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Liste des abréviations 
2Strep : Tag de purification double Streptavidine 

10his : Tag de purification 10 histidine 
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KD : Constante de dissociation 
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Résumé de la Thèse 
 

Contexte Scientifique et objectifs du projet de thèse 

Les ADN topoisomérases de type II (TopIIs) sont des enzymes essentielles au bon déroulement 

des processus cellulaires comme la réplication de l’ADN, la transcription et la ségrégation des 

chromosomes. Durant ces processus, la double hélice d’ADN accumule des surenroulements ou 

forme des caténanes, qui nécessitent l’intervention des TopIIs. Les TopIIs humaines sont des 

enzymes dimériques de 350 kDa, composées d’un corps catalytique formé d’un domaine ATPase 

(porte N) et d’un domaine de liaison de l’ADN (porte à ADN) ainsi qu’un domaine C-terminal 

variable (CTD). 

La résolution des contraintes topologiques se fait par un mécanisme de coupure-religation de la 

double hélice d’ADN couplé à l’hydrolyse de l’ATP et conduisant à l’ouverture et la fermeture des 

portes de l’enzyme selon un mécanisme allostérique. 

Chez l’homme il existe deux isoformes pour les TopIIs : la To

indispensable à la prolifération cellulaire et une cible importante des traitements anticancéreux2. 
3 et dans le développement 

neuronal4. Les molécules utilisées en chimiothérapie des cancers empêchent l’étape de religation 

de l’ADN, faisant des TopIIs des cibles thérapeutiques majeures. Cependant, l’utilisation des 

molécules anti-Top2 peut être à l’origine de cancers secondaires2. L’amélioration des 

thérapeutiques et des composés anti-Top2 dépend donc grandement de la connaissance des 

mécanismes catalytiques des Top2s et de leur architecture tridimensionnelle. 

De plus, les deux isoformes sont régulés par des modifications post-traductionnelles (PTMs) qui 

influent sur leur stabilité, leurs activités et leurs localisations cellulaires5. Cependant l’implication 

des PTMs dans la régulation des activités des TopIIs et leur impact sur les mécanismes 

allostériques sont encore mal caractérisés. 

Durant ma thèse je me suis intéressé à l’étude structure-fonction des complexes des ADN 

topoisomérases de type II et à l’impact des PTMs sur leur structure et leurs activités enzymatiques. 

Ces projets ont mobilisé des techniques biochimiques, biophysiques et structurales pour 

caractériser les complexes moléculaires des TopIIs. 
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Ce travail a été réalisé en 3 parties :  

1) 

relation structure/fonction 

2) Étude structure-fonction des mécanismes allostériques des complexes nucléoprotéiques des 

 

3) Analyse structure-fonction de l’homologue bactérien ADN Gyrase en complexe avec de 

l’ADN et la gépotidacine 

 

Résultats 

1) la 

relation structure/fonction  

Nous nous sommes intéressés aux phosphorylations et acétylations présentes sur les isoformes 

TopII  en place la production des 

TopIIs dans des cellules de mammifère BHK21 et dans la levure S.cerevisiae permettant 

l’obtention de grandes quantités d’enzymes avec une pureté compatible avec des études 

biochimiques et structurales. L’identification des phosphorylations et des acétylations sur les 

TopIIs recombinantes par spectrométrie de masse a montré une répartition de ces modifications sur 

des domaines structuraux distincts, similaire pour les deux isoformes avec des acétylations 

concentrées sur les domaines catalytiques et les phosphorylations sur les domaines C-terminaux 

non conservés. D’autre part, le niveau de PTM retrouvé dans les protéines surexprimées en levure 

ou en cellule de mammifère est équivalent pour les deux isoformes.  

Ces identifications ont révélé la présence de nouveaux sites non répertoriés, notamment des 

acétylations, dont une lysine K168 chez la TopII  les eucaryotes. 

L’inactivation de ce résidu K168 par mutagenèse dirigée ainsi que la modélisation de son 

acétylation par dynamique moléculaire, a révélé que ce seul résidu est crucial pour la dimérisation 

du domaine ATPase et son activité enzymatique in vitro. Afin d’évaluer l’impact de la mutation in 

vitro, des tests enzymologiques et de régulation topologique de l’ADN ont été réalisés, ainsi que 

des caractérisations biophysiques telles que la chromatographie d’exclusion stérique et des 

analyses de la stabilité thermique. À travers cette analyse, ces expériences montrent que les PTMs 
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modifient des résidus clés pour l’activité catalytique des TopIIs, et pas seulement des positions 

dans des zones spécifiques moins conservées de l’enzyme.  

Ces travaux ont conduit à la publication d’un article dans le journal Scientific Reports en 2018 

(Bedez, C* ; Lotz, C* et al. 2018, *co-premiers auteurs). 

Vu le grand nombre de modifications retrouvées chez les TopIIs, nous avons ensuite entrepris 

d’étudier l’impact global des phosphorylations sur leurs activités catalytiques. Les TopIIs 

recombinantes ont été produites dans les cellules mammifères et déphosphorylées in vitro, réaction 

suivie par un colorant spécifique des phosphoprotéines et par spectrométrie de masse. Les résultats 

préliminaires des tests fonctionnels de régulation de la topologie de l’ADN et enzymologiques 

induisant des coupures d’ADN aberrantes. 

Un autre aspect du projet consiste à déterminer si les PTMs et plus particulièrement les 

phosphorylations ont un rôle dans le repliement des CTDs alors qu’ils sont prédits comme 

désordonnés en l’absence de toute modification. Nous avons identifié par spectrométrie de masse 

les sites de phosphorylation à la caséine kinase II  (CK2) présents au niveau des CTDs pour les 

deux isoformes. CK2 est une kinase mitotique importante pour le bon déroulement du cycle 

cellulaire dont l’action stimule l’activité de la TopII 6. Cette étude sera poursuivie par la production 

des CTD phosphorylés par CK2 qui permettra à moyen terme de déterminer si les phosphorylations 

ont un impact sur la structure des CTDs. 

Ces travaux ont également amené à la publication d’une revue scientifique portant sur la corrélation  

entre la résistance aux traitements anti-

Cancer Drug Resistance en 2020 en tant que premier auteur (Lotz C, Lamour V, 2020). 

 

2) Étude structure-fonction des mécanismes allostériques des complexes nucléoprotéiques des 

 

Les structures des domaines catalytiques isolés des TopIIs ont été résolues par cristallographie aux 

rayons X7. Cependant les structures des protéines entières et leurs conformations à chaque étape 

du cycle catalytique n’étaient pas encore connues.  
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l’étoposide, un agent anti-tumoral, a été récemment obtenue par cryo-microscopie électronique 

dans l’équipe. Ces informations structurales ont mis en évidence deux conformations ouvertes et 

fermées ainsi que les connexions entre les domaines ATPase et de liaison de l’ADN spécifiques 

aux eucaryotes. Cette structure a aussi révélé une partie du domaine CTD pour lequel aucune 

donnée n’était encore disponible. Cette région des résidus 1193 à 1217 est positionnée sous le 

segment d’ADN G et possède plusieurs résidus soumis potentiellement à des PTMs.  

Sur la base de ces informations structurales, nous avons exploré les spécificités du mécanisme 

catalytique de la TopII in vitro. Les résultats font 

apparaître le rôle crucial de ces éléments structuraux de connexion entre domaines dans les 

mécanismes allostériques permettant la modulation de l’activité de relâchement de l’ADN. 

, actuellement en 

révision (Vanden Broeck, A ; Lotz, C ; Drillien, R ; Bedez C. ; Lamour V, article en révision). 

Grâce à la qualité des échantillons obtenus, nous avons pu initier une étude structurale comparative 

-microscopie électronique. Avec les protocoles de microscopie mis en 

pl  

sur le corps catalytique mais sans la présence d’ADN. Ce travail devra être poursuivi au sein de 

l’équipe pour étudier plus précisément les différences structurales entre les 2 isoformes.  

 

3) Analyse structure-fonction de l’homologue bactérien ADN Gyrase en complexe avec de 

l’ADN et la gépotidacine 

L’ADN Gyrase est une topoisomérase de type II bactérienne qui présente une forte homologie 

structurale sur ces domaines catalytiques avec les topoisomérases eucaryotes. La gyrase est un 

hétérotétramère de 380 KDa composée des sous-unités GyrA et GyrB. En 2013 le laboratoire avait 

produit la première structure de l’ADN Gyrase de Thermus Thermophilus, en complexe avec de 

l’ADN et la ciprofloxacine8. Cette structure a permis d’observer que les sous-unités GyrB sont 

-pinwheels du domaine C-terminal maintiennent le brin d’ADN courbé, 

grâce aux charges positives disposées en surface de ces domaines. Cependant la résolution limitée 

de cette structure avec les technologies de l’époque, ne permettait pas de distinguer les différentes 
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conformations de cette enzyme lors d’autres étapes du cycle catalytique. L’évolution technologique 

de la microscopie électronique a permis à l’équipe d’obtenir la structure à haute résolution de 

l’ADN Gyrase du modèle génétique E.coli en complexe avec de l’ADN et la gépotidacine. Cette 

structure a révélé un réseau d’interaction dans le domaine ATPase important pour la transmission 

du signal allostérique jusqu’au domaine de liaison à l’ADN. Nous avons pu mener l’étude par 

mutagénèse dirigée d’un réseau d’interaction présent chez E.Coli et absent chez T.Thermophilus 

faisant apparaitre des spécificités structurales fines entre les différentes ADN Gyrase bactériennes. 

Ce travail a abouti à la publication d’un article dans le journal Nature communications en 2019 

(Vanden Broeck, A ; Lotz, C ; Ortiz, J ; Lamour V, 2019). 

 

Conclusion et perspectives   

et des agents anti-Top2 a permis durant cette thèse de mener l’analyse fine des relations structure-

fonction menant à la compréhension des mécanismes allostériques des Top2s eucaryote et 

procaryote, ainsi que la contribution d’éléments structuraux dont certains n’avaient jamais été 

analysés. Ces projets pourront être poursuivis pour analyser les interactions entre les Top2s et des 

substrats d’ADN plus complexes rencontrés dans le contexte physiologique.  

L’identification des modifications post-traductionnelles, plus particulièrement des 

phosphorylations et des acétylations sur les topoisomérases de type II humaines a permis de révéler 

une distribution des phosphorylations et des acétylations commune aux deux isoformes. Ces 

identifications ont permis l’étude ciblée d’un résidu conservé important pour la relation structure- 

fonction et plus particulièrement le mécanisme allostérique des TopIIs. 

La suite de ce projet porte sur la caractérisation de l’impact des phosphorylations sur les activités 

enzymatiques de TopII. Nous avons pour cela mis en place la production et la caractérisation de 

TopIIs entièrement déphosphorylées. Les résultats préliminaires montrent que le niveau de 

phosphorylation influe sur l’activité catalytique de Nous avons également identifié par 

spectrométrie de masse les sites de phosphorylation à la caséine kinase II  dans les domaines C-

terminaux des deux isoformes. Les perspectives de ce projet seront de caractériser l’influence des 
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structure tridimensionnelle particulière sous l’influence des phosphorylations et d’étudier leur 

interaction avec la chromatine. 
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1. L�ADN ou Acide désoxyribonucléique 
 

L’ADN ou Acide Désoxyribonucléique est une macromolécule contenant l’information génétique. 

Chez les eucaryotes, l’ADN est essentiellement localisé dans le noyau des cellules.  

La structure de l’ADN a été obtenue par James Watson et Francis Crick en 1953 par cristallographie 

aux rayons X, grâce aux clichés de diffraction obtenus par Rosalind Franklin9. Ces travaux ont mis 

en lumière une structure en double hélice de deux brins d’ADN. Chaque brin d’ADN est constitué 

de nucléotides composés des bases azotées suivantes : Adénine A, Thymine T, Cytosine C ou 

Guanine G, d’un sucre : le désoxyribose et d’un groupement phosphate. La succession de ces bases 

azotées code l’information génétique. 

Les deux brins d’ADN sont liés entre eux par appariement des bases azotées. En effet, ces dernières 

sont liées via des liaisons hydrogènes. Ainsi, l’adénine est liée à la thymine par deux liaisons 

hydrogène-hétéroatome. La cystéine est liée à la guanine par trois liaisons hydrogène-hétéroatome. 

La somme de ces interactions induit la structure en double hélice de la molécule d’ADN 

appelée« B-form », dans sa forme naturelle (Figure 1). 

Après l’obtention de la structure de l’ADN, Watson et Crick se sont demandés comment 

l’information génétique pouvait être accessible pour les processus cellulaires de transcription et de 

division cellulaire.  
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2.2. Influence de la topologie de l�ADN dans le cycle cellulaire 
 

Pendant plusieurs décennies, seule la structure primaire de l’ADN, c’est à dire sa séquence 

nucléotidique, était considérée comme capitale dans le traitement de l’information génétique. 

Depuis, il a été démontré que la conformation et la topologie de l’ADN joue un rôle dans ces 

processus14,23-25 (Figure 6). Ainsi, Niehus et al. ont par exemple démontré, que la transcription 

chez Chlamydia trachomatis, un pathogène responsable d’IST, peut être influencée par le degré de 

surenroulement de l’ADN au niveau des promoteurs26. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                   Figure 6 Illustration du cycle cellulaire et de la quantité d'ADN par cellule durant le cycle. 
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2.2.3. La ségrégation des chromosomes 

 

La ségrégation des chromosomes se produit lors de l’anaphase : elle correspond à la séparation 

ordonnée et synchrone de deux chromatides sœurs. Les bras chromosomiques se rejoignent en un 

point précis appelé centromère et l’ensemble forme un chromosome. Le rapprochement des deux 

chromatides favorise l’apparition de caténanes, qui se définissent par l’imbrication de deux boucles 

d’ADN l’une dans l’autre40. Durant la ségrégation des chromosomes, chaque chromatide est tirée 

vers l’un des deux pôles opposés de la cellule via le fuseau mitotique. Les caténanes, s’ils sont 

conservés, induisent une mauvaise séparation, favorisant la formation d’aberrations 

chromosomiques comme les ponts anaphasiques41 (Figure 11).  

 

 

Figure 11 Image issue d'un microscope confocale montrant l'ADN au stade (G) de métaphase et (H) anaphase. L'ADN 
est coloré en bleu et les marqueurs vert et rouge représentent des protéines mitotiques (ATRX et CREST). Les cercles 
rouges entourent des formes d'ADN caténés. Image adaptée de De La Fuente, R. etal.42 

 

2.3. Impact de la topologie de l�ADN sur l'apparition de pathologies 
 

Il est maintenant évident que la topologie de l’ADN est dynamique pendant toute la durée du cycle 

cellulaire. Des altérations topologiques pourraient causer des dommages sur le génome pouvant 

conduire à l’apparition de pathologies.  

Des perturbations structurales de l’ADN dans les domaines TADs, à hauteur de 34 % ont été 

identifiées dans le génome de lymphocyte B leucémiques 43,44. Ces modifications des domaines 
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TADs ont pour conséquences l’expression de gènes de fusion aberrants ainsi que la formation de 

plusieurs structures d’ADN différentes de la « B-form » (Z-DNA, cruciform/hairpin, triplexes, 

quadruplexes), qui sont associées aux translocations et aux  délétions génétiques45,46. 

 

Enfin, des études ont montré notamment que durant les infections bactériologiques, la topologie de 

l’ADN des cellules hôtes est remaniée pour permettre aux pathogènes Helicobacter pylori, 

Staphylococcus aureus ou encore Yersinia enterocolitica, d’infecter les cellules hôtes47-50. Ces 

espèces remanient  l’architecture 3D de l’ADN de la cellule hôte via une cascade de réactions 

engendrée par les agents pathogènes51. 

 

La topologie de l’ADN est un facteur important dans les processus impliquant l’accès à 
l’information génétique. Une régulation fine de ce paramètre géométrique est indispensable au bon 
fonctionnement des cellules eucaryotes et procaryotes.  

Il est donc nécessaire de comprendre comment cette régulation s’opère à l’échelle moléculaire 

Les ADN topoisomérases sont les principales régulatrices de la topologie de l’ADN, qualifiée de 
« véritable magicienne moléculaire » par James Wang, le chercheur qui a caractérisé pour la 
première fois ces enzymes dans les années 197052,53. 
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3. Les ADN topoisomérases  
 

Les ADN topoisomérases sont des nucléoprotéines capables de couper l’ADN et de le relier en un 

cycle catalytique. Il existe plusieurs topoisomérases dans les cellules eucaryotes et procaryotes54. 

Elles partagent une caractéristique commune : la capacité à réaliser des coupures de l’ADN par une 

réaction de transestérification (Figure 12). La tyrosine catalytique présente chez toutes les 

topoisomérases permet une attaque nucléophile sur le squelette phosphate de l’ADN, ce qui conduit 

à la formation d’un complexe stable de clivage entre l’ADN et la protéine.  

                                       Figure 12 Réaction de transestérification des ADN topoisomérases avec l'ADN. 

Ce mécanisme permet de réguler la topologie de l’ADN en modifiant l’indice d’entrelacement Lk 

sur cette portion. Il existe des ADN topoisomérases de type 1 (Top1), qui réalisent une coupure sur 

un ADN simple brin, et des ADN topoisomérases de type 2 (Top2) qui clivent un ADN double 

brin. Les topoisomérases sont généralement désignées par un chiffre romain indiquant si elles 

appartiennent aux sous-familles des Top1 ou des Top2. Les Top1s sont les TopI, TopIII et TopV. 

Les Top2s connues à ce jour sont les TopII, TopIV, TopVI et TopVIII. Il existe deux enzymes qui 
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Figure 14 Activités des ADN topoisomérases. La base de la flèche désigne le substrat d'ADN et la pointe désigne le 
produit de la réaction. Le pont noir au centre de la pointe de certaines flèches indique que la réaction en question 
requiert l'hydrolyse de la molécule d'ATP (Adénosine triphosphate). Image adaptée de Shoeffler, A.J., Berger, J. M.55  

Durant cette thèse je me suis consacré à l’étude de la structure et de la fonction des ADN 

topoisomérases de type 2A. En conséquence je ne discuterai que de cette classe d’enzyme dans la 

suite de cette thèse. 

 

3.1. Les Topoisomérases de type 2A 
 

Les Top2As réalisent des coupures double brin sur l’ADN56. Contrairement aux Top1 qui réalisent 

des coupures de type simple brin. Ces enzymes conduisent un double brin d’ADN au travers d’un 

autre ADN double brin préalablement coupé. Ce mécanisme permet de modifier l’indice 

d’entrelacement Lk de 2. Les Top2As sont  constituées d’un domaine de liaison de l’ADN, similaire 

à celui des Top1A, composé des sous-domaines WHD (Winged Helix Domain) et TOPRIM 



29 
 

(TOPoisomerase-PRImase). Cependant les topoisomérases de type 2 sont ATP-dépendantes et 

requièrent l’hydrolyse de deux molécules d’ATP pour compléter un cycle catalytique. Seules trois 

types de topoisomérases de type 2A ont été isolées : L’ADN topoisomérase de type 2  présente 

chez les eucaryotes (TopII) et présente  les mammifères, l’ADN 

gyrase (Gyrase) présente chez les procaryotes et les archées et la TopIV bactérienne (Figure 15).  

Figure 15 Illustration des domaines structuraux des topoisomérases appartenant au groupe Top2A. 

 

3.2. Mécanisme réactionnel des Top2A 
 

Les TopIIs eucaryotes sont des protéines homodimériques, composées de plusieurs domaines 

formant trois portes. Elles régulent la topologie de l’ADN par un mécanisme qui peut être divisé 

en plusieurs étapes. Tout d’abord la TopII se place sur un segment d’ADN double brin (segment 

G) puis elle s’associe à un second segment double brin (segment T)57 et clive de façon transitoire 

par une réaction de transestérification le segment G. Cette réaction implique une tyrosine 

catalytique conservée chez les topoisomérases et localisée au sein du domaine de liaison de l’ADN. 

La porte N se referme par dimérisation des domaines après liaison de deux molécules d’ATP à 

l’enzyme58. L’hydrolyse d’une des molécules d’ATP entraîne un réarrangement allostérique de la 

protéine, ce qui permet le passage du segment T à travers le brin coupé et sa sortie de l’enzyme59 

par la porte C. Le segment G est religué puis l’hydrolyse de la deuxième molécule d’ATP permet 

une « réinitialisation » de la structure de l’enzyme pour débuter un nouveau cycle catalytique. En 

revanche il n’existe pas de résultats clairs concernant le passage du segment T au travers de 

l’enzyme. Kampranis et al. ont réalisé des études biochimiques sur l’ADN gyrase et proposent que 

le segment T  passe au travers des 3 portes60. Cependant une étude bio-informatique plus récente 
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suggère que le segment T ne passe pas par l’ouverture de la porte N mais traverse uniquement la 

porte à ADN et la porte C suggérant un mécanisme à 2 portes plutôt que 3 portes61 (Figure 16).  

 

Figure 16 Mécanisme d'action générale des Top2As. (a) Schématisation du mécanisme d�action proposé par 
Kampranis et al60, le segment G est représenté par la barre en orange, le segment T est représenté par la barre bleu, 
la porte N est colorée en violet, la porte à ADN est colorée en vert et jaune et la porte C est colorée en bleu. Les 
molécules d�ATP et d�ADP (Adénosine diphosphate) sont représentées respectivement par une étoile rouge et un 
cercle jaune. (b) Indication des différentes portes sur la structure de la TopII de levure S.cerevisiae (PDB ID : 4GFH). 

 

3.3. Organisation structurale des TopIIs eucaryotes 
 

3.3.1. Le corps catalytique 

 

Les Topoisomérases de type 2A sont organisées en 3 interfaces appelées « portes » contenant les 

domaines GHKL (Gyrase ; Hsp90 ; histidine Kinase ; Mut L), Transducer, TOPRIM, WHD, 

Tower, Coiled-coil (Figure 17). 
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Figure 17 Arrangement tridimensionnel des domaines composant le corps catalytique des TopIIs (PDB IDs : 1ZXM et 

5GWK). L�ADN (segment G) est représenté en surface orange. 

  

La porte N 

La porte N correspond au domaine ATPase dans lequel la réaction d’hydrolyse de l’ATP a lieu. 

Les sous-domaines qui le composent sont les sous-domaines GHKL  et Transducer.  

Le domaine GHKL contient une poche permettant la fixation de l’ATP et d’un ion Mg2+. La 

molécule d’ATP est stabilisée par un réseau de résidus conservés et l’ion Mg2+. Le phosphate labile 
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de la molécule d’ATP interagit avec un groupement carbonyle entre les résidus 162 et 163, et avec 

le groupement NH3
+ de la lysine 378 (chez la TopII ) (Figure 18a,b). La conformation de la porte 

N en complexe avec l’ADP montre un mouvement du domaine GHKL qui se referme sur lui-même, 

favorisant l’ouverture du domaine Transducer62 (Figure 18c).   

 

 

Figure 18 Superposition des structures de la porte N de la TopII  sous la conformation d'avant hydrolyse en crose et 
violet (PDBID : 1ZXM) et après hydrolyse de l'ATP en gris (PDB ID : 1ZXN). (a) La molécule d'APM-PNP en rouge et les 
résidus avec lesquelles elle interagit sont sous forme de sticks. Ces résidus sont de couleur verte s�ils stabilisent le 
phosphate labile de la molécule d�ATP et rouge s�ils stabilisent le reste de la molécule. La flèche représente le 
mouvement de la boucle flexible contenant le résidus 378 entre les deux structures (b) Alignement de séquence à 
proximité de la molécule d�ATP, les astérisques montrent les résidus en interaction avec l�ATP.(c.) Illustration des 
mouvements du domaine Transducer en dégradé violet à gris représenté par les flèches. 
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Le Transducer est le domaine qui fait le lien entre la porte N et les domaines participant à la coupure 

et au maintien de l’ADN double brin, qui constituent la porte à ADN. Au sein du Transducer se 

trouve le motif K-loop constitué de six lysines successives. La mutation de ce motif conservé au 

sein des TopII en alanine ou en acide glutamique impacte l’activité de la TopII de S. cerevisae en 

diminuant la vitesse du cycle catalytique63. Le Transducer semble important pour le transport du 

segment T64. Il induit des mouvements allostériques de l’enzyme entière car sa délétion et/ou la 

mutation de certains résidus ont un impact important sur l’activité de coupure de l’ADN et 

d’hydrolyse de l’ATP65,66. Malgré son importance il n’existe à l’heure actuelle aucune structure 

complète du Transducer permettant de comprendre comment ces domaines sont agencés les uns 

par rapport aux autres. 

 

La porte à ADN 

La porte à ADN est composée de 4 sous-domaines : TOPRIM, WHD, Tower, et Coiled-coil.  

Le TOPRIM est un domaine conservé chez les protéines interagissant avec l’ADN comme les 

nucléases et les primases. Il contient un repliement « de Rossmann » ainsi qu’un site de fixation de 

l’ion Mg2+ important pour la réaction de transestérification. Cet ion est maintenu au sein de la 

protéine grâce au motif DXD67.  

Le domaine WHD contient le site de coupure de l’ADN incluant la tyrosine catalytique (Y805 chez 

si qu’un domaine de stabilisation et d’ancrage de l’ADN, 

HTH68.  
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Figure 19 Illustration de la réaction de transestérification avec les résidus impliqués et les ions cofacteurs. La position 
que prend la molécule d�ADN est symbolisée par la ligne orange. La tyrosine catalytique des TopIIs humaines est 
encadrée en jaune, les acides aspartiques du motif DXD sont encadrés en violet. Image adaptée de Deweese, J.E. ; 
Osheroff, N.69 

D’après les structures cristallographiques du domaine Tower en conformation ouverte et fermée, 

ce dernier semble contribuer à la stabilisation du segment G70. Il favorise le repliement de cet ADN 

qui adopte une courbure de 150° par l’action d’une isoleucine conservée71 (I856 chez 

 (Figure 19).  

Le domaine Coiled-coil est composé de trois longues 

porte à ADN et le domaine C-terminal. Le segment T passe le long de ces hélices pour sortir par la 

porte C. Après ouverture de cette porte, les hélices du domaine Coiled-Coil induisent un 

réarrangement de l’enzyme72.  

 

La porte C 

Constituée d’un seul domaine, c’est par cette ouverture que le segment T peut sortir de l’enzyme. 

Laponogov et al. ont obtenu la structure cristallographique de la TopIV bactérienne en 

conformation ouverte. À l’aide de simulations informatiques et à partir d’autres structures 

cristallographiques, ils ont pu montrer que lorsque le segment T est au contact d’hélices du domaine 

Coiled-coil, cela enclenche l’ouverture de la porte C73 (Figure 16). Cependant les résidus 
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impliqués ne sont pas connus et il n’existe aucune information permettant d’affirmer que ce 

mécanisme est conservé chez les TopIIs humaines. 

 

3.3.2. Le domaine C-terminal des TopIIs humaines 

 

Les deux isoformes de la TopII humaine sont identiques sur l’ensemble de leurs séquences, excepté 

pour le domaine C-terminal (CTD). Ces domaines font respectivement 37,6 kDa et 49 kDa pour 

de comparaison les points 

 

(Figure 20). Dans les structures des domaines isolés des TopIIs humaines, disponibles dans la 

banque de données PDB, les domaines CTD sont absents. Ces derniers sont considérés comme 

intrinsèquement désordonnés selon les prédictions de structure secondaire, ce qui limite les 

approches structurales par cristallographie ou par Cryo-EM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 Paramètres physico-chimiques des Topoisomérases humaines et de leurs domaines C-terminaux respectifs. 

Le rôle de ces domaines est encore mal connu. Pourtant plusieurs études ont montré leurs influences 

sur l’interaction entre les TopIIs et l’ADN74
 ainsi que sur les activités catalytiques des enzymes75,76. 
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L’activité catalytique est stimulée par l’absence du domaine C-terminal. De plus ces 

domaines semblent contribuer à la spécificité de l'enzyme pour les surenroulements positifs et 

négatifs77. En effet l n

n’a pas de préférence entre les surenroulements positifs ou négatifs78. Ces domaines expliquent la 

différence d’activité entre les TopIIs humaines. L

négatif de l’activité en présence d’ADN, contrairement à son homologue 79. Une autre étude a 

montré qu’une protéine chimérique TopII in vivo et in 

vitro 77,80
. Enfin ces domaines sont aussi des plateformes de recrutement de partenaires protéiques 

et elles sont modulées par de nombreuses modifications post-traductionnelles (PTMs)5. 

De nombreuses questions sur la régulation et le rôle précis de ces domaines restent en suspens. Il 

n’existe pas à ce jour de données structurales montrant l'organisation spatiale de ces domaines par 

rapport au corps catalytique de l'enzyme durant les étapes du cycle catalytique. 

  

3.4. Diversité des domaines C-terminaux des Top2As 
 

D’un point de vue structural, la différence majeure entre les Top2As réside dans leur domaine 

CTDs. En effet bien que le CTD des TopIIs eucaryotes est prédit comme intrinsèquement 

désordonnée et qu’aucune structure n’est disponible à ce jour, ce n’est pas le cas pour la TopIV et 

la Gyrase (Figure 21). Le CTD de l’ADN gyrase à une structure en spirale qualifié de « -

pinwheel », constitué de 6 unités appelées « lames » composées  anti-

parallèle. Bien que cette constitution ne soit pas strictement identique entre les espèces81 le CTD 

est important dans les activités effectuées par la Gyrase. La présence du CTD est importante pour 

la régulation de la topologie de l’ADN car sa délétion diminue drastiquement l’action de la 

Gyrase82,83. La structure de l’ADN gyrase de Thermus thermophilus obtenue dans l’équipe  en 

complexe avec de l’ADN a révélé que le segment G se lie aux domaines CTDs, permettant ainsi 

de le stabiliser et de réaliser la réaction de surenroulement propre à la Gyrase8. La structure du 

CTD de la TopIV est une variante de celle de l’ADN gyrase. En effet elle est constituée de 5 lames 

et ne possède pas comme son homologue de motif GyrA-box84 qui est crucial pour l’activité de la 

Gyrase85
. 

positifs. Le CTD de , tronqués de son CTD à une activité différente ne pouvant plus 
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distinguer les surenroulements positifs et négatifs78. Cette observation est similaire pour la TopIV. 

La délétion des CTDs sur la TopIV réduit sa capacité d’interaction avec l’ADN, inhibant ainsi les 

réaction de relâchement et de décaténation84. Ces différents domaines C-terminaux conduisent à 

des activités  différentes entre les topoisomérases de type 2A (Figure 22).        

 

Figure 21 Structures des domaines C-terminaux des TopIIs eucaryotes, de la TopIV (PDBID : 1ZVT) et de la Gyrase 
(PDB ID : 1ZIO). Les représentations structurales du haut et du milieu sont les structures cristallographiques de ces 
domaines en vue de face et de profil respectivement. Les illustrations du bas schématisent la disposition des 
« lames » pour la TopIV et la gyrase. Aucune information structurale n�est pour le moment disponible concernant  le 
CTD des TopIIs eucaryotes.  
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Figure 22 Activité des Top2As. Les illustrations du haut montrent le repliement de l'ADN au contact de chaque Top2A. 
Les illustrations du bas récapitulent les activités des Top2As. Figure issue de Neuman, K.C. 86 

 

3.5. Topoisomérase IV 
 

La TopIV bactérienne est la décaténase de la bactérie87,88. C’est un hétérotétramère constitué des 

deux sous-unités ParE (70,2 kDa) et ParC (83,2 kDa) (Figure 23). Une délétion des gènes codant 

pour la TopIV dans des bactéries conduit à une activité de décaténation 100 fois inférieure à la 

normale89. Par ailleurs, de nombreuses études ont montré que la TopIV, la Gyrase et la TopI 

bactérienne interviennent conjointement afin de défaire les nœuds qui apparaissent lors de l’avancé 

de la fourche de réplication90 et assurent le maintien du taux de surenroulement91. Afin de s’adapter 

à la surexpression ou l’inhibition d’expression des sous-unités de la TopIV, le taux d’expression 

des sous-unités de la Gyrase est inversement régulé87.  

La TopIV est capable bien que ce ne soit pas son rôle premier, de relâcher l’ADN. La TopIV montre 

une préférence pour le relâchement de surenroulements positifs avec une constante de dissociation 

(KD) de 0,15 nM et un KD de 0,23 nM pour le surenroulement négatif87,92,93
. Cette préférence peut 

être expliquée par l’angle avec lequel la TopIV se positionne sur le brin d’ADN, qui est de 85°, 

soit 5° de différence par rapport à l’angle de 90° de la TopII eucaryote avec l’ADN93
. Enfin la Top 

IV se distingue de la TopIII, qui est aussi capable de décaténer l’ADN, par le niveau d’énergie 

requis pour ce mécanisme94. 
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Figure 23 Structure cristallographique de la TopIV de E.coli (PDB ID : 1S16 et 1ZVU) et de S. pneumonia (PDB ID : 
4I3H). 

 

3.6. ADN gyrase 
 

L’ADN gyrase est la seule topoisomérase connue à ce jour pouvant introduire des supertours 

négatifs dans un ADN relâché95. C’est une topoisomérase bactérienne de type 2A qui forme un 

hétérotétramère constitué des sous-unités GyrA (96,6 kDa) et GyrB (90 kDa) qui sont homologues 

aux sous-unités ParE et ParC de la TopIV87 (Figure 15).  La GyrB est constitué d’un domaine 

ATPase et d’un domaine TOPRIM qui interagit avec l’ADN et GyrA. Au sein de ce domaine 

TOPRIM se trouve un domaine d'insertion propre à l’ADN Gyrase d’E. coli, qui est important pour 

la coupure du segment G et qui favorise l’ouverture du domaine GyrA en se liant au domaine 

Coiled-Coil96 (Figure 25). La sous-unité GyrA contient le domaine de coupure de l’ADN WHD et 

les domaines Coiled-coil et Tower. Son domaine C-terminal de 35 kDa adopte une structure en 
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forme de rosace. La première structure de la gyrase entière déterminée en 2013 par cryo 

microscopie électronique8 a révélé le trajet suivi l’ADN autour de l’enzyme (Figure 24). 

 

Figure 24 Modèle obtenue par Cryo microscopie électronique du complexe Gyrase-ADN de T. thermophilus. La 
molécule d'ADN colorée en vert est enroulée autour des CTDs en violet et la coupure est réalisée dans le domaine de 
liaison de l'ADN en rouge. Figure issue de Papillon, J. et al.8 

 

Chez E. coli -pinwheel, autour desquelles le double brin 

d’ADN coupé s’enroule, cette structure est indispensable au mécanisme de surenroulement. C’est 

dans cette structure que réside la principale différence entre la Gyrase et la Top IV dont le CTD ne 

contient que cinq lames dégénérées81. Une Gyrase tronquée, sans son CTD, présente une activité 

similaire à celle d’une TopII eucaryote et ne peut plus surenrouler l’ADN83. 
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Figure 25 Structure cristallographique de la Gyrase de E.coli (PDB ID : 1ZI0, 1EI1, 3NUH). 

 

3.7. Action de la topoisomérase de type II  durant le cycle cellulaire  
 

Pendant le cycle cellulaire la molécule d’ADN subit de nombreux changements (Figure 26). Les 

topoisomérases, en tant qu’agents régulateurs de la topologie de l’ADN, occupent donc une place 

déterminante du

en fait un biomarqueur de prolifération, puisqu’une hausse de l’expression protéique est observée 
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lors de la transition G2/M97-99
. La TopII

réplication de l’ADN au stade G1/S. Elle agit plus particulièrement sur les régions télomériques où 

les anomalies dues aux répétitions de séquence sont les plus fréquentes100. Durant de la transition 

G2/M, l’ADN commence à se condenser pour prendre l’apparence de chromosomes lors de la 

métaphase. Lors de cette étape clé, l’expre augmente et est notamment assurée 

par la régulation de son ARN messager via la séquence 3’UTR101 et par l’expression de la 

deubiquitinase USP15 qui empêche une dégradation précoce de l’enzyme, dont l’expression 
102,103. À 

précatenanes engendrés par l’avancement de la fourche de réplication. Cependant la topologie des 

régions correspondant aux futurs télomères et aux centromères chromosomiques ainsi que les zones 

d’ADN ribosomique, reste sous forme de caténane jusqu’à l’anaphase104-107. Les principales 

protéines qui orchestrent la condensation de l’ADN en chromosome sont les complexes condensine 

limitée de l’ADN lors de la métaphase, la condensine seule ne permet pas non plus d’atteindre la 

comp 108,109
. La compaction 

contrairement à la Top 110,111. 

Lorsque les chromatides sœurs sont formées, la cohésine rassemble les deux brins chromosomiques 

pour former un chromosome pendant la métaphase. Le complexe cohésine protège les 
112 . Lors de 

l’entrée en métaphase les chromosomes sont prêts à être séparés et à entrer en anaphase, la cohésine 

est dégradée par l’enzyme séparase113. 

de se concentrer au niveau des centromères114-116. Quand a lieu la ségregation des chromosomes, 

ctions de décaténation en chaîne. Elle joue un rôle de garde-fous et permet 

une bonne séparation des brins chromosomiques durant l’anaphase117. L’inactivation de la TopII  

n’empêche pas le cycle cellulaire d’entamer l’étape de l’anaphase, néanmoins des ponts 

anaphasiques font leur apparition ce qui entraîne une aneuploïdie cellulaire, une anomalie 

favorisant l’apparition de cancers118. À la fin du cycle cellulaire la TopII est ubiquitinée ce qui 

conduit à sa dégradation progressive119. Cependant avec la quantité restante il a été montré que 
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chez Xenopus 

réplication afin de prévenir une entrée en phase S précoce120. 

 

 

 

Figure 26 Évolution des PTMs et du niveau protéique de la TopII  durant le cycle cellulaire. L�évolution du niveau de 
phosphorylation est représentée avec le graphique rouge. La présence de modification du type SUMOylation et 
ubiquitinylation est représenté par les barres vertes et orange. Les illustrations en dessous du cycle cellulaire 
représentent la quantité et la condensation de l�ADN à chaque étape du cycle. Figure inspirée de Lee, J. H. ; Berger, 
J. M.119   
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3.8. Implication des topoisomérases de type II humaines dans la différentiation 

cellulaire et dans l�organisation de la chromatine 
 

division cellulaire119. Néanmoins, elle est importante pour la régulation de la transcription. Alors 

dans les cellules différenciées et son expression n’est pas dépendante du cycle cellulaire121. Le rôle 

le plus connu de cette isoforme réside dans son implication dans le développement neuronal. Les 

souris dont la transcription du gène TOP2B est inactivée meurent peu après la naissance suite à une 

insuffisance respiratoire4. Des tests d’immunocoloration ont montré un défaut de croissance des 

axones moteurs et une malformation des synapses au niveau des muscles. Par ailleurs, les axones 

sensoriels ne sont pas en contact avec la moelle épinière122

sur des coupes de cerveau d'embryon mont

exprimée sont les neurones du cortex cérébral, contrairement à la TopII

neurones ventriculaires et les cellules souches neurales123-125 (Figure 27a). L’expression génique 

spatiale et temporale des deux isoformes durant la genèse du cortex confirme cette observation 

(Figure 27b).  En comparant le profil de transcription de neurones issus du cortex d’une souris 

sauvage à celui de neur

impliqués dans l’expansion des neurofilaments, ou la formation des liaisons synaptiques126. Ces 

gènes sont particulièrement longs, plus de 100 kb, ils sont classés dans la catégorie des « longs 

gènes »3,127,128.  
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Figure 27  Coloration du 
mRNA de la TopII  
est importante dans les cellules souches neuronales
est exprimée dans les neurones différenciés, zone colorée en rouge sur le schéma. Photographies obtenues à partir 
de la base de données GenePaint129. (b) Expression génique spatial et temporal 
du cortex chez les souris. Les contrôles Sox2 et Neurod2 sont des marqueurs de forte expression dans respectivement 
les cellules neuronales non différenciées et différenciées en début et fin de développement du cortex. Graphiques 
issus de la base de données Gene browser telagirdon130. 

Des analyses de Chip-Seq réalisées à partir de cellules de foie de souris montrent une co-

localisation de la 127 

(Figure 28). La protéine CTCF est indispensable au recrutement du complexe cohésine qui permet 

la transcription des gènes durant l’interphase, en se regroupant autour des domaines TADs131. Un 

modèle obtenu par simulation informatique montre q

domaines TADs, à cette localisation des stress topologiques engendrés par le mouvement du 

complexe cohésine qui réarrange l’architecture des domaines TADs apparaissent132. D’autre part, 

s brin à la base des domaines TADs induisant une 

conformation d’ADN favorable à l’initiation de la transcription ou de la réplication de l’ADN133-

135
. Ainsi la Top

remaniement de la topologie de portions d’ADN de plus de 100 kb. 
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Figure 28 Schéma représentant la localisation de la TopII  et la protéine de reconnaissance CTCF au sein des 
domaines TADs. Figure issue de Canela, A. etal.136 

Les ADN topoisomérases sont donc impliquées dans de nombreux mécanismes régulant la vie 

cellulaire et la dérégulation de l’activité de ces protéines affecte profondément le bon 

fonctionnement de la cellule. De par leur proximité avec la molécule d’ADN, ces enzymes ont été 

identfiées comme cibles de molécules thérapeutiques137. La première elles d’entre fut l’ADN 

gyrase en 197652. L’inhibition de la Gyrase par des composés antibiotiques a rendu les traitements 

dans lesquelles ces molécules sont administrées très efficaces. Rapidement les topoisomérases 

humaines ont été identifiées comme cibles de molécules anticancéreuses qui déstabilisent la 

molécule d’ADN 138. Nous présentons ces différentes molécules et leurs modes d’actions dans les 

paragraphes suivants. 
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4. Les Molécules thérapeutiques anti-topoisomérase de type 2A  
 

L’inhibition des ADN topoisomérases de type 2 par des adjuvants chimiques peut être catégorisée 

en deux classes (Figure 29):  

 Les Topoisomérases « poisons » : Le mécanisme d’action de ces molécules se base sur la 

proximité des topoisomérases avec l’ADN en stabilisant le complexe ADN-topoisomérase 

au moment du clivage de l’ADN (Top2cc). L’accumulation de ces coupures dans le génome 

engendre une déstabilisation cellulaire qui conduit à la mort de la cellule. 

 Les inhibiteurs catalytiques : Cette classe de molécule inhibe l’activité catalytique des Top2 

en empêchant l’hydrolyse de l’ATP ou sa fixation dans l’enzyme. 

Nous ne parlerons dans cette partie que des molécules les plus utilisés contre les Top2s dans les 

traitements actuels.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 Les molécules anti-Top2 interviennent à différentes étape du cycle catalytique suivant leur classe. 

 

4.1. Les molécules « poisons »  
 

Les premières molécules entraînant une inhibition de l’activité des TopIIs humaines à avoir été 

identifiées sont les agents intercalant de l’ADN, plus particulièrement les composés de la famille 

des anthracyclines (Figure 30) produit de façon naturelle chez les Streptomyces . Parmi les 

molécules appartenant à cette famille, la doxorubicine (adriamycine) issue de la daunorubicine est 



48 
 

une molécule très utilisée dans les thérapies anti-cancéreuses139. Cette molécule s’intercale de 

préférence dans les régions de l’ADN riches en base A/T. Cette molécule conduit à l’arrêt de la 

prolifération cellulaire, notamment au stade G2/M140.  Cependant, son administration doit être 

limitée à cause de son principal effet secondaire, sa cardiotoxicité141. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 Structure chimique de l'étoposide, de la mitoxantrone et de la doxorubicine : des molécules "poisons". Les 
structures colorées en rouge, représente les atomes importants pour l�intercalation dans l�ADN. 

 

La mitoxantrone appartient au groupe des anthracènes et est produit de façon exclusivement 

synthétique (Figure 30 et 31). Elle fait partie des traitements de première ligne chez les patients 

atteints de leucémies pédiatriques et adultes, ainsi qu’en deuxième ligne dans les cancers du 

poumon et de la prostate142. La structure de ce composé est similaire à celles des composés 

anthracycliques, cependant la mitoxatrone ne possède pas de groupement chimique appartenant à 

la famille des sucres, sa toxicité est moindre comparée aux autres composés de la famille des 

anthracènes143,144.  Néanmoins, une étude récente réalisée sur une cohorte de 49 patients souffrant 

de sclérose multiple, a mis en lumière que ce composé comporte des risques cardiaques145. De plus 

des études menées sur des rats montrent que la mitoxantrone peut présenter des risques pour le 

foie146.  
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Les molécules « poisons » sont utilisés dans le traitement de maladies bactériennes. Ces molécules 

appartiennent à la famille des fluoroquinolones (Figure 34). La moxifloxacine, et la levofloxacine 

ciblent spécifiquement la Gyrase et non la TopIV bactérienne. Ces antibiotiques stabilisent les 

Top2cc en agissant de façon similaire à l’étoposide, en stabilisant les complexes clivés d’après les 

structures cristallographique obtenues.  

 

Figure 34 Structures chimiques de la lévofloxacine et de la moxifloxacine : des antibiotiques anti-Top2. Les structures 
sont colorées en rouge représentent le groupement fluoroquinolone. 

 

4.2. Les inhibiteurs catalytiques  
 

Les inhibiteurs catalytiques qui ciblent les TopIIs eucaryotes appartiennent à la famille des 

bisdioxopiperazines (Figure 35). En 1969 Hellmann et al. ont montré que la molécule ICRF 159 

(Imperial Cancer Research Fund) a des effets anti-tumoraux sur six patients atteints de leucémies 

aigües et trois patients atteints de sarcome lymphatique151 

Figure 35 Structures chimique des composés ICRF 159, 193 et 187 : les inhibiteurs catalytiques. Les structures 
colorées en rouge représentent le groupement bisdioxopiperazines. 
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Cependant l’utilisation d’ICRF 159 entraîne de lourds effets secondaires qui se manifestent par des 

troubles digestifs aigus ainsi qu’une importante carence en fer151. Suite à ce constat, de nombreuses 

molécules dérivées d’ICRF 159 ont été produites. Ainsi, ICRF 187 est couramment utilisée en 

tandem avec la doxorubicine afin de limiter les effets cardiotoxiques de cette dernière. ICRF 193 

fois plus sensible à ICRF 193 qu’à ICRF 159152 . La structure cristallographique du domaine 

ATPase de la TopII de levure en complexe avec ICRF 187 a montré que ce composé favorise la 

stabilisation d’une conformation fermée de ce domaine empêchant ainsi l’hydrolyse de la molécule 

d’ATP153 (Figure 36). Les conclusions de cette étude ont été appuyées par des caractérisations 

biochimiques réalisées en 1994 montrant qu’en présence d’ICRF la TopII de levure est moins 

efficace pour hydrolyser l’ATP et qu’elle provoque l’arrêt du cycle catalytique à l’étape de 

clivage154. L’un des intérêts de l’utilisation de ICRF 187 en tandem avec la doxorubicine en plus 

de son effet cardioprotecteur, est également d’empêcher la mise en place du mécanisme de 

résistance à la doxorubicine155. Le mécanisme de protection que procurent les molécules d’ICRF 

193 et 187 est encore peu compris, cependant ce mécanisme semble lié à une inhibition secondaire 
156,157. 

 

Figure 36 Stabilisation de la porte N par la molécule ICRF représentée en sphère. Elle se situe à l'interface dimérique 
du domaine GHKL interagissant avec des résidus appartenant aux deux monomères illustrés sous forme de stick, ce 
qui bloque ainsi tout mouvement de ce domaine (PDB ID : 1Q1D). 
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4.3. Les NBTIs : une nouvelle clase d�inhibiteur pour l�ADN gyrase  
 

La classe des NBTIs (Novel Bacterial Topoisomerase Inhibitor) regroupe de petites molécules 

présentant une puissante activité anti-bactérienne. Ces molécules font l’objet d’essais cliniques au 

moment de l’écriture de ce manuscrit. L’intérêt premier de leur utilisation est l’absence de 

mécanisme de résistance des bactéries face à ces molécules. Dans cette classe se trouve la 

gépotidacine ou GSK 2140944, un dérivé du composé GSK 299423 et AZD0914 un analogue de 

QPT-1 (Figure 37). Les structures cristallographiques de la Gyrase avec ces composés sont 

disponibles158. QPT-1 s’intercale dans le domaine TOPRIM empêchant la fixation des quinolones 

qui se fixent alors au sein du domaine WHD sur des résidus conservés159,160. La gépotidacine 

s’intercale dans le domaine WHD sur le site de coupure de l’ADN avec une caractéristique 

intéressante : il n’y a qu’une molécule pour une enzyme. GSK 2140944 se positionne au centre de 

l'ADN, à la paire de base +2/+3 de l’ADN clivé. 

