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Résumé de la These

Contexte Scientifique et objectifs du projet de thése

Les ADN topoisomérases de type II (Toplls) sont des enzymes essentielles au bon déroulement
des processus cellulaires comme la réplication de I’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 I'intervention des Toplls. Les Toplls 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 I’ADN (porte 2 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 a I’hydrolyse de I’ ATP et conduisant a I’ouverture et la fermeture des

portes de I’enzyme selon un mécanisme allostérique.

Chez I’homme il existe deux isoformes pour les Toplls: la Topll a et B. L’isoforme o est
indispensable 2 la prolifération cellulaire et une cible importante des traitements anticancéreux>.
L’isoforme B est impliqué dans les mécanismes de transcription activée?® et dans le développement
neuronal®. Les molécules utilisées en chimiothérapie des cancers empéchent 1’étape de religation
de ’ADN, faisant des Toplls des cibles thérapeutiques majeures. Cependant, 1’'utilisation des
molécules anti-Top2 peut étre a lorigine de cancers secondaires’. 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 cellulaires’. Cependant I’implication
des PTMs dans la régulation des activités des Toplls et leur impact sur les mécanismes

allostériques sont encore mal caractérisés.

Durant ma these je me suis intéressé a I’étude structure-fonction des complexes des ADN
topoisomérases de type Il et a I’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 TopllIs.



Ce travail a été réalisé€ en 3 parties :

1) Analyse des phosphorylations et des acétylations des Toplla et B et de leurs impacts sur la
relation structure/fonction

2) Etude structure-fonction des mécanismes allostériques des complexes nucléoprotéiques des
Topll o/p

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

I’ ADN et la gépotidacine

Résultats

1) Analyse des phosphorylations et des acétylations des Toplla et B et de leurs impacts sur la

relation structure/fonction

Nous nous sommes intéressés aux phosphorylations et acétylations présentes sur les isoformes
Toplla et B produites dans des systémes eucaryotes. Nous avons mis en place la production des
Toplls dans des cellules de mammifere BHK21 et dans la levure S.cerevisiae permettant
I’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
Toplls 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 mammifere 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 Toplla conservée spécifiquement chez les eucaryotes.
L’inactivation de ce résidu K168 par mutagenese 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 I’impact de la mutation in
vitro, des tests enzymologiques et de régulation topologique de I’ADN ont été réalisés, ainsi que
des caractérisations biophysiques telles que la chromatographie d’exclusion stérique et des

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

dans des zones spécifiques moins conservées de 1’enzyme.

Ces travaux ont conduit a 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 Toplls, nous avons ensuite entrepris
d’étudier I'impact global des phosphorylations sur leurs activités catalytiques. Les Toplls
recombinantes ont été produites dans les cellules mammiferes 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 I’ADN et enzymologiques
montrent que la déphosphorylation de la Toplla pourrait conduire a une modulation de son activité

induisant des coupures d’ADN aberrantes.

Un autre aspect du projet consiste a déterminer si les PTMs et plus particulierement les
phosphorylations ont un rdle dans le repliement des CTDs alors qu’ils sont prédits comme
désordonnés en 1’absence de toute modification. Nous avons identifié par spectrométrie de masse
les sites de phosphorylation a la caséine kinase Ila (CK2) présents au niveau des CTDs pour les
deux isoformes. CK2 est une kinase mitotique importante pour le bon déroulement du cycle
cellulaire dont I’action stimule I’ activité de la TopIIa®. Cette étude sera poursuivie par la production
des CTD phosphorylés par CK2 qui permettra a moyen terme de déterminer si les phosphorylations

ont un impact sur la structure des CTDs.

Ces travaux ont également amené a la publication d’une revue scientifique portant sur la corrélation
entre la résistance aux traitements anti-cancéreux et les PTMs de la Toplla, publi¢e dans le journal

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

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

Topll o/f

Les structures des domaines catalytiques isolés des Toplls ont été résolues par cristallographie aux
rayons X’. Cependant les structures des protéines entieres et leurs conformations a chaque étape

du cycle catalytique n’étaient pas encore connues.



L’architecture moléculaire complete de la Toplla humaine en complexe avec de I’ADN et de
I’étoposide, un agent anti-tumoral, a été récemment obtenue par cryo-microscopie €lectronique
dans 1’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 I’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 a 1217 est positionnée sous le

segment d’ADN G et possede plusieurs résidus soumis potentiellement a des PTMs.

