'UPFI de levure.

Enregistrements a l'aide de pinces magnétiques de lactivité d'une molécule de yUPFI HD
(gauche) et d’'une molécule de yUPFI CH-HD (droite) sur une hairpin ’ADN de 1,2 kb.

Le domaine CH étant organisé autour de 3 atomes de zinc, nous avons émis
I'hypothése qu'un manque de zinc pourrait conduire & un mauvais repliement du
domaine CH. Nous avons remis en question la purification de la protéine recombinante,
en particulier la seconde étape de purification sur résine calmoduline (Matériel et
méthodes, II.1). A cette étape, I'élution de la protéine en présence d’'EGTA (ethylene
glycol tetra-acetic acid) qui chélate l'ion calcium Ca?*, permettant ainsi de rompre la
liaison de I'étiquette CBP aux billes de calmoduline pourrait également chélater les ions
Zn?** autour desquels le domaine CH est organisé. Pour tester cette hypothése, nous
avons étudié dans les mémes conditions yUPF1 CH-HD purifiée dans le laboratoire
d’Elena Conti en 3 étapes : purification par affinité sur une résine de glutathion grace a
une étiquette GST (gluthatione S-transferase) clivable, puis par un passage sur une
colonne échangeuse d’ions, puis par une chromatographie par exclusion stérique
(Chakrabarti et al., 2011). De nouveau cette protéine ne montre aucune inhibition par le
domaine CH.

Le réle inhibiteur du domaine CH avait été déduit a partir d’expériences
comparatives réalisées sur des protéines recombinantes d'UPF1 humaine en absence et
présence du domaine CH. De plus, ces expériences avaient montré que l'ajout du
partenaire UPF2 permettait de lever l'inhibition grdace a l'interaction d’'UPF2 avec le
domaine CH. L’interprétation mécanistique de cette inhibition fut construite a partir de
plusieurs structures du domaine hélicase de hUPF1 en absence du domaine CH (Cheng
et al., 2007b) et en présence du domaine CH en interaction avec UPF2 (Clerici et al.,
2009), ainsi que de la structure de yUPF1 CH-HD de levure (Figure 31). En absence du
domaine CH, la protrusion 1B s’écarte de l'extrémité 3’ de 'ARN simple brin et du
domaine 1C. La présence du domaine CH qui interagit avec le domaine RecA2, pousse la
protrusion 1B vers 'extrémité 3’ de 'ARN ce qui conduit a des contacts supplémentaires
entre le domaine 1B et 3 nucléotides et renforce ainsi l'interaction. Cette conformation
restreindrait la translocation. L’ajout d’'UPF2 conduirait a un large changement
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conformationnel déplagant le domaine CH derriére le domaine RecAl, levant ainsi I'effet
inhibiteur via le domaine 1B (Introduction, 11.2.2).

Cependant ce modele souffre de quelques limites :

+ Les expériences biochimiques montrant un effet inhibiteur du domaine CH n’ont
été validées que chez 'homme, sans consolidation par I'étude des protéines de
levure. Ceci est compréhensible vu la similitude élevée entre hUPF1 et yUPF1 non
seulement au niveau du coeur hélicase, mais aussi au niveau de résidus critiques
du domaine CH.

* La structure de hUPF1 CH-HD n’ayant pas été cristallisable seule (Chakrabarti et
al., 2011) Chakrabarti et ses coll. avaient utilisé la structure de yUPF1 CH-HD pour
interpréter les résultats des expériences comparatives effectuées sur les protéines
humaines, et ceci en partant aussi de la conservation entre UPF1 humaine/levure.

Au vu de nos résultats, il sera intéressant de compléter I'ensemble des structures
existantes par les structures suivantes : yYUPF1 HD sans CH, yUPF1 CH-HD en présence
d’'UPF2, hUPF1 CH-HD. Il faudra aussi compléter les expériences biochimiques et en
molécule unique de I'ensemble de ces protéines.

Figure 31 : mouvements dynamiques d’'UPFI.

A- En absence d’ATP, UPFI est en conformation détendue (gauche, PDB 2XZP). La liaison a ’'ATP
engendre un mouvement du domaine RecA2 vers le domaine RecAl, et un léger changement
d’orientation de la protrusion 1B qui s’éloigne de la surface des domaines Rec (milieu, PDB 2GJK).
La liaison a 'ARN déclenche un recul de la protrusion 1B qui s’éloigne de l'extrémité 3’ de '’ARN
(droite, PDB 2XZO). B- En présence du domaine CH (vert), UPFI adopte une conformation
globulaire compacte qui empéche sa translocation (gauche, PDB 2XZL), cette inhibition est
partiellement levée par la présence du partenaire UPF2 (bleu). UPF2 lie le domaine CH et provoque
un large changement conformationnel. Le domaine CH passe d’une position inhibitrice au-dessus
du domaine RecA2 a une position non contraignante derriére RecAl. Figure adaptée de l'article de
Ding et Pyle, 2012.
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II.1.1. Différences de séquences entre les domaines CH de hUPF1 et
yUPF1