 

Figure 37 Structures chimiques de GDK2140994 et AZD0914. 

 

4.4. Les toxines et protéines régulatrices  
 

Les Topoisomérases interagissent avec plusieurs partenaires protéiques pour le bon 

fonctionnement général des processus cellulaires énumérés précédemments. Or certaines protéines 
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sont sécrétées pour engendrer une résistance aux traitements antibactériens et anticancéreux. Dans 

le monde des bactéries, la protéine de résistance à la quinolone MfpA et la protéine YacG inhibent 

l’activité de l’ADN gyrase en empêchant que cette dernière fixe le du segment G au sein du 

domaine de liaison à l’ADN.  

MfpA présente une structure et une distribution de charge en surface qui mime un ADN de forme 

B161,162. Des études biochimiques et de biologie cellulaire ont montré que MfpA peut inhiber 

l’activité de l’ADN gyrase et qu’elle contribue aux mécanismes de résistance163. Cependant aucune 

structure n’est disponible pour le moment du complexe complet Gyrase-MfpA (Figure 38). Ces 

informations structurales pourraient aider à mettre en évidence les possibles différences de fixation 

entre l’ADN et MfpA dans l’interaction avec l’ADN gyrase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 Positionnement possible de la protéine MfpA (PDB ID : 2BM4), colorée en cyan  dans le domaine de liaison 
de la Gyrase coloré en jaune (PDB ID : 3NUH). (a) Vue de dessus la protéine MfpA à l'espace nécessaire pour se 
positionner entre les hélices du domaine Tower et TOPRIM. (b) Vue de profil, la protéine MfpA à l�espace nécessaire 
pour s�insérer et interagir avec le domaine WHD coloré en jaune. 
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La protéine YacG inhibe l’activité de l’ADN gyrase en interférant dans la liaison du segment G 

d’ADN164,165. La structure cristallographique de ce complexe montre que les doigts de zinc de cette 

protéine interagissent avec des résidus du domaine TOPRIM. Enfin l’extrémité C-terminale 

flexible de YacG se loge au sein du domaine WHD (Figure 39). Pour le moment aucune protéine 

équivalente chez les eucaryote inhibant les TopIIs de levure et humaines par compétition avec 

l’ADN n’a été identifié.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39 Structure cristallographique du complexe entre le domaine de liaison de l'ADN gyrase et YacG(PDB ID : 
4TMA). La protéine YacG est colorée en cyan et représentée en mode surface. Les domaines WHD et TOPRIM de la 
Gyrase sont colorés respectivement en jaune et en rouge saumon.  

 

4.5. Spécificité des molécules anti-TopIIs humaines  
 

Les molécules anti-topo utilisées en chimiothérapie des cancers ciblent à la fois la Top
166,167. En effet les molécules visant les TopIIs humaines agissent sur des régions qui sont 

extrêmement similaires entre les deux isoformes : les domaines GHKL et WHD ont un pourcentage 

d’identité de séquence de respectivement 83% et 86%168. Hors la protéine cible lors des traitements 
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d’endommager des cellules pleinement diff

ces cellules4. Ces traitements manquent donc de spécificité et induisent des leucémies secondaires 

et une certaine cardiotoxicité qui est liée à l’inhibition de 169.  

Dans les années 90 des équipes de recherches ont observé des différences de niveau dans les 
170-173 après traitement avec des molécules 

anti-Top2. Les PTMs modulent les mécanismes des processus qui opèrent durant le cycle et la 

différentiation cellulaire174,175, processus dans lesquels les topoisomérases sont impliqués. Des 

études menées par des équipes dans les années 90 mentionné précédemment sur la modulation des 

PTMs après administration des traitements anti-Top2, ainsi que la récente mise en évidence de la 

modulation des PTMs des TopIIs dans les cellules cancéreuses5, nous ont poussé à caractériser ces 

modifications et leurs potentiels impacts. 

   

5. Les modifications post-traductionnelles  
 

Les modifications post-traductionnelles (PTMs) sont des modifications chimiques des protéines. 

Ces modifications correspondent à la fixation d’un groupement chimique de quelques atomes ou 

de plusieurs peptides, sur un acide aminé ou une extrémité de la protéine. Certaines PTMs  ont pour 

conséquences d’entraîner une modification de l’activité, de la localisation et de la conformation 

des protéines cibles176. Ces réactions sont catalysées par des protéines spécialisées, des enzymes, 

dans la fixation de ces groupements. Ainsi, l’altération de la structure chimique des résidus 

modifiés affecte les interactions des protéines cibles avec leurs partenaires et en conséquence influe 

sur les voies de signalisation cellulaires.  

Dans ce projet de thèse, les PTMs étudiées en rapport avec les modifications apportées sur les Top2 

sont : la phosphorylation, l’acétylation, la SUMOylation et l’ubiquitinylation.  
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Figure 41 Le kinome humain. Figure issue de Manning, G. etal. 180 
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5.1.1. La famille CMGC 

 

La famille CMGC est un large groupe de kinases divisé en plusieurs sous-familles  

 

 La sous-famille MAPK 

Les kinases appartenant à la famille MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) jouent un rôle 

dans la prolifération, la différentiation et la mort cellulaire. Des dysfonctionnements de ces 

enzymes ont été observés dans le cancer et certaines d’entre elles sont des oncoprotéines avérées181. 

Ainsi, la kinase Erk2 est surexprimée dans les cancers des ovaires, de la vessie, des poumons et du 

sein à hauteur de 21%, 13%, 12% et 5% respectivement d’après l’institut national de cancérologie 

américain NIH182
. D’après cette base de données, la kinase p38  est surexprimée à hauteur de 5% 

dans les cancers de la peau. Cependant, une baisse de l’expression de cette protéine est observée 

dans la plupart des autres cancers. Néanmoins, la kinase p38  a été récemment proposée comme 

un possible marqueur tumoral dans les cancers du rein car sa surexpression dans les cellules 

tumorales rénales augmente la vitesse de croissance des tumeurs183. 

   

 La sous-famille CDK 

La famille CDK (Cyclin-Dependent Kinase) est impliquée dans les différents points de contrôle 

de la division cellulaire179
. Les kinases de ce groupe sont activées par le biais d’une interaction avec 

une autre classe de protéines appelées cycline. Une des kinases appartenant à ce groupe, cdk1, 

intervient en tant que point de contrôle avant l’entrée en mitose de la cellule184
 participant 

activement à la constitution des microtubules, essentiels au bon déroulement de la division 

cellulaire.  

 

 La sous-famille GSK3 

GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3) est une sous-

-terminales185. Mises en évidence pour la 

première fois dans le métabolisme de synthèse du glycogène186
 , elles interviennent également dans 

la transcription et dans la stabilisation des microtubules ainsi que dans des voies de signalisation 
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telles que Wnt, Notch et Hedghog187. Leur sensibilité à l’insuline en fait des cibles thérapeutiques 

de choix dans le traitement du diabète188,189. La délétion embryon 

contrairement à 185. De plus il a été montré que l’activité de l’isoforme ß est elle-même 

régulé par un des isoformes de p38190. La famille GSK3 peut être un oncogène, cependant il peut 

également agir en tant que suppresseur de tumeur. Son rôle exact reste encore à définir191-193. 

 

5.1.2. La famille Caséine kinase 1 (CK1) 

 

Cette famille de kinases regroupe les isoformes , , 1, 2, 3,  et  d’enzymes CKI monomériques194. Ces 

isoformes partagent une homologie de séquence protéique de 50% à travers leur domaine catalytique ainsi 

qu’une homologie de domaine avec les kinésines, des protéines moteurs qui se lient aux microtubules195. 

Comme beaucoup de kinases, les CKI sont impliquées dans de nombreux processus intra-cellulaires et des 

altérations  de l’activité de cette famille sont impliquées dans de nombreuses pathologies. Cette famille est 

connue pour intervenir dans le système circadien chez Drosophilia melanogaster en régulant la 

phosphorylation de la protéine Period196. Elles régulent la stabilité de la -caténine, influant par conséquent 

sur la transcription des gènes régulés par la voie de signalisation Wnt197. Enfin des études ont montré une 

implication des CKI dans la maladie d’Alzheimer, qui participeraient à l’hyperphosphorylation de la 

protéine Tau198. 

 

5.1.3. La famille Caséine kinase 2  

 

Les kinases de la familee caséine kinase 2 sont différentes des enzymes appartenant à la famille 

CK1. Les deux catégories de caséines kinases sont des agents phosphorylants identifiés pour la 

première fois comme agent de phosphorylation sur la protéine caséine présente dans le lait de 

bovin199. Cependant leurs structures et leurs fonctionnements sont différents. Ces dernières forment 

un hétéro-tétramère et sont composées d’une sous- -unités 
200,201. Trois isoformes ont été mis en évidence in vivo 2 2 2 2 2

202. Les conformations 

de ces kinases permettent de catalyser la réaction de phosphorylation en utilisant le phosphate d’une 

molécule d’ATP et de GTP (Guanosine Triphosphate). La forme la plus étudiées de cette famille 

est la caséine kinase 2 2 2 (CK2). La CK2 est principalement localisée dans le noyau cellulaire, 

grâce aux séquences NLS (Nuclear Localisation Signal) présentes au sein de ses sous-unités203. 
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Cependant, des études ont montré que la CK2 pouvait présenter une localisation cytoplasmique et 

intéragir avec des partenaires présents au niveau de la membrane cellulaire204. 

De nombreuses études ont montré une surexpression de la CK2 dans de nombreux cancers205, si 

bien qu’elle est utilisée en tant que biomarqueur général. Il est intéressant de noter que des 

expérimentations en levure ont montré que la CK2 est indispensable lors du stade G1 et de la 

transition G2/M206
  Elle est 

également impliquée dans la formation des corps d’inclusions dans la maladie de Parkinson207 et 

est un des agents régulateurs du système circadien208. 

 

5.1.4. La famille AGC 

 

Cette famille regroupe des kinases possédant un domaine catalytique similaire à savoir les « cAMP-

dependent kinase 1 » telles que la protéine kinase A (PKA), les « cGMP-dependent protein kinase » 

et la famille des protéines kinases C179. Le corps catalytique des kinases appartenant à cette famille, 

est composé d’un petit lobe en N-terminal et d’un gros lobe en C-terminal avec en son centre un 

site de fixation de l’ATP209,210. Grâce à cette structure, le substrat est stabilisé sur le gros lobe et 

par des mouvements allostériques les deux lobes se referment l’un sur l’autre permettant la réaction 

de phosphorylation entre la molécule d’ATP et le substrat. La différence majeure entre les kinases 

de cette famille et celles du reste du kinome est la régulation de leurs activités.  

Des mutations génétiques dans la séquence codante de ces kinases ont été reportées dans de 

nombreuses maladies telles que le cancer ou le diabète211. La protéine kinase C  fait partie de la 

sous-famille des PKC et joue un rôle important dans la tumorigenèse en activant le facteur de 

transcription NF- B déclenchant la transcription de gènes anti-apoptotiques ou encore la cascade 

de signalisation ERK/MAPK qui est une des voies de signalisation de la réponse au stress 

cellulaire212
.  
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5.1.5. La famille PLK 

 

Très proche de la famille AGC, les kinases de la famille PLK se différencient par le fait qu’elles 

sont impliquées dans la régulation de la mitose213. Cette famille est composée de 5 kinases notées 

Plk-1 à 5. Elles sont composées d’un domaine Polo-Box caractéristique, qui est indispensable à 

l’activité et la localisation. La délétion de ce domaine entraîne l’inactivité de la kinase214.  Les PLK 

agissent en collaboration avec les kinases CDK notamment Cdk1-cyclin B, un complexe régulateur 

principal de l’entrée en mitose215
, qui est activée par une réaction de phosphorylation médiée par 

Plk-1. Cette dernière intervient dans la transition G2-

implication dans la formation des microtubules, qui est altérée dans les cellules MCF-7 en présence 

d’inhibiteur de Plk-1216. Le rôle de Plk-3 est moins connu que celui de son homologue. Cependant 

il est impliqué dans la réponse à l’hypoxie des cellules, ayant une fonction de suppresseur de 

tumeur, prévenant l’activation du gène central de l’hypoxie HIF-1217. 

 

5.2. Acétylation  
 

Après la phosphorylation, l’acétylation est la 2e PTM la plus répertoriée dans la littérature218. Une 

acétylation fait référence à l’addition d’un groupement acétyle sur l’extrémité N-terminale d’une 

chaine polypeptidique, mais aussi à la fixation d’un groupement acétyle sur la chaine latérale des 

résidus lysine. Lors de ces deux réactions l’acetyl coenzyme-A est le donneur de groupement 

acétyle. Dans le premier cas la réaction est médiée par un groupe d’enzyme appelé Nt-

acétyltransférases (NAT) et dans le second cas par des enzymes du groupe des lysine-

acétyltransférases (KAT). Seul le deuxième cas sera abordé. Les acétylations médiées par les KATs 

sont réversibles, en effet une déacétylation par des lysine-déacétylases (KDACs) peut avoir lieu 

(Figure 42). 
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6. Influence des inhibiteurs de PTM sur les ADN-Topoisomérases  
 

. Ces PTMs font partie intégrante de la régulation des mécanismes cellulaires. La modulation des 

PTMs s’est donc rapidement imposée comme un axe de recherche clinique contre le cancer ou les 

maladies neurodégénératives236,237. Le principal avantage que procure l’utilisation de molécules 

visant les agents régulateurs des PTMs est la spécificité du traitement. En effet le niveau des PTMs 

peut varier selon si les cellules sont saines ou cancéreuses étant donné que ce sont des phénomènes 

régulés par les PTMs238,239.  

Plusieurs expériences ont montré un lien de cause à effet entre l’inhibition des kinases et la 

modulation de l’activité catalytique des TopIIs. Les inhibiteurs de tyrosine kinases comme la 

génistéine, la biochanine A et l’apigénine inhibent l’activité des TopIIs en stabilisant le complexe 

de clivage Top2cc240-242. L’effet des molécules anti-Top2 est amplifié lorsque ces dernières sont 

administrées avec des inhibiteurs de kinases243.  

En ce qui concerne les inhibiteurs de lysine acétyl-transferases (KAT) et leur lien avec les ADN 

topoisomérases, très peu d’informations sont disponibles dans la littérature. Les seuls traitements 

qui relient les ADN topoisomérases et les KATs sont les inhibiteurs HDAC, lesquels modifient le 
244. Enfin les inhibiteurs des HDACs altèrent la relocalisation 

étérochromatine au nucléole, modifiant ainsi la transcription de 

gènes contribuant à la croissance tumorale245. Ces derniers peuvent également être utilisés en 

synergie avec les Top2-poisons dans le traitement du cancer246.  

L’un des effets les plus remarquables de l’ubiquitinylation est l’activation de la voie de dégradation 

des protéines par le protéasome 26S. L’inhibition de la voie de dégradation protéasomale par la 

molécule MG132, induit une hypersensibilité des cellules contre les agents anti-Top2247, assurant 

le maintien des complexes de clivage ADN-Topoisomerase. Le même effet est observé après ajout 

d’un cocktail d’inhibiteur d’agent de deubiquitinylation, avec toutefois un impact sur la distribution 

des TopIIs248
 . Les résultats disponibles semblent montrer que l’ubiquitinylation est importante 

pour la dégradation des TopIIs. 

Les molécules inhibitrices de PTMs ont un impact sur l’activité et la concentration des 

topoisomérases et plus particulièrement des TopIIs. Les PTMs jouent un rôle dans la réponse aux 

traitements anticancéreux actuels. 
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Il a été montré que les PTMs des TopIIs sont modulées par les molécules anti-Top2. Nous avons 

rassemblé les informations concernant la corrélation entre les PTMs et la résistance aux molécules 

anti-Top2 dans un article de revue parue dans le journal Cancer Drug Resistance en 2020 Cette 

revue récapitule toutes les phosphorylations, acétylations, ubiquitinylations et SUMOylations 

identifiées et analysées à ce jour chez la TopII . Une partie des résultats présentés dans le chapitre 

I portant sur l’identification des phosphorylations et des acétylations sont repris dans cette revue 

permettant une comparaison des PTMs identifiés dans notre étude avec celles répertoriées pour les 

cellules cancéreuses. Enfin nous discutons de l’impact de la résistance aux molécules anti-Top2 

sur la régulation et l’activité de la TopII . Les informations de la littérature et les données 

structurales existantes permettent de discuter l’implication de la régulation de la TopII  par les 

PTMs dans le traitement du cancer. Nous avons ajouté ci-dessous le manuscrit de cette revue 

publiée. 

 

7. Revue Lotz, C. Lamour, V Cancer drug resistance 2020 �The interplay between 

-translational modifications and drug resistance� 
  





mitosis and is essential for cell division
[3]

. Its main function is to regulate topological entanglements in 

DNA that can compromise cell division or gene transcription
[4]

.

Top2 are large multidomain enzymes that fold into a homodimer forming three-protein interfaces called 

“gates”
[5]

 [Figure 1A]. The C-terminal domain (CTD) whose 3D structure is unknown is less conserved 

and seems to play a role in protein-DNA and protein-protein interactions
[6]

. To remove topological stress, 

Top2 introduce a reversible double strand break in a DNA molecule and transport another DNA duplex 

through the break
[5]

 [Figure 1B]. This elaborate mechanism can be targeted by chemicals that affect the 

catalytic sites. In particular, the Top2  isoform is a major target for antineoplastic agents that are widely used 

in cancer chemotherapy
[7]

. While catalytic inhibitors affect ATP hydrolysis, topoisomerase “poisons” stabilize 

the cleavage complex (Top2cc), leading to accumulation of lethal DNA double-strand breaks
[8,9]

 [Figure 1B]. 

However, cancer cells may develop resistance that can be attributed to Top2 single point mutations, 

alteration of gene expression, or regulation of post-translational modifications (PTM)
[10]

.
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Figure 1. Domain organization of Type 2 DNA topoisomerase and catalytic cycle. A: domain organization of the human Top2 enzymes. 

The Top2 enzymes are composed of three dimeric interfaces. The N-gate (in purple) is composed of a GHKL domain binding ATP 

and a transducer domain. The DNA-gate (in grey) comprises the WHD with the conserved catalytic tyrosine (Y805 in red) and the 

Toprim domain, that contains three acidic residues binding magnesium ions. The C-gate forms a dimeric interface where the DNA 

exits the enzyme at the end of the reaction. The CTD (dashed lines) differs between species and between the human isoforms Top2  and 

Top2 . Residue numbering is that of the Top2  isoform. B: catalytic cycle of Top2 relaxation activity. (1) The Top2 enzyme binds a DNA 

G-segment (in brown) at the dimeric interface at the DNA-gate. (2) Upon ATP binding (red stars), a second DNA fragment called 

T-segment (in blue) is trapped in the ATPase domain. (3) Introduction of a reversible DNA double strand break in the G-segment is 

coupled to the hydrolysis of an ATP molecule, leading to the release of ADP (yellow sphere) and an inorganic phosphate, and results 

in the transport of the T-segment through the break. Catalytic inhibitors such as bispiperazine (ICRF derivatives) trap a closed clamp 

intermediate, affecting ATP-driven conformational changes of the allosteric assembly. (4) Hydrolysis of a second ATP molecule triggers 

the release of the T-segment through the C-gate and resets the enzyme. Top2 poisons such as etoposide and doxorubicin prevent 

G-segment religation. Top2: type 2 DNA topoisomerase; CTD: C-terminal domain; WHD: winged helix domain; G: gated; T: transported; 

GHKL: Gyrase, Hsp90, Histidine Kinase, MutL domain; TOPRIM: topoisomerase-primase domain 

A
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Aberrant PTM are often found in cancer cells and are one of their distinguishing features
[11,12]

. The 

earliest studies of PTM in Top2 proteins date back to the 1990s with the first report of a phosphorylation 

of purified Top2  from mouse cells
[13]

. Since then, the identification and characterization of PTM have 

been accelerated by the development of proteomic techniques
[14]

. Because of their relevance in cancer 

therapy, Top2  PTM have been characterized mostly in cancer cell lines, while the extent of PTM in the 

homeostasis of normal cells has been somewhat neglected
[15]

. Recently, we identified the phosphorylation 

and acetylation sites in human Top2  overproduced in the yeast S. cerevisiae and in a hamster mammalian 

cell line (BHK21), thus providing a basal landscape of the modifications for Top2  isoform
[16]

.

In this review, we analyze the different types of modifications affecting the human Top2  in normal and 

cancer cells with a structure-function perspective. We also overview the relationships among the regulation 

of Top2  by PTM, the level of PTM in cancer cells, and the resistance to anti-Top2 therapeutic compounds.

PHOSPHORYLATIONS

Phosphorylation is the most studied modification of Top2 due to its importance in the regulation of the 

enzyme during the cell cycle and was shown to influence several aspects of Top2  function. �e level of 

phosphorylation reaches a maximum peak at G2/M phase along with the level of Top2  expression
[17]

. 

Several studies have reported that Top2  catalytic activity is modulated by phosphorylations
[18,19]

.

�e majority of phosphorylations were identified in the Top2  CTD in normal and cancer cells [Figure 2]. 

�e CTD is important for the proper subcellular localization of the enzyme as its deletion leads to Top2 

mislocalization
[20]

. In particular, the phosphorylation of Top2  Ser1213 is important for its relocalization 

from the chromosome arms to the centromere
[21]

. Phosphorylation by Casein Kinase II (CKII), Protein 

Kinase C (PKC), or Extracellular signal Regulated Kinase II enhanced the decatenation and the relaxation 

activities, of both human and Drosophila Top2
[17,19,22]

. Inversely, incubation of Top2  with the kinase PKC  

inhibits the decatenation activity in vivo and in vitro
[23]

. Phosphorylation of Ser1106 by Casein Kinase  was 

shown to regulate decatenation since its mutation to alanine slows down the decatenation and cleavage 

reactions
[18,24]

. However, the presence of a phosphorylated residue cannot always be directly correlated 

with the modulation of the enzyme activity
[25]

. Substitution of Ser1525 with an alanine does not affect 

decatenation activity, despite being a major substrate for phosphorylation by CKII, Polo-like kinase I, and 

p38g
[26-29]

.

In addition to the regulation of Top2  catalytic activity, phosphorylations appear to be important for the 

recruitment of protein partners in a chromatin context. In HeLa cells, the methylated tail of Histone 3 was 

shown to interact with the Top2  chromatin tether, a 30-amino-acid sequence at the end of the CTD
[30]

. In 

this region, three phosphorylations could be identified in cancer cells and only one thus far in normal cells, 

including phosphorylation on Ser1525, which could modulate binding of Top2  to the nucleosome [Figure 2].

In the conserved catalytic domains of Top2 , three phosphorylation sites in the ATPase, topoisomerase-

primase domain (TOPRIM), and the coiled-coil domains were detected in normal cells [Figure 3]. Ten 

additional phosphorylations were identified in cancer cells in the GHKL and transducer domains and in 

the N-terminal arm closing the dimer [Figure 3]. Phosphorylation of Ser29 by PKC in the N-terminal arm 

of the ATPase domain stimulates the DNA relaxation activity in vitro
[17]

. Phosphorylations at this position 

could impact the allosteric movements of the ATPase domain and the dimeric interface.

The overall level of phosphorylation was shown to modulate the ATPase activity of Top2  as well as the 

cleavage/religation reaction in vitro
[22,31,32]

. More phosphorylations can be found in cancer cells in the 

TOPRIM and winged helix domain (WHD) domains, and lining the coiled-coil region [Figures 2 and 3B]. 

Although less abundant, six phosphotyrosines in the Top2  protein were identified in cancer cells [Figure 3B]. 
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Figure 2. Post-translational modifications of the human Top2 . Phosphorylations and acetylations identified in the recombinant 

Top2  protein produced in yeast or mammalian cells are reported below the domain diagram (Bedez et al .
[16]

, 2018). Modifications 

identified in cancer cells as reported in the PhosphoSiteplus database are indicated above the domain diagrams (Horneck et al .
[40]

, 

2014). Phosphorylation sites are colored in red, acetylation in blue, ubiquitination in yellow, and SUMOylation in green. To date, 

about 104 phosphorylation, 28 acetylation, 67 ubiquitination, and 15 SUMOylation sites have been identified. Twenty-six out of 29 

phosphorylations in normal cells and 46 out of 75 phosphorylations in cancer cells were found in the CTD. Fifteen SUMOylation sites 

were identified in cancer cells, half on the DNA gate and C-gate, four in the N-gate, and five in the CTD. Thirteen acetylations on the 

CTD and two in the ATPase domain were reported in cancer cells. Two phosphotyrosines were identified in the N-gate, three in the 

DNA-gate, and one on the CTD in cancer cells. Positions are numbered as indicated in the NCBI gene ID:7153, which results in a +1 shift 

in the residue numbering for some positions compared with their numbering in articles (for example, Thr1342 appears in the present 

figure as Thr1343, and Ser1524 as Ser1525). Top2: type 2 DNA topoisomerase; CTD: C-terminal domain
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Interestingly, the conserved catalytic tyrosine (Y805) was found to be phosphorylated in acute T-cell 

leukemia (Jurkat cells) and myelogenous leukemia K562 cells, and not in normal cells, suggesting direct 

modulation of the enzyme cleavage activity.

The phosphorylation status of Top2 in drug resistant cells has been the subject of contradictory 

observations. Takano et al.
[33]

 observed that hyperphosphorylation of Top2 in etoposide-resistant KB cells 

correlated with a decrease in cleavage complex formation. CKII is hyperactivated in cancer while in fission 

yeast CKII phosphorylation of Top2 suppresses its sensitivity to the catalytic inhibitor ICRF-193, which 

inhibits Top2 by impairing its ATP hydrolysis activity
[34]

. In this context, phosphorylation of serine residues 

was identified in the CTD outside the ATPase domain. �is indicates not only that distant positions can 

have a role in the response to ICRF, but also that the phosphorylation status of Top2 can affect its drug 

response. Hyperphosphorylation linked to CKII was also observed in drug resistant breast cancer cells
[35]

. 

In contrast, hypophosphorylated Top2  was observed in etoposide-resistant K562 and HL-60 leukemia 

cells, being in the latter case linked to a reduced level of Ser1106 phosphorylation
[36,37]

.

Figure 3. Distribution of the post-translational modifications on the structures of Top2  catalytic domains. A: modifications found in 

normal homeostasis cells (Bedez et al .
[16]

, 2018) reported on the ATPase domain structure (PDBID: 1ZXM) (top) and DNA binding/

cleavage domain (PDBID: 5GWK) (bottom). B: modifications found in cancer cells reported in the PhosphoSitePlus database reported 

on the catalytic domains. The C-terminal domains for which no structure is available are not represented. Modifications appear as a 

blue sphere for acetylation, red for phosphorylation and yellow for ubiquitination. Positions that were found either ubiquitinated or 

SUMOylated appear as pale green spheres. Positions that were found either ubiquitinated or acetylated appear as pale blue spheres. 

Half of the SUMOylations were identified in the TOPRIM domain and C-gate. Only one position at residue 625 was found solely 

SUMOylated (dark green) and residue 1196 was found to be the site of acetylation, SUMOylation, and ubiquitination (orange). Positions 

specifically mentioned in the main text are indicated by a black line. Figures were generated using PyMOL Molecular Graphics System, 

Version 2.0 Schrödinger, LLC. TOPRIM: topoisomerase-primase domain 
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ACETYLATIONS

We identified acetylation sites almost exclusively in the structured catalytic core of Top2  and only one 

in the CTD a�er overexpression in yeast and BHK21 cells
[16]

. �is is consistent with the observation that 

acetylations are o�en found in structured regions of proteins
[38]

. In cancer cells, acetylations were mostly 

identified in the CTD
[39-41]

 [Figure 2]. Acetylations have not been studied as extensively as phosphorylations, 

which limits the conclusions that can be drawn from a comparison between normal homeostasis and 

cancer cells.

In healthy cells, the acetylations found in the DNA gate are located in the TOPRIM, coiled-coil, and C-gate 

domains. �ose located close to the extremities of the DNA groove could affect DNA binding [Figure 3A]. 

Interestingly, 8 acetylated positions in healthy cells located in the DNA gate have also been found 

ubiquitinylated in cancer cell lines, suggesting a switch of modification in cancer cells
[42-46]

. Lys1196 was 

found to be a site for acetylation in Jurkat cells, ubiquitination in Jurkat and HEP-2 cells, and SUMOylation 

in HeLa cells
[43,46,47]

. �is residue is located in a hinge region between the C-gate domain and the CTD and 

could be involved in the regulation of Top2 activities [Figure 3B]. Lys278 in a loop region of the transducer 

is acetylated in normal cells but found to be SUMOylated and ubiquitinylated in cancer cells [Figure 2]. 

Lys397, which lies in the transducer helix, is acetylated in cancer cells but can also be ubiquitinated. 

�ese positions are mostly located on the surface of the N-gate domain and therefore compatible with the 

addition of bulky modifications [Figure 3A]. Although buried at the dimeric interface, we also found an 

acetylation on Lys168 in Top2  produced in the yeast expression system. Mutation of this residue showed 

that this position is important for the coupling of ATPase activity and dimerization
[16]

.

While few studies are available on the acetylation of Top2  in response to drugs, indirect inferences can 

be made. �e association of Top2 with histone deacetylases (HDAC) was shown to modulate its activity 

and in particular etoposide-stimulated cleavage both in vivo and in vitro
[48,49]

. In addition, treatment of 

hepatocellular carcinoma cells with an HDAC inhibitor triggers the proteasomal degradation of Top2
[50]

.

Interestingly, acetylations that were identified in BHK21 were also found as targets for ubiquitination 

in cancer cells. Inversely, most acetylations identified thus far in cancer cells do not correspond to 

reported ubiquitination or SUMOylation sites, which indicates that regulation of some PTM depends 

on the cell state. Although further analysis is needed, these studies suggest a regulation of Top2  activity 

by acetylations and a potential interplay between other modifications such as ubiquitinations and 

SUMOylations.

UBIQUITINATIONS AND SUMOYLATIONS

Ubiquitin is a small regulatory protein that when attached to proteins alter their cellular localization, 

protein activity, or molecular interactions, and may target them for proteasome degradation
[51]

. 

Ubiquitinations were identified throughout the Top2  sequence in cancer cells [Figure 2]. In non-cancer 

cells (mouse embryonic fibroblasts), only one ubiquitination in the ATPase transducer domain has been 

reported thus far. Lys378 is ubiquitinated by the E3 ligase activity of the APC/C complex, promoting 26S 

proteasome degradation at G1 phase, thus modulating Top2  levels for chromosome maintenance
[52]

. �is 

residue interacts directly with the ATP molecule and could be accessible to modifications when the N-gate 

is open during the catalytic cycle.

Introduction or removal of ubiquitin is also a mechanism of drug resistance, as it modulates the Top2  

activities and protein levels through proteasome degradation
[53-55]

. Deficiency in the RNF168 E3 ubiquitin 

ligase in breast cancer cells, or elevated levels of ubiquitin ligase Mdm2 in osteosarcoma cells, confers 

resistance to the Top2 poison etoposide, by regulating Top2 activities
[53,56]

. Ubiquitin-mediated degradation 
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of Top2 also contributes to the level of drug resistance in solid tumors since proteasome inhibition leads 

to etoposide resistance
[57]

. In addition, the E3 ubiquitin ligase Bmi1/Ring1A controls the proteasomal 

degradation of Top2cc in HeLa cells upon teniposide treatment
[58]

.

Evidence for a functional and physical interplay between ubiquitination and SUMOylation have been 

reported at a larger scale, suggesting a coordination for proteasome degradation and the regulation of 

ubiquitin modifiers
[59]

. �e Small Ubiquitin-like Modifier or SUMO proteins are considered as members 

of the ubiquitin-like protein family, although they are not directly related to protein degradation
[60]

. It was 

shown that the resolution of TOP2cc by tyrosyl-DNA phosphoesterase 2 is controlled by the SUMO ligase 

ZATT
[61]

. SUMOylation play a critical role in DNA condensation and chromosome segregation. Top2  is 

directed to the inner centromere via the E3 ligase RanBP2-mediated SUMOylation for the resolution of 

sister centromeres
[62]

. �e E3 ligase PIAS  was also shown to regulate the catalytic activity of Top2  at the 

centromere for the proper segregation of chromosome
[63]

. Evidence of a crosstalk between phosphorylation 

and SUMOylation was shown in cancer cells, which targets the CTD
[64,65]

.

Strikingly, most of the SUMO sites in the catalytic domains were identified along the dimeric interface of the 

Top2  structure [Figure 3]. Structure determination of Top2 has shown that the subunits form an intertwined 

dimer structure and that the buried surface could be accessible during the catalytic cycle [Figure 1B]
[66-69]

.

SUMOylation, similar to other post-translational modifications, is impacted by chemical adjuvants but 

little information is available thus far. Conjugation to the SUMO2/3 by the SUMO ligase PIASg in response 

to Top2 inhibitors alters the Top2 decatenation activity, essential for chromatid arm separation at mitosis
[70]

. 

Interestingly, SUMOylation in Top2  is increased upon ICRF-193 or teniposide exposure, as well as 

following oxidative stress or heat shock
[71]

.

Altogether, ubiquitination and SUMOylation are important modifications that can have a direct impact on 

Top2  levels, interplay with other PTM, and consequently affect drug response.

TOP2  MUTATIONS IN RESISTANT CELLS

Point mutations in the Top2  gene that lead to podophyllotoxin resistance mostly affect the drug binding 

site or are located on the TOPRIM domain [Figure 4A]. A recent study in yeast identified mutations of 

Top2 conferring resistance against vosaroxin, a quinolone derivative in a phase II clinical trial
[72]

. Some 

mutations also appeared in the unstructured C-terminal region of human Top2 , indicating that residues 

that are external to the binding pockets of the drugs can contribute to resistance mechanisms, due to the 

allosteric properties of the protein.

Point mutations conferring resistance to the bispiperazine compounds were found in the ATPase domain 

of Top2  in small cell lung cancer and Chinese hamster ovary cells
[73]

. �ese mutations impact the dimeric 

interface and the formation of the ICRF binding pocket
[74]

 [Figure 4]. Another study in yeast showed that 

drug resistance mutations are not restricted to the N-terminal domain but can also be found in the DNA-

gate
[75]

 [Figure 4B]. Single point mutations located in the N-terminal domain display a more resistant 

phenotype compared with those in the DNA-gate, with the exception of Gly551, a conserved residue in 

eukaryotic Top2. Interestingly, a Gly551Ser mutation confers resistance to both Top2 poison etoposide and 

the catalytic inhibitor ICRF
[72,75]

. �e dual resistance could be explained by the proximity of the etoposide-

binding site in the DNA groove and the allosteric properties of the enzyme, since movements of the DNA-

gate are coupled to ATP hydrolysis [Figure 1B].

Although no drug resistant mutations targeting known PTM sites could be found in the literature except for 

vosaroxin resistant yeast cells
[72]

, it cannot be excluded that such events occur in the Top2  gene of resistant 
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cancer cells. Mutations have been reported that introduce a serine or threonine in etoposide-resistant cells 

in the TOPRIM or WHD domains
[73,75]

 [Figure 4]. In silico prediction of phosphorylation sites indicates 

that mutation of Ala652, located between TOPRIM and WHD, would generate a phosphorylation site for 

PKC
[76]

. Mutation of Pro803 nearby the catalytic tyrosine shows a consensus sequence for Cdc2. Further 

A

B C

Figure 4. Distribution of point mutations providing drug resistance on the structures of the Top2  catalytic domains. A: distribution 

of the positions presenting single point mutations that confer resistance to podophyllotoxin compounds (etoposide) (top) and 

bispiperazine (ICRF-187) (bottom), indicated on the domain diagram of Top2 . B: single point mutations conferring resistance to anti-

Top2 drugs are represented as black spheres reported on the structures of the catalytic domains. The DNA binding/cleavage domain 

(PDBID: 5GWK) of human Top2  homolog bound to two etoposide molecules represented as yellow spheres (B). The ATPase domain 

of the yeast homolog (PDBID: 1QZR) bound to the ICRF-187 compound represented as blue spheres, with mutations also appearing in 

the DNA binding/cleavage domain (PDBID: 5GWK) (C). Residues mutated to serine in resistant cell lines appear in pale green. Positions 

specifically mentioned in the main text are indicated by a black line 
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investigations would be required to find if these positions are targeted by kinases in vivo and contribute to 

the mechanism of resistance.

CONCLUSION

Most phosphorylations were found in the CTD of the Top2  isoform, related to its role in the cell cycle. 

However, the conserved catalytic domains are also directly targeted by kinases and other modifying 

enzymes introducing acetylations, SUMOylations, and ubiquitinations, interfering with the structure-

function properties of the Top2  isoform. Top2 PTM in cancer cells were mostly identified in targeted 

studies analyzing their regulation and interactions with modifying enzymes during the cell cycle. Further 

systematic analysis of Top2 PTM in cancer cells would be required to analyze the interplay between 

PTM and compare their modulation in response to different compounds, in order to identify potential 

biomarkers of cancer prognosis and drug resistance, as well as new therapeutic avenues targeting the Top2  

or modifying enzymes.
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8. Objectifs de thèse  
 

Les éléments reportés dans l’introduction de ce manuscrit font apparaître que les ADN 

topoisomérases sont des protéines essentielles pour le bon fonctionnement cellulaire. L’inhibition 

de leur expression ou la dérégulation de leurs activités ont des conséquences néfastes sur ce 

fonctionnement pouvant enclencher le mécanisme d’apoptose cellulaire, mais aussi perturber les 

processus comme la division cellulaire, ou engendrer ainsi l’apparition de pathologies comme le 

cancer. Leur interaction avec l’ADN et leur importance dans la régulation de la vie cellulaire en 

font des cibles majeures pour les thérapies cancéreuses et les maladies infectieuses.  

Les agents anticancéreux visant les TopIIs développés depuis des décennies déjà sont efficaces 

pour limiter, voire stopper la croissance tumorale. Cependant leurs nombreux effets secondaires, 

dus à un manque de spécificité pour les cellules cancéreuses et à une non distinction entre les 

isoformes TopII  et TopII , affectent les patients atteints de ces maladies. Dans l’objectif de 

distinguer les différences entre les isoformes, nous avons analysé la distribution de leurs PTMs 

respectifs à partir d’une lignée cellulaire commune ne présentant pas de dérégulation du cycle 

cellulaire et comparé cette distribution avec celles trouvées dans la littérature. Enfin nous 

souhaitons comprendre comment ces modifications impactent in vitro l’activité et la structure de 

ces enzymes. Ces connaissances permettront une comparaison avec la distribution des PTMs issues 

de cellules cancéreuses et de comprendre plus en détail le rôle de ces modifications sur l’activité 

propre aux TopIIs. 

Les connaissances actuelles sur les ADN topoisomérases de type 2A ont permis de comprendre 

comment ces protéines régulent la topologie de l’ADN par un mécanisme de coupure réversible de 

la molécule d’ADN. Néanmoins des détails mécanistiques, voire la structure tridimentsionnelle de 

domaines manquent encore pour comprendre les conformations  que ces protéines adoptent pour 

accomplir ces activités. Dans le but d’apporter des informations supplémentaires, l’équipe a 

enrtepris de déterminer les structures des topoisomérases de type II  et  humaines et l’ADN 

gyrase de E.coli en complexe avec de l’ADN et des molécules thérapeutiques anti-Top2. L’intérêt 

de ce projet est de comprendre plus en détail les mouvements allostériques qui s’opèrent entre les 

domaines du corps catalytiques, d’obtenir une première visualisation structurale du domaine C-
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terminal des TopIIs humaines et de caractériser finement les différences structurales entre les 

topoisomérases eucaryotes et procaryotes.  

Ce manuscrit sera composé de trois chapitres. Le premier traitera des résultats et conclusions des 

projets portant sur l’étude des modifications post traductionnelles des TopIIs. Les chapitres deux 

et trois sur l’étude structure-fonction de respectivement les TopIIs humaines et de l’ADN gyrase. 
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Chapitre I : Analyse des 

phosphorylations et des acétylations 

des TopII s impacts sur le 

couplage structure/fonction  
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1. Introduction et objectifs  
 

Les topoisomérases sont des protéines clés intervenant dans la condensation de l’ADN, la 

ségrégation des chromosomes et dans la formation des complexes protéiques de régulation de la 

transcription au niveau de la chromatine249-251. Ces processus étant régulés par des modifications 

post-traductionnelles (PTMs), des études ont été menées sur le rôle de ces modifications chez les 

TopIIs, en particulier la phosphorylation.  Des premières études ont montré que le taux 

phosphorylation de la TopII  augmente avec le niveau protéique cours du cycle cellulaire. Le taux 

de phosphorylation est maximal lors  du stade G2/M du cycle252,253
. Le rôle des phosphorylations 

dans la régulation de l’activité catalytique est toujours sujet à débat. Meyer et al. ont montré que 

l’augmentation du taux de phosphorylation est associé à une baisse d’activité de la TopII  dans les 

cellules A431 de carcinome épidermoïde253
. Cependant des études plus récentes ont démontré que 

les phosphorylations catalysées par certaines kinases telles que la caséine kinase II , la protéine 

kinase C ou encore ERK2 inhibent l’activité catalytique de la TopII 252,254,255.  

D’autres études suggèrent que certaines phosphorylations de la TopII  n’ont pas d’influence sur 

son activité catalytique, telle que la phosphorylation de la sérine 1525 qui est impliquée dans la 

voie de signalisation du « décaténation checkpoint », mais dont la mutation en alanine ne semble 

pas affecter l’activité de décaténation117. De plus les phosphorylations de la TopII  semblent jouer 

un rôle dans le recrutement de partenaires protéiques ainsi que sur la localisation de la protéine tout 

au long du cycle cellulaire256. Les phosphorylations influence la réponse aux traitements 

anticancéreux. En effet Takano et al. ont observé une hyperphosphorylation de la TopII  dans des 

cellules cancéreuses KB résistantes à l’étoposide qui conduit à une inhibition de l’activité de 

coupure de l’ADN173. Cependant Ritke et al ainsi que Ganapathi et al. ont mis en évidence une 

hypophosphorylation de la TopII dans des lignées de cellules cancéreuses K562 et HL-60 

également résistantes à l’étoposide171,172. Le rôle de la phosphorylation chez la TopII  est donc 

encore mal compris.  

À ce jour nous ne disposons que de très peu d’informations sur le rôle des acétylations. Les seules 

conclusions publiées ne concernent pas directement les sites mais montrent une modulation de 

l’activité de la TopII  en présence d’histone déacétylase257,258.  
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Nous avons donc décidé d’identifier les phosphorylations et les acétylations sur les TopII  et  

produites en cellules de mammifère et en levure par spectrométrie de masse. Ces caractérisations 

apporteront des informations sur les sites de PTMs présents dans des cellules en condition 

homéostatique ce qui permettra de compléter les données obtenues avec les modèles cellulaires 

utilisés pour l’investigation des PTMs chez les TopIIs. L’identification de ces sites permettra de 

comparer ces derniers dans les différents modèles cellulaires ; cellules en équilibre homéostatique 

ou cellules cancéreuses. Enfin ce sera la première étude qui comparera les modifications identifiées 

et leur influence sur les activités des deux isoformes humaines  et  dans les mêmes conditions 

de production et d’analyse. La comparaison des PTMs identifiées dans ces deux systèmes nous 

permettra de savoir si les échantillons sont hétérogènes d’un point de vue des PTMs suivant le 

moyen de production utilisé. 

2.    
 

2.1. Clonage des nouvelles constructions des TopII  et  
 

Les plasmides codant pour les TopIIs humaines ont été élaborés dans le laboratoire avant le début 

de ma thèse. Les gènes étaient flanqués d’une séquence codant pour un tag de purification 10-

histidine (10His) en C-terminal. De plus les constructions du laboratoire contenaient les séquences 

codant pour les 5 premiers résidus de la TopII de levure au lieu des 28 premiers résidus naturels en 

N-terminal (N-ter) pour 

menées au sein du laboratoire ont montré que la présence de séquences de recombinaison attb1 et 

attb2, nécessaires pour un clonage de type Gateway, entraine une diminution de la quantité de 

protéine recombinante produite259. 

Afin de reconstituer les gènes entiers des deux isoformes et d’optimiser la quantité et la pureté de 

la protéine purifiée, nous avons entrepris de cloner ces gènes dans le plasmide pVOTE avec un 

double tag Streptavidine (2Strep) en N-terminal des séquences génomiques et un tag 10 Histidine 

(10His) en C-terminal et en enlevant la séquence attb1 (Figure 48). Le protocole de clonage pour 

les deux isoformes se trouve dans la section « Matériel et Méthode » 
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Figure 49 Gel d'expression en cellule de mammifère BHK21 coloré au bleu de Coomassie. Les annotations "NI" et "I" 
signifient respectivement les fractions non-induit et induit. Les annotations "MVA" et "T7"correspondent  
respectivement à l'ancienne et la nouvelle construction génétique.  

 

Le gel de contrôle ne permet pas de conclure quant à la surproduction des topoisomérases dans ce 

système d’expression. Nous avons donc décidé de procéder à une détection de protéine par 

Western-Blot. Pour mettre en évidence la TopII , nous avons utilisé des anticorps qui révèlent 

spécifiquement la séquence peptidique 1435-1531 de la TopII . Un anticorps anti- Actine  ainsi 

qu’un anticorps anti-A27 ont été utilisés pour contrôler respectivement la quantité de protéines 

cellulaires déposées sur le gel et le taux de d’infection de la culture261. 
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Figure 50 Comparaison de l'efficacité de l'induction et du taux d'expression de TopII  entre les deux constructions 
par Western-Blot. Les anticorps utilisés ciblent respectivement le CTD de la TopII  (@hTopII ), la protéine -actin 
(@B-Actin) et une protéine du virus de la vaccine A27 (@A27). L�anticorps utilisé contre la TopII  provient de chez 
Sigma-aldrich référence WH0007153-100UG. Les anticorps utilisés contre la -actin et A27 sont produit dans le 
service d�anticorps de l�IGBMC.   

 

Le traitement des images et l’analyse de l’intensité des bandes de protéine par ImageJ ont montré 

que la nouvelle construction plasmidique permet de produire jusqu’à 2,5 fois plus de TopII  

recombinante par rapport à l’ancienne construction plasmidique (Figure 50).  

La même analyse a été envisagée pour étudier l’expression de la nouvelle construction de la TopII  

en utilisant l’anticorps qui révèle spécifiquement la séquence peptidique 1435-1531 de la TopII . 

Cependant la mise en évidence des protéines ciblées par l’anticorps anti-A27 et anti-Actine B n’a 

pas été concluante, ne permettant pas de contrôler la quantité de protéines déposées sur le gel, ni le 

taux d’infection de la culture. Nous n’avons donc pas pu conclure sur le taux de TopII  

recombinante produite. Ce que l’on peut conclure c’est que le protocole d’induction fonctionne 

pour les nouvelles constructions (Figures 50 et 51) (Voir Matériel et Méthodes).  
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Figure 51 Test de 

. L�anticorps utilisé contre la TopII  provient de chez Abcam référence 72334. 

 

2.3. Purification de la TopII  et  
 

Une fois les conditions de production définies, nous avons purifié les TopII  et  à partir de culots 

cellulaires issus de 6L de culture.    

Le protocole de purification mis au point avec les anciennes constructions débutait par une étape 

de lyse par sonication. Après centrifugation et récupération de la fraction soluble, une première 

étape de purification sur colonne d’affinité au nickel Ni2+ était effectuée. Les éluats étaient ensuite 

dialysés pour éliminer l’imidazole et diminuer la concentration en sel, puis une seconde étape de 

purification sur une colonne échangeuse d’ions/affinité Héparine était réalisée. Les rendements 

obtenus avec ce protocole de purification étaient de 1 mg/ litre de culture et de 0,5 mg/litre de 

culture respectivement pour la TopII  et la TopII . 