Sur la base de ces informations structurales, nous avons exploré les spécificités du mécanisme
catalytique de la Toplla par une étude ciblée de mutagénese dirigée in vitro. Les résultats font
apparaitre le role crucial de ces éléments structuraux de connexion entre domaines dans les

mécanismes allostériques permettant la modulation de 1’activité de relachement de I’ ADN.

Ce travail concernant la Toplla a abouti a la soumission d’un article en aott 2020, actuellement en

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

Grace a la qualité des échantillons obtenus, nous avons pu initier une étude structurale comparative
de I’isoforme P par cryo-microscopie électronique. Avec les protocoles de microscopie mis en
place, nous avons pu reconstruire un premier modéle de la TopIIp avec une résolution locale a 9A
sur le corps catalytique mais sans la présence d’ADN. Ce travail devra €tre poursuivi au sein de

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

3) Analyse structure-fonction de 1’homologue bactérien ADN Gyrase en complexe avec de

I’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
hétérotétramere de 380 KDa composée des sous-unités GyrA et GyrB. En 2013 le laboratoire avait
produit la premiere structure de I’ADN Gyrase de Thermus Thermophilus, en complexe avec de
I’ADN et la ciprofloxacine®. Cette structure a permis d’observer que les sous-unités GyrB sont
entrelacées et que les B-pinwheels du domaine C-terminal maintiennent le brin d’ADN courbé,
grace aux charges positives disposées en surface de ces domaines. Cependant la résolution limitée

de cette structure avec les technologies de 1’époque, ne permettait pas de distinguer les différentes



conformations de cette enzyme lors d’autres étapes du cycle catalytique. L’évolution technologique
de la microscopie électronique a permis a 1’équipe d’obtenir la structure a haute résolution de
I’ADN Gyrase du modele génétique E.coli en complexe avec de I’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 a ’ADN. Nous avons pu mener I’étude par
mutagénese 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 a 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

L’obtention par I’équipe des structures de Toplla et de I’ADN Gyrase en complexe avec de I’ADN
et des agents anti-Top2 a permis durant cette these de mener 1’analyse fine des relations structure-
fonction menant a 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 étre 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 particuliecrement des
phosphorylations et des acétylations sur les topoisomérases de type Il humaines a permis de révéler
une distribution des phosphorylations et des acétylations commune aux deux isoformes. Ces
identifications ont permis I’étude ciblée d’un résidu conservé important pour la relation structure-

fonction et plus particulierement le mécanisme allostérique des TopllIs.

La suite de ce projet porte sur la caractérisation de I’impact des phosphorylations sur les activités
enzymatiques de Topll. Nous avons pour cela mis en place la production et la caractérisation de
Toplls enticrement déphosphorylées. Les résultats préliminaires montrent que le niveau de
phosphorylation influe sur I’activité catalytique de la Toplla. Nous avons également identifié par
spectrométrie de masse les sites de phosphorylation a la caséine kinase Ila dans les domaines C-
terminaux des deux isoformes. Les perspectives de ce projet seront de caractériser 1’influence des

phosphorylations sur 1’activité catalytique de la ToplIf et de déterminer si les CTDs adoptent une
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structure tridimensionnelle particuliere 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 I’information génétique.

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

La structure de I’ ADN a été obtenue par James Watson et Francis Crick en 1953 par cristallographie
aux rayons X, grace aux clichés de diffraction obtenus par Rosalind Franklin®. Ces travaux ont mis
en lumiere 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 I’information génétique.

Les deux brins d’ADN sont liés entre eux par appariement des bases azotées. En effet, ces dernieres
sont liées via des liaisons hydrogenes. Ainsi, I’adénine est liée a la thymine par deux liaisons
hydrogene-hétéroatome. La cystéine est liée a la guanine par trois liaisons hydrogene-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).

Apres I’obtention de la structure de 1’ADN, Watson et Crick se sont demandés comment
I’information génétique pouvait &tre accessible pour les processus cellulaires de transcription et de

division cellulaire.
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Guanine Cytosine

Figure 1 Schéma de la structure en double hélice de la molécule d'ADN. Les bases azotées : Adénine, Thymine,
Guanine et Cytosine sont représentées respectivement en bleu, vert, violet et rouge.