Des différences subtiles des protéines hUPFI et yUPFI pourraient-elles expliquer
des différences d’activité ? Nous nous sommes demandés si la courte séquence reliant
les domaines CH et HD pourrait différer entre les 2 protéines. Une flexibilité différente
de cette région pourrait altérer I'interaction des deux domaines. La séquence des régions
reliant CH et HD est la suivante :

yUPF1 212 TINDIDAP LL 230
hUPF1 276 TLEDLEKP LL 294

Pour tester 'impact de cette séquence, nous avons remplacé la séquence de levure
par la séquence humaine et exprimé la protéine chimere correspondante. De plus, nous
avons produit une protéine chimérique portant le domaine CH et le linker de hUPF1
(hUPF1 115-294), suivis du domaine HD de yUPF1 (yUPF1 231-851). Le remplacement du
linker seul, ou de la totalité du domaine CH, n’a pas modifié le comportement de
I'hélicase. Nos enregistrements ne montrent pas un effet d’inhibition, les deux protéines
recombinantes sont actives. Ce résultat meéne a penser que la différence de
comportement entre hUPFI et yUPFI n’est pas due a une différence au sein du domaine
CH lui-méme, mais peut-étre au sein du domaine hélicase, rendant par exemple le
domaine HD de yUPFI insensible a I'inhibition par le domaine CH.
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extraite de l'article de Chakrabarti et ses coll., 2011.

protrusion IB, rouge pour la protrusion IC et jaune pour les domaines RecA-like. Les traits
en vio
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Nous avons ensuite cherché des différences entre les coeurs hélicases de hUPF1 et
yUPFI ; nous nous sommes repenchés sur leurs séquences peptidiques, dont I'homologie
est supérieure a 70% au niveau du domaine hélicase (Figure 32), en particulier sur la
protrusion 1B, acteur clé dans le modele d’inhibition par le domaine CH.

En comparant les séquences de la protrusion 1B entre yUPF1 et hUPF], nous
pouvons constater la présence d'un acide aminé supplémentaire en position 289
(asparagine N) dans la séquence de yUPFI par rapport a hUPF1 (Figure 32, petit
encadré). Il est situé dans une boucle (loop 283-294 de yUPF1), dont I'équivalent chez
hUPFI (loop 347-357) avait déja attiré I'attention : située au bas de la protrusion 1B, cette
boucle s’ordonne et se désordonne selon l'analogue d’ATP utilisé durant la
cristallisation, et donc selon D'état pré- ou post-hydrolyse de I'hélicase
(Introduction, II.2.3). De plus, la position de cette boucle coincide avec le canal de
liaison des acides nucléiques a la surface du domaine RecA2, et doit donc bouger suite a
la liaison a 'ADN ou 'ARN pour éviter un encombrement stérique (Figure 33) (Cheng
et al., 2007b).

Enfin, la délétion des acides aminés 352-354 a la téte de la boucle de hUPFI
découple la liaison du domaine hélicase a 'ATP et aux acides nucléiques. Normalement,
la liaison d’'UPF1 a I'ATP réduit I'affinité aux acides nucléiques. Suite a la délétion des
résidus 352-354, la liaison d'UPFI aux acides nucléiques devient immune a la présence

de I'ATP, engendrant des constantes d’affinité similaires en présence ou absence de
nucléotides (Cheng et al., 2007b).

UPF1, HD (2XZP) UPF1, HD-AMPPNP (2GJK)  UPF1, HD-ARN-ADP:AIF,” (2XZO)
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Figure 33 : structures cristallographiques du domaine hélicase d’'UPFI, dans 3 états.

UPFI; correspond a l'isoforme d’'UPFI majoritaire. A gauche, U'hélicase est sans aucun ligand (PDB
2XZP). Au milieu, 'hélicase est liée a TAMPPNP (PDB 2GJK) ; a droite, 'hélicase est en état de
transition, liée a 'ARN et 'analogue ADP : AlF4 (PDB 2XZO). Figure adaptée de larticle de
Gowravaram et ses coll., 2018.
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11.2.1. yUPF1 AN289

Nous avons d’abord généré un mutant de yUPFI CH-HD dans lequel nous avons
éliminé 'acide aminé N289. Nous avons testé 'activité de ce mutant a I'aide des pinces
magnétiques sur la tige-boucle de 1,2 kb. Cette délétion n’a pas engendré un changement
de comportement, le mutant présentant une activité similaire a yUPF1 CH-HD.

11.2.2. Un isoforme de hUPF1 peu connu

Notre investigation autour de cette boucle nous a conduits a une autre étude. En
effet, cette méme boucle subit chez les mammiféres un épissage alternatif da a un site
5" sur I'exon 7 qui génere deux isoformes d'UPFI chez ces especes. Dans les bases de
données telles que Uniprot, I'isoforme canonique dit isoforme 1 (UPF1;) correspond a la
version longue de la protéine. Elle comporte une insertion de 11 acides aminés au sein
de la boucle 347-357 de hUPFL. L’isoforme 2 non canonique correspond a la protéine
dont la boucle est courte (Nicholson et al., 2014). L'isoforme non canonique est le plus
abondant, cependant le taux de l'isoforme long varie considérablement entre différents

types de cellules humaines, et entre différents tissus de souris (Figure 34) (Gowravaram
et al., 2018).
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Figure 34 : les taux de l'isofo