Afin de mettre au point un protocole adapté aux nouvelles constructions, nous avons choisi de lyser 

par haute pression à l’aide d’un Emulsiflex C3, un homogénéisateur à haute pression, ce procédé 

permet une lyse plus efficace et permet donc de récupérer une plus grande quantité de protéine 

dans la fraction soluble tout en limitant la dégradation262. Nous avons choisi d’ajouter du Chlorure 

de Potassium (KCl) en plus du Chlorure de Sodium (NaCl) aux tampons utilisés lors de la 

purification afin de mieux stabiliser les nucléoprotéines263,264. Pour la première étape, nous avons 

choisi de conserver la purification sur colonne d’affinité au nickel Ni2+ qui est désormais effectuée 

en tandem avec une colonne d’affinité qui retient le tag Streptavidine des nouvelles constructions 

(Figure 52a). L’étape de dialyse n’est plus nécessaire puisque l’imidazole a été éliminé et la 

concentration en sel réduite grâce au passage sur la colonne d’affinité Streptavidine. Après coupure 

à la protéase P3C (Protéase 3C du Rhinovirus Humain type 14) (Figure52b) pour cliver les tags 
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de purification, la seconde étape est une purification sur colonne Héparine, avec non plus une 

élution avec gradient de NaCl mais une élution par un pallier de 350 mM NaCl et 350 mM KCl 

(Figure 52c). 

Avec ces optimisations nous avons pu obtenir un rendement de 0,7mg/L de culture pour la TopII  

et multiplier par 3,5 le rendement de la TopII  passant de 1 à 3,5mg/L de culture. En revanche 

pour les deux isoformes dans les 4 constructions nous observons toujours une bande de dégradation 

correspondant à 15% de l’échantillon total.  (Figure 52d). 

En conclusion nous avons optimisé la production et la purification des deux TopIIs humaines avec 

les nouvelles constructions. 
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Figure 52 Purification des TopIIs humaines. (a) Après lyse les échantillons sont soumis à une première étape de 

purification sur deux colonnes d�affinités Nickel et Streptavidine. Les fractions 1,2,3 et 4 correspondent dans l�ordre 

à 1 :l�injection de la fraction soluble, 2 : lavage avec 20 mM d�imidazole, 3 : lavage avec 60 mM d�imidazole, 4 : lavage 

avec 250 mM d�imidazole. L�astérisque correspond au pic d�élution avec 3 mM de desthiobiotine. (b) Gel SDS-PAGE 

montrant l�efficacité de la coupure avec la protéase P3C. (c) Deuxième étape de purification sur une colonne 

échangeuse d�ion Héparine. L�astérisque correspond au pic d�élution avec 750 mM de sel. (d) Gel gradient SDS-PAGE 

montrant la pureté obtenue à la fin du protocole de purification pour les deux isoformes avec une dégradation 

correspondant à environ 15% de l�échantillon total.  
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2.4. Tests fonctionnels  
 

Après purification des topoisomérases, il est important de caractériser les échantillons obtenus. 

Leur activité de régulation de la topologie de l’ADN doit être testée, notamment leur capacité à 

relâcher de l’ADN surenroulé négativement. La TopII  ayant été produite en quantité suffisante 

pour la première fois dans le laboratoire, nous souhaitions comparer l’activité in vitro des TopII  

et  (Figure 53). Ces deux protéines ont été purifiées et produites en utilisant le même protocole 

et présentent le même profil de pureté. Nous souhaitions également comparer l’activité des 

protéines produites à partir des anciennes et des nouvelles constructions pour comprendre si 

l’extrémité N-terminale joue un rôle dans l’activité catalytique des TopIIs, d’autant plus que les 

séquences de ce domaine diffèrent chez les deux isoformes (Figure 54) (Annexe 1).  

Les résultats des tests de relâchement montrent que la TopII  est plus active que son homologue. 

En effet, les premiers topoisomères d’ADN relâchés sont visibles en présence de 2.5 nM de TopII , 

contre 5.0 nM de TopII  avec des bandes de plus faible intensité. Il n’y a eu que très peu d’études 

menées sur la comparaison de l’activité in vitro de la TopII  et de la TopII , seule une étude a 

montré que la constante de Michaelis Menten (Km) est légèrement plus faible pour la TopII  que 

pour la TopII 265.  
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Figure 55 Couverture peptidique pour chaque analyse de spectrométrie de masse, concernant l�identification des 
sites de . 

Les peptides identifiés en spectrométrie de masse couvrent en moyenne 70% de la séquence 

nos analyses, ce qui est dû à l’absence de site de coupure pour la trypsine et la chemotrypsine 

 (Figure 55).  
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Figure 56 Identification des sites phosphorylation en rouge et des sites d�acétylation en bleu sur la TopII
surexprimée en levure ou en cellules de mammifère. Les positions encadrées en orange ont été identifiées 
uniquement dans la levure, les positions encadrées en violet ont été identifiées uniquement dans les cellules de 
mammifère. Figure issue de Bedez, Lotz et al.267 

Nous avons ainsi identifié 29 sites de phosphorylations et 15 sites d’acétylations (Figure 56) 

(Tableau 1). Parmi les sites identifiés, 6 sites de phosphorylation ont été mis en évidence 

 dans la levure et 2 uniquement pour la 

 dans les cellules BHK21. En ce qui concerne les acétylations, 6 sites ont été 

identifiés uniquement chez la protéine produite en levure et un site (K584) est acétylé uniquement 

quand la protéine est produite via le système BHK21.  

À l’issue de nos 8 analyses, nous pouvons conclure que l’acétylation du résidu K1011 est celle qui 

a été identifiée le plus souvent. L’acétylation des résidus K168, K584, K949 et K1096 n’ont pu 

être identifiés que lors d’une seule analyse. Nous avons pu identifier que 11% des phosphorylations 

sont sur le corps catalytique. L’extrémité C-terminale est également très phosphorylée à partir du 

résidu S1374, 14 des 18 sérines sont phosphorylées. 

À partir de ces résultats, nous avons pu conclure que 89% des résidus phosphorylés sont situés dans 

le domaine C-terminal alors que la majorité des sites d’acétylation a été identifiée sur le corps 

catalytique, à l’exception du résidu K1240, unique acétylation du domaine C-terminal. De plus, 

nous n’avons pas mis en évidence de modifications entre les résidus 800 et 948 qui couvrent la 

majeure partie du domaine WHD et le début du domaine Tower. 
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Tableau 1 Nombre d�identification pour chaque site de phosphorylation et d�acétylation de . La colonne 
« Détections » représente le nombre de fois que le site est identifié dans les deux systèmes d�expression et la barre 
est une visualisation comparative de ce chiffre avec les autres sites. Les cellules colorées en bleu désignent les sites 
identifiés dans les deux systèmes d�expression. 

Lorsque l’on reporte les PTMs identifiés sur les structures du domaine ATPase62
 et du domaine de 

liaison de l’ADN ou porte à ADN149, on observe que les résidus K207 et K168 font partie du 

domaine GHKL (Figure 57). K168 interagit avec la molécule d’ATP, K233 et K278 sont localisées 

dans le domaine Transducer. Sur la porte à ADN, K662 et K1011 interagissent avec l’ADN. Tandis 

que les autres lysines se situent à la surface de la porte à ADN, S709 est localisée près de l’ion 

Mg2+. S390 est localisée à la jonction du domaine GHKL et Transducer. Quant au résidu S1106, il 

est situé dans le domaine C-Gate au sein d’une boucle flexible. 
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Figure 57 Localisation des sites de phosphorylation en rouge et d�acétylation en bleu sur la structure 

tridimensionnelle des domaines de la TopI D : 1ZXM et 5GWK). Figure issue de Bedez, Lotz et al.267  

 

4. Publication Bedez.C, Lotz.C etal. Scientific Reports 2018 �Post-translational 

modifications in DNA topoisomerase 2  highlight the role of a eukaryote-

specific residue in the ATPase domain� 
 

d’étudier le rôle du résidu K168. Nous avons mis en évidence que la lysine 168 pouvait être 

acétylée chez les 

qu’une fois cette acétylation. Cette position n’a jamais été répertoriée dans les bases de données. 
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Cette lysine se trouve au sein d’un réseau d’interaction qui maintient la molécule d’ATP au sein 

du domaine GHKL. Plus précisément, ce résidu est situé à la base d’une boucle flexible qui se 

referme sur la molécule d’ATP, permettant ainsi le bon déroulement de la réaction d’hydrolyse de 

l’ATP. Cette lysine est strictement conservée chez les eucaryotes et devient une sérine chez les 

procaryotes. Cette distinction entre les deux branches phylogéniques suggère une différente 

stabilisation de l’ATP et témoigne donc d’un possible impact de ce résidu sur l’activité catalytique 

des TopIIs. Pour comprendre le rôle du résidu K168 dans l’activité catalytique et dans la structure 

 

Les résultats de notre étude sur le rôle du résidu K168 ainsi que l’identification des 

phosphorylations et des acétylations sur la TopII  ont été publiés dans le journal Scientific Reports 

en 2018. Les premiers travaux de cette étude ont débuté avant mon arrivée dans le laboratoire. Ma 

contribution à ce travail a été la mise en place du clonage et de la production de la TopII  avec la 

construction comprenant l’extrêmité N-terminale complète en cellules de mammifères ainsi que la 

caractérisation biochimique et biophysique de l’impact de la mutation K168A.  

Cette étude a permis de mettre en évidence une pos

l’acétylation à travers le couplage activité/dimérisation du domaine ATPase. 

Les informations supplémentaires sont accessibles en cliquant sur le lien suivant :  

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41598-018-27606-

8/MediaObjects/41598_2018_27606_MOESM1_ESM.pdf 
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Type 2 DNA topoisomerases (Top2) are part of essential protein complexes involved in DNA replication, chro-
mosome condensation and segregation, as well as gene transcription1–3. �e Top2 are highly conserved enzymes 
and catalyze the transport of a DNA duplex through a transient double strand break to release catenates, relax 
supercoils and remove entanglements4.

Top2 are among the main targets of anticancer agents, prompting intensive efforts to understand the func-
tional and physiological role of this enzyme family as well as their molecular structure5. Vertebrate organisms 
possess two isoforms, Top2α and Top2β, encoded by distinct genes6–8. �e human Top2 isoforms share con-
siderable sequence identity and form functional homodimers with three protein interfaces or gates comprising 
the ATPase domain, the DNA binding-cleavage domain and the C-terminal domain (Fig. 1a). Tridimensional 
structures of the ATPase and the DNA binding domains have been solved by X-ray crystallography9–11. �e α and 
β isoforms diverge mainly in their C-terminal domain, whose structure remains unknown and may account for 
the functional differences of the isoforms. Expression of the Top2α isoform is regulated in a cell cycle dependent 
manner in proliferative cells12. �e β isoform plays a more specialized physiological role as this isoform has been 
shown to be essential for the final stage of neural differentiation13,14.

Post-translational modifications of Top2 isoforms have been found to influence enzyme activity, stability and 
subcellular localization15. Among them, phosphorylation sites are the best characterized with a number of studies 
showing their impact on the regulation of Top2 enzyme function, nuclear localization and control of cell cycle 
checkpoint16–22. Both isoforms of human Top2 are phosphorylated throughout the cell cycle and some positions 
are hyperphosphorylated during G2/M21,23–25. In addition, ubiquitination, SUMOylation and several acetylation 
events were identified but the correlation with the cell cycle, protein recruitment or regulation of Top2 function is 
not yet fully understood26,27,15. Furthermore, inhibition of Top2α by anti-cancer drugs is known to be modulated 
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by phosphorylation28–30. Hyperphosphorylation of the α isoform has been reported in etoposide resistant cells, 
while other studies associated a hypophosphorylation of the enzyme a�er doxorubicin treatment29,31,32.

Overexpression protocols in the yeast system were set up for the yeast enzyme in the late 80 s, and for the 
human isoforms in the early 90 s33–35. Despite improvements of protocols to obtain pure protein, eukaryotic sys-
tems used to generate recombinant Top2 are expected to produce a complex set of posttranslational modifications 
that remains largely uncharacterized and could impact in vitro functional and inhibition assays. Further studies 
are important to characterize such modifications.

In this work, we have mapped and compared phosphorylation and acetylation sites of the human Top2α iso-
form overexpressed in S. cerevisiae and BHK21 mammalian cells. We report the acetylation sites of the Human 
Top2α isoform (HsTop2α), clustered on the catalytic domains. Using point mutation, biochemical assays, bio-
physics approaches and molecular dynamic simulations, we have analyzed the role of a eukaryotic-specific posi-
tion located in the ATP binding pocket of the enzyme, highlighting the catalytic mechanism that is targeted by 
acetylation.

Overall, our study shows that post-translational modifications may impact conserved residues of Top2α and 
not only variable regions It also suggests that the post-translational modifications of the recombinant enzymes 
should be taken into account when analyzing their functional properties and sensitivity to inhibitors.

Results
cDNA for the Top2 iso-

forms were inserted in a pYEP24 derived yeast expression plasmid using restriction enzymes more than two 
decades ago34,35. To facilitate the purification of these large enzymes, we added a 10-histidine tag and a protease 
cleavage site at the 3′ end of the genes (Fig. 1b). �e plasmids were transformed in the yeast JEL1 Gal+ strains aux-
otrophic for uracil as previously described35. To improve expression, we switched from a lactate/glycerol medium 
to a raffinose medium that is not repressive, allowing a faster induction of expression36. Overall, we could shorten 
and simplify the expression protocol to 3 days from plasmid transformation to cell harvesting compared with 
former published procedures. �e 170 kDa protein was purified using a nickel affinity and then a heparin chro-
matographic step with a final yield of 1 mg per liter of culture (Figure S1).

�e overexpression of the enzyme in BHK21 mammalian cells was achieved using the Modified vaccinia 
virus ANkara (MVA) encoding the full length genes as a vector under the control of a T7 promoter (Fig. 1b). �is 
strategy was previously used to successfully express eukaryotic proteins37. �e protein purification was performed 
with the protocol optimized for the HsTop2α overexpressed in S. cerevisiae. �e final yield obtained from MVA 
infected BHK21 cells was 1.5 mg per liter of culture (Figure S1).

Figure 1. Production of the Top2α enzyme in yeast and mammalian cells. (a) Domain organization of 
the human Top2α. �e ATPase domain contains 2 subdomains, the “GHKL” ATP binding domain and the 
transducer domain forming the N-Gate. �e DNA binding site comprises 3 subdomains and form the DNA-
gate: the Toprim domain containing the acidic triad E–DXD involved in metal binding, the Winged Helix 
Domain (WHD) with the conserved catalytic tyrosine, and the tower domain. �e C-gate is formed by the 
coiled coil domain followed by the C-terminal domain containing Nuclear Localization Signal (NLS). (b) 
Overexpression constructs in yeast and mammalian cells. �e Top2α gene was cloned a�er the pGal1 promoter 
for expression in yeast. For expression in BHK21 mammalian cells, the Top2α gene is integrated in the modified 
virus Ankara (MVA) genome. �e LacO operator is upstream of T7 RNA pol and the Top2α genes, allowing a 
double control of both Top2α and T7 RNA polymerase expression by LacI. PsP: PreScission protease cleavage 
site, 10 His: 10 histidines tag. (c). DNA relaxation assay of the recombinant produced in yeast and mammalian 
cells. Negatively supercoiled DNA was incubated with increasing concentration of Top2α (0, 8, 17, 36, 72 nM) 
and migrated in a 1% agarose gel incubated with ethidium bromide. oc: open circular DNA, sc: supercoiled 
DNA.
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in vitro α isoform. We compared 
the catalytic activities of the recombinant protein produced from S. cerevisiae (Sc-HsTop2a) and BHK21 cells 
(BHK21-HsTop2a). DNA relaxation assays using the recombinant Sc-HsTop2a and BHK21-HsTop2a show that 
the enzyme starts relaxing negatively supercoiled DNA with a protein concentration of 8 nM and that the DNA 
is fully relaxed at 17 nM for both enzymes (Fig. 1c). �ese data are in agreement with published data indicating 
that the recombinant enzymes are similar and fully functional for DNA relaxation activities when produced from 
either of the two expression systems34.

We also determined the ATP hydrolysis rate of Sc-HsTop2a and BHK21-HsTop2a with a steady state cou-
pled PK/LDH ATPase assay38. Both enzymes produced in yeast or mammalian cells have an equivalent rate of 
ATP hydrolysis with a kcat of 2.05 ± 0.035 s−1 for Sc-HsTop2a and 2.7 ± 0.5 s−1 for BHK21-HsTop2a. �ese val-
ues are similar to the values found for the endogenous and overexpressed enzymes previously reported in the 
literature39,40.

�e purified recombinant 
enzymes were trypsin-digested and the peptides analyzed by LC-MSMS using an Orbitrap mass spectrometer. 
Phosphorylated peptides were enriched through affinity columns prior to analysis. Overall, 86% of the peptide 
sequence was covered following the in-gel trypsin digestion. To compensate for the relative abundance of par-
ticular modified positions, we performed at least 3 separate experiments to complete the analysis (supplemental 
material 5). We detected 27 phosphorylation sites and 14 acetylation sites for the Sc-HsTop2a protein, and 23 
phosphorylation sites and 9 acetylation sites for the BHK21-HsTop2a protein (Fig. 2). In the technical replicates, 
21 phosphorylation and 8 acetylation sites were consistently found at the same positions in the recombinant 
protein monomer expressed in yeast or mammalian cells, suggesting an equivalent level of modification in both 
eukaryotic expression systems. Using a malachite green assay41, we were able to calculate that the Top2α samples 
produced in yeast or BHK21 cells contain an average of 7 ± 1 phosphates per Top2α subunit, meaning that at 
most one third of all sites are phosphorylated. �ere is no available standard deacetylation assay that we could use 
to assess the acetylation status of our sample. Similar to the heterogeneity in phosphorylation, we expect that the 
Top2α sample produced in yeast and mammalian cells is only partially acetylated.

Phosphorylated residues were mostly clustered in the C-terminal domain, with only 1 phosphorylation in 
each of the ATPase, DNA binding and C-gate domains. On the contrary, acetylation sites were found homoge-
neously on residues located in the ATPase and DNA binding domain, with only one acetylated residue was at the 
entrance of the C-terminal domain in a region that is not visible in the available crystal structures (Fig. 3). �e 
acetylation sites are spread out over the catalytic domains with 10 positions on the DNA gate and C-gate, and 4 
in the ATPase domain.

Functional analysis of position K168. Among the ATPase domain positions, Lysine 168 was found acetylated 
only once out of several determinations in the recombinant Top2α sample produced in yeast, indicative of a low 
occurrence of this modification. Lysine 168 lies in a conserved sequence motif within the GHKL domain of eukar-
yotic Top2 and is replaced by a Serine in prokaryotic organisms (Fig. 4a). �is residue is positioned at the base of 
the ATP lid, a flexible loop wrapping around the ATP molecule (Fig. 4b). As revealed by the sequence alignment, 
the primary sequence of the ATP lid is largely divergent between eukaryotes and prokaryotes. �e interactions 
maintaining the base of the loop in presence of ATP are as a consequence driven by different interaction networks 

Figure 2. Post-translational modifications of the human Top2α identified by mass spectrometry. 
Phosphorylation (red squares) and acetylation (blue squares) sites are reported on the HsTop2α primary 
sequence. Modifications that were mostly detected in Sc-HsTop2a or in BHK21-HsTop2a in the experimental 
replicates are highlighted in orange and in magenta respectively.
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Figure 3. Distribution of acetylation and phosphorylation sites on the Top2α structural domains. Identified 
phosphorylation (red) and acetylation (blue) sites were reported on the human Top2α domain structures. 
�e ATPase domain (PDBID: 1ZXM) and the DNA binding domain without DNA (PDBID: 5GWK) of the 
Top2α isoform appear in grey cartoon. Position numbers have been inserted only on one of the monomer 
chain of the dimeric structure for clarity. (a) Front view of the structure with the C-terminal domains (CTD) 
of the eukaryotic Top2 depicted as a dashed line on each side of the catalytic core. (b) Side view of the structure 
showing the position of modifications on the catalytic domains in a different orientation (structures rotated 
90° relative to a.) �e CTD domains have been omitted for clarity. A movie is provided in the supplemental 
material. Figures were generated using PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LLC.

Figure 4. Interactions mediated by residue K168 in the ATPase domain. (a) Sequence alignement of 
the ATP lid. Conserved positions are colored in green, conserved positions in the prokaryotic sequences 
in brown. Positions delimiting the beginning and end of the loop are indicated in red. �e acetylated 
position K168 in the HsTop2α is indicated by a star. Hs: homo sapiens, Mm: mus musculus, Dm: drosophila 
megalonaster, Sc: saccharomyces cerevisiae, Sp: saccharomyces pombe, Ec: escherichia coli, Bs: bacillus subtilis, 
Sa: staphylococcus aureus. b. Structure representation of the ATP lid. �e ATPase domain of the human Top2α 
isoform (PDB:1ZXM) appears as a light gray ribbon with the ATPase domain loop (ATP lid) in red circling the 
γ-phosphate of the AMP-PNP molecule. K168 is located at the basis of the ATP lid and forms 2.8 Å hydrogen 
bonds with the AMP-PNP α-phosphate and �r147 (dashed lines). Figures were generated using PyMOL 
Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LLC.
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(Figs 4b and S5). Lysine 168 is forming a direct hydrogen bond with the ATP molecule. �is led us to analyze 
more precisely the role of this position in the catalytic function of the human Top2α.

To probe the role of lysine 168, we mutated Lysine 168 to Alanine in the full length enzyme (HsTop2aK168A). 
�e mutant was overexpressed in yeast and purified with our optimized protocol resulting in a similar yield as the 
WT enzyme. DNA relaxation and cleavage activities are impaired for the K168A mutant when compared with 
the same concentration range of the WT enzyme (Fig. 5a,b). �e ATPase domain mutation has a strong impact 
on the decatenation activity, which is completely abolished (Fig. 5c). ATP hydrolysis enzymatic assays showed 
that catalytic activity of the mutant is decreased as much as 7-fold (Kcat = 0,3 ± 0.06 s−1) compared with the WT 
(Kcat = 2.05 ± 0.035 s−1) although not completely abolished.

To probe the role of K168 in the stabilization of the ATPase domain, we purified the ATPase domain (residue 
29 to 428) bearing the K168A mutation (ATPaseK168A), as well as the WT domain, using a modified version of 
a previously published protocol9. To analyze the stability of the ATPaseK168A domain compared with the wild 
type ATPase domain, we performed thermal shi� assays using differential scanning fluorimetry (NanoDSF)42. 
�e wild type ATPase domain displays a melting temperature (Tm) of 49.2 °C with a thermal shi� to 74 °C in 
presence of AMP-PNP, a non hydrolysable analog of ATP (Fig. 6a). �e thermal shi� of over 20 °C is consistent 
with a stabilization of the ATPase domain in the presence of AMP-PNP, in agreement with the well documented 
transition from the monomeric to the dimeric state of ATPase domains, upon AMP-PNP binding. Ionic strength 
variations in the buffer conditions did not affect the transition of the melting temperature, indicating a very 
strong stabilization of the WT domain in the presence of AMP-PNP (data not shown). For the mutant domain 
ATPaseK168A, we recorded a Tm of 50.7 °C without AMP-PNP, and 51.1 °C when AMP-PNP was added (Fig. 6b). 
�e temperature shi� of 0.4 °C within the error margin suggests no stabilization of the ATPaseK168A domain in the 
presence of AMP-PNP.

To investigate the dimerization state of the mutant and wild type domains, we performed an analytical size 
exclusion chromatography with and without AMP-PNP. �e ATPase domain was eluted at 15.1 ml with a shi� to 
14.1 ml in the presence of AMP-PNP (Fig. 6c). �is 1 ml elution shi� corresponds to the formation of a 94 kDa 
dimeric form in agreement with the calibration curve of the gel filtration column. �e ATPaseK168A domain was 
eluted at 15.1 ml, both in absence and in presence of AMP-PNP (Fig. 6d), corresponding to the 47 kDa mono-
meric form of the ATPase domain, showing that no dimerization occurs for the mutant domain in the presence 
of AMP-PNP (Figure S6).

Molecular modeling and dynamic simulation. Normal mode analysis is a computational method to study molec-
ular deformational motions that are widely involved in biological functions of macromolecules. It was shown in 
previous studies that the lowest-frequency modes contribute significantly to large-scale displacements and can 
provide important information on domain motions43. Focusing only on these modes, we quantified the intrinsic 
dynamics (flexibility) of the homodimer and the effects of both the K168A mutation, as well as K168 acetylation 
on the ATP binding domain monomer. �e results for the atomic fluctuations of the wild-type dimer were com-
pared with the fluctuations calculated from the crystallographic B-factors of the corresponding crystal structure 
(Figure S2). A good correspondence is found between the computed and experimental values. We find that loop 

Figure 5. Activities of the Top2α-K168A mutant. (a) DNA relaxation assays showing a decrease in activity for 
the mutant enzyme. (b) DNA cleavage assays with etoposide show an impaired cleavage of the K168A mutant 
when compared with the same concentrations of WT enzyme. (c) Decatenation assays show that the mutant 
is inactive when compared with the WT enzyme. Reactions were run on a 1% agarose gel incubated with 
ethidium bromide. OC = open circular DNA, SC = supercoiled DNA, lin = linear DNA, PD = pUC19 dimers, 
k = catenated DNA, dk = decatenated DNA.
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regions, and to some degree, the N- and C-terminals of the protein display the highest flexibility. While this 
general dynamical behavior is also evident from the temperature factors, this overall favorable comparison estab-
lishes that our calculations provide a good representation of the molecular-level dynamics. To assess the impact 

Figure 6. �ermal stability and dimerization analysis of the Top2α WT and K168A mutant. (a) �e thermal 
shi� of the domains was measured by differential scanning fluorimetry thermal shi� assay. �e fusion 
temperature of the wild type ATPase domain shi�s from 49.2 °C to 74 °C in presence of AMPPNP (b) �e 
mutant domain K168A presents about the same melting temperature of 51 °C in presence or absence of 
AMPPNP. (c,d) �e wild type and mutant ATPase domain were analyzed by analytical gel filtration on a 
Superdex200 (10/300). �e wild type domain (c) elutes at 15.1 ml alone and at 14.1 ml with 1 mM AMPPNP 
with a significant shi� corresponding to the dimer formation. �e K168A mutant (d) elutes at 15.1 ml with and 
without AMP-PNP consistent with no dimer formation. Elution volumes are reported to the first decimal for 
clarity, detailed analysis of the elution peaks is provided in Figure S5.
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of the point mutation K168A and the potential effect of K168 acetylation in silico, we investigated the changes 
in low-frequency vibrational modes on the monomer. �e calculations show that the point mutation K168A or 
acetylation of K168 in the ATPase domain results in a change in the collective motions of the monomeric chain 
with respect to the wild-type, particularly affecting the N-terminal arm of the monomer (Figure S3). We expect 
similar consequences for the higher frequency vibrational modes. �ese results are suggestive of the effect of 
point mutations and post-translational modification on the underlying dynamics of the monomeric chain, which 
may subsequently have consequences for the formation of the active dimer.

In the present study, we were able to improve the production pipeline in S.cerevisiae for the human Top2 isoforms 
and establish a robust overexpression protocol in BHK21 mammalian cells yielding active recombinant enzymes. 
In order to characterize the post-translational modification state of our samples, we identified the phosphoryl-
ation and acetylation sites of the HsTop2α overexpressed in the two eukaryotic expression systems. Our data 
show that the position and number of phosphorylation and acetylation sites were similar upon overexpression in 
either of the two systems. �e yeast expression system being the most convenient choice to produce eukaryotic 
Top2, this study suggests that S. cerevisiae may be as efficient as higher eukaryotes to produce a properly modified 
HsTop2, at least for the most predominant post-translational modifications. At this stage, it is not straightforward 
to quantify the preponderant modifications in the samples. However, the resulting samples display a basal cata-
lytic activity with catalytic constants similar to those reported in the literature for endogenous and recombinant 
enzymes and constitute what can be considered as the wild type reference used in the field.

As expected from the literature, our analysis identified a large number of phosphorylated sites located on the 
C-terminal domain of HsTop2α (Figs 2 and 3). �is domain does not directly participate in the catalysis of ATP 
hydrolysis or DNA cleavage activity but it was shown to modulate DNA cleavage and the recognition of supercoil 
handedness44,45. It is also involved in determining subcellular localization and protein-protein interactions46–48. 
Top2α has been found to be a major component of chromatin associated complexes whose composition varies 
during mitotic progression49–51. �e phosphorylated clusters confer a negative charge to this region, which could 
potentially trigger interactions with basic patches of other proteins and modulate binding to DNA. In this context, 
in vitro validation of Top2 partners should take into account the phosphorylation state of the enzyme.

Our data corroborate a number of the phosphorylation sites in databases reporting phosphoproteome analysis 
of cancer cell lines or targeted biochemical studies (Phosphosite plus, UniprotKB). We identified 29 phosphoryl-
ation sites over the 74 reported modifications in the Phosphosite Plus database27 (Table S1), with the exception of 
one modification at position S709, that was not described in previous reports. �is shows that the modifications 
introduced by the heterologous overexpression systems are consistent with the ones reported for the endogenous 
Top2. �e recombinant enzyme is a complex sample of protein modified at different steps of the cell cycle and 
only a subset of sites was found to be systematically modified upon each analysis. �is is consistent with studies 
showing that specific positions are cell cycle dependent, while others are phosphorylated during the entire cell 
cycle15.

On the other hand, not all reported phosphorylation sites were present in the recombinant protein. Studies 
have shown that the level of phosphorylation can be modified when cells are treated with anti-topoisomerase 
drugs, revealing a correlation between the regulation of the phosphorylation state of Top2 and the cytotoxic 
response in a living cell. One study has shown that the decrease of Top2α cleavage-complexes is correlated with 
hypophosphorylation28. As a consequence, the additional sites reported in the database could indicate that 
some sites are modified only in cancer cell lines or when exposed to drugs. Further studies are warranted to 
determine if phosphorylation events can be attributed to specific cancer cell lines or to cellular responses to 
anti-topoisomerase molecules. In this context, the phosphorylation state of the recombinant Top2α enzyme 
should also be taken into account when used for drug screening.

In contrast to what is known about phosphorylation sites, only a few acetylated positions in the Top2 proteins 
were previously identified through proteomic analysis of post-translational modifications in cell lines26,27. Despite 
several large scale proteome analyses of eukaryotic cells there is no reliable prediction and consensus motif for 
acetylation sites, pointing to the necessity for experimental detection52. Our mass spectrometry analysis of the 
recombinant Top2α shows that the acetylation sites are distributed on the conserved ATPase and DNA binding 
domains forming the catalytic core of the enzyme (Fig. 3). �is result is consistent with previous observations that 
acetylations are o�en found in structured regions while phosphorylations are observed in divergent disordered 
domains52. �ese modifications are mostly located on the surface of the enzyme in accessible regions, including 
DNA binding regions that can be exposed through conformational remodeling during the catalytic cycle of the 
enzyme.

Introduction of modifications on these mostly conserved positions is likely to affect the catalytic activity of the 
enzyme. In particular, we identified an acetylation on the conserved Lysine 168 located in the ATP binding pocket 
and at the center of an interaction network at the basis of the ATP lid (Fig. 4a,b). �e release of the γ phosphate of 
ATP a�er hydrolysis breaks this interaction and induces a reorganization of the dimeric interface at the base of the 
ATP lid. Mutation of this residue to Alanine inhibited the relaxation and the decatenation activity of the enzyme, 
as well as the dimerization of the ATPase domain, highlighting its pivotal role in the dimerization-ATPase cou-
pling reaction. �e mutant enzyme is deficient in DNA relaxation but still retains DNA cleavage activity showing 
it can bind a DNA segment but cannot transport another DNA segment. Normal mode analysis confirms that 
mutation to Alanine could affect dimerization by perturbations of the native collective motions. �e same in silico 
analysis conducted on the ATPase domain with an acetylated Lysine 168 suggests that this modification would 
also affect the collective motions that could subsequently affect dimerization. It is interesting to note that this 
residue is replaced by a Serine in bacterial type 2 topoisomerases that makes a hydrogen bond network through a 
water molecule contacting the α-phosphate of the AMP-PNP molecule (Figs 4 and S4). A lysine at this position in 
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the human enzyme forms a much tighter interaction network and its acetylation would be a very efficient way to 
directly regulate the topoisomerase activities, in particular DNA capture that is correlated to dimerization events. 
Acetylation sites were also found in the DNA-binding cleavage domain along the DNA groove and in the C-gate 
region (Fig. 3 and supplemental movie). �ese modifications are most likely to affect DNA binding and transport 
and the resulting allosteric control of the protein gates.

No specific study has been conducted to understand the role of these modifications in vivo or in vitro although 
it is known that histone deacetylase 1 and 2 associate with the Top2 and enhance its activities53. �e recognition of 
acetylated lysine is principally mediated by bromodomains within multidomain proteins which are well charac-
terized for binding histone modifications in chromatin54. �e Top2α proteins are part of large multiprotein com-
plexes associated with chromatin remodeling. In particular, interaction with the SWI/SNF complexes containing 
bromodomains were reported to increase the Top2α decatenation and ATP hydrolysis activities55. Despite these 
recent findings, the molecular mechanisms regulating the acetylation/deacetylation level of Top2 has yet to be 
addressed.

It is noteworthy that acetylation of Lysine 168 was detected only once over seven analysis. As this residue 
is critical for enzyme activity, any modification could potentially represent an event of protein inactivation. 
Interestingly this residue was found to be ubiquitinated in proteomic analysis of leukemia cells26. 15 acetylation 
sites were found during our analysis and 7 of them were reported in the literature as ubiquitinylated and 2 as 
sumoylated sites in the PhosphositePlus databank. Although we did not detect the presence of SUMO or ubiqui-
tin peptides in our analysis, it is interesting to note that a crosstalk between acetylations and sumoylation/ubiquit-
ination has been reported on chromatin proteins56. Sumoylation of Top2 has been reported to prepare the enzyme 
for degradation by the 26 S proteasome and regulate cell response to drug-induced DNA damage57,58. In addition 
the SUMO2/3 proteins and SUMO ligases RanBP2 and PIASγ and have been shown to affect the localization of 
theTop2 at the centromere15. �e tumor suppressor BRCA1 was shown to reduce Top2α activity through its E3 
ubiquitin ligase activity15. Acetylation at key catalytic positions could potentially be part of regulating a signaling 
cascade shutting down activity before degradation of the Top2. �e molecular interaction orchestrating the fine 
regulation of the multiple modifications of Top2 still need to be investigated. Our results open perspectives for the 
systematic analysis of the impact of acetylation on the catalytic and cellular activities of human Top2α. �is will 
require detailed in vitro studies and determination of the Top2 functions in the cellular context.

Methods
S. cerevisiae �e Top2α gene was amplified by PCR from the Saccharomyces cere-
visiae expression plasmid pWOB6-HsTop2 using a C-terminal primer containing a PreScission Protease (PsP) 
cleavage sequence followed by a 10-histidine tag. In this construct, the first five residues of S. cerevisiae Top2α are 
fused to the 29th residue of HsTop2a. PCR inserts were ligated in the yeast expression plasmid pYES2.1, a high-
copy episomal vector for galactose-inducible expression of proteins in Saccharomyces cerevisiae (pYES2.1 TOPO 
TA Expression Kit, Invitrogen). Sequencing of the plasmid confirmed the insertion of the Top2 gene without any 
mutation.

S. cerevisiae For expression, we used the Saccharomyces cerevisiae strain, Jel1∆Top1 (Mat 
α leu2 trp1 ura3-52 prb1-122 pep4-3 ∆his3::PGAL10-GAL4 Top1::ura3∆). Yeast transformation was performed 
using the LiAc procedure59. Several colonies of freshly transformed Jel1∆Top1 were used to inoculate 4 × 0.5 L 
of minimum media lacking uracil (Csm-ura), and supplemented with 2% (w/v) glucose to repress the GAL1 
promoter. �ese pre-cultures were grown for 2 days at 30 °C. At the late log phase, cultures were pelleted at 3500 g 
for 20 minutes and the media containing glucose was thrown away. Pellets were then resuspended in 5 ml of 
Csm-ura media. 6 liters of Csm-ura, supplemented with 2% (w/v) raffinose and 2% (w/v) galactose medium were 
inoculated at a final OD of 0.8 per liter, and incubated for 16 hours at 30 °C. Due to the presence of galactose in 
the media, induction starts right away a�er inoculation. Finally, cells were pelleted at 3500 g for 20 minutes and 
flash-frozen in liquid nitrogen before storage at −80 °C until use. �e overexpression of the Top2α isoform was 
confirmed by western blot with antibodies raised against the C-terminal domain of the enzyme.

�e full length HsTop2α gene, with the PsP 
cleavage site followed by a 10-histidine tag sequence, was amplified with primers containing attL1 and attL2 sites 
for Gateway cloning. �ese amplified sequences were introduced into the pENTR backbone (pE607 Invitrogen). 
�e hsTop2α gene was then transferred by Gateway recombination in a pVote0GW vector containing a selec-
tive marker and a portion of the viral hemagglutinin gene sequence (HA)60. Generation of the recombinant 
viruses was performed as described previously37. Briefly, the plasmid resulting from the recombination between 
pE-E607-HsTop2α and pVote0GW was transfected into MVA-T7 infected BHK21 cells. During the virus replica-
tion, the HsTop2 coding sequence flanked by HA sites is recombined in the virus genome thanks to the HA sites. 
�e resulting recombinant viruses are selected and amplified by an iterative selection process.

For protein production, a suspension of BHK21 C13–2P cells (106 cells/ml) was 
infected with approximately 0.1 PFU/cell of recombinant virus in 5 liter cylindrical flasks containing 1.2 liters 
cell culture medium (GMEM, 10% FCS, 1.5 g/L BTP, 50 µM Gentamycin). Two days later, infected cells were 
mixed with uninfected cells at a 1:10 ratio in six 5-liters cylindrical flasks containing 2 liters of uninfected cells 
at 106 cells/ml. 1 mM IPTG was added at the time of cell mixture. Incubation at 37 °C was continued for another 
24 hours. Cells were then pelleted at 2000 g for 5 minutes, washed in PBS and pelleted again at 2000 g for 5 min-
utes. �e cell pellets were stored at −80 °C until use.
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�e point mutation at position K168 was introduced 
in the pYES2.1-hsTop2α plasmid using the Quick Change kit (Invitrogen) for expression in yeast. All steps were 
carried out at 4 °C. �e purification procedure was the same for S. cerevisiae and BHK21 cells. Cell pellets were 
resuspended with a 1:3 (w/v) ratio in a lysis buffer containing 50 mM HEPES pH8.0, 1 M NaCl, 10% glycerol, 
0.1 mM MgCl2, 2 mM β-mercaptoethanol (BME), 1 mM PMSF and Complete protease inhibitor EDTA-free (PIC, 
Roche). Cell lysis was performed with high pressure Homogenizer Emulsiflex C3 by 4 to 5 passes at >1500 bars. 
Cell debris were removed by centrifugation at 50 000 g for 60 minutes. Briefly, the proteins were purified using 
two chromatographic steps using Nickel affinity and Heparin columns (see supplemental procedures for detailed 
procedures).

The WT or K168A mutant ATPase domain 
sequence was amplified by PCR from the corresponding pYES2.1 vectors and inserted using a Ligation 
Independent cloning protocol in a pET28b-derived vector with an N-terminal 6-histidine tag, a Maltose Binding 
Protein fusion (MBP) and a TEV protease site. �e vectors were transformed in a BL21 (DE3) strain and grown 
in 6 liters of LB medium in presence of 100 µg/l of Kanamycin at 37 °C. Expression was induced with IPTG at 
OD600nm = 0.8 at 30 °C for 10 h. Cells were harvested and lysed 3 times with an Emulsiflex C3 homogenizer at 
1500 bars in a buffer containing 50 mM Tris-HCl pH8.0, 500 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.1 mM PMSF and protease 
inhibitor cocktail. Briefly, the proteins were purified using three chromatographic steps using Nickel affinity, MBP 
affinity and Heparin columns (see supplemental procedures for detailed procedures).

An increasing concentration of Top2α was incubated with 
11 nmoles of negatively supercoiled pUC19 plasmid at 30 °C in a reaction mixture (20 µl) containing 20 mM 
Tris-acetate pH7.9, 50 mM potassium acetate, 10 mM magnesium acetate, 1 mM DTT, 1 mM ATP, 50 µg/ml BSA. 
A�er 20 minutes, reactions were stopped by addition of DNA loading buffer (�ermofisher) and SDS 0.2%. For 
cleavage assays, 50 µM of etoposide were added to the reaction and incubated 30 min at 37 °C. �e reactions were 
stopped with 0.2% SDS and treated with 0.5 mg/ml proteinase K for 40 min at 37 °C. Samples were run on a 1% 
agarose, 1× Tris Borate EDTA buffer (TBE) gel, at 9 V/cm for 180 min at room temperature. Agarose gels were 
stained with 0.5 mg/ml ethidium bromide (EtBr) in 1 × TBE for 15 min, followed by 5 min destaining in water. 
DNA topoisomers were revealed using a Typhoon 8600 or Syngen U:Genius3 scanner.

Decatenation assays were performed using 0.2 µg of kDNA per reaction 
(Topoisomerase II Assay kit from Topogen) with purified Top2α and incubated 30 min at 37 °C and run on a 
1% agarose, 1× Tris Borate EDTA buffer (TBE) gel, at 5.5 V/cm for 1 h at room temperature. �e reactions were 
stopped with 1% SDS and treated with 0.5 mg/ml proteinase K for 15 min at 37 °C and analyzed in the same con-
ditions as the relaxation assays.

�e oligomerization state of the K168A mutant was analyzed by gel filtration chro-
matography with a Superdex200 10/300 GL column (GE Healthcare). Protein samples concentrated at 1.0 mg/ml 
with and without an excess of AM-PNP were injected on the column equilibrated against 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 
5 mM MgCl2, 200 mM NaCl and 0.1 mM BME, at a flow rate of 0.3 ml/min.

Thermal shift assays. The thermal shift assay was performed on a Prometheus NT.48 apparatus 
(NanoTemper Technologies). �is technique records the absorption of tryptophan and tyrosine at respectively 
330 and 350 nm by Differential Scanning Fluorimetry (DSF) as the protein unfolds in a temperature gradient 
from 20 to 95 °C. �e buffer solution and protein concentration were the same as the ones used for gel filtration.

ATPase assays were performed as described by Lindsley et al.61. ATP hydrolysis 
is coupled with the oxidation of NADH through a cascade of pyruvate kinase (PK) and lactate deshydrogenase 
(LDH) reactions. �e absorbance is monitored at 340 nm over 200 seconds at 37 °C with a Shimadzu 1700 spec-
trophotometer. Reactions were recorded in triplicates with 75 nM protein and 21 nM plasmid DNA (PUC19) in 
500 µl of a buffer containing 50 mM Tris HCl pH7.5, 150 mM potassium acetate, 8 mM magnesium acetate, 7 mM 
BME, 100 µg/mg of BSA, 4U/5U of PK/LDH mixture, 2 mM PEP, and 0.2 mM NADH.

Purified protein samples (5–10 µg) were loaded on a SDS polyacrylamide 
gel and bands were excised from one-dimension gel lane and subjected to manual in-gel reduction, alkylation 
and digestion. �e gel bands were reduced with 10 mM DTT for 1 h at 57 °C and alkylated for 45 min in the 
dark with 55 mM iodoacetamide. Each band was duplicated and digested with 600 ng of trypsin (Promega) over-
night at 37 °C. �e extracted peptide solutions were then dried using a SpeedVac centrifuge (5301 Concentrator 
Eppendorf). Detailed procedures for the NanoLC-nanoESI/MS-MS analysis of the resulting peptides with an 
OrbiTrap ELITE mass spectrometer are provided in supplemental materials.

Phosphate concentration was assessed using the Malachite Green Assay kit from 
Cayman chemical. 10 µg of HsTop2α was incubated for 30 minutes at 37 °C with increasing ratio of purified 
lambda phosphatase to release all phosphates from the recombinant protein. �e reaction was performed in a 
buffer containing 50 mM Hepes pH 8.0, 2 mM DTT and 0.01% Brij 35. �e reaction mix was then incubated with 
the malachite kit reagent and absorbances at 620 nm were measured in a 96 well plate on a Synergy HTX spec-
trophotometer. Experiments were run in triplicates. Phosphate concentration was assessed using the calibration 
curve and standard solutions provided in the assay kit.
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�e structure of the ATPase domain of human DNA topoisomerase 2α dimer was 
obtained from the Protein Data Bank (PDBID: 1ZXM)9. For the modelling, the AMP-PNP was replaced by ATP 
in the binding pocket. �e missing loops were constructed by homology modelling using the Modeller program62 
and this structure was used for all subsequent calculations. All calculations were done using the CHARMM 
program63 and the all-atom force field for proteins64. Hydrogen atoms were placed using the HBUILD facility65 
in the CHARMM program.�e detailed procedures for normal mode analysis following a previously developed 
protocol66 are provided in supplemental materials.

All data generated or analysed during this study are included in this published article (and its Supplementary 
Information files).
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Les sites de phosphorylation S723 et S725 sont situés sous le domaine de liaison à l’ADN face à 

un ion magnésium et au cœur d’un réseau d’interaction qui stabilise des hélices des domaines WHD 

et TOPRIM.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 2 Nombre d�identification pour chaque site de phosphorylation et d�acétylation pour la . La colonne 
« Détections » représente le nombre de fois que le site est identifié dans les deux systèmes d�expression et la barre 
est une visualisation comparative de ce chiffre avec les autres sites. Les cellules colorées en bleu désignent les sites 
identifiés dans les deux systèmes d�expression. 
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Figure 60 Localisation des sites de phosphorylation en rouge et d�acétylation en bleu sur la structure 

tridimensionnelle des domaines catalytiques de la TopII (PDB ID : 1ZXM et 3QX3).  

 

6. Analyses comparatives des PTM trouvés en cellules cancéreuses et dans les 

cellules BHK21/S.cerevisiae pour chaques isoformes  
 

Dans cette section, nous allons analyser et interpréter les résultats sur les identifications de PTM 

sur les TopII  et la TopII . Pour ce faire, nous allons tout d’abord comparer les PTMs mises en 

évidence dans nos études (cellules BHK21 et S. cerevisiae) et celles présentées dans la base de 

données Phosphosite+ où les modifications des TopIIs sont majoritairement issues de cellules 

cancéreuses. Grâce à un alignement de séquences protéiques des enzymes humaines, nous allons 

comparer les positions des sites de phosphorylation et des acétylations des deux isoformes. Enfin, 

nous nous attacherons plus particulièrement à décrire des positions qui présentent un intérêt pour 

l’étude du cycle catalytique des TopII. 
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La base de données Phosphosite+ a été lancée en 2003 et répertorie les modifications chimiques de 

chaque protéine qui ont été publiées dans la littérature à partir de résultats in vitro et in vivo 272. 

Nous avons choisi de travailler avec cette base de données car elle est complète et claire. N’ayant 

pas mené l’identification des SUMOylations et les ubiquitinylations, nous nous concentrerons 

principalement sur les phosphorylations et les acétylations.  

 

Analyse des PTMs de la TopII  identifiées dans des cellules en équilibre homéostatique 

et dans des cellules cancéreuses 

 

La base de donnée Phosphosite+ répertorie les résidus qui sont les cibles des modifications post-

traductionnelle et précise dans quelles lignées cellulaires elles ont été identifiée272 . En ce qui 

concerne les TopIIs humaines, les sites répertoriés sont exclusivement identifiés dans des cellules 

cancéreuses. Cette particularité permet une comparaison des résidus modifiés par phosphorylation 

ou acétylation entre les cellules « saine » ou en équilibre homéostatique avec les résidus modifiés 

dans les cellules cancéreuses170 (Figure 62 et 63).  . Dans ces dernières, 40% des sites de 

phosphorylations sont identifiés sur le corps catalytique contre 10% pour les cellules en équilibre 

homéostatique. La phosphorylation de résidus tyrosines est détectée sur la TopII  uniquement dans 

les cellules cancéreuses. La tyrosine catalytique conservée à la position 805, est phosphorylée dans 

des cellules lymphocytaires de Jurkat et dans des lymphoblastes K-562. Cette tyrosine est 

impliquée dans la coupure réversible de l’ADN, et sa modification pourrait grandement altérer les 

activités catalytiques de la TopII . Enfin, il existe sur la TopII  une zone sur le Coiled-Coil domain 

et sur le domaine Tower ne présentant aucune phosphorylation (Figure 61a). En ce qui concerne 

les acétylations, aucune n’est répertoriée dans la région où l’ADN est stabilisé (Figure 61b). 
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Figure 61 Les régions colorées en noir représente celles où aucune (a) phosphorylation 
et (b) acétylation n�ont été identifiées dans la base de donnée Phosphosite+ ou dans notre étude. 

 

En ce qui concerne les acétylations, 15 ont été identifiées dans des cellules cancéreuses, soit le 

même nombre de sites identifiés que dans notre étude. Néanmoins, la localisation est différente : 

nous avons mis en évidence des acétylations exclusivement sur le corps catalytique tandis que sur 

Phosphosite+ 13 des 15 acétylations en cellules cancéreuses sont localisées sur le domaine C-

terminal. Une étude suggère que les sites d’acétylations se trouvent sur des domaines structurés273. 

Si cela est effectivement le cas, cela suggère que le CTD peut être structuré et non flexible sous 

certaines circonstances dictées par les PTMs . Aucune acétylation n’a été observée sur le domaine 

de liaison de l’ADN. Enfin au sein des cellules cancéreuses, les positions des résidus acétylés 

ne sont pas identifiées comme ubiquitinylées ou SUMOylées à l’exception des lysines K397, 

K1276 et K1454 qui sont identifiées comme site d’ubiquitinylation et K1196 qui peut être 
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ubiquitinylée et SUMOylée. Il est intéressant de mettre en exergue que la majorité des sites 

d’acétylations de la protéine produite en cellule BHK21 ou en levure, sont ubiquitinylés dans les 

cellules cancéreuses à l’exception des lysines K207, K662, K1034 et K1096. Cela témoigne d’un 

changement de fonctionnalité de ces sites de modification. Il a été reporté que l’acétylation peut 

protéger les protéines contre la dégradation par la voie du protéasome 26S274
, ce qui est une 

hypothèse intéressante car si cela est vérifié, la TopII  serait plus dégradée dans les cellules 

cancéreuses ce qui pourrait altérer la division cellulaire. Cependant, le double rôle d’une lysine 

acétylée ou ubiquitinylée est complexe car il intervient majoritairement dans la stabilité de la 

protéine mais aussi dans le recrutement de partenaires protéiques274,275.  

Les ubiquitinylations concernent 67 résidus répartis sur la totalité de la protéine, à l’exception des 

300 premiers résidus de l’extrémité N-terminale et des 30 derniers résidus de l’extrémité C-

terminale. Les 30 derniers résidus ne présentent que des phosphorylations et aucune autre PTMs. 

Ces résidus font partie d’une zone d’interaction avec la chromatine récemment identifiée256. Cette 

région, appelée  « chromatin tether », intervient dans l’interaction entre la TopII  et l’ADN et est 

importante pour le bon déroulement de la mitose. Dans la base de données, la majeure partie des 

lysines SUMOylées sont aussi ubiquitinylée à l’exception des lysines K625 et K1240.  
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Figure 63 Positions des modifications post-  Le code 
couleur est identique à la figure 62. K1196 pouvant être acétylé, SUMOylé et ubiquitinylé est coloré en orange. Les 
résidus SUMOylés pouvant être ubiquitinylés sont colorés en vert pâle.  Figure issue de Lotz. C, et Lamour. V. 170 

 

Analyse des PTMs de la TopII  identifiées dans des cellules en équilibre homéostatique 

et dans des cellules cancéreuses 

De manière générale, comme pour la TopII , nous observons plus de phosphorylations et 

d’acétylations sur la TopII  dans les cellules cancéreuses que dans les cellules en équilibre 

homéostatique (Figure 64 et 65). Il y a 79 phosphorylations identifiées en cellules cancéreuses 

contre 42 dans notre étude. Dans les deux cas, les phosphorylations se trouvent en majorité sur le 
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domaine C-terminal, comme pour l’isoforme . 42% des sites de phosphorylation de la TopII  se 

trouvent sur le corps catalytique pour les enzymes issus de cellules cancéreuses contre 12% pour 

les cellules en équilibre homéostatique.   Cependant, sur la TopII  il existe aussi une zone sans 

phosphorylation mais qui est différente de son homologue car cette zone ne concerne que le 

domaine TOPRIM. De même que la TopII , les tyrosines sont identifiées comme phosphorylées 

uniquement dans les cellules cancéreuses. Cependant la tyrosine catalytique Y821 de la TopII  

n’est pas retrouvée comme site de phosphorylation d’après la base de données Phosphosite+.  

 

Au total, 17 acétylations de la TopII  ont été identifiées dans les cellules cancéreuses et 5 dans 

notre étude. À l’exception de la lysine K1543, tous les sites d’acétylation que nous avons mis en 

évidence dans notre étude sont aussi ubiquitinylés. Quant aux lysines acétylées identifiées dans les 

cellules cancéreuses, celles présentes sur le domaine C-terminal sont sujettes exclusivement à cette 

modification. Par opposition, les lysines présentes sur le corps catalytique sont aussi ubiquitinylées 

et la lysine K1027 peut aussi bien être ubiquitinylée que SUMOylée. Les fonctions de ces lysines 

sont par conséquent multiples étant donné que la majorité des lysines sont sujettes à de multiples 

PTMs. Enfin, la zone dans laquelle aucune acétylation n’est répertoriée est la même que pour la 

TopII  soit au niveau du domaine de liaison à l’ADN. Ceci nous permet de conclure que pour les 

deux isoformes de TopIIs humaines, l’acétylation ne régule pas directement  la fixation de l’ADN.  
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Figure 64 Modifications post-  reportées sur une représentation de la séquence 

peptidique où la porte N est représentée en cyan, la porte à ADN en gris et le domaine C-terminal en hachuré. Les 

sites identifiés dans notre étude se situent en dessous de la barre. Les sites au-dessus de la barre sont répertoriés 

dans la base de données Phosphosite+. Les phosphorylations sont colorées en rouge/violet, les acétylations sont 

colorées en bleu clair/foncé, les ubiquitinylations sont colorées en jaune et les SUMOylation sont colorées en vert. 
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Figure 65 Positions des modifications post-traductionnelles présentent sur le corps catalytique de la TopI  Le code 
couleur est identique à la figure 64. K368 pouvant être acétylé, SUMOylé et ubiquitinylé  au sein d�un même stade 
homéostatique cellulaire est coloré en orange. Les résidus SUMOylés pouvant être ubiquitinylés sont colorés en vert 
pâle. K974 pouvant être acétylé et ubiquitinylé  au sein d�un même stade homéostatique cellulaire est coloré en 
violet. 

 

Concernant l’ubiquitinylation, la TopII  présente des sites de modifications sur l’ensemble de sa 

séquence protéique. La TopII  porte dans sa partie N-terminale une lysine en position 34 pouvant 

être ubiquitinylée. La lysine K34 peut également être sujette à une SUMOylation montrant que 

l’extrémité N-terminale chez la TopII  est régulée par des PTMs contrairement à celle de la 

TopII . 14 sites SUMOylation ont été identifiés, le résidu K1266 ne peut être que SUMOylé, tandis 

que les autres résidus sont aussi sujets à une réaction d’ubiquitinylation. 
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Comparaison de la position des sites de phosphorylation et d’acétylation des deux 

isoformes de TopIIs humaines 

 

L’alignement des séquences protéiques TopII  et  se trouve en Annexe 1 de ce manuscrit. Après 

avoir comparé la distribution des PTMs sur les TopII exprimées en cellules cancéreuses et non 

cancéreuses, nous avons comparé cette distribution entre les deux homologues. Grâce à cet 

alignement, nous avons pu mettre en évidence des sites de phosphorylations conservés entre les 

deux isoformes, sites qui sontmodifiés dans les cellules en équilibre homéostatique et cancéreuses. 

Ces phosphorylations pour les deux isoformes sont principalement localisées sur les domaines C-

terminaux non conservés, à l’exception des résidus S709 (TopII )/S725 (TopII ). Le résidu S390 

de la TopII  et son équivalent la S406 de la TopII  ne sont phosphorylés que dans des cellules en 

équilibre homéostatique BHK21. Les seuls résidus dont le rôle est documenté dans la littérature 

sont en position 1213, 1354, 1361, 1365, 1393 et 1469 chez la TopII 114,244,276,277.Selon 

l’alignement de séquence, seuls certains sites de phosphorylation communs aux deux isoformes 

sont modifiés dans les deux types cellulaires (Figure 66), ce qui n’est pas le cas concernant les 

acétylations. Les acétylations conservées entre les deux isoformes des TopIIs humaines sont les 

résidus suivants K520 (TopII ) / K536 (TopII ), K584 (TopII ) / K600 (TopII ) et K1011 

(TopII ) / K1027 (TopII ). Les acétylations 520/536 et 584/600 sont localisées en surface et à 

l’intérieur du domaine TOPRIM, tandis que les acétylations 1011/1027 se situent dans le domaine 

Tower, à proximité et pointant vers l’ADN. Les positions de ces sites ne sont pas modifiées dans 

les cellules cancéreuses et aucune étude spécifique sur ces résidus n’a été reportée. Certains sites 

de phosphorylation de la TopII  ont été identifiés sur des régions non conservées chez la TopII  

et sont donc spécifique à cette isoforme. Cela concerne les sites T1262, T1287, S1395, T1398, 

S1447, S1517, S1519 et S1576. Ces derniers sont donc peut être importants pour le fonctionnement 
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Figure 66 Sites de phosphorylation communs aux TopII  et  identifiés dans des cellules saines et cancéreuses.  

L’alignement de séquences en Annexe 1 permet de visualiser une région dans le domaine C-

terminal qui est particulièrement phosphorylée dans les deux isoformes. Cette région s’étend des 

résidus 1354 à 1397 chez la TopII  et de 1420 à 1475 chez la TopII . C’est une zone de la TopII  

connue pour être phosphorylée par les caséine kinase II, p34 cdc2 et GSK3 , et pour intervenir  

notamment dans la stabilité des TopIIs, un exemple illustrant cela est la dégradation de TopII  par 

la voie protéasomal initiée par la phosphorylation des sérines 1361 et 1365244,276. 

Il serait intéressant de mieux caractériser cette zone qui peut potentiellement être une plateforme 

de recrutement de partenaires protéiques.  

Analyse de sites modifiés pertinents pour l'activité catalytique de l'enzyme   

Nous nous sommes intéressés particulièrement au rôle de la lysine 168 chez la TopII . Nous avons 

montré que l’acétylation de ce résidu conservé peut jouer un rôle dans le couplage entre l’hydrolyse 

de l’ATP et la dimérisation du domaine ATPase267. 

Cette étude en combinaison avec la littérature nous indique qu’il faut prendre en compte l'impact 

des PTMs dans l’étude du cycle catalytique des TopII. En tenant compte de ces modifications, il 

sera à l’avenir peut être possible de d’inhiber de façon plus spécifiquement ces enzymes tout au 

long du cycle cellulaire ou à une étape bien précise du cycle catalytique. À la vue du grand nombre 

de modifications présentes chez les deux isoformes, nous souhaiterions dans la suite de ce travail 

caractériser les positions suivantes qui selon nous, permettraient de mieux comprendre l’impact 

des PTM.  
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Y 805 (TopII )  

 

La tyrosine catalytique Y805 a été identifiée comme phosphorylée dans deux lignées cellulaires 

leucémiques lymphocytaires, la lignée de lymphoblaste K-562 et la lignée de lymphocyte T de 

Jurkat traitée à la calyculin A un inhibiteur de phosphatase serine/thréonine PP1 et PP2A, et avec 

le pervanadate, un inhibiteur de phosphatase tyrosine. 

Les cellules K-562 possèdent le gène de fusion BCR-ABL conduisant à une anomalie dite du 

chromosome de Philadelphie278. Cette aberration génétique produit une protéine ayant une activité 

de tyrosine kinase dérégulée279. Les lymphocytes de Jurkat sont utilisés pour leur grande production 

d’interleukine 2, cytokine participant à la croissance des lymphocytes T. Il a été montré que cette 

lignée est déficiente en phosphatase PTEN et SHIP.  L’effet du pervanadate sur cette lignée est la 

hausse de l’activité de tyrosine kinase src like, lck et fyn entre autres280,281. Quant à la calyculin A 

elle dégrade I B 282 impactant le bon fonctionnement de NF- 283. On peut en conclure que la 

phosphorylation de la tyrosine 805 est un évènement anormal et dont le rôle reste à déterminer dans 

le contexte de la régulation de ces cellules cancéreuses. 

Une phosphorylation à cette position impactera nécessairement le mécanisme catalytique des 

TopIIs, mais pourrait ne pas inhiber complètement la réaction de transestérification. En effet, la 

valeur calculée du pKa est de 6 pour une phosphotyrosine contre 10 pour une tyrosine normale284, 

soit plus acide est plus réactive encore à échanger des électrons avec une base. Néanmoins la 

présence d’un groupement phosphate à l’extrémité de la chaine latérale de la tyrosine catalytique 

peut aussi impacter d’un point de vue stérique l’insertion de l’ADN au niveau du domaine de liaison 

(Figure 67). Cependant le calcul du pKa ne prend pas en compte l’environnement physico-

chimique de cette tyrosine qui est dynamique durant le cycle catalytique et en interaction avec les 

acides nucléiques. Des études de dynamique moléculaire seraient intéressantes pour voir si cette 

modification peut influer sur la capacité de coupure de l’ADN par la TopII . Les phosphotyrosines 

sont différentes des phosphoserines/phosphothréonines, leur groupement fonctionnel étant plus 

grand et morphologiquement différent, elles sont capables d’interagir avec des partenaires qui 

possèdent un domaine de liaison des phosphotyrosines285. Une caractéristique qui diffère des 

domaines de reconnaissance des phosphosérines et phosphothréonine286. Il est donc possible que 
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les TopII  portant cette modification puissent avoir une activité catalytique différente des TopII  

ne portant pas cette modification.  

 

 

Figure 67 Possibles impacte ualisation schématique 
(en haut) et sur la structure (en bas) de la tyrosine catalytique non phosphorylé (à droite)( PDB ID : 5GWK) et 
phosphorylé (à droite). La structure portant la mutation ponctuelle est générée avec le logiciel Vienna-PTM 2.0287-289. 

 

K1196 (TopII ) 

La lysine 1196 est identifiée comme acétylée dans les cellules de Jurkat traitées au pervanadate et 

à la calyculin A. Cependant cette lysine est ubiquitinylée dans ces mêmes cellules traitées au 

bortezomib, un inhibiteur du protéasome 26S ainsi que dans des cellules Hep-2 une lignée dérivée 

des cellules HeLa avec ce même traitement. Enfin K1196 a été identifiée comme SUMOylée dans 

des cellules HeLa 290-292.  
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La position 1196 se trouve à la limite du corps catalytique structuré et du CTD intrinséquement 

désordonnée. Nous savons que le CTD peut participer à l’activité catalytique76, bien que l’on ne 

connaisse pas pour l’heure son rôle exact dans l’activité de la TopII . Nous pouvons supposer  que 

le comportement de l’enzyme serait altéré suivant la présence ou non de modification sur cette 

position. Il est possible qu’une acétylation qui est un petit groupement chimique influera 

différemment d’un groupement SUMO ou Ubiquitine sur la localisation du CTD par rapport au 

corps catalytique. Il est cependant difficile à ce stade de faire plus d’hypothèses sur cette position 

sans données structurales et fonctionnelles sur cette partie de l’enzyme.  

S709 (TopII )/ S725 (TopII ) 

Ces phosphorylations se trouvent sur une zone où la séquence peptidique est strictement conservée 

entre les deux isoformes. Les phosphorylations S709 et S725 ont été identifiées dans nos études 

sur les 2 isoformes produits dans la levure. Sur Phosphosite+ on retrouve ces modifications au sein 

des cellules HeLa, dans les cellules pulmonaires cancéreuses PC-9 et à partir d’analyse sur le foie 

de souris saine293-295.  

Ces phosphorylations se trouvent à proximité de l’ion Mg2+impliqué dans la catalyse de la réaction 

de coupure de l'ADN. Pour les deux isoformes, ces serines participent à la stabilisation de cet ion 

en stabilisant l’hélice A’ 1 du domaine de liaison à l’ADN via une interaction avec la glutamine 

544 pour la TopII  et 560 pour la TopII  (Figure 68).  
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Figure 68 Les sérines 709 nt de façon indirecte au maintien de l�ion cofacteur 

coloré en orange claire, ce qui a pour conséquence de stabiliser la position du motif DQD coloré en violet qui interagit 
directement avec l�ion cofacteur. 

Enfin cette serine est conservée chez les isoformes humains mais pas chez la levure S.cerevisiae 

ou chez la drosophile où elle est remplacé dans les deux cas par une alanine270. 

Ces éléments nous amènent à penser que cette position est importante car elle est spécifique aux 

eucaryotes supérieurs et se situe dans une zone avec de larges mouvements allostériques. Enfin 

elles participent à la stabilisation de l’ion magnésium nécessaire au bon déroulement de la réaction 

de transestérification. Ces positions étant phosphorylé chez la TopII  et  indépendamment du 

statut homéostatique de la cellule, il est possible de penser que cette modification est importante 

pour les mouvements allostérique du domaine de liaison à l’ADN, ainsi qu’à la réaction de coupure 

du segment G. 

7. Étude de l�influence des phosphorylations sur les TopII  
 

L’identification des phosphorylations et des acétylations sur les isoformes entiers de TopIIs 

humaines a mis en lumière une multitude de résidus qui sont régulés par les PTMs. Ces sites de 

modifications affectent des résidus à des positions clés au sein de la structure tridimensionnelle. 

Néanmoins la question qui est posée est de savoir quel effet les PTMs comme les phosphorylations 

identifiées en abondance, ont sur l’activité globale et l’architecture tridimensionnelle des TopIIs 
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humaines. Pour répondre à cette question nous avons divisé le travail en deux projets : l’étude de 

l’influence des phosphorylations sur les activités des TopIIs humaines entières et l’étude de 

l’influence des phosphorylations sur la structure des domaines C-

impactés par ces modifications. 

 

7.1. Étude de l�influence des phosphorylations sur les TopIIs entières 
 

7.1.1. Mise au point de la production des TopII  déphosphorylées  

 

Afin de produire un échantillon entièrement déphosphorylé, nous avons choisi d’utiliser la  

phosphatase (LPP)296 297 que nous avons exprimée dans les bactéries et 

purifiée d’après le protocole décrit dans la section « Matériel et méthode » de ce manuscrit.  

 Les TopIIs ont été incubées avec une quantité croissante de LPP dans un tampon contenant des 

ions manganèse nécessaires à l’activité de la LPP  et du détergent BriJ 35296.  Nous avons réalisé 

l’incubation avec la LPP sur la nuit à 4°C afin de déphosphoryler en parallèle de l'étape de coupure 

des étiquettes de purification en N et C-terminale par la protéase P3C (Figure 69). La 

déphosphorylation des échantillons est analysée sur gels SDS-PAGE après incubation dans le 

colorant commercial Pro-Q Diamond qui colore de façon spécifique les phosphoprotéines. Il 

contient un composé fluorescent qui a un profil d’excitation et d’émission 550nm/580 nm est 

spécifique des phosphoprotéines 298. 

 

Figure 69 Analyse de l�efficacité de la réaction de déphosphorylation effectuée à 4°C sur la nuit par la LPP sur gel SDS-
PAGE coloré avec le colorant spécifique aux phosphoprotéines Pro-Q Diamond. Le contrôle annoté « ctrl » est la 
TopII e en fin de purification. 
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Durant l’incubation sur la nuit, un ratio mole à mole de 1/40 (TopII/LPP) a été nécessaire pour 

déphosphoryler les deux isoformes in vitro.  

Compte tenu de la quantité nécessaire pour une réaction optimale à 4°C, nous avons décidé 

d’incuber le mélange réactionnel à 30°C pendant 30 minutes (Figure 70).  

 

 

 

 

 

Figure 70 Analyse de l�efficacité de la réaction de déphosphorylation effectué à 30°C pendant 30 minutes par la LPP 

sur gel SDS-PAGE coloré avec le colorant spécifique aux phosphoprotéines Pro-Q Diamond. Le contrôle annoté « ctrl » 

 . 

Dans ces conditions, les échantillons sont faiblement déphosphorylés, même en incubant une 

quantité équimolaire de LPP et de TopIIs. Afin de tester l’activité de notre phosphatase purifiée, 

nous avons utilisé par comparaison  une LPP commerciale de NEB (LPPc) dans les mêmes 

conditions.  

Dans un premier temps, étant donné que la concentration de la LPPc est exprimée en unité, nous 

souhaitions savoir combien une unité représente en quantité de LPP (Figure 71). Pour cela nous 

avons titré 1 µl de cette enzyme sur un gel SDS-PAGE avec des quantités connues de LPP purifiée. 

De plus l’analyse sur gel SDS-PAGE permettra d’apprécier la pureté de la phosphatase 

commerciale et de la comparer avec celle que nous avions produite.  
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Figure 72 Analyse de l�efficacité de la réaction de déphosphorylation effectué par la LPPc  sur gel SDS-PAGE coloré 

avec le colorant spécifique aux phosphoprotéines Pro-Q Diamond. Le contrôle annoté « Ctrl » est la TopII sous sa 

forme phosphorylée en fin de purification. L�échantillon « a » représente le résultat d�une réaction équimolaire entre 

LPPc �échantillon « b » représente le résultat d�une réaction équimolaire entre LPPc 

pendant 30 minutes à 30°C.  L�échantillon « c » représente le résultat d�une réaction équimolaire entre LPPc 

pendant 30 minutes à 37°C. Les autres réactions se sont déroulées à 4°C sur la nuit.  

 

La conclusion de cette expérience est que l’activité de la LPPc est identique à celle de la LPP. En 

utilisant les mêmes ratios, le taux de phosphorylation est similaire entre les traitements avec les 

deux LPP. L’utilisation du tampon commercial ou l’incubation à 30°C avec LPPc ne semble pas 

changer l’efficacité de la réaction.  

Nous avons donc choisi de continuer d’utiliser la  phosphatase produite dans notre laboratoire, la 

réaction a été réalisée avec un ratio 40 moles de LPP pour 1 mole de TopII . 

 

7.1.2. Production à grande échelle des TopII  sous leurs formes  phosphorylée et 

déphosphorylée  

 

Une fois la réaction de déphosphorylation mise au point, nous avons entrepris de produire de la 

TopII  et  sous leur forme phosphorylée et déphosphorylée à grande échelle. L’objectif de 

produire à partir de grandes quantités est d’avoir assez de protéine pour faire des tests d’activités 

et évaluer l’influence des phosphorylations sur leurs activités catalytiques.  

Les protocoles de purification pour les deux isoformes sont identiques à ceux décrits pour les 

protéines natives. Cependant après élution de l’étape d’affinité sur colonne Streptavidine, la 
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quantité de protéine obtenue est divisée en deux échantillons. La réaction de déphosphorylation se 

fait en parallèle de la coupure à la P3C. La 1ère échantillon sera déphosphorylé, le second sera 

incubée dans les mêmes conditions mais sans LPP, le troisième échantillon sera uniquement digéré 

à la P3C dans les conditions normales de purification (Figure 73 et 74).  

 

Figure 73 Schéma récapitulatif des étapes de purification en vue de la production de la TopII  sous forme 
phosphorylé et déphosphorylée. Le tampon de déphosphorylation finale est le suivant : 25 mM HEPES pH 8.0 ; 190 
mM NaCl ; 190 mM KCl ; 14 % Glycérol ; 1 mM MnCl2 ; 0.01% Brij 35 ; 2 mM DTT. 
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Figure 74 Purification de la TopII  sous forme phosphorylée et déphosphorylée. Les chromatogrammes et gels SDS-
PAGE représentent le passage des échantillons sur une colonne échangeuse d�ion Héparine. (a) Le premier 
chromatogramme représente l�élution d�un échantillon de LPP seul, ce dernier n�est pas retenu par la colonne et est 
évacué de la colonne dans les conditions de purifications établies. (b) Le chromatogramme du milieu représente la 
purification d�un échantillon TopII  + P3C. La P3C n�est pas retenue par la colonne et la forme 
phosphorylée de la TopII  est éluée de la colonne à une conductivité de 42mS/cm.(c) Le chromatogramme du bas 
représente la purification d�un échantillon TopII  + P3C + LPP. La P3C et la LPP ne sont pas retenus 
par la colonne et la forme déphosphorylée de la TopII  est éluée de la colonne à une conductivité de 42mS/cm. Les 
gels SDS PAGE montrent le profil d�élution des formes phosphorylée et déphosphorylée en fin de purification. 
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Lors de l’étape de purification de l’échantillon déphosphorylé sur la colonne Héparine, nous 

observons une augmentation de l’absorption à 280 nm dans la fraction non retenue. Ce pic 

d’absorption correspond à la LPP, d’après des tests réalisés sur le passage de LPP seule sur colonne 

Héparine dans les mêmes conditions. Le rendement est de 2 mg de chaque forme à partir de 6 L de 

culture de mammifère, soit un rendement de 1mg/L de culture. La disparition de la bande 

caractéristique correspondant à la LPP sur le gel SDS-

que l’utilisation de la colonne échangeuse d’ions Héparine permet une bonne séparation de la LPP 

  

Afin de vérifier si la réaction de déphosphorylation a fonctionné, les échantillons sont analysés sur 

un gel SDS-PAGE suivi d’une coloration au colorant Pro-Q Diamond (Figure 75).   

 

 

 

 

 

 

 

Figure 75 Vérification de l�efficacité de la réaction de déphosphorylation sur un gel SDS-PAGE coloré avec le colorant 

spécifique aux phosphoprotéines Pro-Q Diamond. Les astérisques rouge, vert et bleu représentent respectivement 

la forme phosphorylée, déphosphorylée et le contrôle la TopI d�E.coli. 

En comparant l’intensité de bandes révélées par la coloration des phosphoprotéines, nous pouvons 

en conclure que la réaction de déphosphorylation a fonctionné. Ces échantillons ont ensuite été 

analysés par spectrométrie de masse pour identifier les sites de phosphorylation potentiellement 

présents. Les résultats de l’analyse sont reportés dans le tableau ci-dessous (Tableau 3) : 
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 TopII  phosphorylé TopII  déphosphorylé 

Nombre de sites de 

phosphorylation identifiés 

28 2 

Nombre de peptides 

phosphorylés 

809 12 

Nombre de peptides total 14296 15561 

Taux de phosphorylation 5.66% 0.07% 

 

Tableau 3 Résultat de l�analyse par spectrométrie de masse pour l�identification des peptides modifiés et non 
modifiés en fin de purification.  

L’analyse en spectrométrie de masse indique que la fraction supposée entièrement déphosphorylée 

ne l'est pas entièrement car deux sites sont encore identifiables, la sérine 1106 et la thréonine 1343. 

Cependant nous caractériserons ce lot de protéine, car le taux de phosphorylation de l’échantillon 

que l’on identifie usuellement 267. 

Les échantillons produits avec un rendement et une pureté suffisante, nous avons voulu tester si la 

présence ou non de phosphorylation impacte la stabilité thermique de l’enzyme (Figure 76). Pour 

cela nous avons utilisé la méthode de la fluorimétrie différentielle à balayage (NanoDSF). La 

mesure de fluorescence est basée sur l’absorption et l’émission des résidus aromatiques 

tryptophane et tyrosine, qui émettent de la fluorescence aux longueurs d’ondes 330 nm et  350 nm. 

Lors de la dénaturation de la structure protéique, les tryptophanes enfouis et impliqués dans les 

cœurs hydrophobes se retrouvent en surface et le ratio 330nm/350nm va augmenter, témoignant 

ainsi d’une dénaturation de la protéine. Les échantillons suivants ont été analysés avec cette 

technique -à-  

phosphorylée qui n’a pas été incubée dans le tampon de  de déphosphorylation.  
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Figure 76 Analyse NanoDSF montrant la stabilité thermique des échantillons TopII  phosphorylée en vert, 
déphosphorylée en rouge et le contrôle TopII  phosphorylé n�ayant pas incubé dans le tampon de déphosphorylation 
finale. La mesure de stabilité est faite par calcul du ratio d�intensité de fluorescence à 330 et 350 nm pendant la 
montée en température. Le panel du haut mesure la valeur du ratio de l�émission de fluorescence 330/350 nm. Le 
panel du bas représente la 1er derivée de la valeur du ratio 330/350 nm et aide à la visualisation des résultats.  

Dans les conditions d’ana

la stabilité thermique de l’enzyme. En effet si l’on compare avec l’étude portant sur l’étude du 

mutant K168A267 ou le projet portant sur l’étude fonctionnelle et structurale de la Gyrase en 

complexe avec l’ADN et la gépotidacine (voir Chapitre III)299 la stabilité thermique de ces 

protéines étaient impactée avec une différence de température de minimum 8°C. Sur ces résultats 
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nous en déduisons donc que la différence de température observée n’est pas significative.  En 

conclusion l’absence de phosphorylation sur la protéine ne semble pas modifier la stabilité de la 

structure  

 

7.1.3. Influence des phosphorylations sur l�activité catalytique des TopIIs 

 

La TopII  produite sous sa forme phosphorylée et déphosphorylée est en quantité suffisante pour 

des analyses fonctionnelles. À partir de ces échantillons, il est donc possible d’évaluer le possible 

impact des phosphorylations sur les activités catalytiques de la  TopII . Nous avons réalisé pour 

les deux formes en parallèle un test de relâchement de l'ADN, un test de décaténation et un test 

d’hydrolyse de l’ATP.   
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Figure 77 Étude de l�impact des phosphorylations sur l�activité in vitro . (a) test d�hydrolyse de l�ATP, 
résultat moyenné sur deux triplicats. (b) test de relâchement sur un ADN PUC19 surenroulé négativement. (c) test 
de décatenation sur un réseau d�ADN circulaire kDNA (kinetoplast DNA). 

L’interprétation commune à 

sur sa fonction de régulation de la topologie de l’ADN. La constante catalytique de l’enzyme 

déphosphorylée est deux fois plus importante que son homologue phosphorylé, signifiant que 

l’enzyme déphosphorylé hydrolyse plus rapidement l’ATP (Figure 77a). Dans la réaction de 

 (Figure 77b). Cette observation peut expliquer les valeurs trouvées pour la 
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constante catalytique. Cependant nous observons uniquement la forme clivée du PUC19 et aucune 

peut décaténer l’ADN de façon un peu plus efficace que l’homologue phosphorylé, néanmoins 

comme pour le relâchement, il semblerait qu’une fraction d’ADN clivé persiste durant cette 

réaction (Figure 77c). 

Ces résultats diffèrent de précédentes études publiées. À notre connaissance, seul trois études ont 

réalisées des réactions de déphosphorylation in vitro et tester l’activité des TopIIs. En 1985 

Ackermann etal.300 ont déphosphorylé la TopII de D.melanogaster, l’enzyme était capable de 

relâcher l’ADN mais moins efficacement que l’enzyme sauvage ou l’enzyme traité  par la kinase 

CK2. En 1990 Saijo etal.301  ont déphosphorylé une TopII sans préciser quels isoformes, à partir 

de cellules de souris cancéreuses FM3A. Le traitement à la phosphatase a annihilé l’activité de 

relâchement. Enfin Shiozaki etal.302 en 1992 ont déphosphorylé la TopII de S.pombe et ont conclu 

que le traitement à la phosphatase impacte l’activité de relâchement qui inhibe l’activité de 

l’enzyme, comparé à l’enzyme sans traitement. Le point commun sur ces trois travaux est l’absence 

d’analyse montrant l’efficacité de la réaction de déphosphorylation dû notamment à l’absence de 

tests fiable à l’époque. Néanmoins ces études vont dans la même direction à savoir une baisse de 

l’activité catalytique de relâchement de l’ADN si la TopII est déphosphorylée. Nos résultats 

montrent une activité de relâchement différente de ce qui a déjà été publié avec une proportion 

d’ADN qui n’est plus surenroulé, donc l’enzyme est bien encore active mais le fait qu’une fraction 

d’ADN clivé soit présente n’avait jamais été observé auparavant.    

La question sur le rôle de la phosphorylation dans l’activité catalytique est donc complexe. Les 

résultats obtenus en l’état n'apportent pas de conclusion définitive, et des expériences 

supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cette observation et interpréter correctement ce 

résultat. Enfin la même expérience devra être réalisée sur la TopII  
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7.2. Étude de l�influence des phosphorylations sur les domaines C-

 
 

7.2.1. Purification du CTD de la TopII  

 

Les clonages du domaine C-

partir de culture de bactéries ont été élaborés dans l’équipe à mon arrivée en thèse. Les étiquettes 

servant à la purification des CTDs sont les mêmes que pour les isoformes entiers : une étiquette 

2Strep en N-terminal et une étiquette 10His en C-terminal. La production est réalisée dans la souche 

bactérienne LOBSTER303 avec 1 mM d’IPTG (Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside) pour 

l’induction. L’incubation après induction des cultures est réalisée pendant 4h à 37°C (Figure 78).  

 

 

 

 

 

 

 

 

                                         Figure 78 Test d�induction à l�IPTG sur des bactéries LOBSTR de CTDII . 

Les protocoles de lyse et de centrifugation sont identiques à ceux de la purification des isoformes 

entiers produits en cellules mammifères.  La première étape de purification est réalisée sur deux 

colonnes d’affinité Ni2+ en tandem avec une double colonne d’affinité Streptavidine. Après des 

lavages successifs, l’élution est faite directement dans une colonne d’affinité Streptavidine (Figure 

79a). Après élution et coupure à la protéase P3C pour retirer les étiquettes de purification (Figure 

79b), la seconde étape de purification se fait sur colonne échangeuse d’ion Héparine, avec élution 

par un pallier de 350 mM NaCl et 350 mM KCl (Figure 79c). 
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Nous avons pu obtenir un rendement de 1,5mg/L de culture pour le CTD de la TopII  et de 1.0mg/L 

de culture pour le CTD de laTopII  . La pureté obtenue pour le CTD des deux isoformes est 

satisfaisante pour des études de biochimie et de biologie structurale (Figure 79d). 
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Figure 79 Purification des CTDs. (a) Après lyse des cellules, les échantillons sont soumis à une première étape de 

purification sur deux colonnes d�affinités Nickel et Streptavidine. Les fractions 1,2,3 et 4 correspondent dans 

l�ordre à 1 :l�injection de la fraction soluble, 2 : lavage avec 20 mM d�imidazole, 3 : lavage avec 60 mM 

d�imidazole, 4 : lavage avec 250 mM d�imidazole. L�astérisque correspond au pic d�élution avec 3 mM de 

desthiobiotine. (b) Gel SDS-PAGE montrant l�efficacité de la coupure avec la protéase P3C. (c) Deuxième étape 

de purification sur une colonne échangeuse d�ion Héparine. L�astérisque correspond au pic d�élution avec 750 

mM de sel. (d) Gel gradient SDS-PAGE montrant la pureté obtenu à la fin du protocole de purification pour les 

deux isoformes. 
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Nous avons choisi de phosphoryler les CTDs avec  la caséine kinase II  (CKII) car c’est la kinase 

la plus documentée dans la littérature pour son rôle derégulation de l’activité globale de la 
117,304.  

Nous avons incubé les CTDs avec des quantités croissantes de CKII produite de façon 

recombinante au préalable (voir la section « Matériel et Méthodes » de ce manuscrit). L’incubation 

se fait en présence d’ATP à 37°C pendant 2h (Figure 80). 

 

 

Figure 80 Analyse de l�efficacité de la réaction de phosphorylation effectuée à 37°C incubé pendant 2h par la CK2 sur 
gel SDS-PAGE coloré avec le colorant spécifique aux phosphoprotéines Pro-Q Diamond et au bleu de Coomassie pour 
les protéines totales. Le contrôle annoté « ctrl » est les CTD  et CTDII en fin de purification. Les graphiques 
représentent la valeur du ratio :  d�intensité de bande des gels ProQ/intensité de bande des gels Coomassie.  
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Figure 82 Purification de CTDII  sous forme phosphorylée et déphosphorylée. Les chromatogrammes et gels SDS-

PAGE représentent le passage des échantillons sur une colonne échangeuse d�ion Héparine. (a) Le premier 

chromatogramme représente le passage d�un échantillon de CK2 seul, ce dernier est élué à une conductivité de 60 

mS/cm dans les conditions de purifications établies. (b) Le chromatogramme du milieu représente la purification d�un 

échantillon CTDII  + P3C + CK2. La P3C n�est pas retenue par la colonne et la forme phosphorylée de 

CTDII  est éluée de la colonne à une conductivité de 41mS/cm. (c) Le chromatogramme du bas représente la 

purification d�un échantillon CTDII  + P3C. La P3C n�est pas retenue par la colonne et la forme 

déphosphorylée de la CTDII  est éluée de la colonne à une conductivité de 52mS/cm. Pour les deux derniers 

échantillons les contaminants dus à la mauvaise coupure de la P3C sont élués de la colonne à plus forte concentration 

de sel.  Les gels SDS PAGE montrent le profil d�élution des formes phosphorylée et déphosphorylée en fin de 

purification. 
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Figure 83 Purification de CTDII  sous forme phosphorylée et déphosphorylée. Les chromatogrammes et gels SDS-

PAGE représentent le passage des échantillons sur une colonne échangeuse d�ion Héparine. (a) Le premier 

chromatogramme représente le passage d�un échantillon de CK2 seul, ce dernier est élué à une conductivité de 60 

mS/cm dans les conditions de purifications établies. (b) Le chromatogramme du milieu représente la purification d�un 

échantillon CTDII  phosphorylé + P3C + CK2. La P3C n�est pas retenue par la colonne et la forme phosphorylée de 

CTDII  est éluée de la colonne à une conductivité de 47mS/cm. (c) Le chromatogramme du bas représente la 

purification d�un échantillon CTDII  + P3C. La P3C n�est pas retenue par la colonne et la forme 

déphosphorylée de CTDII  est éluée de la colonne à une conductivité de 42mS/cm. Pour les deux derniers 

échantillons, les contaminants dus à la mauvaise coupure de la P3C sont à la même concentration de sel que 

l�échantillon intacte.  Les gels SDS PAGE montre le profil d�élution des formes phosphorylée et déphosphorylée en 

fin de purification. 
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Durant la production des CTDs phosphorylés, la digestion à la P3C n’a pas été complète pour une 

raison que nous n’avons pas pu clairement identifier. Nous avons pu séparer les formes coupées 

des formes encore avec étiquette pour le CTD de l’isoforme  mais pas pour le CTD de l’isoforme 

. Cependant dans les deux cas la séparation entre le CTD et la CK2 fut possible.  Les rendements 

 

Afin de vérifier si la réaction de phosphorylation a fonctionné, les échantillons ont été analysés sur 

un gel SDS-PAGE après coloration au Pro-Q Diamond, (Figure 84). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 84 Vérification de la réaction de déphosphorylation sur un gel SDS-PAGE coloré au colorant spécifique au 

phosphoprotéine Pro-Q Diamond.  

 

La lecture du gel après coloration montre que la réaction de phosphorylation des CTDs in vitro par 

la kinase CK2 a été efficace. 
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Figure 85 Résultat du logiciel  de prédiction de régions désordonnée prDOS305, basée sur la séquence peptidique des 
protéines. La probabilité de trouver le plus de régions désordonnées se trouve sur le CTD pour les deux isoformes. 

271,305 (Figure 85). La technique 

de la fluorimétrie à balayage différentiel (Nano DSF) peut apporter des informations sur le 

repliement de ce domaine si elle révèle une transition liée à la dénaturation. En effet si lors de 

l’analyse une bande d’absorption est observée cela signifie que l’échantillon possède 

potentiellement des éléments de structure.   
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Figure 86 Analyse NanoDSF montrant la stabilité thermique des échantillons CTDII  phosphorylé et déphosphorylé 
en vert et rouge,  ainsi que le CTDII  sous la forme phosphorylée et déphosphorylée en bleu et violet. Le signal émis 
par CK2 dans les concentrations similaires aux autres échantillons est représenté en noir pointillé. Le panel du haut 
représente la mesure du ratio de fluorescence 330/350 nm. Le panel représente la valeur de la 1er dérivée du panel 
du haut et aide à la visualisation des résultats.  
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L’analyse NanoDSF sur les CTD phosphorylés ou non phosphorylés, n’a pas été concluante 

(Figure 86). En effet si l’on compare la valeur du ratio 330nm/350nm de CK2 dans des 

concentrations similaires, le signal des échantillons CTDs est faible et l’on n’observe aucune 

transition mesurable qui serait liée à la dénaturation de structures. Néanmoins il est toujours 

possible que les phosphorylations puissent induire des éléments de structure. En effet les CTDs des 

deux isoformes ne possèdent qu’un tryptophane dans leur séquence peptidique ainsi que une 

très sensible dans ce cas pour identifier la présence d’éléments structuraux sur ces domaines.  

Nous envisageons donc dans la suite de cette étude de vérifier la présence ou non d’éléments de 

structure secondaire par dichroïsme circulaire. Si les résultats sont encourageants nous souhaitons 

ensuite analyser les échantillons par la technique de diffusion aux rayons X aux petits angles 

(SAXS). Une expériences réalisée dans l’équipe par Arnaud Vanden Broeck  a permis notamment 

de confirmer in vitro que le CTD de la TopII  produit en bactérie, est désordonné d’après la courbe 
299 (Figure 87). 

 

Figure 87 À gauche les résultats de l�analyse SAXS du CTDII  à 10 et 20 mg/ml sous forme du Kratky 
plot. À droite une illustration issue du site internet du Stanford Synchrotron Radiation Lightsource avec la signification 
de l�allure des courbes possibles. Les courbes qu�adoptent le CTDII  sont similaires à celles correspondant à une 
protéine déstructurée. 
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7.2.3. Analyse des sites de phosphorylation de la caséine kinase II  

 

de phosphorylation de cette kinase sur les CTDs. Cette première analyse sera une première 

caractérisation des sites phosphorylés spécifiquement par CK2 et sera importante à l’avenir pour 

les analyses structurales envisagées

connus114,117,244,277,304,306

recherché. Afin d’avoir un premier aperçu des sites pouvant être phosphorylés in vitro par CK2, 

nous avons comme précédemment analysé par spectrométrie de masse les échantillons 

déphosphorylés et phosphorylés.  

 

Figure 88 Sites 
kinase II identifiés par spectrométrie de masse. Les sites entourés en rose sont les sites identifiés uniquement sur la 
base de données Phosphosite+

l�alignement de séquence (Annexe 1). Les sites entourés en bleu ont été étudié dans la littérature et validés par des 
techniques de reconnaissance par anticorps comme site de phosphorylation pour la CK2304,306,307. Les sites entouré 
en gris ont été identifiés sur des échantillons de CTD n�ayant pas subi de réaction de phosphorylation par CK2. 

L’analyse en spectrométrie de masse a permis l’identification de 14 sites de phosphorylation pour 

 (Figure 88) (Tableau 4).  De façon surprenante les sérines 

1213, 1365 et 1525 n’ont pu être identifiés, alors que la phosphorylation sur ces sites est bien 

documentée et que nous les avons identifié dans de précédentes analyses sur les protéines entières 

produites en cellules de mammifères114,244,267,306.   

Parmi ces sites, 4 sont communs aux deux isoformes d’après l’alignement de séquence : 

(Figure 66). Les sites 
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identifiés pour les deux CTDs ont déjà été répertoriés soit par notre étude sur protéines entières soit 

dans la base de données Phosphosite+

n'ont été reportées que dans la base de données Phosphosite+ qui ne répertorie pour les TopIIs 

humaines que des sites sur des lignées cellulaires cancéreuses.   

D’autre part, nous avons mis en évidence des sites de phosphorylation dans les échantillons 

produits dans les bactéries et n’ayant pas eu de traitement à la CK2 (Figure 88 et Tableau 4). Il a 

été montré qu’au sein des bactéries, les protéines qui sont en interaction avec l’ADN et impliquées 

dans la maintenance du génome peuvent être phosphorylées. Par ailleurs une phosphorylation a été 

identifiée sur la sous-unité GyrB de l’ADN gyrase, une des TopIIs bactériennes308, montrant ainsi 

que les topoisomérases procaryotes sont modifiées. Il est donc possible que les CTDs surexprimés 

en bactérie soient  ponctuellement phosphorylées. Néanmoins le niveau de phosphorylation entre 

les formes phosphorylées et non phosphorylées est différent. 

Les  sites de phosphorylation identifiés dans les échantillons CTDs n’ayant pas subi de traitement 

à la kinase ont été identifiés dans notre précédente étude pour les deux isoformes. D’après le 

logiciel de prédiction de site de phosphorylation NetPhos3.1309
 ces sites sont des substrats pour 

CK2 uniquement. Nous avons souhaité identifié un possible homologue de CK2 dans le règne 

bactérien mais à notre connaissance aucun homologue n’a été identifié. De plus, nous n’avons pas 

identifié de logiciel prédisant les sites de phosphorylation de protéines surexprimées dans les 

bactéries.  

 

Phosphorylé 

CTDI  

Déphosphorylé Phosphorylé Déphosphorylé 

Nombre de sites 

de 

phosphorylation 

14 3 25 4 

Nombre total de 

peptides  

4041 6299 6201 5414 

Nombre de 

peptides 

modifiés 

812 33 3027 264 

Taux de 

phosphorylation 

20.10% 0.52% 48.80% 4.88% 

Tableau 4 Résultat de l�analyse de spectrométrie de masse pour l�analyse des peptides modifiés et non modifiés en 
fin de purification. 
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de 10 fois. L’analyse en spectrométrie de masse confirme les résultats obtenus par le gel coloré au 

colorant spécifique des phosphoprotéines.  

Comme pour l’étude sur l’identification des phosphorylations et des acétylations sur les isoformes 

entiers, il faut réitérer cette expérience plusieurs fois pour analyser de façon plus fiable quels 

résidus sont systématiquement phosphorylés 

permettront à l’avenir de comprendre plus précisément la structure et la fonction des domaines C-

terminaux. 

 

8. Discussion et Conclusion 
 

Les TopIIs humaines sont régulées par des modifications post-traductionnelles. L’identification 

des sites de phosphorylation et d’acétylation sur les TopIIs surexprimés dans S.cerevisae et dans 

les cellules de mammifère BHK21 montre que les sites identifiés pour les deux systèmes sont 

similaires. Les deux systèmes d’expression produisent des enzymes homogènes d’un point de vue 

des phosphorylations et des acétylations. La distribution des sites de phosphorylation et 

d’acétylation est identique pour les deux isoformes : les sites de phosphorylation sont localisés 

majoritairement dans les domaines CTD et les sites d’acétylation sont regroupés sur le corps 

catalytique des enzymes. Avec ce travail d’identification, il est possible de comparer les PTMs 

identifiées dans notre étude avec les sites identifiés et répertoriés dans la base de données 

Phosphosite+. La particularité de cette base de données est que pour les topoisomérases de type II 

humaines, l’ensemble des sites identifiés sont issus de cellules cancéreuses. Il est donc possible de 

comparer les sites trouvés dans des cellules en condition homéostatique (notre travail) aux sites 

modifiés dans les cellules cancéreuses d’après la base de données Phosphosite+.  

Dans les cellules cancéreuses, les sites de phosphorylation sont identifiés sur tous les domaines de 

la structure des enzymes contrairement à notre analyse, qui les retrouvent principalement sur les 

domaines C-terminaux. L’analyse des sites de phosphorylation retrouvés dans les TopIIs issus de 

cellules cancéreuses montre aussi que les tyrosines sont phosphorylées, ce qui n’a pas été observé 
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phosphorylée au sein des cellules cancéreuses K562 et de Jurkat, ce qui n’est pas le cas pour la 

 

PTMs affectent des résidus clés pour l’activité catalytique des TopIIs. Les simulations de 

dynamique moléculaire et les caractérisations biochimiques et biophysiques ont démontré que 

l’acétylation de cette lysine ou son inactivation par mutagénèse dirigée empêche la dimérisation de 

la porte N, ce qui affecte l’activit  

au stade G2/M310. Cette hausse de l’expression est corrélée avec une hausse du niveau de 

phosphorylation302. Ce résultat indique que les phosphorylations jouent un rôle dans le 

l’impact des phosphorylations sur l’activité catalytique des TopIIs.  L’approche choisie était de 

comparer les activités in vitro 

sont désormais suffisantes pour des études fonctionnelles. Contrairement à d’autres études traitant 

ce sujet300 301,302, nous avons pu contrôler l’efficacité de la réaction de déphosphorylation par 

spectrométrie de masse et par une coloration sur gel spécifique aux phosphoprotéines. 

Les résultats préliminaires montrent que l’absence de phosphorylation sur la TopII  a des 

conséquences sur la régulation de la topologie de l’ADN. La réaction d’hydrolyse de la molécule 

d’ATP est plus efficace et elle est capable de décatener l’ADN comme le contrôle enzyme sauvage, 

bien qu’elle relâche beaucoup moins efficacement. Cependant la proportion d’ADN clivé est 

importante d’après les tests de régulation de la topologie de l’ADN effectués, ce qui indique une 

défaillance de l’étape de religation. Ces résultats doivent être confirmés par des essais 

supplémentaires pour apporter des éléments permettant de clore le débat sur la question de 

l’influence des phosphorylations  sur les activités catalytiques. 

Les domaines CTD regroupent la majorité des sites de phosphorylation identifiés. D’un point de 

vue structural, les logiciels de prédiction de structure secondaire montrent que les CTDs sont des 

régions structurales désordonnées. Cependant ces analyses ne prennent pas en considération les 

PTMs présentes. Un des projets de cette thèse était d’analyser l’impact de ces phosphorylations 

massives sur la structure de ces domaines. L’influence des phosphorylations sur la structure, la 
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fonction et les interactions avec les partenaires protéiques a déjà été montrée sur de grands objets 

moléculaires comme la protéine Tau où la forme des agrégats de la protéine dépendent de la 

combinaison de phosphorylation311, ainsi que l’ARN polymérase II eucaryote où la 

phosphorylation du CTD joue un rôle dans l’interaction avec les facteurs de transcription ETS312. 

Afin de vérifier cette hypothèse, les domaines isolés des deux isoformes ont été produits et purifiés 

à partir du système d’expression bactérien dont l’abondance de PTMs est très basse comparée aux 

systèmes eucaryotes313. 

effectuée in vitro.  L’analyse des sites de phosphoryl

substrats pour CK2. Cependant il est difficile de formuler plus de conclusions à partir de ces 

résultats préliminaires. Il sera important de refaire cette expérience. Néanmoins les protocoles de 

purification mis au point, ces échantillons pourront être analysés par dichroïsme circulaire afin de 

déterminer ou non la présence d’éléments de structure secondaire. Si les résultats sont concluants, 

des analyses complémentaires par SAXS seront envisagées.  

D’autre part, à la lecture de différentes recherches menées sur le rôle des phosphorylations au sein 

des bactéries, ces dernières modifient l’expression314 et l’interaction qu’on les protéines avec 

l’ADN315. Étant donné que GyrB, une sous unité de l’ADN gyrase codant pour la porte N, est 

identifié comme phosphorylé dans des analyses en spectrométrie de masse, on peut se poser la 

question si les phosphorylations influencent les Top2s procaryotes. 

En conclusion les résultats de ce chapitre ouvrent de nombreuses perspectives. La parution de 

l’article dans Scientific Reports et de la revue publiée dans le journal Cancer Drug Resistance 

mettent à disposition de la communauté scientifique des ADN topoisomérases un état des lieux des 

modifications post-traductionnelles dont les régulations seront abordées sur une base rationnelle 

en prenant en compte les relations structures/fonction.  

 

9. Perspectives 
 

En perspective de ce projet, il serait intéressant de connaitre les sites de phosphorylation et 

d’acétylation présents dans des cellules mammifères résistantes à des molécules anti-TopII. En 

effet comme présenté dans l’introduction de ce manuscrit, les taux de PTMs présents sur les 
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topoisomérases de type II humaines varient si la cellule a développé ou non une résistance après 

traitement par ces molécules thérapeutiques171-173. Cependant les résultats des différents groupes 

de recherche sur ce sujet divergent, du fait que les lignées cellulaires utilisées diffèrent d’une étude 

à l’autre301,302.  

Connaissant les modifications des TopIIs dans les cellules BHK21 sauvages, la question posée est 

de savoir si celles-ci varient avec l’acquisition de résistances aux topoisomérase « poison » comme 

l’étoposide ou la mitoxantrone et si ces modifications diffèrent de celles observées dans des cellules 

résistantes aux inhibiteurs catalytiques comme ICRF-193. Ces informations permettront aussi une 

peut-être des spécificités de régulation entre ces deux isoformes durant l’acquisition des 

mécanismes de résistance. 

De nombreuses lignées cellulaires résistantes ont été développées au cours de ces dernières années 

et les protocoles de production de lignées cellulaires résistantes contre les molécules anti-TopII 

sont bien établis316. Deux stratégies d’étude seraient envisageables. La première serait d’utiliser le 

système du virus modifié de la vaccine mis en place durant cette thèse pour induire une 

surexpression de la protéine après traitement par des molécules anti-cancéreuses, et analyser les 

modifications. 

L’autre possibilité serait d’utiliser la technologie CRISPR-Cas9 pour modifier le génome de ces 

cellules en rajoutant des étiquettes de purification en N ou C-terminal des gènes codant pour les 

TopIIs. Des études sur les TopIIs utilisant cette technologies pour réaliser des lignées KO de la 
317

. L’avantage d’utiliser le système CRISPR-Cas9 serait d’être dans 

des conditions plus physiologiques, comparé à l’étude par surexpression. Il est possible maintenant 

d’utiliser cette technologie sur des cellules BHK21 avec l’apparition de solutions commerciales 

facilitant la production de lignées318. Cependant l’inconvénient est que le taux d’expression des 

TopIIs endogènes est bien inférieur, comparé à l’utilisation du système de surexpression du virus 

de la vaccine modifié. Il est possible que les quantités obtenues après purification ne soient pas 

suffisantes pour caractériser ces échantillons, bien que d’après le protocole établi par Nitiss et al. 

les quantités de TopIIs endogènes sont suffisantes pour des tests d’activité in vitro 319.  

De nombreuses questions sur le rôle des PTMs restent encore en suspens. Néanmoins les travaux 

terminés, en cours et envisagés serviront de base pour répondre à des questions biologiques encore 
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en suspens comme celle concernant les spécificités des régulations des deux topoisomérases 

humaines.  
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Chapitre II : Détermination de 

l�architecture moléculaire des TopIIs 

humaines en complexe avec de l�ADN 

 



139 
 

1. Introduction et objectifs  
 

Les ADN topoisomérases ont fait l’objet de nombreuses études en biologie structurale. Du fait de 

leur interaction directe avec l’ADN, les TopIIs humaines sont des cibles thérapeutiques dans le 

traitement du cancer5. Dans la base de données PDB, 17 structures des TopII  et  en complexe 

avec différentes composés thérapeutiques comme l’étoposide, l’amsacrine et la mitoxantrone ont 

été déposées7,62,70,149,150. Ces structures obtenues par cristallographie aux rayons X correspondent 

à des domaines isolés. Néanmoins ces études ont révélé différentes conformations de ces domaines. 

Ainsi, la porte N en complexe avec un analogue de l’ATP adopte une conformation fermée, tandis 

que le complexe avec de l’ADP correspond à une conformation ouverte du sous-domaine 

Transducer. La structure du domaine de liaison à l’ADN a mis en évidence une conformation 

fermée lié à de l’ADN clivé par la tyrosine catalytique et maintenu par différents composés 

thérapeutiques mentionnés ci-dessus, stabilisant le complexe clivé ou Top2cc. En 2018, le domaine 

de liaison de l’ADN des TopIIs a pu être cristallisé en conformation pré-ouverte70. Malgré les 

informations obtenues, les connexions entre les deux domaines du corps catalytique et la structure 

des domaines CTDs restent inconnues. 

Il est aujourd’hui indispensable d’obtenir des informations structurales sur les protéines entières 

structuraux des domaines catalytiques et comprendre comment les domaines CTDs se positionnent 

par rapport à ces domaines. Ces informations pourraient permettre d’identifier des différences 

structurales entre les deux isoformes des topoisomérases de type II humaines et mieux cerner le 

rôle des domaines CTDs. 

L’objectif de l’étude présentée dans ce chapitre était d’obtenir la structure tridimensionnelle des 

-

fonction concernant les déterminants moléculaires de leurs mécanismes allostériques.  

La méthode de détermination structurale utilisée est la Cryo-microscopie électronique (Cryo-EM). 

Cette technique présente l’avantage de faciliter la détermination de la structure tridimensionnelle 

des grands complexes flexibles. Elle permet d’obtenir une structure plus proche des conditions 

physiologiques que par cristallographie aux rayons X, qui peut potentiellement contraindre la 

structure par le biais de l’empilement cristallin. De plus, de nombreuses tentatives de cristallisation 
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ont été infructueuses, cela est sans doute dû à l’hétérogénéité de l’échantillon, liée aux multiples 

conformations que les TopIIs adoptent durant leur cycle catalytique ce qui est une contrainte très 

limitante en cristallographie. Enfin, les premiers résultats obtenus sur l’ADN gyrase de Thermus 

thermophilus dans l’équipe en 2013 ont montré la faisabilité des études structurales de ces 

macromolécules par CryoEM8.  

Dans ce travail, j’ai contribué à la production des isoformes entiers en cellules de mammifère, ainsi 

qu’à la caractérisation structure-fonction de mutants de ces protéines  par des tests fonctionnels qui 

ont complété l’analyse de la structure de la TopII  par CryoEM obtenue précédemment dans 

l’équipe par Arnaud Vanden Broeck. Ce travail a conduit à la rédaction d’un article concernant la 

TopII  qui a été soumis en Août 2020, actuellement en révision et disponible sur la plateforme 

BioRxiv et qui est inclus dans ce chapitre. Enfin, j’ai réalisé des premières déterminations 

-EM.  
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2. Etude structural de l�ADN topoisomérases de type II  en complexe avec de 

l�ADN et de l�étoposide 
 

2.1. Publication Vanden Broeck. A, Lotz. C, Drillien. R, Bedez. C, Lamour. V  en 

revision disponible sur BioRxiv 2020 �Structural basis for the allosteric regulation of 

Human Topoi �. 
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 9 

Abstract 10 

The human type IIA topoisomerases (Top2) are essential enzymes that regulate DNA topology and 11 

chromosome organization. The Top2α isoform is a prime target for antineoplastic compounds used in 12 

cancer therapy that form ternary cleavage complexes with the DNA. Despite extensive studies, 13 

structural information on this large dimeric assembly is limited to the catalytic domains, hindering the 14 

exploration of allosteric mechanism governing the enzyme activities and the contribution of its non-15 

conserved C-terminal domain (CTD). Herein we present cryo-EM structures of the entire human 16 

Top2α nucleoprotein complex in different conformations solved at subnanometer resolutions. Our data 17 

unveils the molecular determinants that fine tune the allosteric connections between the ATPase 18 

domain and the DNA binding/cleavage domain. Strikingly, the reconstruction of the DNA-19 

binding/cleavage domain at 4.2 Å uncovers a linker leading to the CTD, which plays a critical role in 20 

modulating the enzyme’s activities and opens perspective for the analysis of post-translational 21 

modifications. 22 

 23 

Introduction 24 



 2

Type II DNA topoisomerases (Top2) are evolutionary conserved enzymes whose primordial activity is 25 

to regulate the homeostasis of DNA topology in eukaryotes and bacteria 1. The Top2 are involved in 26 

essential cellular processes such as DNA replication, DNA transcription, and chromosome segregation 
27 

2. The human Top2α isoform is highly expressed during mitosis, essential for cell division 3 and a 28 

biomarker for cell proliferation 4. As such, Top2α is a major target for antineoplastic drugs that hamper 29 

its catalytic activities 5. 30 

This large homodimeric enzyme introduces a double strand break in a first DNA duplex, called G-31 

segment, and directs the transport of a second DNA duplex, called T-segment, through the transient 32 

break in order to change the topology of a DNA crossover. The passage of the T-segment requires 33 

ATP hydrolysis and is thought to occur along with the opening and closing of several dimeric 34 

interfaces constituting molecular gates 6,7. The crystal structures of the ATPase and DNA 35 

binding/cleavage domains of eukaryotic Top2 have been determined and present cavities compatible 36 

with the binding of a DNA double helix 8–13. Biochemical and structural studies have provided 37 

evidence that the ATPase domain or N-gate, and the DNA binding/cleavage domain forming the 38 

DNA- and C-gates, are allosterically connected, a key feature of its activity 14,15. However, hinge 39 

regions connecting the catalytic sites of the human enzyme remain largely unexplored, hindering 40 

efforts to apprehend the quaternary organization of this enzyme and the landscape of conformations it 41 

adopts during the catalytic cycle. 42 

In addition, the Top2 catalytic domains are flanked by C-terminal extensions that vary from one 43 

species to another 16,17. These domains contain nuclear localization signals and are submitted to 44 

extensive post-translational modifications that condition the cellular localization of Top2, its 45 

interactions with cellular partners and progression of the cell cycle 18,19. Several studies have suggested 46 

that different regions of the Top2α CTD contribute to the enzyme’s catalytic activities through DNA 47 

binding 20–23. In contrast with prokaryotic enzymes that harbor a pinwheel-structured CTD 24–26, the 48 

same region in eukaryotic enzymes presents no homology to any known fold, hence limiting structure-49 

function analysis. It has become clear that the analysis of the molecular determinants of the enzyme’s 50 
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allostery and the modulation of its activity by the CTD now requires the availability of a complete 51 

molecular structure of the Top2α. 52 

In this work, we determined the cryo-EM structure of the full length human Top2α isoform bound to 53 

DNA in different conformations trapped by the anti-cancer drug etoposide. The structures reveal the 54 

connections between the ATPase and DNA binding/cleavage domains, allowing the identification of 55 

conserved sequence patterns in humans that control the allosteric signaling between the catalytic sites. 56 

In addition, we were able to localize the linker between the DNA binding/cleavage domain and the 57 

CTD inserting below the G-segment. We show that this region directly stimulates the Top2α catalytic 58 

activity suggesting that the bulk of the CTD domain may counterbalance this effect, potentially 59 

through post-translational modifications. 60 

Results 61 

Cryo-EM reconstructions of the hTop2α nucleoprotein complex 62 

The full-length hTop2α was overexpressed in mammalian cells and purified using tandem affinity 63 

chromatography followed by a heparin step (see Methods and Supplementary Fig. 1). Samples were 64 

tested for enzymatic activity and mixed with asymmetric DNA oligonucleotides mimicking a doubly-65 

nicked 30bp DNA 11 (Supplementary Fig. 1b and Table 2). The antineoplastic drug etoposide and 66 

AMP-PNP, the non-hydrolysable homolog of ATP, were added to the nucleoprotein complex in order 67 

to minimize the conformational heterogeneity of the sample.  68 

The DNA-bound hTop2α complex was analyzed by single-particle cryo-EM. Six different datasets 69 

were recorded on a Titan Krios microscope yielding a total of 13,484 micrographs. Using automated 70 

picking procedure in RELION2 27, a total of 1,908,092 particles were extracted from the micrographs. 71 

The dataset was curated using a combination of 2D and 3D ab-initio classifications in RELION2 and 72 

cryoSPARC 28, respectively, yielding a final stack of 162,332 particles (Supplementary Fig. 2). Using 73 

a low-pass filtered 3D ab-initio model generated in cryoSPARC, a first 3D reconstruction of the DNA-74 

bound hTop2α was obtained at 6.6 Å resolution (Supplementary Fig. 3). The flexibility of the complex 75 
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is visible from the 2D class averages showing the dimerized ATPase domain adopting different 76 

positions relative to the DNA-binding/cleavage domain (Supplementary Fig. 2b,d).  77 

To isolate the different conformations and improve the overall resolution, we used a combination of 78 

global and local approaches to deconvolute the structures of the hTop2α complex. Using 3D focused 79 

refinements, reconstructions of the DNA-binding/cleavage domain were generated for two different 80 

states. State 1 was solved at 4.2 Å using 57,976 particles and State 2 was solved at 5.0 Å using 34,922 81 

particles (Supplementary Fig. 3). Each particle stack was submitted to 3D-refinement without mask to 82 

yield two reconstructions of the entire complex in State 1 at 5.6 Å resolution, and in State 2 at 7.2 Å 83 

resolution (Supplementary Fig. 3). Due to the flexibility of the ATPase domain, the densities of the 84 

linkers with the DNA binding/cleavage domain were not well resolved in the cryo-EM maps. To get 85 

information on this region, a 3D-focused classification was performed on the ATPase domain yielding 86 

one class comprising 36,610 particles with a well-resolved connection between the two functional 87 

domains which was refined at 7.6 Å resolution (Supplementary Fig. 3). 88 

Model building of the hTop2α complex in different states  89 

Near-atomic resolution features of the 4.2 Å map in State 1 allowed us to fit, build and refine the 90 

atomic model of the hTop2α DNA-binding/cleavage domain in complex with DNA and etoposide 29 91 

(Figure 1a-c, Supplementary Fig. 5). Strikingly, we were also able to identify EM density for the 92 

etoposide molecule, intercalating in the DNA duplex between positions -1 and +1 (Figure 1d), with 93 

similar protein and DNA contacts as previously reported in crystallographic structures (Supplementary 94 

Fig. 7) 10,29. 95 

The resulting DNA-binding/cleavage domain model together with the crystal structure of the ATPase 96 

domain bound to AMP-PNP 8 were then combined to refine the complete atomic structure of the full-97 

length hTop2α in State 1 (Figure 2). The 27-aa linkers between the two domains, missing from the 98 

crystal structure of the isolated ATPase domain, were built as alpha helices based on secondary 99 

structure predictions and using well-defined linker densities of the cryo-EM map obtained by focused 100 

classification on the ATPase domain (Supplementary Fig. 3 and 6). Finally, the atomic model of the 101 
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DNA-binding/cleavage domain in State 2 and the corresponding full-length hTop2α in State 2 were 102 

refined using State 1 model as a reference. 103 

Analysis of the hTop2α conformations 104 

The complete architecture of the hTop2α reveals the intertwined arrangement of the two subunits, a 105 

feature that was deduced from the yeast enzyme crystal structure and recently observed in the cryo-EM 106 

models of the prokaryotic Topo II 12,30 (Figure 2d and Figure 3d-f). The dimeric ATPase domain sits in 107 

a ~95°orthogonal orientation above the DNA-gate, similar to what was previously observed with the 108 

yeast Top2 (~90° orientation) 12 (Figure 3d-f). The structure is asymmetric with the ATPase domain 109 

slightly bent (!5°) in both orthogonal plans (Figure 3d-e). Compared to the yeast Top2 structure, the 110 

ATPase domain is positioned 15 Å above the DNA-gate. Interestingly this creates a cavity large 111 

enough to accommodate a T-segment on top of a G-segment (Figure 3d-e). 112 

In State 1, the TOPRIM and Tower domains are positioned upward and tightly bound to the G-113 

segment which is highly bent. This state corresponds to a closed cleavage complex as observed in the 114 

structure of the DNA-bound hTop2α DNA-binding/cleavage domain crystallized without etoposide, 115 

with the exception of the C-gate being closed in our structure 11. In State 2, the TOPRIM domain is 116 

moved upward by 7 Å while the Tower domain is moved away from the TOPRIM domain by 8Å 117 

(Figure 3a). The physical separation of the TOPRIM and tower domains induces the stretching and 118 

unwinding of the G-segment by 8 Å in both directions (Figure 3c), positioning the DNA-119 

binding/cleavage domain in a pre-opening conformation as observed in the crystal structure of 120 

DNA/etoposide-bound hTop2α DNA-binding/cleavage domain 29. In this conformation, the TOPRIM 121 

and tower domains are separated by ~20Å, which could contribute to the formation of the cavity 122 

compatible with the presence of a T-segment before transport through the G-segment.  123 

Since the 2 structures solved in different states are bound to AMP-PNP and etoposide, the complexes 124 

are trapped in a form precluding the opening of the G-segment. However, the hTop2α DNA 125 

binding/cleavage domain is still able to oscillate between the closed and pre-opening states in presence 126 

of etoposide, despite the fact that the G-segment base pairs remain annealed (see supplemental 127 
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analysis). This conformational oscillation has also been observed in different bacterial DNA gyrase 128 

complexes bound to antibiotics 30,31 (Figure 3, Supplementary Fig. 3 and 8). 129 

We also found that the ATPase domain adopts different inclinations depending on the conformation of 130 

the DNA-binding/cleavage domain. When the DNA-binding/cleavage domain is a closed state, the 131 

ATPase domain is bending over by 5° relative to the dimeric symmetry axis. In the pre-opening state, 132 

the ATPase domain bends over by about 15° (Supplementary Fig. 2d and 3). These tilting movements 133 

are inherent to the flexibility of the ATPase domain which sits on top of a cavity only partially 134 

occupied by the DNA G-segment. It is most likely that the presence of a fully formed DNA crossover 135 

would constrain the tilting range of the N-gate. 136 

The conformational changes observed in the DNA-gate are however directly correlated to rotations 137 

and translational movements of the ATPase domain (Figure 3a,b). Conformational changes of the 138 

TOPRIM domains in the DNA-gate modify the distance between residues N433 of each monomer, 139 

which are connected to the alpha helices of the ATPase transducers. In the closed state, the distance 140 

between the two residues N433 is 49.3 Å while the distance is shortened to 46.4 Å in the pre-opening 141 

state. Consequently, this translational movement of 3 Å in the orthogonal plane of the DNA gate 142 

induces the rotation of the ATPase domain by 3° counterclockwise, opposite to the intertwining 143 

(Figure 3b). It also forces the ATPase domain to come closer to the DNA-gate prefiguring a 144 

conformation that would position the T-segment in the newly formed groove between the TOPRIM 145 

and tower domains (Figure 3e). Altogether the rotation of the N-gate that correlates with the oscillation 146 

of the DNA-gate can be associated with a corkscrew mechanism that we can extrapolate from the two 147 

overall conformations of the full-length catalytic core (Supplementary Movie 1). 148 

Structure-based analysis of molecular determinants of allosteric transitions 149 

Although the N-gate is not required for G-segment cleavage, the DNA gate per se is not able to open 150 

unless ATP binds to the N-gate 32. These findings support a model that implies a direct coupling 151 

between the ATP binding/hydrolysis and the DNA-gate opening through the 27-aa alpha helices 152 

linkers. 153 
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To analyze the molecular determinants of this allosteric mechanism, we performed a sequence analysis 154 

of the TOP2 protein from 37 species, including Top2α and Top2β from 5 eukaryotic organisms, from 155 

unicellular organisms to Human (Figure 4a). A conservation profile of the 27-aa linker, predicted to 156 

fold as an alpha helix, was calculated from 32 sequences out of the 37 species, including only 157 

multicellular animals, revealing two highly conserved consensus motifs; W414xxF417K418 and 158 

K425K426C427 (Figure 4b). The two aromatic residues W414 and F417 form a hydrophobic patch 159 

between the linkers, which could contribute to the stability of their interaction (Figure 4d). Lysine 418 160 

is strictly conserved and is close to the K-loop (342-344), that was shown to be involved in DNA 161 

sensing in the yeast enzyme 12. Residues K425, K426 and C427 are also highly conserved and are 162 

located towards the end of the linker helices, at the entrance of the TOPRIM domain (Figure 4d).  163 

To assess the contribution of these residues in the allosteric regulation of the human enzyme, we 164 

designed three hTop2α mutants: K418A to remove the positively charged side chain, W414A-F417S 165 

to remove the hydrophobic patch and K425G-K426G-C427P to disrupt the alpha helix fold. We tested 166 

their ability to perform DNA relaxation and DNA cleavage and their ATPase activity in comparison 167 

with the wild-type enzyme.  168 

The K418A mutant displays DNA relaxation, cleavage and ATPase activities in the same range as the 169 

WT enzyme (Figure 4c,e and Supplementary Fig. 10). The W414A-F417S mutant shows a slight 170 

increase in relaxation activity but with cleavage and ATPase activities similar to the WT (Figure 4c,e, 171 

Supplementary Fig. 10). This increased DNA relaxation activity may be attributed to the 172 

disappearance of the hydrophobic patch maintaining the two linkers locked together. If this interaction 173 

is weakened, this could potentially facilitate the opening of the transducer helices during DNA-gate 174 

opening and transport of the DNA T-segment, thus slightly increasing the overall DNA relaxation 175 

activity. 176 

On the contrary, introduction of the triple mutations K425G-K426G-C427P results in an impaired 177 

relaxation activity compared to the WT enzyme (Figure 4e). Similarly, the ATPase activity is reduced 178 

2-fold (Figure 4c). However, the triple mutant enzyme is still able to cleave DNA, but to a lesser 179 

extent (Supplementary Fig. 10). The disruption of the helical structure may loosen the linkers, weaken 180 



 8

their rigidity and attenuate the transmission of the signal through the linker. Overall, the different 181 

mutations show that conduction of the allosteric signal between the N-gate and the DNA-gate is finely 182 

tuned by sequence specific motifs in the linkers. 183 

Regulation of the catalytic activity by the C-terminal domain. 184 

Although we used the complete hTop2 sequence for our structural analysis by cryo-EM, we were not 185 

able to observe any density belonging to the bulk of the CTD in the 2D classes, nor in the 3D 186 

reconstructions. Secondary structure prediction on the CTD sequence (residues 1191-1531) suggests 187 

that this domain is disordered (Figure 5a). We confirmed this prediction by analyzing the CTD 188 

structure in solution using Small Angle X-ray Scattering (SAXS). The Kratky plot derived from the 189 

scattering curve showed a plateau for high scattering vector q-values, typical of unfolded proteins, in 190 

contrast with the Gaussian curve observed in globular domains 33 (Supplementary Fig. 9). However, 191 

analysis of the 4.2 Å EM map of the DNA binding/cleavage domain revealed an additional EM density 192 

that could be attributed to the beginning of the CTD domain (residues 1192-1215) (Figure 5c and 193 

Supplementary Fig. 5g). This region of the CTD begins at the end of the terminal coiled-coil alpha 194 

helix of the DNA binding/cleavage domain on residue 1192, stretches along the Tower domain and 195 

extends under the G-segment major groove pointing in an orthogonal direction from the DNA gate 196 

(Figure 5c). 197 

To our knowledge, the linker leading to the CTD has not been previously observed in a eukaryotic 198 

Top2 structure. The CTD has been shown to confer specific functions and DNA topology preferences 199 

to the human isoforms that differ in this region 34,35. It also undergoes multiple post-translational 200 

modifications that regulate its cellular distribution and activity throughout the cell cycle 2. Several 201 

studies have explored how the CTD could modulate the catalytic activities and DNA binding 202 

properties of the Top2 21,36. However, most studies used a construct of Top2 ending before, or at 203 

position 1192, therefore not accounting for the contribution of this linker region that is in close 204 

proximity with the G-segment 37. To assess the contribution of this region in the catalytic activities, we 205 

designed hTop2α constructs with a complete deletion of the CTD (∆1193) or a partial CTD truncation 206 

(∆1217) (Figure 5). The hTop2α lacking the complete CTD (∆1193) showed similar relaxation and 207 
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ATPase activities than those of the WT enzyme (Figure 5d,e, and Supplementary Fig. 10), as also 208 

observed in previous studies 36. The mutant (∆1193) is however slightly impaired in its cleavage 209 

activity compared to the WT in presence of etoposide (Supplementary Fig. 10). A similar effect of a 210 

larger ∆1175 CTD deletion was already observed with high concentrations of drug, showing that loss 211 

of the CTD decreases etoposide cleavage 36. On the contrary, the relaxation activity of the hTop2α 212 

with the partial CTD truncation (∆1217) was increased ~10-fold compared to the wild-type or ∆1193 213 

enzymes. Remarkably, its ATPase activity was also increased by ~2-fold (Figure 5d,e) and the 214 

cleavage activity of the ∆1217 was also strongly increased (Supplementary Fig. 10). 215 

In the partial CTD truncation, the portion of the CTD ranging from residue 1192 to residue 1217 is in 216 

close vicinity of the G-segment and seems to act as a positive regulator of the strand passage process, 217 

which appears to stimulate the relaxation activity. 218 

Discussion 219 

The cryo-EM structures of the entire hTop2α, reveal how the ATPase domain is spatially connected to 220 

the DNA-binding/cleavage domain conformations. The alpha helices that were missing in crystal 221 

structures of the human ATPase domain, are reminiscent of the transducer helices found in procaryotic 222 

Top2 enzymes but differ in sequence and in the relative orientation of their crossing, which narrows 223 

down the cavity of the N-gate (Figure 4 and supplementary Fig. 6). Previous crystal structures of type 224 

2 topoisomerases isolated domains or cryo-EM reconstructions of the bacterial homolog DNA gyrase 225 

reported distinct DNA/binding domain conformation but so far without connection with the position of 226 

the ATPase domain15,30,38. Our structures highlight how subtle movements in the DNA-gate propagate 227 

to the N-gate through networks of interactions mediated by conserved motifs, in particular in the 228 

transducer helices. Although AMP-PNP, a non-hydrolysable analogue of ATP, was used to dimerize 229 

the ATPase domains, this shows that conformational transitions can occur within the same sample. 230 

Indeed, it was shown that AMP-PNP can support a single, complete round of DNA passage, but that 231 

the ATPase domains remain dimerized, preventing further rounds of activity 39,40. Structures with other 232 

nucleotides would provide further insights in the conformational range that link rotation of the N-gate 233 
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to opening of the DNA gate. Although the isolated N-gate of prokaryotic enzymes have been shown to 234 

bind a DNA duplex within its cavity 41, it is unlikely that the human enzyme could accommodate a 235 

DNA double helix without subsequent conformational rearrangement and partial opening of the 236 

transducer helices. 237 

In addition, the near-atomic resolution structure of the DNA-binding/cleavage domain reveals a part of 238 

the CTD domain which was not previously observed and is positioned nearby the G-segment inflection 239 

points on each side of the enzyme. The curvature of the DNA was shown to be important for the 240 

selection of cleavage sites 42
. The particular localization of the CTD linker may structurally favor the 241 

curvature of the G-segment, stimulating DNA cleavage as shown in the cleavage assays, and favoring 242 

strand passage. We also show that this linker preceding the CTD domain enhances the catalytic 243 

activities of the hTop2α. As the ∆1192 mutant devoid of CTD shows a similar relaxation activity as 244 

the full length hTop2α, this suggests that the bulk of the CTD domain counterbalances the stimulating 245 

effect of the linker.  246 

Interestingly the orientation of the linkers suggests the CTD domain could be positioned in an 247 

orthogonal direction relative to the plane of the Top2 catalytic domains. On the contrary, in 248 

prokaryotic enzymes, the linkers of the CTD domains are positioned in the same plane 24,30. The CTD 249 

linker sequence of the Top2α displays a high content in positively charged residues, as well as several 250 

conserved residues at positions 1209 and 1212-1214 also found in the Top2β isoform and other 251 

eukaryotic species (Figure 5b). This suggest that the CTD linker constitutes a common structural 252 

feature of the multicellular eukaryotic Top2, independently of the conservation of the rest of their 253 

CTD. 254 

Interestingly, Serine 1213, located at the end of the linker, has been found to be subjected to mitotic 255 

phosphorylation and contributes to localization of the Top2α to the centromere 43–45. Such post-256 

translational modification could regulate the binding of this CTD portion to the G-segment in order to 257 

modulate the relaxation activity of the hTop2α activities during the cell cycle. The Top2 activities are 258 

indeed associated with cellular complexes regulating the genome organization 46. The chromatin tether, 259 

a specific sequence within the hTop2α CTD, was shown to interact with histone tails in chromatin 260 
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structures 18. The path of the CTD linker along the catalytic core of the enzyme indicates that the CTD 261 

may be positioned in a different orientation compared with the prokaryotic homologs, and may favor 262 

its binding to nucleosome structures in the eukaryotic genome.  263 

  264 
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Methods 288 

Protein expression and purification. The sequence coding for the full length human Top2α (1-1531) 289 

was inserted into a modified pVote0GW vector depleted of attB1 sequence and containing an N-290 

terminal Twin-strep tag and a C-terminal 10 His-tag. A selective marker and a portion of the viral 291 

hemagglutinin gene sequence (HA) present in the plasmid allowed selecting recombinant MVA-T7 292 

viruses holding the hTop2α construct under the dependence of a T7 promoter. Generation and 293 

selection of the recombinant viruses was performed as described previously 47. Prior to overexpression, 294 

600mL of BHK21 C13-2P cells in suspension (106 cells/ml) were infected with approximately 0.1 295 

PFU/cell of recombinant virus in cell culture medium (GMEM, 10% FCS, 1.5 g/L BTP, 50 µM 296 

Gentamycin) and incubated at 37°C. After 48h, the infected cells were mixed with 6L of uninfected 297 

cells at 106 cells/ml and a 1:10 ratio (v/v), respectively. Overexpression was directly induced by the 298 

addition of 1mM IPTG followed by an incubation of 24h at 37°C. Cells were harvested and 299 

resuspended in Lysis buffer (25 mM Hepes, 500 mM NaCl, 500 mM KCl, 1 mM MgCl2, 20 mM 300 

imidazole, 10% v/v glycerol, 2.5 mM beta-mercaptoethanol, 0.5 mM PMSF, 0.5 mM Pefabloc, 301 

protease inhibitor cocktail (Roche), pH 8.0) and lysed with 3 cycles of high pressure disruption using 302 

an EmulsiFlex-C3 apparatus (Avestin) at 1500 bars. The full length hTop2α was first purified by a 303 

tandem affinity chromatography on a manually packed XK 26/20 column (Pharmacia) with Chelating 304 

Sepharose 6 Fast Flow resin (GE healthcare) bound to Ni2+ ions followed by a StrepTrap HP column 305 

(GE healthcare). Elution from the chelating resin was performed using 250mM imidazole pH 8.0 306 

added to the Lysis buffer and allowed the protein to bind to the StrepTactin Sepharose resin. The 307 

protein was washed with 25 mM Hepes, 200 mM NaCl, 200 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10% v/v 308 

glycerol, 2 mM DTT, pH 8.0 and eluted with the same buffer supplemented with 3mM Desthiobiotin 309 

(Sigma). Twin-strep and His tags were removed by the addition of P3C (Precission protease) at 1:50 310 

ratio (w/w) and incubated overnight at 4°C. The cleaved protein was then loaded on a HiTrap Heparin 311 

HP column (GE Healthcare). Elution was performed by a single step using 25 mM Hepes, 400 mM 312 

NaCl, 400 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10% v/v glycerol, 2 mM DTT, pH 8.0. After the purification 313 

process (Supplementary Fig. 1a), 20 mg of the full length hTop2α were obtained from 6L of BHK21 314 

C13-2P cell cultures. About 10 to 15% of the protein sample shows some degradation depending on 315 
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the protein batch, as previously observed 43. Western blot analysis using TOP2A antibody PA5-46814 316 

(Thermo Fischer Scientific) shows that the C-terminal domain tends to be cleaved off during protein 317 

purification despite the use of protease inhibitors (Supplementary Fig. 1a). However, the majority of 318 

the sample is constituted by full-length protein forming an intact homodimer that can be stabilized to 319 

form complexes with DNA prior to cryo-EM sample freezing (Supplementary Fig. 1c).  320 

Nucleic acid preparation. A doubly nicked 30 bp DNA duplex was reconstituted using 2 asymmetric 321 

synthetic oligonucleotides obtained from Sigma-Aldrich. Sequences for the single strand 17bp (5’-322 

CGCGCATCGTCATCCTC-3’) and the single strand 13bp (5’-GAGGATGACGATG-3’) were chosen 323 

as described in 11. Briefly, the nucleic acids were dissolved in DNAse-free water at 1 mM 324 

concentration. To assemble the double stranded DNA, each oligo was mixed at 1:1 molar ratio, 325 

annealed by incubating at 95°C for 2 min and then decreasing the temperature by 1°C every 1 min 326 

until reaching 20°C. The annealed doubly nicked DNA duplex was then buffer-exchanged in Hepes 20 327 

mM pH 7.5 with a BioSpin 6 column (BioRad). 328 

Complex formation for cryo-EM. Purified hTop2α was mixed with the 30 bp dsDNA at 1:1 molar 329 

ratio to obtain a 20 µM final concentration of protein and DNA. The mixture was incubated for 10 min 330 

at 37°C. Then, etoposide (Sigma) was added to reach a final concentration of 0.5 mM. The subsequent 331 

mixture was incubated for 10 min at 37°C. Finally, ADPNP was added to the complex at a final 332 

concentration of 0.5 mM. The fully reconstituted complex was further incubated 30 min at 30°C. 333 

BS3 Cross-linked hTop2α-DNA-Etoposide-ADPNP complex. The purified hTop2α is unstable in 334 

buffer conditions under low salt conditions. Therefore, a chemical stabilization by BS3 was necessary 335 

for further cryo-electron microscopy analysis. To determine the optimal concentration of BS3 allowing 336 

a complete stabilization of the complex without inducing aggregates, the newly formed complex was 337 

incubated with different concentration of BS3 and analyzed by SDS-PAGE. Briefly, BS3 (Thermo 338 

Fischer Scientific) was freshly resuspended in filtered DNAse-free water at 25 mM stock 339 

concentration. Rapidly after BS3 preparation, the complex was incubated for 30 min at 30°C with 0.25 340 

mM up to 5 mM BS3 and the crosslinking was quenched by adding Tris-HCl, pH 7.5, to 50 mM. The 341 
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optimal concentration was determined at 1 mM (Supplementary Fig. 1c). The cross-linked complex 342 

was centrifuged at 20,000g for 30 min at 4°C to remove remaining aggregates. 343 

Buffer exchange of the complex in optimal Cryo-EM buffer. The complex was first dialyzed 344 

against 200 mL of intermediate buffer (20 mM Hepes, 200 mM KAc, 200 mM Na-Glu, 5 mM MgAc, 345 

0.5 mM TCEP, pH 7.5) for 2h at 4°C using Slide-A-Lyzer MINI Dialysis Units (7000MWCO) 346 

(Thermo Fischer Scientific). Then, a second dialysis was performed in 200 mL of the final cryo-EM 347 

buffer (20 mM Hepes, 100 mM KAc, 50 mM Na-Glutamate, 5 mM MgAc, 0.5 mM TCEP, pH 7.5) for 348 

4 h at 4°C. Finally, 8 mM CHAPSO (Sigma-Aldrich) was added to the dialyzed complex to prevent 349 

adsorption of the particles to the air/water interface 48. The sample was centrifuged 2h at 16,000 g to 350 

remove potential aggregates. 351 

Cryo-EM grid preparation. Quantifoil R-1.2/1.3 300 mesh copper grids were glow-charged for 20s 352 

prior to the application of 4 µl of the complex. After 30 s of incubation, the grids were plunge-frozen 353 

in liquid ethane using a Vitrobot mark IV (FEI) with 95 % chamber humidity at 10°C. 354 

Electron microscopy. Cryo-EM imaging was performed on a Titan Krios microscope operated at 355 

300 kV (FEI) equipped with a Gatan K2 Summit direct electron camera (Gatan), a Gatan Quantum 356 

energy filter, and a CS corrector (FEI). Images were recorded in EFTEM nanoprobe mode with Serial 357 

EM 49 in super-resolution counting mode with a super resolution pixel size of 0.55 Å and a defocus 358 

range of -1 to -3.2 µm. Six datasets were collected with a dose rate of 6 to 8 e-/pixel/s (1.1 Å pixel size 359 

at the specimen) on the detector. Images were recorded with a total dose of 50 electrons/Å2, exposure 360 

time between 7 to 10 s and 0.2 to 0.25 s subframes (35 to 50 total frames). 361 

Data processing. Processing of each data set was done separately following the same procedure until 362 

the 3D refinements where particles were merged. The super-resolution dose-fractionated subframes 363 

were gain-corrected with IMOD 50 and binned twice by Fourier-cropping, drift-corrected and dose-364 

weighted using MotionCor2 51 yielding summed images with 1.1 Å pixel size. The contrast transfer 365 

function of the corrected micrographs was estimated using GCTF v1.06 52. Thon rings were manually 366 

inspected for astigmatism and micrographs with measured resolutions worse than 5 Å were excluded. 367 

Particles were automatically picked by template matching in RELION2 27,53. To generate the 368 
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templates, around 6000 particles were manually picked on micrographs from the first data set using 369 

EMAN2 54. Then, the manually picked particles were subjected to 2D classification in RELION2 and 370 

the best class averages were used as templates for subsequent automatic picking procedure. Taking 371 

together the 6 data sets, a total of 1,908,092 particles were selected from 13,484 micrographs. Particles 372 

from each data set were separately subjected to 2 rounds of 2D classification in RELION2 to remove 373 

junk particles and contaminations resulting in a total of 505,681 particles for further processing 374 

(Supplementary Fig. 2b). Particles from the 6 data sets were merged into 2 independent data sets that 375 

were each subjected to 2 rounds of 3D ab-initio classification in cryoSPARC 28 with a class probability 376 

threshold of 0.9. After discarding the poor-quality models, the remaining particles were merged, 377 

resulting in a final data set of 162,332 particles. This final data set was used to generate a high-quality 378 

ab-initio model with cryoSPARC (Supplementary Fig. 2c). The ab-initio model was low-pass filtered 379 

to 30Å and was used as a reference for 3D auto-refinement in RELION2 producing a map of 7 Å 380 

global resolution. The refined particle coordinates were then used for local CTF estimation using 381 

GCTF v1.06 followed by a re-extraction with centering. This new particle stack was subjected to a 3D 382 

auto-refinement in RELION2 using the ab-initio model low-pass filtered at 30 Å resulting in a 6.8 Å 383 

map, further post-processed to a 6.6 Å global resolution (Supplementary Fig. 3). Local resolution 384 

calculated with Blocres 55 showed a range of resolution from 4Å in the DNA-binding/cleavage domain 385 

and 14Å in the ATPase domain indicating a high flexibility of the head. Moreover, 2D classifications 386 

showed large movements of the ATPase domain relative to the DNA-binding/cleavage domain 387 

(Supplementary Fig. 1d).  388 

A combination of local approaches was used to identify different conformations and to improve local 389 

resolution of each domain. Since the ATPase head domain was too small for a 3D focused refinement, 390 

we first performed a focused 3D classification of the ATPase domain with a soft mask and no 391 

alignment in RELION2. One class of 36,610 particles with well-defined densities of the ATPase 392 

domain was selected. To facilitate an accurate alignment of the particles, a new ab-initio model of the 393 

class was calculated in cryoSPARC together with the DNA-binding/cleavage domain. Homogeneous 394 

refinement in cryoSPARC of the selected class yielded a reconstruction with overall resolution of 7.6Å 395 

in which density of the linkers appeared (Supplementary Fig. 3). 396 
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Secondly, a focused 3D auto-refinement was performed in RELION2 using a soft mask around the 397 

DNA-binding/cleavage domain. Post-processing of the map produced a 4.5Å resolution reconstruction 398 

of the DNA-binding/cleavage domain. Then, a focused 3D classification of the DNA-binding/cleavage 399 

domain starting with a fine angular sampling of 3.7°, local angular search range of 5° and tau fudge of 400 

16 was performed. Two of the classes showed better angular accuracies and distinct conformations of 401 

the DNA-binding/cleavage domain, referred to as State 1 (57,976 particles) and State 2 (34,922 402 

particles). These 2 classes were further refined in cryoSPARC by homogeneous refinement with a C2 403 

symmetry and gave a reconstruction with global resolution of 4.2 Å and 5.0 Å, respectively. 404 

Reconstructions with relative positions of the ATPase domain regarding both State 1 and State 2 405 

conformations of the DNA-binding/cleavage domain were obtained by a homogeneous refinement in 406 

cryoSPARC with a C1 symmetry. Auto-masking was disabled to avoid appearance of artifacts during 407 

refinement. The reconstruction of the overall complex with the DNA-binding/cleavage domain in State 408 

1 conformation yielded a map of 5.6 Å overall resolution. For the DNA-binding/cleavage domain in 409 

State 2 conformation, the reconstruction yielded a map of the entire complex at 7.2Å overall 410 

resolution. Further heterogeneous refinements were performed to assess the flexibility of the ATPase 411 

domain with respect to the DNA-binding/cleavage domain (Supplementary Fig. 3).  412 

All reported resolutions are based on the gold standard FSC-0.143 criterion 56 and FSC-curves were 413 

corrected for the convolution effects of a soft mask using high-resolution noise-substitution in 414 

RELION2 as well as in cryoSPARC 57. All reconstructions were sharpened by applying a negative B-415 

factor that was estimated using automated procedures 58. Local resolution of maps reconstructed in 416 

cryoSPARC were calculated using Blocres (Supplementary Fig. 4). The cryo-EM maps of the DNA-417 

binding/cleavage domain in State 1 and State 2 state as well as the entire complex in the 2 same 418 

conformations have been deposited in the EMDataBank under accession numbers EMD-11550, EMD-419 

11551, EMD-11553, EMD-11554, respectively. The EM map with well-resolved N-gate/DNA-gate 420 

linkers have also been deposited in the EMDataBank under accession numbers EMD-11552. 421 

Model building and refinement of the DNA-binding/cleavage domain. The 2 reconstructions of the 422 

DNA-binding/cleavage domain in State 1 and State 2 at 4.2Å and 5.0Å, respectively, were used to 423 
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refine a crystal structure of the hTop2α DNA-binding/cleavage domain in complex with DNA and 424 

etoposide 29. PDB 5GWK was stripped of all ions and water molecules, with all occupancies set to 1 425 

and B-factors set to 50. First, the atomic model was rigid-body fitted in the filtered and sharpened 426 

maps with Chimera 59. A first round of real-space refinement in PHENIX 60 was performed using local 427 

real-space fitting and global gradient-driven minimization refinement. Then, nucleic acids were 428 

modified according to the DNA sequence used in our structure. The visible part of the CTD linker 429 

(1187-1215) was built as a poly-A coil. Several rounds of real-space refinement in PHENIX using 430 

restraints for secondary structure, rotamers, Ramachandran, and non-crystallographic symmetry were 431 

performed, always followed by manual inspection in COOT 61, until a converging model was obtained. 432 

A half-map cross-validation was performed to define 0.5 as the best refinement weight in PHENIX 433 

allowing atom clashes reduction and prevention of model overfitting (Supplementary Fig. 4). All 434 

refinement steps were done using the resolution limit of the reconstructions according to the gold 435 

standard FSC-0.143 criterion 56. Refinement parameters, model statistics and validation scores are 436 

summarized in Supplementary Table 1. The atomic models of the DNA-binding/cleavage domain in 437 

State 1 and State 2 conformations have been deposited in the Protein Data Bank under accession 438 

numbers 6ZY5, 6ZY6, respectively. 439 

Model building and refinement of the overall complex. For both conformations of the DNA-440 

binding/cleavage domain, the 3D reconstructions of the overall complex were used for further atomic 441 

model refinement. The atomic models previously refined for each conformation of the DNA-442 

binding/cleavage domain were rigid-body fitted in the overall maps using Chimera. Then, crystal 443 

structure of the ATPase domain in complex with ADPNP was rigid-body fitted in the filtered and 444 

unsharpened maps using Chimera. PDB 1ZXM 8 was stripped of all ions and water molecules, with all 445 

occupancies set to 1 and B-factors set to 50. A first round of real-space refinement in PHENIX was 446 

performed using rigid-body and global gradient-driven minimization refinement. Then, the linker 447 

between ATPase domain and the DNA-binding/cleavage domain was built in COOT as an alpha helix, 448 

following the density and according to the secondary structure prediction (Supplementary Fig. 6). 449 

Refinement followed the same procedure as for the masked DNA-binding/cleavage domain except that 450 

the local real-space fitting was replaced by a rigid-body refinement. Resolution limit for refinements 451 
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was set according to the gold standard FSC-0.143 criterion. Refinement parameters, model statistics 452 

and validation scores are summarized in Supplementary Table 1. The atomic models of the full-length 453 

hTop2α in State 1 and State 2 conformations have been deposited in the Protein Data Bank under 454 

accession numbers 6ZY7, 6ZY8, respectively. 455 

Expression and purification of hTop2α mutants. The modified pVote0GW vector used for wild-456 

type hTop2α overexpression was mutated by site directed mutagenesis using the QuikChange XL Site-457 

Directed Mutagenesis kit (Agilent) in order to generate the plasmids harboring K418A, W414A-458 

F417S, K425G-K426G-C427P mutations and ∆1193 or ∆1217 truncations (Supplementary Table 3). 459 

The overexpression procedure for the five mutants is identical to the wild type hTop2α described 460 

above in the Methods section. Purification of each mutant was performed in batch. Cells were 461 

harvested and resuspended in Lysis buffer (25 mM Hepes, 500 mM NaCl, 500 mM KCl, 1 mM MgCl2, 462 

20 mM imidazole, 10% v/v glycerol, 2.5 mM beta-mercaptoethanol, 0.5 mM PMSF, 0.5 mM Pefabloc, 463 

protease inhibitor cocktail (Roche), pH 8.0) and lysed with 3 cycles of high pressure disruption using 464 

EmulsiFlex-C3 (Avestin) at 1500 bars. After centrifugation 1h at 40000g, the lysate of the 3 mutants 465 

(K418A, W414A-F417S, K425G-K426G-C427P) were incubated with 2 ml of TALON resin for 2h 466 

under agitation at 4°C. The proteins were washed 3 times with the lysis buffer containing increasing 467 

concentration of imidazole up to 50mM. Then proteins were eluted from the resin with 250mM 468 

imidazol pH 8.0 added to the Lysis buffer. The three aforementioned eluted proteins and the 2 469 

additional mutants lysates (∆1193 and ∆1217) were incubated with 2 ml of StrepTactin resin and 470 

incubated 2h under agitation at 4°C. The proteins were washed 3 times with 25 mM Hepes, 200 mM 471 

NaCl, 200 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10% v/v glycerol, 2 mM DTT, pH 8.0 and eluted with the same 472 

buffer supplemented with 3 mM Desthiobiotin (Sigma). 473 

Relaxation assay. An increasing concentration of hTop2α was incubated at 37°C with 6 nmoles of 474 

supercoiled pUC19 plasmid in a reaction mixture containing 20 mM Tris-acetate pH7.9, 100 mM 475 

potassium acetate, 10 mM magnesium acetate, 1mM DTT, 1 mM ATP, 100 µg/ml BSA. After 30 476 

minutes, reactions were stopped by addition of SDS 1%. Agarose gel electrophoresis was used to 477 

monitor the conversion of supercoiled pUC19 to the relaxed form. Samples were run on a 0.8% 478 
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agarose, 1X Tris Borate EDTA buffer (TBE) gel, at 6V/cm for 180 min at room temperature. Agarose 479 

gels were stained with 0.5mg/ml ethidium bromide in 1X TBE for 15 min, followed by 5 min 480 

destaining in water. DNA topoisomers were revealed using a Synergy U:Genius 3 scanner. 481 

Cleavage assay. An increasing concentration of hTop2α was incubated at 37°C with 6 nmoles of 482 

supercoiled pUC19 plasmid in a reaction mixture containing 20 mM Tris-acetate pH7.9, 50 mM 483 

potassium acetate, 10 mM magnesium acetate, 1 mM DTT, 1 mM ATP, 100 µg/ml BSA and 275 µM 484 

of etoposide. After 30 minutes, reactions were stopped by addition of SDS 1% and 650 µM of 485 

proteinase K. After incubation at 37°C 40 minutes, a phenol-chloroform DNA extraction at pH 8 was 486 

performed. Agarose gel electrophoresis was used to monitor the conversion of supercoiled pUC19 to 487 

the relaxed form. Samples were run on a 0.8% agarose, 1X Tris Borate EDTA buffer (TBE) gel, at 488 

6V/cm for 180 min at room temperature. Agarose gels were stained with 0.5 mg/ml ethidium bromide 489 

in 1X TBE for 15 min, followed by 5 min destaining in water. DNA topoisomers were revealed using 490 

a Synergy U:Genius 3 scanner. 491 

ATPase enzymatic assays. ATP hydrolysis was measured by following the oxidation of NADH 492 

mediated by pyruvate kinase (PK) and lactate dehydrogenase (LDH). The absorbance is monitored at 493 

340 nm over 200 seconds at 37 °C with a Shimadzu 1700 spectrophotometer. Reactions were recorded 494 

in triplicates with 75 nM protein and 21 nM plasmid DNA (PUC19) in 500 µl of a buffer containing 50 495 

mM Tris-HCl pH7.5, 150 mM potassium acetate, 8 mM magnesium acetate, 7 mM BME, 100 µg/mg 496 

of BSA, 4U/5U of PK/LDH mixture, 2 mM PEP, and 0.2 mM NADH and 4 mM ATP.  497 

Phylogenetic and structure prediction analysis of the TOP2. 41 TOP2 genes, from unicellular 498 

eukaryotes to Human (Supplementary Table 4), were aligned with ClustalW 62 using the BLOSUM 499 

weight matrix. The subsequent alignment was injected into the ConSurf server 63 to analyze the 500 

conservation of the primary sequence. Secondary structure prediction of the hTop2α was performed 501 

using the PSIPRED server 64. Protein domain graphs (Figures 4 and 5) were generated using 502 

domainsGraph.py (archived at https://github.com/elifesciences-publications/domainsGraph) 65. 503 
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hTop2α CTD production and purification. The sequence coding for the human Top2α CTD (1191-504 

1531) was inserted into a modified pAX vector containing an N-terminal 10 His-tag and a C-terminal 505 

twin-strep tag. Overexpression was performed in E. coli BL21 (DE3) pRARE2 in LB medium 506 

containing 50 µg/mL kanamycin and 35 µg/mL chloramphenicol. Cells were induced with 1 mM IPTG 507 

after reaching an OD600 0.95 and protein was expressed at 37 °C for 4 h. The CTD was purified 508 

similarly as described for the full length human Top2a supplemented by an additional size-exclusion 509 

chromatography step. After the ion exchange chromatography, fractions containing the intact CTD 510 

were pooled and loaded on a Superdex S200 16/60 size-exclusion chromatography column (GE 511 

Healthcare) using 25 mM Hepes, 200 mM NaCl, 200 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10% v/v glycerol, 2 mM 512 

DTT, pH 8.0. After the purification process, 4 mg of the hTop2α CTD were obtained per liter of cell 513 

culture (Supplementary Fig. 9a). 514 

SAXS experiments. Small Angle X-ray Scattering (SAXS) data of the hTop2α CTD (1191-1531) at 515 

10 or 20 mg/ml was collected on an in-house Rigaku BioSAXS-1000 (Rigaku) apparatus, equipped 516 

with a Rigaku MicroMaxTM-007HF generator and a Pilatus 100k detector. The sample was 517 

maintained at 10°C and exposed to the X-ray beam for 2h. A total of 8 images were recorded every 15 518 

min. All the data processing steps were performed using the program package PRIMUS 66. 519 

 520 

  521 



 22

References 522 

1. Vos, S. M., Tretter, E. M., Schmidt, B. H. & Berger, J. M. All tangled up: how cells direct, 523 

manage and exploit topoisomerase function. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 12, 827–841 (2011). 524 

2. Chen, T., Sun, Y., Ji, P., Kopetz, S. & Zhang, W. Topoisomerase IIα in chromosome instability 525 

and personalized cancer therapy. Oncogene 34, 4019–4031 (2015). 526 

3. Akimitsu, N. et al. Enforced cytokinesis without complete nuclear division in embryonic cells 527 

depleting the activity of DNA topoisomerase IIα. Genes to Cells (2003) doi:10.1046/j.1365-528 

2443.2003.00643.x. 529 

4. Ali, Y. & Abd Hamid, S. Human topoisomerase II alpha as a prognostic biomarker in cancer 530 

chemotherapy. Tumor Biology (2016) doi:10.1007/s13277-015-4270-9. 531 

5. Nitiss, J. L. Targeting DNA topoisomerase II in cancer chemotherapy. Nat. Rev. Cancer 9, 532 

338–350 (2009). 533 

6. Roca, J., Berger, J. M., Harrison, S. C. & Wang, J. C. DNA transport by a type II 534 

topoisomerase: Direct evidence for a two-gate mechanism. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 535 

(1996) doi:10.1073/pnas.93.9.4057. 536 

7. Schoeffler, A. J. & Berger, J. M. DNA topoisomerases: Harnessing and constraining energy to 537 

govern chromosome topology. Quarterly Reviews of Biophysics (2008) 538 

doi:10.1017/S003358350800468X. 539 

8. Wei, H., Ruthenburg, A. J., Bechis, S. K. & Verdine, G. L. Nucleotide-dependent domain 540 

movement in the ATPase domain of a human type IIA DNA topoisomerase. J. Biol. Chem. 541 

(2005) doi:10.1074/jbc.M506520200. 542 

9. Dong, K. C. & Berger, J. M. Structural basis for gate-DNA recognition and bending by type 543 

IIA topoisomerases. Nature (2007) doi:10.1038/nature06396. 544 

10. Wu, C. C. et al. Structural basis of type II topoisomerase inhibition by the anticancer drug 545 

etoposide. Science (80-. ). (2011) doi:10.1126/science.1204117. 546 

11. Wendorff, T. J., Schmidt, B. H., Heslop, P., Austin, C. A. & Berger, J. M. The structure of 547 

DNA-bound human topoisomerase II alpha: Conformational mechanisms for coordinating 548 

inter-subunit interactions with DNA cleavage. J. Mol. Biol. (2012) 549 

doi:10.1016/j.jmb.2012.07.014. 550 

12. Schmidt, B. H., Osheroff, N. & Berger, J. M. Structure of a topoisomerase II-DNA-nucleotide 551 

complex reveals a new control mechanism for ATPase activity. Nat. Struct. Mol. Biol. (2012) 552 

doi:10.1038/nsmb.2388. 553 

13. Berger, J. M., Gamblin, S. J., Harrison, S. C. & Wang, J. C. Structure and mechanism of DNA 554 

topoisomerase II. Nature (1996) doi:10.1038/379225a0. 555 

14. Bjergbaek, L. et al. Communication between the ATPase and cleavage/religation domains of 556 

human  topoisomerase IIalpha. J. Biol. Chem. 275, 13041–13048 (2000). 557 

15. Chen, S. F. et al. Structural insights into the gating of DNA passage by the topoisomerase II 558 



 23

DNA-gate. Nat. Commun. (2018) doi:10.1038/s41467-018-05406-y. 559 

16. Clarke, D. J. & Azuma, Y. Non-catalytic roles of the topoisomerase IIα C-terminal domain. 560 

International Journal of Molecular Sciences (2017) doi:10.3390/ijms18112438. 561 

17. Sengupta, T., Mukherjee, M., Mandal, C., Das, A. & Majumder, H. K. Functional dissection of 562 

the CÓterminal domain of type II DNA topoisomerase from the kinetoplastid hemoflagellate 563 

Leishmania donovani. Nucleic Acids Res. 31, 5305–5316 (2003). 564 

18. Lane, A. B., Giménez-Abián, J. F. & Clarke, D. J. A novel chromatin tether domain controls 565 

topoisomerase IIα dynamics and mitotic chromosome formation. J. Cell Biol. (2013) 566 

doi:10.1083/jcb.201303045. 567 

19. Lotz, C. & Lamour, V. The interplay between DNA topoisomerase 2α post-translational 568 

modifications and drug resistance. Cancer Drug Resist. (2020) doi:10.20517/cdr.2019.114. 569 

20. Meczes, E. L., Gilroy, K. L., West, K. L. & Austin, C. A. The impact of the human DNA 570 

topoisomerse II C-terminal domain on activity. PLoS One (2008) 571 

doi:10.1371/journal.pone.0001754. 572 

21. McClendon, A. K., Dickey, J. S. & Osheroff, N. Ability of viral topoisomerase II to discern the 573 

handedness of supercoiled DNA: Bimodal recognition of DNA geometry by type II enzymes. 574 

Biochemistry (2006) doi:10.1021/bi0520838. 575 

22. Kozuki, T. et al. Roles of the C-terminal domains of topoisomerase IIα’ and topoisomerase IIβ 576 

in regulation of the decatenation checkpoint. Nucleic Acids Res. (2017) 577 

doi:10.1093/nar/gkx325. 578 

23. Gilroy, K. L. & Austin, C. A. The impact of the C-Terminal domain on the interaction of 579 

human DNA topoisomerase II α and β with DNA. PLoS One (2011) 580 

doi:10.1371/journal.pone.0014693. 581 

24. Laponogov, I. et al. Structure of an ‘open’ clamp type II topoisomerase-DNA complex 582 

provides a mechanism for DNA capture and transport. Nucleic Acids Res. (2013) 583 

doi:10.1093/nar/gkt749. 584 

25. Bouige, A. et al. Mycobacterium tuberculosis DNA gyrase possesses two functional GyrA-585 

boxes. Biochem. J. (2013) doi:10.1042/BJ20130430. 586 

26. Corbett, K. D., Shultzaberger, R. K. & Berger, J. M. The C-terminal domain of DNA gyrase A 587 

adopts a DNA-bending β-pinwheel fold. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. (2004) 588 

doi:10.1073/pnas.0401595101. 589 

27. Kimanius, D., Forsberg, B. O., Scheres, S. H. W. & Lindahl, E. Accelerated cryo-EM structure 590 

determination with parallelisation using GPUS in RELION-2. Elife (2016) 591 

doi:10.7554/eLife.18722. 592 

28. Punjani, A., Rubinstein, J. L., Fleet, D. J. & Brubaker, M. A. CryoSPARC: Algorithms for 593 

rapid unsupervised cryo-EM structure determination. Nat. Methods (2017) 594 

doi:10.1038/nmeth.4169. 595 

29. Wang, Y. R. et al. Producing irreversible topoisomerase II-mediated DNA breaks by site-596 



 24

specific Pt(II)-methionine coordination chemistry. Nucleic Acids Res. (2017) 597 

doi:10.1093/nar/gkx742. 598 

30. Vanden Broeck, A., Lotz, C., Ortiz, J. & Lamour, V. Cryo-EM structure of the complete E. coli 599 

DNA gyrase nucleoprotein complex. Nat. Commun. (2019) doi:10.1038/s41467-019-12914-y. 600 

31. Gibson, E. G., Bax, B., Chan, P. F. & Osheroff, N. Mechanistic and structural basis for the 601 

actions of the antibacterial gepotidacin against staphylococcus aureus gyrase. ACS Infect. Dis. 602 

(2019) doi:10.1021/acsinfecdis.8b00315. 603 

32. Roca, J. The path of the DNA along the dimer interface of topoisomerase II. J. Biol. Chem. 604 

(2004) doi:10.1074/jbc.M402555200. 605 

33. Glatter, O. & Kratky, O. General theory X- Ray scattering. Small-Angle X-ray Scatt. (1982) 606 

doi:10.1002/actp.1985.010360520. 607 

34. McClendon, A. K. et al. Bimodal recognition of DNA geometry by human topoisomerase IIα: 608 

Preferential relaxation of positively supercoiled DNA requires elements in the C-terminal 609 

domain. Biochemistry (2008) doi:10.1021/bi800453h. 610 

35. McClendon, A. K., Rodriguez, A. C. & Osheroff, N. Human topoisomerase IIα rapidly relaxes 611 

positively supercoiled DNA: Implications for enzyme action ahead of replication forks. J. Biol. 612 

Chem. (2005) doi:10.1074/jbc.M503320200. 613 

36. Dickey, J. S. & Osheroff, N. Impact of the C-terminal domain of topoisomerase IIα on the 614 

DNA cleavage activity of the human enzyme. Biochemistry (2005) doi:10.1021/bi050811l. 615 

37. Kawano, S. et al. DNA-binding activity of rat DNA topoisomerase II α C-terminal domain 616 

contributes to efficient DNA catenation in vitro. J. Biochem. (2015) doi:10.1093/jb/mvv110. 617 

38. Soczek, K. M., Grant, T., Rosenthal, P. B. & Mondragón, A. CryoEM structures of open 618 

dimers of gyrase A in complex with DNA illuminate mechanism of strand passage. Elife 7, 619 

e41215 (2018). 620 

39. Roca, J. & Wang, J. C. DNA transport by a type II DNA topoisomerase: Evidence in favor of a 621 

two-gate mechanism. Cell (1994) doi:10.1016/0092-8674(94)90222-4. 622 

40. Osheroff, N. Eukaryotic topoisomerase II. Characterization of enzyme turnover. J. Biol. Chem. 623 

(1986). 624 

41. Laponogov, I. et al. Trapping of the transport-segment DNA by the ATPase domains of a type 625 

II topoisomerase. Nat. Commun. 9, 2579 (2018). 626 

42. Jang, Y. et al. Selection of DNA Cleavage Sites by Topoisomerase II Results from Enzyme-627 

Induced Flexibility of DNA. Cell Chem. Biol. (2019) doi:10.1016/j.chembiol.2018.12.003. 628 

43. Bedez, C. et al. Post-translational modifications in DNA topoisomerase 2α highlight the role of 629 

a eukaryote-specific residue in the ATPase domain. Sci. Rep. (2018) doi:10.1038/s41598-018-630 

27606-8. 631 

44. Ishida, R. et al. Mitotic specific phosphorylation of serine-1212 in human DNA topoisomerase 632 

IIα. Cell Struct. Funct. (2001) doi:10.1247/csf.26.215. 633 

45. Antoniou-Kourounioti, M., Mimmack, M. L., Porter, A. C. G. & Farr, C. J. The impact of the 634 



 25

C-terminal region on the interaction of topoisomerase ii alpha with mitotic chromatin. Int. J. 635 

Mol. Sci. (2019) doi:10.3390/ijms20051238. 636 

46. Lee, S. K. & Wang, W. Roles of Topoisomerases in Heterochromatin, Aging, and Diseases. 637 

Genes  vol. 10 (2019). 638 

47. Pradeau-Aubreton, K., Ruff, M., Garnier, J.-M., Schultz, P. & Drillien, R. Vectors for 639 

recombinational cloning and gene expression in mammalian cells using  modified vaccinia 640 

virus Ankara. Anal. Biochem. 404, 103–105 (2010). 641 

48. Chen, J., Noble, A. J., Kang, J. Y. & Darst, S. A. Eliminating effects of particle adsorption to 642 

the air/water interface in single-particle cryo-electron microscopy: Bacterial RNA polymerase 643 

and CHAPSO. J. Struct. Biol. X 1, 100005 (2019). 644 

49. Mastronarde, D. N. Automated electron microscope tomography using robust prediction of 645 

specimen movements. J. Struct. Biol. (2005) doi:10.1016/j.jsb.2005.07.007. 646 

50. Mastronarde, D. N. & Held, S. R. Automated tilt series alignment and tomographic 647 

reconstruction in IMOD. J. Struct. Biol. (2017) doi:10.1016/j.jsb.2016.07.011. 648 

51. Zheng, S. Q. et al. MotionCor2: Anisotropic correction of beam-induced motion for improved 649 

cryo-electron microscopy. Nature Methods (2017) doi:10.1038/nmeth.4193. 650 

52. Zhang, K. Gctf: Real-time CTF determination and correction. J. Struct. Biol. (2016) 651 

doi:10.1016/j.jsb.2015.11.003. 652 

53. Scheres, S. H. W. RELION: Implementation of a Bayesian approach to cryo-EM structure 653 

determination. J. Struct. Biol. (2012) doi:10.1016/j.jsb.2012.09.006. 654 

54. Bell, J. M., Chen, M., Baldwin, P. R. & Ludtke, S. J. High resolution single particle refinement 655 

in EMAN2.1. Methods (2016) doi:10.1016/j.ymeth.2016.02.018. 656 

55. Heymann, J. B. & Belnap, D. M. Bsoft: Image processing and molecular modeling for electron 657 

microscopy. J. Struct. Biol. (2007) doi:10.1016/j.jsb.2006.06.006. 658 

56. Scheres, S. H. W. & Chen, S. Prevention of overfitting in cryo-EM structure determination. 659 

Nature Methods (2012) doi:10.1038/nmeth.2115. 660 

57. Chen, S. et al. High-resolution noise substitution to measure overfitting and validate resolution 661 

in 3D structure determination by single particle electron cryomicroscopy. Ultramicroscopy 662 

(2013) doi:10.1016/j.ultramic.2013.06.004. 663 

58. Rosenthal, P. B. & Henderson, R. Optimal determination of particle orientation, absolute hand, 664 

and contrast loss in single-particle electron cryomicroscopy. J. Mol. Biol. (2003) 665 

doi:10.1016/j.jmb.2003.07.013. 666 

59. Pettersen, E. F. et al. UCSF Chimera - A visualization system for exploratory research and 667 

analysis. J. Comput. Chem. (2004) doi:10.1002/jcc.20084. 668 

60. Adams, P. D. et al. PHENIX: A comprehensive Python-based system for macromolecular 669 

structure solution. Acta Crystallogr. Sect. D Biol. Crystallogr. (2010) 670 

doi:10.1107/S0907444909052925. 671 

61. Emsley, P., Lohkamp, B., Scott, W. G. & Cowtan, K. Features and development of Coot. Acta 672 



 26

Crystallogr. Sect. D Biol. Crystallogr. (2010) doi:10.1107/S0907444910007493. 673 

62. Larkin, M. A. et al. Clustal W and Clustal X version 2.0. Bioinformatics (2007) 674 

doi:10.1093/bioinformatics/btm404. 675 

63. Ashkenazy, H. et al. ConSurf 2016: an improved methodology to estimate and visualize 676 

evolutionary conservation in macromolecules. Nucleic Acids Res. (2016) 677 

doi:10.1093/nar/gkw408. 678 

64. Buchan, D. W. A. & Jones, D. T. The PSIPRED Protein Analysis Workbench: 20 years on. 679 

Nucleic Acids Res. (2019) doi:10.1093/nar/gkz297. 680 

65. Patel, A. B. et al. Architecture of the chromatin remodeler RSC and insights into its 681 

nucleosome engagement. Elife (2019) doi:10.7554/eLife.54449. 682 

66. Konarev, P. V., Volkov, V. V., Sokolova, A. V., Koch, M. H. J. & Svergun, D. I. PRIMUS: A 683 

Windows PC-based system for small-angle scattering data analysis. J. Appl. Crystallogr. 684 

(2003) doi:10.1107/S0021889803012779. 685 

 686 

  687 



 27

 688 

Figure 1. Cryo-EM structure of the etoposide-poisoned DNA-binding/cleavage domain. a. Schematic 689 

representation of the hTop2α DNA-binding/cleavage domain. b. Cryo-EM structure of the DNA-690 

binding/cleavage domain in State 1 solved at 4.2Å resolution. The structure is colored as in a, the DNA is 691 

colored in blue and a visible fragment of the CTD is colored in magenta. c. Near-atomic resolution features of 692 

the 4.2Å cryo-EM map. The 30bp DNA and the corresponding EM density are shown in the upper part. An alpha 693 

helix with well-resolved side chain densities of aromatic and basic residues is shown on the left. Beta-strands 694 

with well-resolved side chain densities of aromatic and basic residues are shown on the right. d. EM density 695 

around etoposide and the intercalated DNA bases is shown. The +1 position is not phosphorylated to trap the 696 

DNA-bound hsTop2a in a cleavage complex-like state.  697 
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domain is bent by ~5° with respect to the vertical axis and also by ~5° in the orthogonal plane, positioning the 711 

ATPase domain at a distance of ~15Å of the DNA-gate (top). The ATPase domain transducer alpha-helices in 712 

cyan form a ~95° angle with the DNA-gate (bottom). e. hTop2α with DNA-gate in pre-opening state: the 713 

ATPase domain is bent by ~8° with respect to the vertical axis and also by ~5° in the orthogonal plan, 714 

positioning the ATPase domain at a distance of ~10Å of the DNA-gate (top). The ATPase domain transducer 715 

alpha-helices in red form a ~92° with the DNA-gate (right). f. Yeast Top2 with DNA-gate in closed state: the 716 

ATPase domain is straight in both orthogonal plans, positioning the ATPase domain in close contact with the 717 

DNA-gate (top). The ATPase domain transducer alpha-helices in red form a ~90° with the DNA-gate (bottom). 718 
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Figure 4. Analysis of the hTop2α allosteric regulation mediated by the linker connecting the N-gate to the 719 

DNA-gate. a. Domain organization, sequence conservation and secondary structure prediction for hTop2α. 720 

Below is a zoom view of the linker joining N-gate to DNA-gate showing the sequence at a residue level. b. 721 

Multiple sequence alignment focused on the linker region. Only 10 model organisms species of out of the 41 722 

species used to calculate the sequence conservation are displayed. c. ATP hydrolysis activity of the wild-type, 723 

K418A, W414A-F417S and K425G-K426G-C427P hTop2α. Kcat was measured in triplicates at 37°C with 1mM 724 

ATP in presence of 6nM linear DNA (pUC19). d. Spatial localization of the mutated residues on the linker 725 

joining N-gate to DNA-gate. e. Relaxation activity of the wild-type, K418A, W414A-F417S and K425G-726 

K426G-C427P hTop2α. Protein concentrations are listed in nM of holoenzyme.  727 
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∆1217 hTop2α. Kcat was measured in triplicates at 37°C with 1mM ATP in presence of 6nM linear DNA 735 

(pUC19) e. Comparison of relaxation activity by wild-type, ∆1193 and ∆1217 hTop2α. Protein concentrations 736 

are listed in nM of holoenzyme. 737 
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Supplementary Fig. 1. Purification and stabilization of the hTop2α. a. SDS-PAGE and Western blot analysis 

of the purified hTop2α. Coomassie staining is shown on the left. Western blot analysis using a monoclonal 

antibody directed against the hTop2α CTD is shown on the right. During the protein preparation, the CTD is 

cleaved off in 10 to 15% of the sample. b. Relaxation activity by wildtype hTop2α. Protein concentrations are 

listed in nM of holoenzyme. c. Titration of BS3 for stabilization of the DNA-bound hTop2α homodimer. 

Formation of the full-length complex can still be obtained from the predominant species in presence of DNA and 

after crosslinking with BS3. 
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Supplementary Fig. 2. Cryo-EM data acquisition and ab-initio model generation. a. A typical Cryo-EM 

micrograph collected on a FEI Titan Krios microscope operated at 300 kV and detected with a Gatan K2 Summit 

camera. b. Reference-free 2D classification. c. Flow chart of data processing from 2D classification to ab-initio 

model generation. The number of particles is indicated at each step. d. Subset selection of 2D classes showing 

the flexibility of the ATPase domain with respect to the DNA-binding/cleavage domain.  
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Supplementary Fig. 4. Cryo-EM statistics of the overall DNA-bound hTop2α and DNA-binding/cleavage 

domain in closed and pre-opening states. a. FSC plots and resolution estimation using the gold-standard 0.143 

criterion generated from RELION2. Cross-validation FSC curves for the closed (b) and pre-opening (c) DNA-

binding/cleavage domain models versus unfiltered half maps (the one used in the refinement, FSCwork, and the 

other half, FSCfree) and the unfiltered summed maps. Final refined map of the closed (d) and pre-opening (e) 

DNA-binding/cleavage domain. The maps (upper left) and sliced maps (upper right) are coloured according to 

local resolution calculated with Blocres. The atomic models refined in the corresponding cryo-EM maps (lower 

left) are colored according to the B-factors. The angular distribution plots (lower right) were generated from 

cryoSPARC.  
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Supplementary Fig. 6. Building of the 27-aa linkers between the N-gate and the DNA gate. a. The 27-aa 

linkers are predicted to fold as an alpha helix based on secondary structure prediction performed with Phyre2 1. 

The theoretical length of a 27-aa alpha helix is 40.5Å with 7.5 turns, considering that an alpha helix has 3.6 

residues per turn and a pitch length of 5.4Å. b. After fitting of the functional domains in the EM density, the 

distance between the last residue of the ATPase domain, C405, (PDB ID 1ZXM) and the first residue of the 

DNA-binding/cleavage domain, N433, is 39Å. To accommodate such distance with the missing 27-aa, the 

linkers were built as alpha helices accordingly to the secondary structure prediction and the EM density map. 

The 3 views of the ATPase domain through different slices of EM density (7.6 Å resolution) show an overall 

good fit of the atomic model in the map. 
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Supplementary Fig. 7. Comparison of etoposide binding sites of cryo-EM and X-ray hTop2α structures. 

Slight rearrangement of the protein structure and DNA bases in the EM structure, compared to the X-ray 

structure, yielded to a minor shift of the etoposide in the binding site during refinement to avoid steric clashes. 

Structures are colored as indicated in the legend. 
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Supplementary Fig. 8. Quaternary and tertiary changes associated with G-segment opening after cleavage. 

Orthogonal views of the hTop2α DNA-binding/cleavage core in different states. The inset show<s selected 

structural elements (alpha helices α2, α3 and α4) lining the bottom side of the G-segment groove and key 

catalytic amino acids in the closed cleavage complex-like (CC-like) (a), pre-opening CC-like (b) and open CC 

(c) 2. For each conformation, the catalytic tyrosine residues, the cation-binding residues and the distances 

between the two catalytic residues and the closer aspartic acid residue of the DxD dyad are shown to illustrate 

structural changes in the DNA-gate during closed-to-open transitions. See legend on the top for the color code. 
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Residues from different homodimer are colored differently, with labels belonging to the second homodimer 

marked by a prime.  
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Supplemental analysis related to Supplementary Fig. 8 

The main conformational changes are observed in the DNA-gate, while the ATPase domain is more 

prone to rotations and translational movements to accompany the DNA-gate motions (Figure 3). 

During this conformational transition, the two alpha helices α3 and α3’ of each homodimer slide 

against each other by half helix turn yielding the catalytic tyrosine residues rapprochement by 3.6 Å. 

As the TOPRIM domain performs a swinging outward movement, the DxD di-acidic metal ion-

binding motif recede by 4.4 Å from the catalytic tyrosine residues, decoupling the key catalytic 

residues which disfavor the religation of cleaved DNA ends (Supplementary Fig. 8a-b). Concomitantly 

to the motion of the DNA-Gate, the dimerized ATPase domain is rotating by 3° counterclockwise 

(opposite to the intertwining) and is coming closer to the DNA-gate in order to push the T-segment in 

the newly formed groove between the TOPRIM and tower domains (Figure 3). These two states of the 

DNA-gate precede the open conformation 2. In particular, the two alpha helices α3 and α3’ of each 

homodimer have slid against each other by one helix turn, bringing closer the catalytic tyrosine 

residues. The DxD dyads are now far from the tyrosine residues and follow the sliding and swiveling 

motion of the DNA-gate (Supplementary Fig. 8c). 
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Supplementary Fig. 9. SAXS analysis of the hTop2α CTD. a. SDS-PAGE analysis of the purified hTop2α 

CTD (1191-1531) b. Experimental SAXS curves of the CTD at 10 mg/ml (yellow) and 20 mg/ml (blue). c. 

Kratky plot demonstrating the absence of fold of the CTD. 
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Data Collection 

Microscope Titan Krios 
Voltage (keV) 300 
Magnification 105,000 
Electron dose (e-

 Å
-2) 50 

Detector Gatan K2 Summit (super-resolution mode) 
Pixel Size (Å) 1.1 (0.55) 
Defocus range (µm) -1 to -3 

 

Individual data sets 
Batches 1 2 3 4 5 6 

Micrographs (no.) 2299 2230 3128 2348 1553 1926 
Extracted particles (no.) 247,876 356,328 552,075 272,878 243,986 234,949 
Particles after cleaning (2 rounds of 

2D classification, MaxRes<5Å) 
46,781 44,102 162,681 119,286 48,384 84,447 

 

Merged data sets for refinement 
Total merged particles 505,681 
Particles after cleaning (2 rounds of 
3D ab initio classification) 

162,332 
 

Reconstructions 
 DNA-

binding/cleava
ge domain in 

state 1 

DNA-
binding/cleava
ge domain in 

state 2 

Overall 
complex in 

state 1 

Overall 
complex in 

state 2 

 EMD-11550 EMD-11551 EMD-11553 EMD-11554 
 PDB 6ZY5 PDB 6ZY6 PDB 6ZY7 PDB 6ZY8 
Software cryoSPARC v0.6.3 
Final particles (no.) 57976 34922 57976 34922 
Box size (pixels) 296x296x296 
Symmetry imposed C2 C2 C1 C1 
Map resolution FSC 0.143 (global) 

(Å) 
4.22 5.04 5.56 7.18 

Applied B-factor for sharpening (Å2) -165 -295 -107 -161 
 

Model refinement 
Software Phenix 1.12 
Resolution cut-off (Å) 4.2 5.0 5.6 7.2 
Non-hydrogen atoms 13510 13510 19985 19980 
Protein residues 1520 1520 2319 2318 
DNA bases (atoms) 1218 1218 1218 1218 
Ligands (atoms) 84 84 146 146 
Average B-factor 190 264 635 762 
R.m.s. deviations 
     Bond lengths (Å) 0.004 0.004 0.004 0.004 
     Bond angles (°) 0.832 0.834 0.890 0.901 
 

Validation 

Real space correlation coefficient 0.83 0.84 0.79 0.73 
MolProbity score 1.61 1.54 1.37 1.54 
Clashscore (all atoms) 6.47 6.77 6.70 7.41 
Poor rotamers (%) 0.15 0 0 0 
Ramachandran plot 
     Favored (%) 96.23 97.09 98.05 97.27 
     Allowed (%) 3.77 2.91 1.95 2.73 
     Outliers (%) 0 0 0 0 

Supplementary Table 1.  Data collection, processing and refinement statistics.  
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13bp  GAGGATGACGATG 

17bp  CGCGCATCGTCATCCTC 

Supplementary Table 2. Asymmetric oligonucleotides sequences. 
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Primer name Sequence 

hTop2a-K418A-fw AAGCATACTAAACTGGGTGAAGTTTGCGGCCCAAGTCCAG 

hTop2a-K418A-rev CTGGACTTGGGCCGCAAACTTCACCCAGTTTAGTATGCTT 

htop2A-W414A-F417S-fw GTGGTATTGTAGAAAGCATACTAAACGCGGTGAAGAGTAAGGCCCAA
GTCCAG 

htop2A-W414A-F417S-rev CTGGACTTGGGCCTTACTCTTCACCGCGTTTAGTATGCTTTCTACAATA
CCAC 

hTop2a-KKC425GGP-fw GGTGAAGTTTAAGGCCCAAGTCCAGTTAAACGGGGGGCCTTCAGCTGT
AAAACATAATAGAATCAAGGGA 

hTop2a-KKC425GGP-rev TCCCTTGATTCTATTATGTTTTACAGCTGAAGGCCCCCCGTTTAACTGG
ACTTGGGCCTTAAACTTCACC 

hTop2a-Delta1193-fw GATGAACAAGTCGGACTTGAAGTTCTGTTCCAGGGG 

hTop2a-Delta1193-rev CCCCTGGAACAGAACTTCAAGTCCGACTTGTTCATC 

hTop2a-Delta1217-fw GCCTTCTCCGCGTGGTCTGGAAGTTCTGTTCC 

hTop2a-Delta1217-rev GGAACAGAACTTCCAGACCACGCGGAGAAGGC 

Supplementary Table 3. Primer sequences used for the plasmids mutagenesis. 
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Protein name Organism Uniprot ID 

TOP2 Aedes albopictus A0A023EXD7 

TOP2A Ailuropoda melanoleuca G1LN78 

TOP2A Anas platyrhynchos U3IFZ2 

TOP2 Arabidopsis thaliana P30182 

TOP2 Ascaris suum F1KQV5 

TOP2 Biomphalaria glabrata A0A2C9K2L3 

TOP2 Caenorhabditis elegans Q23670 

TOP2 Callorhinchus milii A0A4W3J3D7 

TOP2A Cavia porcellus H0V8L7 

TOP2 Ciona intestinalis F7AKG2 

TOP2 Crassostrea gigas K1Q404 

TOP2A Danio rerio Q6DRC7 

TOP2 Daphnia magna A0A165ADD4 

TOP2 Dictyostelium discoideum Q55BP5 

TOP2 Drosophila melanogaster P15348 

TOP2 Echinococcus granulosus W6UGB7 

TOP2A Gallus gallus O42130 

TOP2B Gallus gallus O42131 

TOP2A Homo sapiens P11388 

TOP2B Homo sapiens Q02880 

TOP2A Latimeria chalumnae H3ALH9 

TOP2 Loa loa A0A1I7VLJ5 

TOP2A Loxodonta africana G3UIA0 

TOP2A Monodelphis domestica F7ABY1 

TOP2A Mus musculus Q01320 

TOP2B Mus musculus Q64511 

TOP2 Octopus bimaculoides A0A0L8FFS9 

TOP2A Ophiophagus hannah V8P300 

TOP2A Pelodiscus sinensis K7F361 

TOP2 Saccharomyces cerevisiae P06786 

TOP2A Sarcophilus harrisii G3WFK3 

TOP2 Sarcoptes scabiei A0A132ALV4 

TOP2 Strongylocentrotus purpuratus W4XMF6 

TOP2 Stylophora pistillata A0A2B4S1C7 

TOP2 Tetrahymena thermophila Q6PUA4 

TOP2 Trypanosoma cruzi P30190 

TOP2A Tursiops truncatus A0A2U4BNZ1 

TOP2B Tursiops truncatus A0A2U4CFF8 

TOP2A Xenopus laevis Q6INT0 

Supplementary Table 4. Uniprot sequence ID of the homologs used for the multiple sequence alignments. 
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2.2. Discussion 
 

avec de l’ADN et la molécule «poison» étoposide a été obtenue. La structure permet de visualiser 

le domaine de liaison à l’ADN en conformation fermée et pré-ouverte avec une résolution globale 

respective de 5,6 Å et 7,2 Å. La résolution structurale du corps catalytique est de respectivement 

4,2 Å pour la conformation fermée et 5,0 Å pour la conformation semi-ouverte.  L’obtention de la 

structure du corps catalytique entier, a permis de mettre en lumière les arrangements moléculaires 

entre les deux domaines dont il est composé. Les éléments structuraux qui font la connexion entre 

les deux domaines appartiennent au domaine Transducer. D’après les prédictions de structure 

-EM obtenue 

a permis de confirmer cette prédiction et de construire ces éléments jusqu’alors pas visible dans les 

structures cristallographiques de domaines ATPase isolés. Ces hélices se croisent lorsque la 

protéine passe d’une conformation ouverte à une conformation fermée. Le rapprochement de ces 

deux hélices forme un patch hydrophobe constitué de résidus conservés chez les TopIIs eucaryotes 

qui pourrait stabiliser la conformation fermée. Les analyses fonctionnelles que j’ai réalisées dans 

le cadre de ce projet ont montré que des mutations ponctuelles dans ce  patch hydrophobe composé 

des résidus tryptophane et phénylalanine stimulent l’activité de relâchement, elles n’exercent 

cependant pas d’influence sur l’efficacité de la réaction d’hydrolyse de l’ATP ou de clivage de 

l’ADN. En revanche, la destruction des structures hélicoïdales rend impossible la réaction de 

relâchement de l’ADN et ralentit significativement la réaction d’hydrolyse de l’ATP. Néanmoins, 

ce mutant empêchant le repliement en hélice est toujours capable de cliver l’ADN mais beaucoup 

moins efficacement que l’enzyme sauvage. Ces analyses montrent que ces hélices sont importantes 

pour la communication des mouvements allostériques entre les domaines du corps catalytique.  

D’après les résultats obtenus, une densité électronique correspondant au début du CTD : la zone 

1193 à 1217 a pu être mise en évidence. Le repliement structural de cette densité correspond à une 

cristallographiques du domaine catalytique, passe au travers d’une cavité en surface du domaine 

Tower et se place sous le segment G d’ADN. D’après notre structure, le CTD ne semble pas être 

orienté dans le même plan que le corps catalytique de l’enzyme mais orthogonal à celui-ci, ce qui 

diffère des topoisomérases de type II procaryotes comme l’ADN Gyrase ou la TopIV (Figure 89).  
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Figure 89 L�orientation et la structure des CTDs (en multicolore) est différent entre les Top2As procaryotes comme 
la TopIV ou la G . 

D’après les trois types de tests in vitro réalisés, la protéine tronquée de son domaine C-terminal à 

partir du résidu 1217 est significativement plus active que la protéine sauvage ou que la protéine 

tronquée à partir du résidu 1193. Ces résultats témoignent d’une fonction importante de cette 

connexion au domaine CTD qui n’a jamais été mise en évidence auparavant. L’autre résultat issu 

des tests d’activité est que l’on peut affirmer que le reste du CTD dans sa globalité contrebalance 

cet effet. 
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2.3. Perspectives  
 

Les perspectives à ce projet sont multiples. En perspective, une des études complémentaires de ces 

travaux serait de tester l’activité de décaténation. Cette  activité est importante lors de la 

ségrégation des chromosomes320. Une étude menée dans le laboratoire de Neil Osheroff montre 

que le mutant tronqué de son domaine CTD à partir du résidu 1175 présente une activité de 

relâchement de l’ADN  similaire à celle de la protéine sauvage mais que l’activité de décaténation 

est inhibée76. Il serait intéressant de déterminer si la portion du CTD visible sur les structures 

obtenues impacte ou non l’activité de décaténation. Cette information permettrait de savoir si ces 

résidus sont indispensables à la réaction et ainsi mieux comprendre les différences entre les 

mécanismes de relâchement et de décaténation. 

Lors de l’analyse des PTMs, nous avions identifiées la lysine 1196 comme site intéressant, étant 

donné qu’elle a été identifiée comme l’une des rares positions à être acétylée, SUMOylée et 

ubiquitinylée. Avec les données structurales maintenant disponibles, nous avons situé ce résidu 

situe au début de la connexion avec le CTD, 

juste après la dernière hélice  observable dans les structures cristallographiques. Il est probable 

au vue de la position de cette lysine que la présence d’un groupement SUMO, Ubiquitine ou Poly-

ubiquitine impacterait les interactions stabilisant cette portion du CTD et par extension le CTD lui-

même (Figure 90). Il semble difficile avec les outils actuels de « mimer » à des résidus spécifiques 

l’effet de grosses modifications post-traductionnelles comme l’ubiquitinylation ou la 

SUMOylation et de regarder leurs impacts structuraux et fonctionnels. Cependant, il serait 

intéressant de vérifier si ces peptides impactent la structure et la fonction de cette partie du CTD 

par leur simple présence.  
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Néanmoins ces interactions ont été déterminées par copurification (pulldown) avec des temps 

d’incubation qui sont importants. Il est donc important dans un premier temps de confirmer ces 

interactions in vitro. Des expériences de TCI (Titration Calorimétrique Isotherme)  ont été réalisées 

par Arnaud lors de sa thèse pour quantifier l’interaction entre le CTDII  et le peptide d’histone H3 

de l’étude de Lane etal.256.  Malgré plusieurs adaptations de tampon il n’était pas possible 

d’observer l’interaction (voir page 275 de manuscrit de thèse d’Arnaud Vanden Broeck). Une 

possibilité qu’il faut encore tester serait de faire ces mêmes expériences avec un CTD phosphorylée 

pour déterminer si ces modifications régissent cette interaction. Un autre projet serait de créer un 

-nucleosome. Les TopIIs intéragissent avec un ADN à proximité d’un 

nucléosome323. De plus, au sein du nucléosome sous sa forme métastable, le reversome, la 

topologie induite est le surenroulement positif 324-326, 

permettrait de distinguer le sens des surenroulements78 (Figure 93).  

Enfin disposant d’échantillons de CTD modifié et non modifié, il serait envisageable avec la 

spectrométrie de masse couplée à la réticulation (HDx-Ms)327 de répondre à la question suivante : 

les modifications post-traductionnelles présentes sur ce domaine influencent-elles 

l’interaction avec les queues d’histone ?  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 93 Modèle basé sur de de nombreuses d�évidences 

et plus particulièrement avec les queues de H2 et H3 et que cette interaction dépend des PTMs présent sur les deux 

partenaires115,256. 

La reconnaissance des supertours d’ADN par le CTD des TopIIs humaines, indique que les ces 

derniers interagissent avec l’ADN. L’orientation de ces domaines diffère de celle des domaines de 
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Top2s procaryotes. Cette structure du complexe entier amène la question suivante : Comment les 

CTD interagissent-ils avec le segment T d’ADN ? La présence ou l’absence de ces domaines 

impacte l’activité globale de l’enzyme74,79,80. D’un point de vue structural, ces domaines ne sont 

pas visibles dans les structures Cryo-EM ou cristallographiques et il est important de noter que ces 

structures ont été résolues en l’absence d’un segment T. Lane etal. ont montré que le CTD peut être 

associé physiquement à un ADN plasmidique par des expériences  de retard sur gel256. Ayant cette 

information plusieurs perspectives sont possibles. Une des expériences qui peut être effectué est de 

savoir si cette association est invariante avec un CTD phosphorylé par CK2 car dans l’expérience 

des auteurs précédents, ces derniers ont produit le CTD en bactérie. Enfin il serait intéressant de 

visualiser si ce domaine peut interagir avec un ADN linéaire ou décaténé.  

Enfin, une dernière perspective possible est d’obtenir 

en complexe avec le même ADN de 30 bp utilisés pour la résolution de la structure de la 

TopII  et de l’étoposide. L’obtention de la structure de ce nouveau complexe rendrait possible la 

comparaison structurale des deux isoformes entiers dans les mêmes conditions. Cette comparaison 

la séquence diffère entre les deux isoformes avec des insertions dans   

La question de l’orientation de ce domaine et de son rôle dans l’activité de la TopII  peut se poser, 

car il a été montré que ces domaines sont importants dans la distinction des activités de régulation 

topologique entre les isoformes humains76,78-80. Si cette orientation est différente, ces résultats 

pourraient expliquer en partie les résultats in vitro de l’équipe de Neil Osheroff qui a travaillé sur 

qui a 

eu pour conséquence que cette enzyme chimérique relâche avec la même efficacité l’ADN 

surenroulé positivement ou négativement, alors que l’enzyme sauvage à une préférence pour les 

surenroulements positifs78.  

C’est sur cette dernière perspective que j’ai également travaillé durant ma thèse et dont je vais 

présenter les résultats obtenus dans le paragraphe suivant.  
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3. Le complexe TopII -ADN-Etoposide  
 

3.1. Formation du complexe  
 

Nous avons transposé les étapes de formation du - ADN 30 bp- étoposide au 

– ADN 30 bp – étoposide (Figure 94 et 96) (stœchiométrie 1 :1 :2). 

 

 

 

Figure 94 Séquence d�ADN de 30 pairs de base utilisée � ADN 30 bp � étoposide. 
Cette même séquence d�ADN a été utilisée par Wendorff etal.270 pour obtenir la structure cristallographique du 
domaine de liaison de l�ADN . 

La formation de ce complexe s'est avérée plus délicate vue la plus faible production de l'isoforme 

bis(sulfosuccinimidyle) (BS3) (Figure 95), un agent de pontage (crosslinker), est réalisé. Ce 

traitement a pour but de lier de façon covalente entre elles les amines primaires des chaînes latérales 

des lysines. Le BS3 ou de tout autre crosslinker est communément utilisé dans la préparation de 

complexes pour l’analyse de particules isolées en Cryo-EM. Ce traitement permet de figer les 

principales conformations de l’échantillon, de stabiliser le complexe dans les conditions de tampon 

de la cryoEM et lui permet de mieuxrésister à l’étape de la congélation rapide328,329. Cependant, la 

concentration de BS3 doit être optimisée car un excès de crosslinker pourrait favoriser l’apparition 

d’agrégats et de complexes multimériques non spécifiques330
 (voir paragraphe suivant). D'autre 

part, la présence de glycérol et une forte concentration de sel dans l’échantillon entraînent une 

diminution du contraste des images acquises au microscope, impactant par conséquent le traitement 

de ces dernières. Il est donc important de limiter, voire d’éliminer ces composants délétères. On 

applique pour cela une dialyse qui permet également de remplacer le chlorure de potassium et de 

sodium par du glutamate de potassium et de sodium, car les ions chlorures sont capables d’induire 

des vues préférentielles sur un complexe nucléoprotéique comme l’ARN polymérase331. De plus, 

des expériences menées sur une TopII de Bos Taurus montrent que cette dernière est plus active en 

présence d’ion glutamate qu’en présence d’ions chlorures332.  Enfin, le détergent 3-([3-

Cholamidopropyl]dimethylammonio)-2-hydroxy-1-propanesulfonate (CHAPSO) (Figure 95) est 
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ajouté à la solution avant congélation. À sa concentration micellaire le détergent protège le 

complexe de l’interface air-liquide qui pourrait le dénaturer en diminuant sa concentration locale 

par un effet de charge en surface du complexe331. Enfin, l’échantillon est déposé sur une grille de 

microscopie en cuivre R1.2/1.3  puis plongé dans l'éthane liquide refroidi par l’azote liquide à 

l’aide du Vitrobot selon les conditions suivantes : Blot time 3s, Blot force 8.  

 

Figure 95 Structures chimiques des molécules BS3 et CHAPSO. 
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Figure 96 Étapes de préparation du complexe TopII  � ADN 30bp � Etoposide en vue d�une acquisition au cryo 
microscope électronique. 

3.2. Optimisation de la quantité de BS3 et préparation de l�échantillon 
 

Afin de déterminer la concentration de BS3 nécessaire pour stabiliser le complexe, une gamme de 

concentration de 0,25 à 5 mM de BS3 est réalisée (Figure 97). Une fois le complexe formé, pour 

chaque point de concentration de BS3 la  réaction de pontage est réalisée avec une incubation de 

30 minutes à 37°C puis stoppée par ajout de 50 mM final de tampon Tris pH 7.5. L’efficacité de la 
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réaction est évaluée par gel SDS-PAGE gradient de 4 - 16 % de polyacrylamide, coloré au bleu de 

Coomassie.  

  

Figure 97 Optimisation de la quantité de BS3 a ajouté pour ponter le complexe. La concentration optimale de BS3 
dans les conditions de préparation actuelles est de 1.0 mM.  

À une concentration finale de 1 mM de BS3, le complexe Top -ADN-étoposide semble être 

entièrement ponté. Aux concentrations supérieures, le profil de migration est différent témoignant 

d'un autre état du complexe, potentiellement altéré.  

Une fois cette optimisation effectuée, le complexe a pu être formé en partant des conditions 

du dépôt sur la grille, les échantillons avant, après réaction de pontage et après dialyse sont analysés 

sur gel SDS-PAGE gradient de 4 – 16 % (Figure 98).  
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Figure 98 Analyse de l�efficacité de la réaction de pontage et de la quantité d�échantillon disponible. Le stade 1 
correspond à l�échantillon avec tous les composants formant le complexe avant réaction de pontage. Le stade 2 
représente la migration de l�échantillon après la réaction de pontage et avant l�étape de dialyse. Le stade 3 représente 
la migration de l�échantillon après dialyse. 

D’après la migration sur le gel, le complexe est bien présent dans l’échantillon après dialyse et 

donc avant dépôt et congélation de la grille de microscopie. Cependant, la quantité de complexe a 

diminué lors de la dialyse. Les bandes correspondant à un poids moléculaire inférieur à celui de la 

elles a été analysée au cryo-microscope électronique Polara afin de s’assurer de la qualité des 

grilles. L’image ci-dessous montre une image (micrographe) acquise sur ce microscope (Figure 

99).    
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Microscope Titan Krios 

Voltage (keV) 300 

Magnification 105 000 

Dose d�électron (e-Å-2) 51 

Détecteur Gatan K2 Summit 

Taille de pixel (Å) 0,55 

Defocus ( m) -0,4 à -0,5 

 

Tableau 5 Paramètres d�acquisition du Titan Krios au moment de l�acquisition du jeu de données. 

 Après acquisition d’un jeu de donnée, 2460 micrographes ont été enregistrés. Le traitement des 

images a été réalisé sous la supervision d’Arnaud Vanden Broeck dans l'équipe (Figure 100a). La 

première étape consiste en la sélection manuelle des particules de taille et forme correspondant au 

complexe. Après traitement des premiers 600 micrographes à l’aide du logiciel EMAN2, 4548 

particules ont été sélectionnées. L’étape de sélection des particules sur l’ensemble des 

micrographes a été effectuée de façon automatique en se basant sur le profil des particules 

sélectionnées manuellement. À partir de cette sélection, 251 196 particules ont été extraites. Ces 

particules ont été réparties en 100 classes par le logiciel RELION. De ces 100 classes, seules 14 

classes correspondent à la forme probable du complexe. Ces 14 classes ont servi de base pour une 

nouvelle sélection de particules qui ont été redistribuées en 50 classes afin de visualiser un 

maximum d’orientations du complexe pour la reconstruction d’un modèle 3D  (Figure 100b). De 

ces classes, un modèle ab initio a pu être reconstruit avec une résolution globale de 13 Å avec le 

logiciel CRYOSPARC.   
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Figure 100 Traitement de données des micrographes obtenus lors de l�acquisition du Titan Krios. (a) Récapitulatif des 
étapes effectuées pour le traitement de données. (b) L�image du haut correspond aux 100 classes obtenues sur 
RELION après sélection des particules, les classes entourés en rouge correspondent aux 14 classes sélectionnées à 
partir desquelles nous avons générés les 50 classes finales (image du bas).   

Le m

ce qui était attendu vue l'homologie globale de séquence et structure sur les domaines catalytiques. 

Le domaine de liaison à l’ADN est reconnaissable à la présence d'une cavité entre les domaines 

Coiled-Coil, telle qu’on la visualise dans les structures cristallographiques. Le domaine ATPase du 

modèle est difficilement superposable à la structure cristallographique car moins bien défini62. La 

superposition des domaines de liaison à l’ADN du modèle et de la structure cristallographique150 

suggère que la densité électronique correspondant à l'ADN de 30pb ou segment G, est absente dans 
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le complexe (Figure 101). Par conséquent, nous n’avons pas poursuivi la détermination de la 

structure à partir de cet échantillon. 

 

Figure 101 Modèle structurale obtenu après traitement des données du Titan Krios. (a) superposition du modèle 
expérimental en gris avec les structures cristallographiques de la porte N et de la porte à ADN. (b) nous pouvons 
observer sur  le modèle expérimentale, l�absence de densité correspondant à l�ADN.   

 

3.4. Influence du sel dans la stabilisation du complexe 
 

-ADN n’a pas pu se former, nous avons analysé 

chaque étape du protocole de formation du complexe. Un échantillon a été prélevé lors de chaque 

étape du protocole, notamment avant et après l’étape de dialyse. Ces échantillons ont été analysés 

sur un gel d’agarose Tris-Borate-EDTA (TBE) 1%, coloré au bromure d’éthidium (BET) pour 
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détecter les acides nucléiques puis au bleu de Coomassie afin d'identifier les protéines (Figure 

102).  

 

Figure 102 Visualisation de la migration des échantillons sur un gel d�agarose TBE 1% avant (image de gauche) et 
après (image de droite) dialyse. Les astérisques correspondent à la migration du complexe. Les gels sont colorés 
successivement au bromure d�éthidium (BET) puis au bleu de Coomassie pour observer la migration de l�ADN puis 
celui de la TopII . 

Nous avons ainsi constaté qu'après l’étape de dialyse, nous perdons le signal de l'ADN au sein du 

complexe alors que la partie protéique est bien présente, ce qui semble indiquer que le complexe 

se dissocie. Malgré le traitement au crosslinker BS3, nous supposons que, la stabilité du complexe 

avec l'ADN est moindre que -ADN dans les conditions utilisées pour la 

cryo-microscopie. 

Afin de comprendre les raisons de cette dissociation du complexe nous avons entrepris de comparer 

les lysines localisées en surface de la structure pour les deux isoformes.  
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3.5. Analyse de la distribution des lysines en surface 
 

-ADN-Etoposide, celui-ci s’est dissocié lors de la dialyse. 

- -ADN, malgré 

l’utilisation du BS3 qui permet de lier les amines primaires des lysines entre elles. Afin de 

déterminer si la cavité où se fixe le segment G de l'ADN est affecté de façon similaire par le BS3. 

Nous avons analysé la distribution des lysines sur le domaine de liaison de l'ADN au niveau de la 

zone de clivage/religation de l'ADN et disposant de la structure du complexe entier de la TopII

nous pouvons analyser les lysines situées au niveau des hélices du Transducer du domaine ATPase. 
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Figure 103 tion 

des lysines en surface de la Top

est coloré en orange. (c) Identification de quelques pontages possibles par le BS3 entre les hélices du Transducer et 

le gnement de séquence de 

   

D'après la répartition des lysines sur le domaine de liaison de l’ADN, la distribution semble 

équivalente pour les deux isoformes (Figure 103a et b). De plus entre les hélices du domaine 

Trandsucer et le domaine de liaison de l’ADN, des réactions de pontage semblent possibles d’après 

les distances mesurées (Figure 103c)

identique à la séquence de la  (Figure 103d). 

D’après ces similitudes, il est difficile de comprendre la différence de comportement entre la 

-terminal (Annexe1) 
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sur lequel nous n’avons pas d’information structurale qui pourrait éclairer une potentielle 

différence de comportement quant à la fixation de l’ADN. 

L’obtention et la caractérisation de protéines - - nt 

que les CTDs sont spécifiquement impliqués dans la reconnaissance du surenroulement de 

l’ADN78
. De plus 

271. Lors de 

, d’après nos tests in vitro une bande de 

dégradation est observée en fin de purification (voir Chapitre I) et cette dégradation est 

caractéristique du domaine C-terminal des TopIIs humaines333. Cependant, la présence de cette 

dégradation pourrait être limitante quant à la stabilisation du complexe 

complexe avec l’ADN. 

contrôle puisque le protocole avait permis l'obtention de la structure de son complexe 

nucléoprotéique.  

 

3.6. Conclusion 
 

-ADN-Etoposide ont été réalisés. En utilisant 

us avons obtenu un modèle avec une 

résolution globale de 13 Å. Néanmoins, la molécule d’ADN est absente. Bien que formé au 

préalable, les résultats préliminaires montrent que le complexe se dissocie durant l’étape de dialyse. 

L’analyse en détail des structures cristallographiques n’a pas donnée d’argument justifiant cette 

dissociation. Le profil de pureté de la  en fin de purification présente une dégradation de son 

extrêmité C-terminale pour 15% de l'échantillon. Il est possible que ce CTD intervienne de façon 

isoformes présentant des domaines différents par leur séquence primaire. 
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Chapitre III : Architecture moléculaire 

de l�ADN Gyrase en complexe avec de 

l�ADN et la gépotidacine 
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1. Introduction et objectifs  
 

Tout comme leurs homologues humains, les Top2 procaryotes et plus particulièrement l’ADN 

gyrase sont les cibles dans le traitement de pathologies, et dans ce cas pour les traitements 

antibiotiques. Les molécules ciblant l’ADN gyrase n’échappent pas à l’émergence de nouvelles 

réponses adaptatives des bactéries. Ainsi, il est indispensable de produire de nouveaux inhibiteurs 

de l’ADN gyrase, face auxquelles les bactéries ne pas développent de résistance. Pour ce faire, 

l’obtention de nouvelles données structurales détaillées permettrait de comprendre la relation 

structure-fonction de cette protéine.  Parmi les données de la PDB, 13 structures des domaines 

isolées GyrA et GyrB de l’ADN gyrase de E. coli ont été publiées334,335. Bien que ces structures 

cristallographiques apportent des informations sur les changements conformationnels de ces 

domaines au cours du cycle catalytique, prises isolément, elles ne permettent pas de répondre aux 

questions portant sur les mécanismes allostériques permettant la coordination des activités 

catalytiques. 

En 2013, le laboratoire a publié la première structure de l’ADN gyrase de Thermus thermophillus 

entière obtenue par Cryo-EM8. L’obtention de cette structure a permis de visualiser le trajet de 

l’ADN dans le  domaine de liaison de l’ADN mais aussi autour des domaines CTD. Bien 

qu’apportant une information globale sur l’architecture de l’enzyme, sur cette structure résolue à 

18 Å, elle ne permet pas d’analyser précisément les connexions entre les domaines. L’objectif de 

ce projet est d’obtenir une structure à haute résolution de la protéine bactérienne entière. Cet 

objectif est rendu réalisable grâce à l’utilisation du microscope électronique Titan Krios et à 

l’amélioration des détecteurs et des logiciels de traitement d’image.  

L’équipe a ainsi entrepris de résoudre la structure de l’ADN gyrase de E. coli en complexe avec un 

ADN de 180 bp et un inhibiteur issu de la nouvelle classe de molécules inhibitrice NBTI : la 

gépotidacine, pour laquelle les bactéries n’ont pas encore développé de mécanisme de résistance. 

La détermination de la structure par microscopie électronique a été réalisée par Arnaud Vanden 

Broeck pendant la période de ma thèse. Les données de microscopie électronique ont permis 

d’obtenir la structure du complexe Gyrase-ADN-gépotidacine sous deux conformations 1) le 

domaine de liaison fermé et 2) pré-ouvert. J’ai participé à ce projet dans le cadre de la 

caractérisation d’un réseau d’interaction de résidus au sein du Transducer qui est différent entre   
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T.thermophilus et E.coli, témoignant ainsi d’une différence dans la régulation allostérique 

de l’enzyme. Pour cela, j’ai  préparé des échantillons de protéine sauvage et de mutant et réalisé 

les tests enzymatiques et topologiques. 

2. Publication Vanden Broeck, A. ; Lotz, C. ; Ortiz, J. ; Lamour, V. Nature 

Communication 2019 �Cryo-EM structure of the complete E. coli DNA gyrase 

nucleoprotein complex� 
 

Les informations supplémentaires sont accessibles en cliquant sur le lien suivant :  

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41467-019-12914-

y/MediaObjects/41467_2019_12914_MOESM1_ESM.pdf 
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DNA gyrase is an essential enzyme involved in the homeostatic control of DNA supercoiling

and the target of successful antibacterial compounds. Despite extensive studies, a detailed

architecture of the full-length DNA gyrase from the model organism E. coli is still missing.

Herein, we report the complete structure of the E. coli DNA gyrase nucleoprotein complex

trapped by the antibiotic gepotidacin, using phase-plate single-particle cryo-electron micro-

scopy. Our data unveil the structural and spatial organization of the functional domains, their

connections and the position of the conserved GyrA-box motif. The deconvolution of two

states of the DNA-binding/cleavage domain provides a better understanding of the allosteric

movements of the enzyme complex. The local atomic resolution in the DNA-bound area

reaching up to 3.0 Å enables the identification of the antibiotic density. Altogether, this study

paves the way for the cryo-EM determination of gyrase complexes with antibiotics and opens

perspectives for targeting conformational intermediates.
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T
he type IIA DNA topoisomerases (Top2) are nano-
machines that control DNA topology during multiple
cellular processes such as replication, transcription and cell

division1–4. These enzymes catalyze the transport of a DNA
duplex through a double strand break to perform DNA relaxa-
tion, decatenation, and unknotting. DNA gyrase plays a vital role
in the compaction of the bacterial genome and is the sole type II
topoisomerase able to introduce negative supercoils into DNA, a
reaction coupled to ATP hydrolysis5.

DNA gyrase A and B subunits assemble into a A2B2 hetero-
tetramer of approximatively 370 kDa forming three molecular
interfaces called N-gate, DNA-gate and C-gate allowing DNA
binding and strand passage6,7. The flexibility of this large enzyme
constitutes a challenge for the structural study of the multiple
conformations it adopts during the catalytic cycle. Until recently,
only the structures of isolated domains with drugs were known,
providing partial information on this modular enzyme and not
accounting for the allosteric connections between the catalytic
domains8–11. The architecture of a full-length DNA gyrase from
T. thermophilus in complex with a 155 bp dsDNA and cipro-
floxacin was first solved using cryo-electron microscopy (cryo-
EM) at a resolution of 18 Å12. This first model provided a
rationale for probing mechanistic questions based on biochem-
ical, single molecule, and FRET techniques13–16, but the low
resolution model did not allow deconvolution of discreet con-
formations of the full-length enzyme, leaving many mechanistic
questions unresolved. Furthermore, the atomic details of the
structure and of the drug binding site in the context of the overall
conformation of DNA gyrase were not available at this resolution.
In addition, the information derived from the thermophilic
homolog does not account for all the mechanistic and structural
specificities of the E. coli DNA gyrase, the genetic model for
which functional data have been accumulated over the past
decades. In particular, the E. coli DNA gyrase GyrB subunit
possesses a domain insertion of 170 amino acids, not found in the
T. thermophilus enzyme, that has been shown to help coordinate
communication between the different functional domains17.
Deletion of this domain greatly reduces the ability of E. coli DNA
gyrase to bind DNA and decreases its ATP hydrolysis and DNA
negative supercoiling activity17.

DNA gyrase is a prime target for catalytic inhibitors such as
aminocoumarins, or ‘poison’ inhibitors of the cleavage complex,

such as quinolones18–21. More recently, novel bacterial topoi-
somerase inhibitors (NBTIs), have been developed that also target
the DNA cleavage activity of gyrase, but with a mechanism and
target site different from the quinolones22. These molecules and
in particular gepotidacin, represent a promising alternative and
are currently in clinical trial for the treatment of bacterial infec-
tions23–25. However, the use of any antibiotics may lead to the
appearance of mutations and the development of resistant
strains26. Our capacity to understand the molecular determinants
of drug resistance depends in part on the availability of complete
3D architecture of DNA gyrase nucleoprotein complexes
with drugs.

In this study, we reveal the complete molecular structure of the
E. coli DNA gyrase bound to dsDNA and to the NBTI molecule
gepotidacin using cryo-EM. The structure of the entire complex
was solved at 6.6 Å resolution and two conformations of the
DNA-binding/cleavage domain in closed and pre-opening states
were solved at 4.0 and 4.6 Å resolution, respectively. These sub-
nanometer resolution structures reveal in detail the structural and
spatial organization of the different functional domains of E. coli
gyrase and of their connections. In particular, they elucidate the
position of the conserved GyrA-box motif responsible for DNA
wrapping and allow the unambiguous identification of the
gepotidacin molecule in the cryo-EM map. The deconvolution of
distinct conformations of the DNA-binding/cleavage domain
provides a better understanding of the allosteric movements that
the enzyme conducts at the early steps of G-segment opening,
stabilized by the gepotidacin molecule. Altogether this work paves
the way for the structure determination of gyrase complexes with
additional antibiotics using cryo-EM and the in-depth analysis of
its allosteric regulation.

Results
Cryo-EM structure of the DNA gyrase nucleoprotein complex.
The E. coli GyrB and GyrA subunits were overexpressed and
purified separately before assembly in stoichiometric amounts
and incubation with a double-nicked 180 bp DNA (Supplemen-
tary Table 1). The holoenzyme was further purified by size-
exclusion chromatography resulting in a single and homogenous
complex (Fig. 1a and Supplementary Fig. 1a). DNA supercoiling
and ATP hydrolysis assays showed that the A2B2 complex is fully

a b c
kDa Lad Elution peak

250

130

95

72

55

GyrA

GyrB

20 nm

Fig. 1 Sample preparation and image acquisition. a SDS-PAGE analysis of the reconstituted GyrA2B2 after size-exclusion chromatography. The source data

are provided as a Source Data file. b A typical cryo-EM micrograph collected with a Gatan K2 Summit camera on a FEI Titan Krios microscope operated at

300 kV with Volta Phase Plate. The length of the scale bar is 20 nm. c Selection of 2D classes from reference-free 2D classification
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active (Supplementary Figs. 1b and 9b). Finally, the gepotidacin
molecule was added to the complex, which was further stabilized
using ADPNP, a non-hydrolysable analog of ATP.

Images of the DNA gyrase complex were recorded using a
Titan Krios with a Volta Phase Plate at a −500 nm defocus target,
allowing a significant increase in contrast of the images and
optimization of the image acquisition rate27,28 (Fig. 1b). After
gain correction, frame alignment and manual inspection, 8,701
micrographs were selected out of 11,833 initial movie frames
coming from four datasets (Supplementary Table 2). Several
rounds of 2D classification in RELION229,30 yielded class
averages displaying high-resolution features such as the DNA
wrapped around the β-pinwheels and defined alpha helices
(Fig. 1c). An ab-initio 3D model was calculated with a final stack
of 191,456 particles using cryoSPARC31 (Supplementary Fig. 2).
Multiple classification and refinement steps were then performed
in RELION2 using global and local approaches to deconvolute
different structures of the DNA-bound DNA gyrase (Supple-
mentary Figs. 3–5). The overall DNA-bound DNA gyrase
complex was solved at 6.6 Å using 94,633 particles. The
estimation of the local resolution showed a broad spectrum from
5.0 Å on the DNA-binding/cleavage domain to 8.0 Å on the
ATPase domains and β-pinwheels (Supplementary Fig. 4c).

Structures of the DNA-binding/cleavage domain were solved in
two different states with different positioning of the GyrB
TOPRIM insertion relative to the rest of the DNA-binding/
cleavage domain. State 1 was solved at 4.0 Å using 60,548 particles
and State 2 was solved at 4.6 Å using 53,655 particles
(Supplementary Fig. 3). Local resolution estimation shows more
stable regions reaching up to 3.0 and 4.0 Å for State 1 and State
2 structures, respectively, while the GyrB E. coli insertion seems
more disordered (Supplementary Fig. 4c). To allow better
positioning and refinement of the atomic models in the EM
density of the overall structure, we also solved three additional
structures with better defined densities for the ATPase domain
and DNA-binding/cleavage domain (5.9 Å), the DNA-binding/
cleavage domain without the TOPRIM insertion (4.0 Å) and the
DNA-binding/cleavage domain with the C-terminal β-pinwheels
wrapped by DNA (6.3 Å) (Supplementary Figs. 3–5 and
Supplementary Table 2). The cryo-EM maps of individual regions
at different resolutions were used to generate a composite EM
map that reflects the flexibility of the complex, in particular in the
ATPase domain and DNA-bound β-pinwheels (Fig. 2b, Supple-
mentary Fig. 5 and Supplementary Movie 1).

Analysis of the complete E. coli DNA gyrase architecture. The
atomic models of E. coli GyrA and GyrB domains, solved by X-
ray crystallography10,17,32, were combined to build and refine the
complete atomic structure of the full-length E. coli DNA gyrase
holoenzyme in complex with the DNA duplex in the cryo-EM
maps (Fig. 2c). The continuous density of the ATPase and DNA-
binding/cleavage domains EM map at 5.9 Å allowed us to build
unambiguously the protein linkers between the C-terminal end of
the transducer helices of the ATPase domain and the N-terminal
end of the TOPRIM domain (Fig. 2d and Supplementary Fig. 5).
The resulting model now shows clearly the details of the inter-
twined structure of the DNA gyrase hetero-tetramer (Fig. 2b, c).
The dimeric ATPase domain is sitting in an orthogonal orien-
tation above the DNA-binding/cleavage domain (~95°) as pre-
viously observed with the T. thermophilus DNA gyrase12

(Supplementary Fig. 6a). The density of the flexible loops con-
necting the ATPase domain to the TOPRIM domain are well
defined allowing to position these elements crossing on top of the
G-segment in the DNA-bound gyrase conformation (Fig. 2d). In
the DNA-free open structure of the M. tuberculosis DNA gyrase,

these linkers are laying apart on the surface of the TOPRIM
domain33.

We could also build the linker between the C-terminal end of
the GyrA coiled-coil domains and the β-pinwheels on each side
(Fig. 2e and Supplementary Fig. 5). The quality of the density
allows to distinguish the upper from the lower face of the
pinwheel disk where the N- and C-terminal ends are located. The
tracing of the linker connecting to the N-terminal end of
the pinwheel on blade 1 enabled the precise orientation of the
crystal structure of the E. coli β-pinwheel10 in the EM map
(Figs. 2e and 3a). Consequently, the first contact between the G-
segment and the β-pinwheel occurs at blade 3, then wraps around
the β-pinwheel by contacting blade 4, 5, 6 and exits the
β-pinwheel through contact with blade 1 containing the GyrA-
box motif (Fig. 3a).

Other structural elements missing in crystal structures such as
surface loops, α-helices of the DNA binding/cleavage and C-gate
domains could be completed or corrected in the GyrB and GyrA
subunits representing more than 5% of the total sequence
(Supplementary Fig. 7 and Supplementary Table 3).

The overall structure is asymmetric, with the ATPase domain
slightly bent (~10°) towards one of the β-pinwheels bringing it
closer to a distance of 27 Å. The ATPase domain is sitting 11 Å
away from the DNA-binding/cleavage domain (Supplementary
Fig. 6). Each β-pinwheel resides on the same side as its respective
GyrB subunit, with an approximate ~45° angle from the center of
the DNA-binding/cleavage domain. This spatial arrangement of
the β-pinwheel induces an overall ~150° bending of the DNA, as
seen in previously reported crystal structures22,34,35. 130 bp of
the double-stranded DNA out of 180 bp could be fitted and the
corresponding base pairs were submitted in refinement in
the cryo-EM map. The DNA duplex is chirally wrapped around
the β-pinwheels orienting the T-segment towards the DNA-gate
second groove formed by the TOPRIM-WHD and tower domains
with a 60° angle (Supplementary Fig. 6b).

Conserved structural elements in the transducer domain. The
transducer helices in the GyrB subunit are thought to be a pivotal
structure for the allosteric changes following ATP hydrolysis32,36.
These helices are sticking out of the transducer domain that
forms a central cavity in the ATPase domain. Based on the first
crystal structure of the ATPase domain8, it was initially suggested
that residue R286 in E. coli (Ec) points towards the cavity of the
transducer domain and contributes to DNA capture and therefore
is a key element of the enzyme’s allostery37. However, further
analysis of this area from the crystal structure of Brino et al.
shows that Ec R286 seems engaged in a salt bridge with E264,
which is also involved in a hydrogen bond network with R31632

(Fig. 4b). R286 is replaced by a lysine in the Thermus thermo-
philus (Tth) enzyme and most organisms possess either an argi-
nine or a lysine at this position (Supplementary Fig. 8). Tth K284
at the same position points toward the N-gate central cavity and
is not engaged in an hydrogen bond network since E264 is
replaced by A262 and R316 by a L31438 (Fig. 4a). This organism
therefore presents an alternative sequence to E. coli in this region
with a conserved folding and accomplishing the same set of
catalytic activities.

To probe the role of this position in the allosteric regulation of
the holoenzyme, we compared the catalytic activities of point
mutations of Ec R286 and Tth K284 (Fig. 4c, d). Ec R286 was
mutated into a lysine to mimic the Thermus position and a
glutamine to remove the charge as performed in the previous
study of Tingley et al.37. The residue Ec E264 was also mutated
into alanine to mimic the Thermus position. Inversely, Tth K284
was mutated into arginine or glutamine. The mutant proteins were
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recombinantly produced with no detectable denaturation. Ther-
mal denaturation experiments on the E. coli mutant proteins using
differential scanning fluorimetry showed the same behavior as the
WT protein except for the E264A that shows a decreased thermal
stability (Supplementary Fig. 9a). The ATPase and DNA super-
coiling activities of the Tth K284R and K284Q mutants remain in
the same range as the WT at 37 °C (Fig. 4c and Supplemental
Fig. 9b). The Ec R286K mutant exhibits slightly higher ATPase
and DNA supercoiling activities compared to the WT suggesting
either side chain is compatible with the catalytic activities in E. coli
(Fig. 4d and Supplementary Fig. 9b). In contrast, the Ec R286Q
and E264A mutants have a 6- and 8-fold reduced ATPase activity
and present a 5- and 10-fold reduced negative supercoiling
activity, respectively. The E264A mutation is particularly detri-
mental to the DNA gyrase activities. This could be explained by
the fact that this residue forms hydrogen bonds with residues
R286 and R316, which are both involved in the interaction
network maintaining the structure of the transducer domain
(Fig. 4b). The alanine mutation is likely to break these interactions
and affect the rigidity of this structure element, as shown by the
thermal denaturation assays (Supplementary Fig. 9a).

All together this suggests that the presence of the transducer
interaction network in E. coli is important for ensuring allosteric
coupling between ATP hydrolysis and DNA supercoiling activities.

Deconvolution of the DNA-gate conformations. The deconvo-
lution of different particles population in the dataset has led to
distinct 3D reconstructions of the DNA-binding/cleavage
domain. The 4.0 Å (State 1) and 4.6 Å (State 2) structures of the
DNA-binding/cleavage domain bound to the double-nicked G-
segment reside in a configuration similar, but not identical, to the
cleavage complex in presence of DNA and ciprofloxacin with a
RMSD of 1.78 and 2.01 Å, respectively12. The overall RMSD
between State 1 and State 2 conformations is of 2.2 Å. In state 2,
very subtle changes occur in structural elements lining the G-
segment groove compared to State 1. The 2 conformations mostly
differ in the GyrB subunit, more particularly the TOPRIM
insertion that rotates around the GyrA N-terminal arm with a
5.0 Å upward displacement (Fig. 5). This motion increases the
distance between GyrA Tower and GyrB TOPRIM from 8 to
11 Å, inducing a slight shortening of the distance between the
catalytic tyrosines from 26.4 to 25.6 Å and inducing the stretching
of the G-segment by 2.5 Å in both directions (Fig. 5b, d and
Supplementary Fig. 10).

State 1 can be described as a cleavage complex in a closed
conformation of the DNA-gate, hereafter designated as closed.
State 2 corresponds to an intermediate opening of the DNA-gate
therefore referred as a pre-opening conformation, when com-
pared with the larger opening that can be observed in the
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conformation adopted by the hsTop2β39 (Supplementary
Fig. 10d). State 1 and 2 correspond to a conformational oscillation
before the opening of the DNA-gate (Supplementary Movie 2).
This pre-opening transition is mainly undertaken by the insertion
domain acting like an anvil which positions the TOPRIM domain
in a configuration ready to perform the opening of the DNA-gate.

Identification of the gepotidacin and ions in the EM map.
Despite the high flexibility of the complex, we were able to solve a
structure of the gyrase DNA-binding/cleavage domain in the
closed complex with DNA and gepotidacin at 4.0 Å resolution
using a focused refinement strategy (Supplementary Fig. 3). Side
chains of secondary structure elements and the DNA double helix
are very well defined in this highly ordered region (Fig. 6a). The
local resolution near the NBTI binding site was estimated at 3 Å,
which allowed the identification of the gepotidacin density
(Fig. 6a, b and Supplementary Fig. 4). The molecule intercalates
in the DNA duplex between positions +2 and +3 forming
hydrophobic interactions and pi-stacks with the protein and the

DNA, at the same location as previously observed for the NBTIs
and crystallized with S. aureus DNA gyrase22,25,40,41 (Supple-
mentary Fig. 11a). The main difference in the binding pocket of S.
aureus and E. coli gyrase lies in the subunit methionine residue
(M75) that is replaced by an isoleucine residue in (I74) (Sup-
plementary Fig. 11a). This position is part of a GyrA hydrophobic
pocket that accommodates the pyranopyridine ring of the gepo-
tidacin. Although the overall resolution of the pre-opening state is
lower, a density for the gepotidacin molecule could be identified
at a lower rmsd level, suggesting that the gepotidacin binding site
is compatible with conformational fluctuations at the DNA-gate.
Such flexibility of the DNA-binding/cleavage domain in presence
of gepotidacin has also been observed in the S. aureus DNA
crystal structures of DNA-binding/cleavage domains with an
intact or doubly nicked DNA25.

Further away along the DNA in the TOPRIM domain, a
density could be observed in the 4 Å EM map at 6 Å rmsd at the
cleavage reaction B-site that could correspond to the position of a
magnesium ion (Supplementary Fig. 12). The density of the
conserved aspartic and glutamic residues defining the B-site are
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however much weaker but it has now been observed in high-
resolution cryo-EM maps that negatively charged groups yield
weaker densities than positively charged groups42. Taken
together, it is likely that the cryo-EM structure could contain
the requisite metal ions needed by DNA gyrase to perform DNA
cleavage.

Discussion
Although the complex was formed with a 180 bp linear DNA
template, only 130 bp could be built in the cryo-EM map,
showing that the remaining 25 or 50 bp distributed on both sides
of the G-segment are highly flexible. This was also observed in the
T. thermophilus gyrase complex with DNA, where 130 bp out of
155 bp could be docked in the cryo-EM map albeit of a lower

resolution12. The spatial arrangement of the β-pinwheels induces
an overall ~150° bending of the G-segment in the E. coli gyrase.
The 130 bp DNA duplex is chirally wrapped around the β-
pinwheel orienting the T-segment in the DNA-gate groove
formed by the TOPRIM and tower domains to form a 60° angle
positive crossover when T-segment path is extrapolated. The
combination of the high bending angle of the G-segment (~150°)
with the peculiar orientation of the β-pinwheels positions the T-
segment to access the DNA-gate with an almost null or negative
angle of ~−10° (Supplementary Fig. 6b). As a consequence, this
configuration seems unfavorable to T-segment strand passage and
would require a structural rearrangement of the β-pinwheel to
proceed further. The E. coli structure is reminiscent of a state
immediately following G-segment binding and wrapping, a con-
formational intermediate that could have been trapped by
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gepotidacin. Interestingly, a recent single-molecule study identi-
fied a Ω conformational state after G-segment binding, possibly
similar to the E. coli complex and preceding the α state in the
catalytic cycle, a conformation favorable to the T-segment strand
passage13. This transition would require a different orientation of
the pinwheels which motion might be controlled and regulated by
the acidic CTD tail in contact with the DNA-gate as previously
suggested43.

During T-segment strand passage, the DNA-binding/cleavage
domain needs to undergo several conformational changes. Crystal
structures of DNA-binding/cleavage domains in different states
have led to propose that the DNA-gate opening is achieved by a
sliding and swiveling motion of the two halves against each other,
breaking the G-segment axis2,3,39,44. A recent structure of the
hsTop2β DNA-binding/cleavage domain was solved in an open
conformation, revealing a funnel-shaped channel ready for the
entry of T-segment40. Besides, MD simulation of the T-segment
crossing through the open DNA-gate suggested the presence of a
conformation where the central cavity is widened and flattened, a
state previously observed in a crystal structure of the B. subtilis
DNA gyrase45. Consequently, the high degree of structural con-
servation of the bacterial and the human Top2β suggests that this
mechanism of sliding and swiveling can be extended to the
bacterial Topo IIA, and thus to DNA gyrase. In this context, the
pre-opening conformation of the cleavage complex represents
one of the discreet steps that DNA gyrase undergoes to open the
DNA-gate (Supplementary Movie 2). In E. coli, this step might be
further controlled by the presence of the GyrB insertion domain.

Deletion of the insertion was shown to greatly reduce the DNA
binding, supercoiling and DNA-stimulated ATPase activities of E.
coli DNA gyrase17. The subtle swiveling movement of the GyrB
insertion domain around the N-terminal arm of GyrA leads to a
controlled stretching of the G-segment by 5 Å and spatial
separation of the TOPRIM and Tower domains, a necessary step
for the formation of the groove that will accommodate the T-
segment. In the light of our structural study, the insertion in the
TOPRIM domain may presumably act as a steric counterweight
amplifying the movements of the DNA-gate.

The DNA-gate opening is coupled to ATP hydrolysis through
the transducer region whose cavity is thought to accommodate a
DNA T-segment, as evidenced by recent structural data on a
bacterial Topo IV ATPase domain with an oligonucleotide46.
Basic residues lining the transducer cavity and in particular
residue R286 in the E. coli ATPase domain are thought to con-
tribute to DNA capture and enzyme allostery37. The GHKL
region of the ATPase domain shows a strong sequence identity
across species due to the universal conservation of the catalytic
motifs, with more variability across the transducer sequence
(Supplementary Fig. 8). In T. thermophilus, the equivalent posi-
tion K284 is pointing in the cavity and could potentially mediate
an interaction with DNA; however, our experiments show that
point mutations have no effect on the catalytic activities. In
contrast, the analysis of the E. coli structure shows that R286
is engaged in an interaction network with E264 and R316
anchoring together secondary structures of the transducer and
providing rigidity to the transducer terminal helix (Fig. 4b). In
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T. thermophilus, the transducer is instead stabilized by a hydro-
phobic core where aliphatic side chains are replaced by aromatic
residues and a different hydrogen bond network, notably invol-
ving H256 and Y287 (Fig. 4a). Rather than a direct effect invol-
ving DNA contact, we conclude that efficient allosteric
transmission of ATP hydrolysis relies on the transducer rigidity
that is maintained by species-specific interaction networks. It is
not clear at this stage if DNA capture and transport is directly
linked to the basic residues in the transducer and at which cat-
alytic step molecular interaction with the T-segment intervenes.
The full architecture of the complex in presence of a T-segment
still needs to be determined to better understand the molecular
determinants of DNA capture.

The complete DNA binding around the β-pinwheel surface
generates a twisting of ~200° consistent with the reported
wrapping around DNA gyrase pinwheel blades47. The structure of
the β-pinwheel adopts a slight superhelical twist as previously
observed in the crystal structure of the isolated domain10 (Fig. 3b
and Supplementary Fig. 6c). The highly conserved GyrA-box
motif, QRRGGKG48, located on the first blade of the β-pinwheels
is essential for DNA wrapping (Fig. 3a, b). Complete deletion or
alanine substitution of this motif completely abolishes the nega-
tive supercoiling activity49. By elucidating the spatial localization
of the GyrA-box motif when DNA gyrase is bound to DNA, we
show here why the GyrA-box motif is crucial in wrapping DNA.
The position of the GyrA-box suggests that it acts as a clamp
maintaining the DNA wrapped around the β-pinwheel with
strong interaction that can compensate for the energetically
unfavorable configuration of the twisted DNA (Fig. 3c). This
explains the role of the GyrA-box behaving as a ‘at the end of the
wrap’ mechanism, consistent with previous studies50,51. In addi-
tion, the analysis of the complex overall conformation shows that

the β-pinwheels are oriented in a way that the CTD tail could face
the GyrB TOPRIM domain. The CTD sequence of E. coli DNA
gyrase is composed of an unfolded and poorly conserved acidic
tail starting at the end of the β-pinwheel structure (Supplemen-
tary Fig. 13a). Several biochemical studies have shown that the
CTD tail stimulates DNA wrapping coupled with ATP
hydrolysis43,52. Modeling of the 34 residues of the E. coli CTD tail
shows that it could easily reach and contact the TOPRIM inser-
tion domain (Supplementary Fig. 13b). Conformational changes
of the DNA-gate from closed to pre-opening state may conduct a
signal to the β-pinwheel through the tethered acidic tail pro-
moting a β-pinwheel vertical movement. This interaction might
also drive the relative orientation of the β-pinwheels wrapped
with DNA, positioning the T-segment in the proper direction for
transport to the DNA-gate.

The high-resolution features of the DNA-binding/cleavage
domain structure now makes it possible to detect the density of
small molecules and possibly catalytic ions in the cryo-EM map.
We were able to observe the gepotidacin molecule inserted in the
DNA on the two-fold axis at the GyrA dimer interface, as pre-
viously observed in crystal structures of the S. aureus DNA gyrase
in complex with the NBTI22,25,40,41. Gepotidacin is currently in
clinical trials for the treatment of N. gonorrhoeae infections23,24, a
species that is phylogenetically closer to E. coli and also harbors
an isoleucine at this position in the gyrase sequence (Supple-
mentary Fig. 11b, c). The comparison of the cryo-EM map with
the electron density map of crystal structures25 shows that the
cryo-EM map information is of comparable quality in this region
for the identification of small compounds (Supplementary
Fig. 14).

Based on this study, we foresee that it is now possible to
consider cryo-EM as a viable tool to perform structure-guided
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drug design to target flexible complexes and identify new con-
formations of DNA gyrase that could so far not be obtained by
conventional structural methods.

Methods
GyrB and GyrA expression and purification. The sequence coding for the full-
length E. coli GyrA (2-875) was inserted into a modified pET28b containing an N-
terminal 10-His tag and a C-terminal Twin-strep tag. Overexpression was per-
formed in E. coli BL21 (DE3) pRARE2 in LB medium containing 50 µg/mL
kanamycin and 35 µg/mL chloramphenicol. Cells were induced with 0.35 mM
IPTG after reaching an OD600 0.85 and protein was expressed at 37 °C for 4 h. Cells
were harvested and resuspended in lysis buffer (20 mM Hepes, 500 mM NaCl,
20 mM imidazole, 10% v/v glycerol, pH 8.0) and lysed with three cycles of high-
pressure disruption using EmulsiFlex-C3 at 1500 bars. The GyrA protein was
purified by nickel-affinity chromatography on a manually packed XK 26/20 col-
umn (Pharmacia) with Chelating Sepharose 6 Fast Flow resin (GE Healthcare)
bound to Ni2+ ions. Elution was performed with the lysis buffer containing
250 mM imidazol pH 8.0 and eluted proteins were directly attached on a 10 ml
Streptavidin Sepharose (GE Healthcare). Proteins were extensively washed with
Strep buffer (20 mM Hepes, 60 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10% v/v
glycerol, pH 8.0) and eluted with Strep buffer containing 3 mM Desthiobiotin
(Sigma–Aldrich). Both 10-His tag and Twin-strep tag were subsequently cleaved by
PreScission protease (P3C) and Tobacco Etch Virus (TEV) cleavage (mass ratio
1:1:50 P3C-TEV-GyrA) overnight at 4 °C. GyrA was then further purified by an
anion exchange chromatography step using a HiTrap Q HP column (GE
Healthcare). The protein was eluted with a linear gradient of 20 column volumes
with buffer B (20 mM Hepes, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10% v/v
glycerol, pH 8.0). Fractions containing GyrA were pooled and loaded on a
Superdex S200 16/60 size-exclusion chromatography column (GE Healthcare)
using 20 mM Hepes, 50 mM NaGlu, 50 mM KAc, 1 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 10%
v/v glycerol, pH 8.0. 37 mg of GyrA were obtained from 3 L of cultures. The GyrB
(2-804) coding sequence was inserted into the same modified pET28b. Over-
expression was performed in E. coli BL21 (DE3) pRARE2 in LB medium containing
50 µg/mL kanamycin and 35 µg/mL chloramphenicol. Cells were induced with
0.35 mM IPTG after reaching an OD600 0.85 and protein was expressed at 18 °C for
18 h. The GyrB purification procedure is as described above for GyrA. 10 mg of
GyrB were obtained from 3 L of cultures.

Full DNA gyrase reconstitution. E. coli GyrA and GyrB were mixed at equimolar
ratio to allow full DNA gyrase reconstitution. The complex was further purified on
a Superdex S200 16/60 size-exclusion chromatography column (GE Healthcare)
using cryo-EM buffer (20 mM Hepes, 30 mM NaGlu, 30 mM KAc, 2 mM MgAc,
0.5 mM TCEP, pH 8.0) (Fig. 1 and Supplementary Fig. 1).

Nucleic acid preparation. A double-nicked 180 bp DNA duplex was reconstituted
using 2 phosphorylated asymmetric synthetic oligonucleotides12 obtained from
Sigma–Aldrich (Supplemental Table 1). Briefly, the nucleic acids were dissolved in
DNAse-free water at 1 mM concentration. To assemble the double-stranded DNA,
each oligo was mixed at 1:1 molar ratio, annealed by incubating at 95 °C for 2 min
and then decreasing the temperature by 1 °C every 1 min until reaching 20 °C. The
annealed doubly nicked DNA duplex was then buffer-exchanged in Hepes 20 mM
pH 8.0 with a BioSpin 6 column (BioRad).

Complex formation for cryo-EM. The purified DNA gyrase was mixed with the
180 bp dsDNA at 1:1 molar ratio with a final protein and DNA concentration of
32 µM. The mixture was incubated for 10 min at 37 °C. Gepotidacin (GSK2140944,
purchased at MedChemExpress) resuspended at 10 mM in 100% DMSO was added
to reach a final concentration of 170 µM (1.7% DMSO). The mixture was incubated
for 10 min at 37 °C. AMP-PNP (Sigma) was added to the complex at a final
concentration of 340 µM. The fully reconstituted complex was further incubated
30 min at 30 °C. Finally, 8 mM CHAPSO (Sigma–Aldrich) was added to the
complex. The sample was centrifuged 2 h at 16,000 × g to remove potential
aggregates.

Cryo-EM grid preparation. Quantifoil R-1.2/1.3 300 mesh copper grids were glow-
charged for 20 s prior to the application of 4 µl of the complex. After 30 s of
incubation, the grids were plunge-frozen in liquid ethane using a Vitrobot mark IV
(FEI) with 95% chamber humidity at 10 °C.

Electron microscopy. Cryo-EM imaging was performed on a Titan Krios micro-
scope operated at 300 kV (FEI) equipped with a K2 Summit direct electron camera
(Gatan), a GIF Quantum energy filter (Gatan) operated in zero-energy-loss mode
with a slit width of 20 e−V, a Volta Phase Plate (FEI) and a CS corrector (FEI). Images
were recorded in EFTEM nanoprobe mode with Serial EM53 in super-resolution
counting mode at nominal magnification of 130,000x with a super-resolution pixel
size of 0.44 Å and a constant defocus target of−500 nm (Supplementary Fig. 2c). The
VPP was advanced to a new position every 100min (Supplementary Fig. 2b). Four

datasets were collected with a dose rate of 6 to 8 e−/pixel/s (0.88 Å pixel size at the
specimen) on the detector. Images were recorded with a total dose of 50 e−/Å2,
exposure time between 7 to 10 s and 0.2 to 0.25 s subframes (35 to 50 total frames). A
total of 11,833 movies were recorded after data collection of the 4 datasets.

Data processing. Data processing of each dataset was done separately following
the same procedure until the 3D refinements when particles were merged. The
super-resolution dose-fractionated subframes were gain-corrected with IMOD54

and binned twice by Fourier-cropping, drift-corrected and dose-weighted using
MotionCor255 yielding summed images with 0.88 Å pixel size. The contrast
transfer function of the corrected micrographs was estimated using GCTF v1.0656.
Thon rings were manually inspected for astigmatism and micrographs with mea-
sured resolutions worse than 4 Å were discarded yielding 8,701 remaining
micrographs. Particles were automatically picked by reference-free Gaussian blob
picking protocol in RELION229,30. Taking together the 4 datasets, a total of
1,572,962 particles were selected. Four times binned particles from each dataset
were separately subjected to two rounds of 2D classification in RELION2 to remove
junk particles and contaminations resulting in a total of 479,667 particles for
further processing. Particles from the four datasets were merged into one unique
dataset followed by a re-extraction with centering in 3 × 3 binned format. A last
round of 2D classification was then performed yielding a final particle stack of
338,616 particles. The subsequent particle stack was subjected to one round of 3D
ab-initio classification in cryoSPARC31. After discarding the poor-quality models,
the remaining ab-initio model resulted in a final dataset of 191,456 particles, with a
class probability threshold of 0.9 (Supplementary Fig. 2a). The ab-initio model was
low-pass filtered to 30 Å and was used as a reference for homogeneous refinement
in cryoSPARC resulting in a 5.4 Å map. The refined particle coordinates were then
used for local CTF estimation using GCTF v1.06 followed by re-extraction of 2 × 2
binned particles with centering. This new particle stack was subjected to a 3D auto-
refinement in RELION2 using the ab-initio model low-pass filtered at 30 Å yielding
a map with a global resolution of 5.0 Å (Supplementary Fig. 3). Local resolution
showed a range of resolution from 4.0 Å in the DNA-binding/cleavage core to 9.0 Å
in the ATPase domain and the GyrA β-pinwheel wrapping the DNA, indicative of
high flexibility of these two modules. To obtain a final reconstruction of the full
complex with well-defined densities for each domain, we performed 3D classifi-
cation without alignment yielding several different classes. Particles from three
classes were merged (94,633 particles). The subsequent 1 × 1-binned particles stack
was refined in RELION2 without mask until late refinement iterations where a soft
mask was applied to improve resolution. Post-processing of the map yielded a 6.6 Å
resolution reconstruction of the overall complex (Supplementary Fig. 3).

A combination of different local approaches was used to identify different
conformations and to improve local resolution of each domain. Since the ATPase
domain was too small for a 3D focused refinement, we first performed a focused
3D classification of the ATPase domain with a soft mask and no alignment in
RELION2. One class of 58,329 particles with a well-defined density of the ATPase
domain was selected, followed by re-extraction of 1 × 1-binned particles yielding
particles with pixel size of 0.88 Å/pixel. To facilitate an accurate alignment of the
particles, this class was further refined in RELION2 using a soft mask around the
ATPase domain and the DNA-binding/cleavage domain yielding a 5.9 Å global
resolution map (ATPase-Core) (Supplementary Fig. 3).

Secondly, we performed a focused 3D classification of the GyrA β-pinwheel
with a soft mask and no alignment in RELION2. One class of 45,040 particles with
a well-defined density of the GyrA β-pinwheel was selected, followed by re-
extraction of 1 × 1-binned particles yielding particles with pixel size of 0.88 Å/pixel.
This class was further refined in RELION2 using a soft mask around the β-
pinwheel and the DNA-binding/cleavage domain yielding a 6.3 Å resolution map
(CTD-Core) (Supplementary Fig. 3).

Finally, a focused 3D auto-refinement was performed in RELION2 using a soft
mask around the DNA-binding/cleavage domain. Post-processing of the map
produced a 4.3 Å resolution reconstruction of the DNA-binding/cleavage domain.
Then, a focused 3D classification of the DNA-binding/cleavage domain was
performed. Two of the classes showed better angular accuracies and distinct closed
(60,548 particles) and pre-opening conformations (53,655 particles) of the DNA-
binding/cleavage domain. These two classes were further refined in RELION2 by
focused 3D refinement with a C2 symmetry using 1 × 1 binned particles and gave
reconstructions with global resolution of 4.0 and 4.6 Å after post-processing,
respectively (Supplementary Fig. 3). The closed DNA-binding/cleavage domain
was further refined by focused 3D refinement using a soft mask, which excludes the
disordered TOPRIM insertion yielding a 4.0 Å map of high quality (Supplementary
Fig. 3).

All reported resolutions are based on the gold standard FSC-0.143 criterion57

and FSC-curves were corrected for the convolution effects of a soft mask using
high-resolution noise-substitution58 in RELION2 as well as in cryoSPARC
(Supplementary Fig. 4a). All reconstructions were sharpened by applying a negative
B-factor that was estimated using automated procedures59. Local resolution of
maps was calculated using Blocres60 (Supplementary Fig. 4c). The cryo-EM maps
of the overall complex, ATPase-core, CTD-core and the DNA-binding/cleavage
domain in closed (with and without TOPRIM insertion) and in pre-opening state
have been deposited in the EM Data Bank under accession numbers EMD-4913,
EMD-4914, EMD-4915, EMD-4910, EMD-4909, EMD-4912, respectively.
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Model building and refinement. The EM reconstruction of the DNA-binding/
cleavage domain lacking the TOPRIM insertion solved at 4.0 Å was of the best quality.
Almost all side chains could be seen and Gepotidacin density was clearly visible. This
map was used to refine a crystal structure of the DNA-binding/cleavage domain of the
E. coli DNA gyrase17. A dimeric atomic model of the DNA-binding/cleavage domain
was generated using PDB 3NUH in PyMol (Schrodinger L.L.C.). The subsequent
atomic model was stripped of amino acids belonging to the TOPRIM insertion, all ions
and water molecules, with all occupancies set to 1 and B-factors set to 50. First, the
atomic model was rigid-body fitted in the filtered and sharpened map with Chimera61.
A first round of real-space refinement in PHENIX62 was performed using local real-
space fitting and global gradient-driven minimization refinement. Then, 20 nucleic
acids from the structure of S. aureus DNA gyrase41 (PDB 5IWM) were copied and
fitted into our atomic model. DNA sequence was modified according to the DNA used
in our structure. Missing protein residues and nucleic acids were manually built in
COOT63. Atomic model and constraint dictionary of gepotidacin (GSK-2140944) were
generated with the Grade server (http://grade.globalphasing.org). Gepotidacin was
then manually fitted in the empty electron density in COOT and then duplicated. Both
duplicates were set to 0.5 occupancy. Several rounds of real-space refinement in
PHENIX using restraints for secondary structure, rotamers, Ramachandran, and non-
crystallographic symmetry were performed, always followed by manual inspection in
COOT, until a converging model was obtained. Finally, B-factors were refined by a
final round of real-space refinement in PHENIX using the same settings as before.
After the refinement has converged, atomic coordinates of the TOPRIM insertion were
added to the atomic model. It was further refined in the EM reconstructions con-
taining the insertion density in closed and pre-open states using the same procedure. A
half-map cross-validation was performed to define 1.5 as the best refinement weight in
PHENIX allowing atom clash reduction and prevention of model overfitting (Sup-
plementary Fig. 4e). All refinement steps were done using the resolution limit of the
reconstructions according to the gold standard FSC-0.143 criterion57. Refinement
parameters, model statistics and validation scores are summarized in Supplementary
Table 2. The atomic models of the E. coli DNA-binding/cleavage domain in closed
(with and without insertion) and pre-opening conformations have been deposited in
the Protein Data Bank under accession numbers 6RKU, 6RKS, 6RKV, respectively.

For the overall complex, we used a combination of different EM reconstructions
to build the DNA gyrase overall complex atomic model. The ATPase-Core
structure solved at 5.9 Å was used to rigid-body fit in Chimera the ATPase domain
crystal structure in complex with ADPNP32 (PDB 1EI1) and the DNA-binding/
cleavage domain refined in closed conformation. The quality of the electron density
allowed to build in COOT the missing residues of the linker between the ATPase
domain and the DNA-binding/cleavage domain. The CTD-Core structure solved at
6.3 Å was used to accurately rigid-body fit the β-pinwheel crystal structure10 in
Chimera. The 10 missing amino acids (564–574) following the GyrA-box were
added using the modelling server Phyre264. The quality of the electronic density
allowed to build in COOT the missing nucleic acids around the β-pinwheel as well
as the 10 amino acids linking the last GyrA residues to the β-pinwheel. Based on a
secondary structure prediction, a part of the linker was built as an alpha helix
(Fig. 3). The subsequent atomic model containing the ATPase domain, the DNA-
binding/cleavage domain and one β-pinwheel was rigid-body fitted into the overall
complex structure solved at 6.6 Å using Chimera. Then, a copy of the first β-
pinwheel was fitted into the density of the second β-pinwheel in COOT. The
missing nucleic acids around the second β-pinwheel as well as the missing 10
residues of the linker were manually built in COOT. The resulting atomic model
was stripped of all ions and water molecules, with all occupancies set to 1 and B-
factors set to 50. Finally, real-space refinement of the atomic model against the
overall complex structure was performed in PHENIX using rigid-body and global
gradient-driven minimization refinement. Resolution limit for refinement was set
according to the gold standard FSC-0.143 criterion57. Half-map cross-validations
were also performed (Supplementary Fig. 4e). Refinement parameters, model
statistics and validation scores are summarized in Supplementary Table 2. The
atomic model of the overall structure has been deposited in the Protein Data Bank
under accession numbers 6RKW. All the Figures were created with Chimera61,
ChimeraX65 and PyMol (Schrodinger L.L.C.).

E. coli GyrB R286K, R286Q, and E264A purification. The modified pET28b used
for wild-type E. coli GyrB overexpression was mutated by site-directed mutagenesis
using the QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis kit (Agilent) in order to generate
three plasmids harboring R286K, R286Q, or E264A mutations (Supplementary
Table 4). Overexpression and purification procedures for the three mutants are
identical to the wild-type GyrB described above in the Methods section.

T. thermophilus GyrB K284R, K284Q purification. The modified pET28b used
for wild-type T. thermophilus GyrB overexpression12 was mutated by site-directed
mutagenesis using the QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis kit (Agilent) in
order to generate two plasmids harboring K284R or K284Q mutations (Supple-
mentary Table 4). Overexpression and purification procedures for the two mutants
are identical to the E. coli wild-type GyrB described above in the Methods section.

DNA supercoiling assay. An increasing concentration of DNA gyrase (GyrA2B2)
was incubated at 37 °C with 6 nM of relaxed pUC19 plasmid in a reaction mixture

containing 20 mM Tris-acetate pH 7.9, 100 mM potassium acetate, 10 mM mag-
nesium acetate, 1 mM DTT, 1 mM ATP, 100 µg/ml BSA. After 30 min, reactions
were stopped by addition of SDS 1%. Agarose gel electrophoresis was used to
monitor the conversion of relaxed pUC19 to the supercoiled form. Samples were
run on a 0.8% agarose, 1X Tris Borate EDTA buffer (TBE) gel, at 6 V/cm for
180 min at room temperature. Agarose gels were stained with 0.5 mg/ml ethidium
bromide in 1X TBE for 15 min, followed by 5 min destaining in water. DNA
topoisomers were revealed using a Typhoon (GE Healthcare).

ATPase activity assay. ATP hydrolysis is measured by following the oxidation of
NADH mediated by pyruvate kinase (PK) and lactate dehydrogenase (LDH). The
absorbance was monitored at 340 nm over 600 s at 37 °C with a Shimadzu
1700 spectrophotometer. Reactions were recorded in triplicates with 50–100 nM of
GyrA2B2 and 16 nM linear DNA (pCR-blunt) in 500 µl of a buffer containing
50 mM Tris HCl pH 7.5, 150 mM potassium acetate, 8 mM magnesium acetate,
7 mM BME, 100 µg/mg of BSA, 4U/5U of PK/LDH mixture, 2 mM PEP, and
0.2 mM NADH.

Multiple alignment and evolutionary conservation of residues. GyrB ATPase/
Transducer protein sequences from 30 species (Uniprot codes: GYRB_STRCO,
Streptomyces coelicolor; A0A3A2T2C3_LISMN, Listeria monocytogenes;
W8F4Q2_AGRT4, Agrobacterium tumefasciens; Q83FD5_COXBU, Coxiella bur-
netii; GYRB_ECOLI, Escherichia coli; GYRB_NEIGO, Neisseria gonorrhoeae;
GYRB_SALTY, Salmonella typhimurium; Q7V9N3_PROMA, Prochlorococcus
marinus; GYRB_STRR6, Streptococcus pneumoniae; GYRB_MYCPN, Mycoplasma
pneumoniae; GYRB_SHIFL, Shigella flexneri; GYRB_PSEAE, Pseudomonas aeru-
ginosa, Q18C89_PEPD6, Clostridium difficile; GYRB_RICFE, Rickettsia felis;
Q8CZG1_YERPE, Yersinia pestis; GYRB_BORBU; Borrelia burgdorferi; GYR-
B_ENTFA, Enterococcus faecalis; Q8YEQ5_BRUME, Brucella melitensis; GYRB_-
STAAU, Staphylococcus aureus; Q7VQU8_BLOFL, Blochmannia floridanus;
GYRB_HAEIN, Haemophilus influenzae; GYRB_MYCTU, Mycobacterium tuber-
culosis, GYRB_THEMA, Thermotoga maritima; GYRB_THET8, Thermus ther-
mophilus; GYRB_BACSU, Bacillus subtilis; GYRB_HELPY, Helicobacter pylori;
GYRB_CHLTR, Chlamydia trachomatis; GYRB_VIBCH, Vibrio cholerae;
GYRB_THEAQ, Thermus aquaticus; GYRB_AQUAE, Aquifex aeolicus) were
aligned using the Clustal Omega server (EMBL-EBI). The subsequent alignment
was used to plot the amino acids evolutionary conservation on the ATPase/trans-
ducer structure (PDB ID 1EI1) using the ConSurf server (http://consurf.tau.ac.il).
The phylogenetic tree was generated by neighbour-joining method using the
multiple alignment in Clustal Omega.

Reporting summary. Further information on research design is available in
the Nature Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability
Model coordinates and density maps are available in the Protein Data Bank (PDB ID
6RKS [https://www.rcsb.org/structure/6RKS], 6RKU [https://www.rcsb.org/structure/
6RKU], 6RKV [https://www.rcsb.org/structure/6RKV], 6RKW [https://www.rcsb.org/
structure/6RKW]) and the EM Data Bank (EMD-4909 [https://www.ebi.ac.uk/pdbe/
entry/emdb/EMD-4909], EMD-4910 [https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/emdb/EMD-
4910], EMD-4912 [https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/emdb/EMD-4912], EMD-4913
[https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/emdb/EMD-4913], EMD-4914 [https://www.ebi.ac.
uk/pdbe/entry/emdb/EMD-4914], EMD-4915 [https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/emdb/
EMD-4915]). The source data underlying Figs. 1a, 4c, d and Supplementary Fig. 9b are
provided as a Source Data file. Other data are available from the corresponding author
upon reasonable request.
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3. Discussion 
 

Ce travail portant sur l’étude de l’ADN gyrase en complexe avec un ADN et la gépotidacine a 

conduit à la détermination structurale de deux conformations du complexe entier. Ces 

conformations correspondent au domaine de liaison à l’ADN sous forme (1) fermée et (2) pré-

ouverte avec des résolutions respectives de 4,0 et 4,6 Å. La résolution obtenue a permis de tracer 

les hélices du domaine Transducer à la jonction entre les domaines N-terminal et le domaine de 

liaison à l’ADN. L’utilisation de la Cryo-microscopie électronique (Cryo-EM) a permis la 

déconvolution de deux états conformationnels, apportant ainsi des informations sur les 

mouvements générés par le domaine de liaison à l’ADN lors de l’ouverture de la porte à ADN et 

la séparation du segment G après coupure double brin. La molécule de gépotidacine a pu être 

identifiée  dans la reconstruction du domaine de liaison de l’ADN à une résolution de 3 Å,  au 

même emplacement que dans la structure cristallographique du domaine de liaison à l’ADN de la 

gyrase de  S. aureus158.Ces résultats démontrent ainsi que la Cryo-EM est une méthode adaptée 

pour le criblage de composés thérapeutiques sur l’ADN gyrase entière. 

D’autre part, cette étude a permis de compléter le modèle moléculaire de l’ADN gyrase entière 

d’E. coli, modèle de référence pour les études biochimiques et fonctionnelles de cette classe 

d’enzyme bactérienne. En effet, seuls les domaines isolés étaient disponibles et de nombreuses 

connexions entre les domaines ou bien des zones non visibles dans les structures 

cristallographiques ont pu être corrigées ou reconstruites représentant près de 95% de la séquence 

totale. 

Enfin, l’obtention de ces informations structurales a permis de clarifier le rôle d’un acide aminé 

dans la communication allostérique entre le domaine ATPase et de liaison à l’ADN. En effet dans 

la structure de l’étude de Tingey et al.336
 l’arginine 286 située dans le domaine Transducer du 

domaine ATPase est orientée vers la cavité centrale du domaine N-terminal et sa mutation en 

glutamine annihile l’activité de surenroulement et inhibe l’hydrolyse de l’ATP. Les auteurs en ont 

déduit que ce résidu participe au transport du segment T à travers le domaine N-terminal. 

Cependant, dans la structure résolue en 1991 par Brino et al., l’orientation de R286 suggère que ce 

résidu est plutôt impliqué dans un réseau d’interaction qui est différent entre E. coli et T. 

thermophilus337.  Ce réseau de résidus maintient des éléments de structure secondaire du domaine 
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Transducer. La mutagenèse dirigée de ces résidus, en modifiant la charge ou la longueur du 

groupement fonctionnel, perturbe l’activité catalytique et la structure de l’ADN gyrase chez E. coli 

montrant que des motifs peptidiques différents et spécifiques à chaque espèce dans le domaine 

Transducer  contribuent aux propriétés allostériques de l’enzyme. 

 

4. Conclusion 
 

L’obtention des structures des TopIIs procaryotes et eucaryote entières en complexe avec un ADN 

double brin permet de les comparer entre elles. Il existe de nombreuses similitudes entre les 

structures mais des différences sont notables, notamment au niveau des hélices du Transducer qui 

font la connexion entre le domaine N-terminal et le domaine de liaison de l’ADN. Ces hélices chez 

la TopII eucaryote se croisent plus haut sur le domaine N-terminal comparé aux croisements des 

hélices de l’ADN gyrase. Cette différence a pour conséquence une réduction de l’espace de la 

le domaine de liaison de l’ADN et le segment G est similaire chez les deux Top2As. L’espace de 

la cavité N-terminale de la TopII

diamètre de 20 Å (Figure 104).  
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Figure 104 Comparaison des domaines ATPase entiers 
mesures des distances montrent que la cavité entre les deux monomères sont différentes pour les deux protéines et 
cet espace est plus grand chez la Gyrase e le croisement des hélices du Transducer 
et le segment G est plus grande pour la G  

 

Cependant, le segment T doit être transporté au travers de la coupure du segment G générée par les 

Top2s et sortir par la porte C, ce qui signifie que le segment T doit être situé au-dessus du segment 

G (Figure 105a). En ce qui concerne l’ADN gyrase, il est donc possible que le segment T soit 

présent dans la cavité N-terminale. Cette hypothèse semble envisageable pour l’ADN gyrase mais 

au vu des mesures effectuées, il est peu  probable que ce soit le cas pour les TopIIs eucaryotes. Un 

des objectifs maintenant est de comprendre où se situe le segment T avant son passage à 

travers la coupure. De nombreux éléments montrent que les TopIIs sont capables de fixer un 
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croisement d’ADN et couper un ADN double brin juxtaposé à un autre ADN double brin338-340. Il 

serait donc possible que le segment T puisse se loger entre le segment G et les hélices de connexion 

du Transducer (Figure 105b). Le nouveau modèle suggéré serait qu’après insertion des deux 

molécules d’ATP conduisant à la dimérisation de la porte N267 et coupure du segment G, 

l’hydrolyse de l’ATP induit les changements allostériques nécessaires. Le segment T serait 

transporté au travers de la porte à ADN probablement par le rapprochement du croisement d’hélices 

au niveau de cette porte299. Pour terminer le cycle, le segment T est évacué par la porte C et le 

segment G est religué. Il est difficile de montrer par des méthodes biochimiques et biophysiques 

classiques que le segment T se trouve principalement entre les hélices et le segment G. Mais 

l’obtention d’une structure des complexes entiers eucaryote et procaryote avec un ADN juxtaposé 

de type « Holiday junction » ou à partir de mini-cercle d’ADN présentant des croisements serait 

une première étape pour la caractérisation de cette possible hypothèse.  
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Figure 105 Modèle mécanistique proposé à l�issue de ces travaux. (a) Le modèle mécanistique approuvé par la 
communauté scientifique. Dans ce modèle le segment T (ligne  bleu) peut passer au travers de la porte N (en violet), 
puis de la coupure du segment G (ligne jaune) pour sortir par la porte C (en bleu). (b) Dans le modèle que nous 
voulons vérifier, nous tenons en compte les expériences montrant que les Top2As eucaryotes et procaryotes 
reconnaissent un croisement d�ADN. Le segment T se positionne entre le segment G et les hélices du Transducer. 
Lorsque la porte N accepte les deux molécules d�ATP, ce dernier se dimérise et les mouvements engendrés par 
l�hydrolyse successive des deux molécules d�ATP permet le passage du segment T au travers de la coupure puis de 
sortir de l�enzyme par la porte C.  
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Conclusion Générale 
 

À l’issue de cette thèse, nous avons pu apporter des éléments de réponses sur les différents objectifs 

fixés. Dans un premier temps nous avons pu produire et purifier les deux isoformes entiers des 

topoisomérases de type II humaines à partir des cellules de mammifère BHK21 et les tests d’activité 

montrent que ces enzymes sont actives. 

Les travaux du premier chapitre avaient pour but d’identifier les sites de modification post-

traductionnelles, plus particulièrement les phosphorylations et les acétylations possibles chez les 

TopIIs humaines et d’évaluer leurs impacts sur la structure et la fonction de ces protéines.  

L’identification a révélé une distribution commune pour les deux isoformes, la majorité des 

phosphorylations sont identifiées sur les domaines C-terminaux et la majorité des acétylations sont 

identifiées sur le corps catalytique. Ces travaux ont permis d’étudier le rôle d’une lysine de la 

TopII  conservée, sujette à une acétylation et dont la modification ou la mutation en alanine montre 

son importance dans le couplage entre l’activité ATPase et la formation de l’homodimère.  

Afin de comprendre si les phosphorylations impactent les TopIIs, nous avons produit la TopII  

sous sa forme phosphorylée et déphosphorylée, ainsi que les domaines C-terminaux des deux 

isoformes. Des résultats préliminaires montrent un impact potentiel des phosphorylations sur les 

différentes activités ATPase et de modulation de la topologie de l’ADN de la TopII , cependant 

des études complémentaires et des réplicats sont nécessaire pour confirmer ces résultats.  

Enfin ces travaux ont permis de faire une comparaison entre les isoformes entre eux mais aussi 

avec les modifications identifiées dans les cellules cancéreuses, mettant en relation la régulation 

des PTMs et la résistance aux traitements anti-Top2.  

Le deuxième chapitre a porté sur l’étude structure/fonction de la  entière en complexe de 

l’ADN et de l’étoposide. L’obtention d’un modèle à haute résolution a permis pour la première fois 

d’observer les hélices du domaine Transducer  qui font la connexion entre le domaine ATPase et 

le domaine de liaison de l’ADN. Les analyses fonctionnelles in vitro par mutagénèse dirigée 

montrent que ces hélices sont importante pour les propriété allostérique de l’enzyme. Sur ce même 

modèle nous observons pour la première fois une partie du domaine CTD allant des résidus 1193 

à 1217 qui se situe sous le segment G. Les tests d’activité in vitro montrent que  la TopII  tronquée 
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de son CTD mais conservant les résidus jusqu’à 1217 est bien plus active que la protéine sauvage. 

Ces résultats indiquent que le début du CTD est stimule l’activité de la TopII  tandis que le reste 

de ce domaine contrebalance cet effet.  

Le troisième chapitre porte sur la détermination structurale à haute résolution du complexe ADN 

gyrase-ADN-gépotidacine. Le succès de cette étude est un exemple montrant que l’utilisation de 

la technique Cryo-EM peut être appliquée à l’étude de complexe avec des inhibiteurs de l’ADN 

gyrase. La résolution atteinte permet de différencier des conformations adoptées par le complexe 

lors du cycle catalytique ainsi que des systèmes d’interaction qui sont différents interespèce.  

Bien que les enzymes procaryotes et eucaryotes possèdent des domaines catalytiques avec une forte 

similarité de séquence, leurs activités sont finement régulées par des motifs conservés situés dans 

les connexions entre ces domaines. D’autre part, les PTMs chez les TopIIs humaines apportent un 

degré supplémentaire de complexité et ont un impact important sur la relation structure-fonction et 

le contrôle allostérique des activités de la TopII . L’analyse des PTMs identifiées chez la TopII  

dans les cellules cancéreuses montrent que celles-ci peuvent varier en fonction du type cellulaire 

et que ces différences pourraient être explorées pour étudier la possible connexion entre les PTMs 

et les mécanismes de résistance aux traitements anticancéreux.  
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 TopIIa_0 TopIIb_0 

pVE-VV_0TopIIa 2,5 µg = 3,9 µL  / 

pVE-VV_0TopIIb / 2,5 µg = 11,7 µL 

Fast Digest Green 

Buffer 10X 
35 µL 

AdeI FD 10 U/µL 10 µL 10 µL 
NsiI FD 10 U/µL / 10 µL 
Eau Ultra-Pure 301 µL 283 µL 
Volume total 350 µL 

 

Tableau 6 Volumes et concentrations des différents constituants nécessaires à la première étape du clonage des 
TopII  et . 

Après incubation, une réaction de déphosphorylation à la phosphatase alkaline Fast AP 

(ThermoFisher) a été réalisée. Le mélange précédent a été additionné de 10 U de phosphatase et 

incubé à 37°C pendant 20 minutes. Enfin, une étape d’inactivation à 80°C pendant 30 minutes a 

été réalisée avant de déposer sur un gel d’agarose 1% (m/V) en tampon Tris Acétate EDTA (TAE). 

Une tension de 100 V est appliquée pendant 70 minutes. Les bandes contenant les fragments 

d’ADN de 9500 paires de base (bp) pour le pVOTE-TopIIa_0 (Fr1) et de 10362 bp pour pVOTE-

TopIIb_0 (Fr2) ont été découpées sur gel puis purifiées en utilisant le kit NucleoSpin Gel and PCR 

 (Macherey-Nagel).  

Des gènes synthétiques contenant les séquences codant pour l’extrémité N-terminale des TopIIs 

humaines, PGS-TopIIa et PGS-TopIIb, ainsi que les séquences chevauchantes utilisées pour le 

clonage par Gibson ont été synthétisés par ProteoGenix. Ces cassettes, intégrées dans un plasmide, 

ont été amplifiées par réaction de polymérisation en chaîne (PCR) (Tableau 7). Les 

oligonucléotides et le programme de PCR utilisés sont détaillés dans les tableaux ci-dessous. La 

polymérase utilisée est la Q5 Hot Start High Fidelity (New England Biolabs) à 0,01 U/ l. 50 ng de 

chaque plasmide synthétique ont été utilisés comme matrice. Au terme de la PCR, 1 L d’enzyme 

DpnI (New England Biolabs) a été ajouté aux mélanges réactionnels pour digérer le plasmide 

parentale, ceux-ci ont été incubés 1h à 37°C. Après incubation, les produits de réaction ont été 

déposés sur un gel d’agarose 1% (m/V) en tampon TAE et migrés 70 minutes à 100 V. Les bandes 

correspondant aux fragments d’ADN de 1720 bp pour la TopII  (I1) et 1125 bp pour la TopII  

.  
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Oligos Séquence (5�->3�) 

CLGShsTOPIIA-for GCACAACCCCAGTGCCAC 

CLGShsTOPIIA-rev TCAGGATAAGCGTACACTCAGTGGA 

CLGShsTOPIIB-for AGATACACCTGCAAAGGCGG 

CLGShsTOPIIB-rev TTTTCCATCTTAAATTTGGACAGATCTGGTTG 

 

 TopII  TopII  

Q5 Reaction buffer 5 X 22 µL / 

dNTPs mix 10 mM 2,2 µL / 

Q5 Hot Start High Fidelity 2U/ L 0,5 µL / 

SuperFI PCR MasterMix 2X / 25 µL 

Matrice : PGS-TopIIa 10 ng/µL 50 ng = 5 µL / 

Matrice : PGS-TopIIb 10 ng/µL / 50 ng = 5 µL 
CLGShsTOPIIA-for 10 µM  2,5 µL / 
CLGShsTOPIIA-rev 10 µM  2,5 µL / 
CLGShsTOPIIB-for 10 µM / 2,5 µL 
CLGShsTOPIIB-rev 10 µM / 2,5 µL 

Eau Ultra-Pure 75,3 µL 15 µL 
Volume total 110 µL 50 µL 

 

Étapes Nombre de cycles Température (°C) Temps 

Dénaturation initiale 1 98  2 minutes 

Dénaturation 

Hybridation 

Elongation 

30 

98 
60 (TopII )/ 63 

(TopII ) 
72 

30 secondes 
30 secondes 

1 minute 

Elongation finale 1 72 5 minutes 
 

Tableau 7 Oligos, volumes et paramètres du thermocycler nécessaires à la deuxième étape du clonage des TopII  et 
. 

 

La réaction de Gibson a été réalisée à l’aide du Gibson Assembly Mastermix (NEB). Les mélanges 

réactionnels ont été incubés à 50°C pendant 15 minutes. La composition des mélanges était la 

suivante (Tableau 8) : 
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Le gène d’intérêt a donc été amplifié par PCR, les oligonucléotides ainsi que le programme de PCR 

utilisés sont détaillés dans les tableaux ci-dessous (Tableau 9). La polymérase utilisée est la 

Phusion High Fidelity (ThermoFisher) à 0,04 U/ L. La matrice de PCR utilisée correspond à 82 

ng du plasmide pSKB2. Le produit de PCR de 1254 bp (I3) a été purifié sur gel comme décrit 

précédemment. 

 

Oligos Séquence (5�->3�) 

CLCTDIIB-for TTCCAGGGGCCCCATGCAGGAATGTCTGGAAAAGC 
CLCTDIIB-rev GAACTTCCAGGCCTCGATTAAACATTGCAAAATCAACATCATCT 

 

 CTDII  

Phusion HF Buffer 5 X 25 µL 

dNTPs mix 10 mM 2,5 µL 

Phusion High Fidelity 2 U/ L 2 µL 
Matrice : pSKB2 64,5 ng/µL 82 ng = 1,27 µL 

CLCTDIIB-for 100 µM 2,3 µL 
CLCTDIIB-rev 100 µM 1,85 µL 

Eau Ultra-Pure 90 µL 
Volume total 125 µL 

 

Étapes Nombre de cycles Température (°C) Temps 

Dénaturation initiale 1 98  2 minutes 
Dénaturation 

Hybridation 

Elongation 

30 
98 
53 
72 

30 secondes 
20 secondes 
40 secondes 

Elongation finale 1 72 5 minutes 
 

Tableau 9 Oligos, volumes et paramètres du thermocycler nécessaires à la première étape du clonage du CTDII . 

 

Une forme du plasmide pAX-3 exprimant les gènes SUMO, P3C et un double tag 2XStrep en aval 

du promoteur T7 existait dans le laboratoire à mon arrivée. Il fallait donc remplacer le tag SUMO 

par l’insert I3. Pour ce faire, le plasmide a été digéré par les enzymes de restrictions NdeI et XhoI 

de la gamme Fast Digest (ThermoFisher). Le mélange suivant a été incubé à 37°C pendant 1h 

(Tableau 10).  
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pAX-3 1 µg = 5,3 µL  
Cutsmart Buffer 10X 5 µL 

NdeI NEB 10 U/µL 1 µL 
XhoI NEB 10 U/µL 1 µL  

Eau Ultra-Pure 37,7 µL 
Volume total 50 µL 

 

Tableau 10 Volume et concentration des différents constituants nécessaires à la première étape du clonage du CTDII 
. 

Les enzymes ont été inactivées avec une incubation à 80°C pendant 30 minutes avant dépôt sur 

gel. La bande de 5347 bp correspondant au fragment d’ADN de pAX-3 dont la séquence codant 

pour le tag SUMO a été clivée a été purifiée sur gel comme décrit précédemment.   

La réaction de « Gibson Assembly » a été incubée 15 minutes à 50°C, le mélange réactionnel était 

le suivant (Tableau 11):  

 

 CTDII  

Gibson Assembly Mastermix (NEB) 2X 15 L 

Fr3 (17,9 ng/ L) 75 ng = 4,2 L 

I3 (167 ng/ L) 83,5 ng = 0,5 L 

Eau Ultra-Pure 10,2 L 

Volume total 30 L 
 

Tableau 11 Volumes nécessaires pour la réaction du Gibson Assembly.  

 

Des bactéries chimio compétentes TOP10342 ont été transformées avec les produits réactionnels 
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Figure 109 Étape du protocol de clonage du CTDII . 

 

2. Culture de cellule mammifère BHK21  
 

Une fois le gène d’intérêt cloné dans le plasmide pVOTE (Vaccinia Virus/Lac Operon/T7 RNA 

polymerase/ EMC) puis intégré dans le génome du virus modifié de la vaccine (MVA), les cultures 

de BHK21, à confluence, ont été infectées. L’expression de la protéine d’intérêt est induite par 

ajout d’IsoP -D-1-ThioGalactopyranoside (IPTG).   

Ce virus modifié est non pathogène pour l’humain, ce qui permet de l’utiliser en laboratoire de 

classe 1. De plus, cette souche virale modifiée est 4 fois plus efficace pour la production de protéine 

recombinante que le virus sauvage260.  

Le génome de la souche modifiée contient différents éléments essentiels à la production (Figure 

110). Une première insertion de 5,5 kbp contenant :  

 Le gène codant pour la T7 RNA polymérase dont l’expression est contrôlée par le couple répresseur 

lacI/ opérateur lacO et par un promoteur tardif du développement virale p11. Le gène lacI est lui-

même sous le contrôle d’un promoteur précoce p7.5. Enfin l’insertion du gène codant pour la GFP 

sous le contrôle d’un promoteur précoce pSe, servait initialement à sélectionner la souche de virus 

contenant l’ensemble des gènes du bloc de 5,5 kbp et facilite la visualisation de la multiplication 

virale.  
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de culture à une densité comprise entre 1 et 2 x 106 cellules/mL. Les cellules ont été infectées avec 

600 mL de culture préalablement infectée avec la souche de virus recombinant. L’infection et la 

surexpression des 6 L de culture cellulaire additionnée de 1 mM d’IPTG pour l’induction de 

l’expression s’est déroulée pendant 24h en suivant les conditions d’incubations décrites ci-dessus. 

Après 24h, les cellules ont été centrifugées à 2000 x g pendant 30 minutes à 4°C. Les culots ont 

été resuspendus dans 50 mL de tampon phosphate salin (PBS) (Gibco). Les suspensions ainsi 

obtenues ont été centrifugées à 4000 g pendant 5 minutes à 4°C. Les culots ont été congelés à – 

196°C, en azote liquide, puis conservés à -80°C.  

 

3.  Production des TopIIs dans le système d�expression S.cerevisiae 
 

L’expression et la purification des TopIIs humaines dans le système de levure S.cerevisiae a été 

développé par Claire Bedez, une ancienne doctorante du laboratoire. Les détails du protocole sont 

reportés dans son manuscrit de thèse paru en 2015  

 

4. Purification des TopIIs  
 

Le protocole de purification des TopIIs à partir des culots de cellules BHK21 ou de S. cerevisiae 

est identique. L’ancien protocole ne sera pas détaillé dans cette partie. Les culots ont été 

resuspendus à 4°C dans du tampon de lyse (25 mM HEPES pH 8 ; 500 mM NaCl ; 500 mM KCl; 

10 % glycérol ; 20 mM imidazole ; 1 mM MgCl2 ; 2 mM -mercaptoéthanol (BME) ; 0,5 mM de 

fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF) et 1 tablette de cocktail d’inhibiteur de protéase (PIC) 

(Roche) par litre de culture). Un culot de 1 L de culture était resuspendu dans 10 mL de tampon. 

Les suspensions cellulaires ont été lysées par un homogénéisateur à haute pression (EmulsiFlex-

C3) en 3 passages à une pression d’environ 10,4 MPa. Après chaque passage, l’extrait a été 

récupéré dans un bécher refroidi à 4°C. L’extrait total ainsi obtenu a été centrifugé à 50 000 x g 

pendant 1 h à 4°C.  

Toutes les étapes de purifications décrites ci-dessous se déroulent à 4°C.  
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La fraction soluble a été injectée à 2,5 mL/min sur deux colonnes HiTrap Chelating HP (GE 

Healthcare) de 5 mL branchées en tandem et préalablement équilibrées avec 5 volumes colonne 

(CV) de NiSO4 à 0,2 M et 5 CV de tampon de lyse. Après diminution du signal d’absorbance à 260 

et 280 nm, deux étapes de lavages successives ont été réalisées à 57 et 75 mM d’imidazole avec le 

tampon d’élution Nickel (25 mM HEPES pH 8 ; 300 mM NaCl ; 300 mM KCl ; 10 % glycérol ; 

250 mM imidazole ; 1 mM MgCl2 et 2 mM BME). Les colonnes HiTrap Chelating ont été 

branchées en tandem avec deux colonnes StrepTrap HP (GE Healthcare) de 5 mL préalablement 

équilibrées avec le tampon d’élution nickel, puis l’élution a été effectuée avec 100 % de tampon 

d’élution Nickel. Après diminution du signal à 260 et 280 nm, 5 CV de tampon charge Strep (25 

mM HEPES pH 8 ; 200 mM NaCl ; 200 mM KCl ; 10 % glycérol ; 1 mM MgCl2 ; 2 mM 

dithiothréitol (DTT)) ont été passés. L’élution des colonnes StrepTrap a été réalisée avec du tampon 

de charge Strep additionné de 3 mM de Desthiobiotine.  

Après cette première étape de purification, l’éluât a été incubé avec de la protéase P3C (produite 

dans le laboratoire) sur la nuit à 4°C en utilisant un ratio d’1 mg de P3C pour 40 mg de TopIIs 

taguées.  

Une fois l’étiquette de purification clivée, les TopIIs ont été injectées sur une colonne HiTrap 

Heparin HP de 5 mL (GE Healthcare) équilibrée en tampon de charge Strep. Après diminution du 

signal d’absorbance à 260 et 280 nm, l’élution a été effectuée avec un pallier de 30 % du tampon 

d’élution Héparine (25 mM HEPES pH 8 ; 750 mM NaCl ; 750 mM KCl ; 10 % Glycérol ; 1 mM 

MgCl2 ; 1 mM DTT). Les fractions contenant les TopIIs ont ensuite été congelées en azote liquide 

puis conservées à -80°C.  

  

5. Test topologiques  
 

5.1. Test de relâchement d�un ADN surenroulé négativement  
 

Le test de relâchement d’ADN surenroulé négativement a été réalisé avec 6 nM de plasmide PUC 

19 et une gamme de concentration allant jusqu’à 100 nM de TopII. Le tampon utilisé était composé 

de 50 mM d’acétate de potassium, 20 mM de Tris-acétate pH 8, 10 mM d’acétate de magnésium, 

0,1 mg/ml de BSA et 1 mM d’ATP. Le mélange réactionnel de 20 µL a été incubé pendant 30 
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minutes à 37°C. Afin d’arrêter la réaction, 1 µL de SDS 20 % a été ajouté et le mélange réactionnel 

a été agité en utilisant un vortex. Avant électrophorèse sur gel, 2 µL de colorant de charge d’ADN 

6X ont été ajoutés. Les échantillons ont été déposés et ont migré à travers un gel d’agarose 1 % 

Tris-Borate-EDTA (TBE), pendant 180 minutes à 90 V. Afin d’observer les différents 

topoisomères, le gel a été incubé dans 100 mL de tampon TBE, 0,5 mg/mL de bromure d’éthidium 

(BET) pendant 15 minutes, puis décoloré dans de l’eau pendant 5 minutes. Le gel a ensuite été 

révélé à la lumière UV avec la machine GENIUS : 3 de la marque OZYME. 

 

5.2. Test de décaténation d�un ADN  
 

Le test de décaténation a été réalisé avec une gamme de concentration identique à celle utilisée lors 

du test de relâchement et 200 ng d’ADN kinétoplastique, réseaux d’ADN circulaires (minicercles) 

enchaînés les uns aux autres produits par la société Topogen. Le tampon de réaction utilisé était 

composé de 50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0,5 mM DTT, 0,03 mg/mL de 

BSA et 2 mM d’ATP. Pour mettre fin à la réaction, 1 µL de SDS 20 % et 5 µL de Protéinase K, à 

une concentration finale de 0,3 mg/mL, ont été ajoutés. Le mélange réactionnel a été incubé 15 

minutes à 37°C. Au terme de l’incubation, 5 µL de sarkosyl 5 %, 25 % de glycérol et 0,125 % de 

bleu de bromophénol ont été ajoutés pour arrêter la réaction. Enfin, une extraction 

phénol/chloroforme à pH 8 a été réalisée. A l’instar du test de relâchement, l’analyse des différentes 

formes topologiques a été réalisée sur un gel d’agarose 1%, TBE. Une tension de 60 V est appliquée 

pendant 1 heure. La révélation est identique à celle utilisée pour le test de relâchement.  

 

5.3. Test de clivage  
 

Le protocole expérimental du test de clivage est identique à celui du test de relâchement.  

Néanmoins, 5 mM d’étoposide ont été ajoutés dans le tampon de réaction afin de stabiliser le 

complexe de clivage TopII – ADN. La réaction a été arrêtée comme lors du protocole de 

décaténation, afin de décrocher les TopIIs liées de façon covalente à l’ADN. Les échantillons ont 

été déposés sur gel d’agarose 1% TBE et ont migré pendant 180 minutes à 60V. La méthode de 

révélation était identique aux tests précédents.  
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l’IGBMC, Strasbourg). Des bactéries de souche BL21 DE3 LOBSTR303 ont été transformées avec 

le plasmide. Cette souche est dépourvue de certains contaminants protéiques susceptibles de se lier 

à la résine Nickel303. L’antibiotique de sélection utilisé est la kanamycine.  La surexpression de La 

LPP a eu lieu dans du milieu LB, additionné de kanamycine 50 µg/mL et d’avec 1mM d’IPTG. La 

culture a été incubée à 25°C pendant 3 h et sous agitation, suivi d’une incubation sous agitation 

pendant 3h à 25°C (Figure 116).   

 

 

 

 

 

 

 

 

                                         Figure 116 Induction de l�expression à l�IPTG sur des bactéries LOBSTR de LPP. 

Les culots bactériens ont été resuspendus dans 50 mM Tris pH 7,5 ; 10% Glycérol ; 500 mM NaCl. 

Le volume de resuspension est de 10 ml de tampon de lyse pour 1 L de culot. Un culot d’1 L de 

culture était resuspendu dans 10 mL de tampon. La lyse est a été réalisée par un homogénéisateur 

à haute pression (à l’aide de l’EmulsiFlex C3) en 3 passages à une pression d’environ 10,4 MPa. 

Après centrifugation à 50 000 x g pendant 1 h, une première étape de purification sur colonne 

d’affinité Nickel Ni2+Hitrap Chelating de 5 mL a été réalisée à l’aide d’une colonne Hitrap 

Chelating 5 mL. La fraction soluble a été injectée. Après injection à 2,5 mL/min, une étape de 

lavage a été réalisée avec du tampon lyse additionné de 40 mM d’imidazole. La protéine a été éluée 

avec du tampon d’élution (tampon de lyse, 250 mM d’imidazole). L’éluat ainsi obtenu a été 

concentré dans un concentrateur (VIVASPIN, membrane PES, cut-off 10 KDa, Sartorius) jusqu’à 

obtenir un volume final de 4mL. La deuxième étape de purification est a été réalisée à l’aide d’une 

colonne de chromatographie d’exclusion sur gel Superdex 75 16/60 (GE Healthcare). La colonne 

a été équilibrée avec du tampon de lyse (Figure 117). Les fractions correspondant au deuxième et 
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troisième pic d’absorption en sortie de colonne ont été dialysées contre 2 L de tampon (50 mM 

HEPES pH 7,5 ; 100 mM NaCl ; 50% de glycérol) sur la nuit à 4°C. Le rendement obtenu était de 

6 mg/L de culture. La pureté de l’échantillon obtenu était suffisante pour utiliser la LPP en tant 

qu’agent de déphosphorylation. 

 

 

Figure 117 Purification de la LPP. (a) Après lyse une première étape de purification sur une colonne d�affinité 

Nickel. Les fractions 1 et 2 correspondent dans l�ordre à 1 :l�injection de la fraction soluble, 2 : lavage avec 40 

mM d�imidazole. L�astérisque correspond au pic d�élution avec 250 mM d�imidazole. (b) Deuxième étape de 

purification sur une colonne d�exclusion stérique Superdex75 16/60. Les fractions A, B et C correspondent aux 

fractions contenant de la LPP. Les courbes bleu et rouge correspondent respectivement aux signals à 280 et 260 

nm.  
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obtenu était suffisante pour réaliser les réactions de phosphorylation des domaines C-terminaux 

(Figure 119).  

 

Figure 119 Purification de CK2. (a) Après lyse une première étape de purification sur une colonne d�affinité 

Nickel. Les fractions 1 et 2 correspondent dans l�ordre à 1 :l�injection de la fraction soluble, 2 : lavage avec 40 

mM d�imidazole. L�astérisque correspond au pic d�élution avec 250 mM d�imidazole. (b) Deuxième étape de 

purification sur une colonne d�exclusion stérique Superdex 200 16/60 . L�astérisque correspond à la fraction 

contenant la CK2. . Les courbes bleu et rouge correspondent respectivement aux signals à 280 et 260 nm.  
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9. Analyse par spectrométrie de masse  
 

Les étapes de traitement de l’échantillon, la réalisation de l’analyse ainsi que la mise en forme des 

résultats ont été réalisées par la plateforme de protéomique de l’IGBMC.  

 

9.1. Préparation de l�échantillon  
 

Les échantillons ont été fournis à la plateforme, sous forme liquide ou en gel SDS-PAGE. Les 

échantillons liquides de 100 µL contenaient entre 10 et 15 µg de protéine. Les échantillons en gel 

étaient préparés en déposant 4 à 5 µg de protéine sur gel, coloré au Bleu de Coomassie après 

migration.  

Traitement des échantillons liquides 

Une incubation des échantillons en présence d’acide trichloroacétique a été réalisée sur la nuit à 4°C. Après 

une étape de centrifugation à 14 000 rpm pendant 10 minutes à 4 °C, les culots obtenus ont été dénaturés 

par une solution d’urée 8 M, 100 µM Tris-HCl pH 8.0. Une première étape de réduction a été réalisée dans 

une solution contenant  5 mM de tris (2-carboxyethyl) phosphine (TCEP). Une seconde réduction a été 

réalisée dans 10 mM de DTT, 100 mM de bicarbonate d’ammonium (BA), suivie d’une réaction d’alkylation 

dans 55 mM d’iodoacétamide, 100 mM de BA. Toutes les réactions suivant la centrifugation ont été 

effectuées pendant 30 minutes à l’abri de la lumière.  

Traitement des échantillons en gel SDS-PAGE 

Les bandes d’intérêt ont été découpées au scalpel puis décolorées lors de lavages successifs avec une 

solution de BA à 25 mM. Une fois les bandes décolorées, 100 µL d’acétonitrile ont été ajoutés. Le mélange 

ainsi obtenu a été incubé durant 20 minutes à température ambiante. Les fragments de gels ont été séchés 

pendant 10 minutes sous vide dans un appareil SpeedVac. Les protéines présentes dans le gel ont été réduites 

dans 10 mM de DTT et 100 mM de BA puis alkylées dans 55 mM d’iodoacetamide et 100 mM de BA. 

Chaque réaction a été réalisée à 56 °C, à l’abri de la lumière pendant 30 minutes. Trois lavages successifs 

avec 200 µL de BA à 25 mM ont été effectués, avant que les bandes de gels ne soient à nouveau séchées 

dans 100 µL d’acétonitrile pendant 15 minutes à l’aide du SpeedVac.  
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Digestion à la trypsine et la chymotrypsine 

Les échantillons en gel ont été incubés avec 7

pendant la nuit à 37 °C. Après élimination du surnageant, le culot a été re-solubilisé dans une solution de 

BA à 25 mM pendant 12 heures à 37 °C. Les peptides ainsi obtenus ont été extraits en utilisant un mélange 

d’acide acétique 10 % et d’acétonitrile 45 %. Les échantillons qui en résultent ont été centrifugés à 10 000 

g pendant 5 minutes. Une seconde étape d’extraction a été effectuée en utilisant un mélange d’acide acétique 

5%, acétonitrile 95%. Le surnageant a été évaporé en utilisant le SpeedVac. 

Les échantillons liquides ont été soumis à une double digestion. La première a été réalisée par l’endoprotéase 

Lys-C (Wako) avec un ratio massique enzyme/protéine de 1:100 dans une solution d’urée 8 M pendant 4 

M durant la nuit à 37°C. Enfin, les peptides ont été dessalés par une cartouche C18 et séchés à l’aide du 

SpeedVac. 

 

9.2. Analyse LC-MS/MS  
 

5 µL de mélange peptidique ont été injectés sur une colonne C18 Acclaim PepMap 100 trap-column 

(Thermo Fisher Scientific). Le débit de l’éluant (2% d’acétonitrile, 0,1% formaldéhyde),  était de 

5 µL/min. Les peptides ont ensuite été séparés en utilisant une colonne C18 Accucore nano-column 

(Thermo Fisher Scientific). La séparation a été réalisée par un gradient de 0 à 100 % d’acétonitrile 

sur 120 minutes à 38°C, à un débit de 200 nL/min. Cette séparation était composée de 3 phases à 

différentes concentrations d’acétonitrile: 1) 90 minutes, 5 à 35%, 2) 20 minutes, 35 à 80%, 3) 5 

minutes, 99%.  

Le spectromètre de masse utilisé est un LTQ Velos Pro (Thermo Fisher Scientific), couplé à un 

Orbitrap Elit (Thermo Fisher Scientific). La méthode d’analyse est basée sur une première 

fragmentation de tous les peptides suivie par une mesure de leur spectre respectif via le LTQ Velos 

Pro à une sensibilité donnée de 300 ppm. Les 20 pics les plus intenses ont ensuite été re-fragmentés 

pour une deuxième analyse (MS2) dans l’Orbitrap Elit à une sensibilité de 10 ppm. La base de 

données utilisée pour l’identification des protéines associées aux peptides est SequestHT, associée 
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au logiciel Proteome Discoverer 2.4 (Thermo Fisher Scientific). La confiance accordée aux 

spectres ainsi obtenus est paramétrée avec un taux de faux positif à 1%.   
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