Le génome humain mesure environ 2 m, il est compacté dans un noyau cellulaire de 10 — 20 um
soit un ordre de compaction de 10°. De méme, ’ADN du micro-organisme E.coli mesure
approximativement 1,2 mm et doit &tre compacté 10° fois'?. Lors de certains processus cellulaires
nécessitant I’acces a I'information génétique, les brins complémentaires se séparent conduisant a
une déformation de la molécule d’ADN. La compaction, la séparation des deux brins
complémentaires ainsi que les contraintes imposées par la structure en double hélice de I’ADN ont

une influence sur la topologie de ce dernier.

2. Latopologie de ’'ADN

2.1. Les parametres conditionnant la topologie de ’ADN

Pour étudier la régulation de la topologie de I’ADN, il faut savoir que dans le contexte cellulaire,
cette molécule est contrainte et ses extrémités sont fixées, par des machineries moléculaires, ou
dans la membrane cellulaire. Par conséquent la modification de la topologie ne peut se faire que
par rupture d’un ou des deux brins d’ADN. L’ADN est présent sous la forme d’un plasmide chez

les bactéries, ou bien lié a des complexes protéiques comme les octameres d’histones pour I’ADN
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eucaryote' 12, L’ ADN bactérien est également attaché directement 4 la membrane cytoplasmique'?.
Des modeles mathématiques permettent de caractériser la topologie de I’ADN. Le « Linking
number » (Lk) représente 1’indice d’entrelacement de la molécule qui est égale a la somme des

torsions et des surenroulements'*.

Lk =Tw + Wr

Tw : facteur de torsion. Il représente le nombre de fois qu’un brin passe au-dessus d’un autre sur

un segment d’ADN.

Lk=2=2+0

Lk=4=4+0

Figure 2 lllustration du facteur de torsion. Deux brins d’ADN sont représentés en rouge et en bleu.
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Wr : facteur de surenroulement. Il représente le nombre de fois ou un segment d’ADN passe au-
dessus d’un autre segment. La valeur peut €tre positive ou négative suivant 1’orientation de I’axe

de I’ADN.

+1 -1
+1 -1
Lk=+4+2=0+2 Lk=-2=0+(-2)
Figure 3 lllustration du facteur de surenroulement. Deux molécules ADN double brin sont représentées en jaune et

en noir.

Le calcul de I’indice d’entrelacement est dépendant de deux parametres : le « twist » Tw (Figure
2) et la « writhe » Wr (Figure 3). L’indice d’entrelacement est invariable s’il n’y a pas de coupure
simple ou double brin de I’ADN et que la molécule n’est pas libre de rotation. En conséquence,
toute différence est traduite par une interconversion entre les facteurs de torsion et de

surenroulement.

Afin de mieux représenter le comportement physique de la structure en
// double hélice de I’ADN, ce dernier peut étre représenté par un cordon
. téléphonique du siecle dernier (Figure 4). Par endroit, la tension et la
distance qui s’opere entre la prise téléphonique et le téléphone induit un
surenroulement du céble. D’un point de vue mathématique, le

- surenroulement se traduit un coefficient Wr différent de 0.
" 3

Les surenroulements peuvent donc étre positifs ou négatifs selon
I’orientation de 1’axe de ’ADN. Un ADN relaché de 1050 bp avec un

nombre de paires de bases par tour d’hélice de 10,5, possede une valeur

Vo
Supercoil

Lk égale a Lko qui est I’indice d’entrelacement d’'un ADN

Figure 4 Cordon téléphonique contenant
des tours (coil) et des surenroulements
(supercoil.).
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relaché sans contraintes topologiques. Pour un ADN sous la forme B, Lko= 100 = Tw. Le méme
ADN avec un facteur de surenroulement de -4 aura un indice Lk = 100 — 4 = 96. La différence

ALk= Lk - Lko= -4, ce qui traduit un surenroulement négatif de I’ADN.

La majorité de ’ADN du génome humain est naturellement surenroulé négativement d’environ
6%'>17. Chez les bactéries'®, certaines portions d’ADN sont considérées comme hyper-

surenroulées négativement (Figure 5).

Figure 5 Image issue d'un microscope a
force atomique (AFM) de trois molécules
d'ADN surenroulées. Photographie issue
de Lyubchenko Y.L etal.!

L’ ADN est surenroulé négativement in vivo pour trois raisons :
e Le surenroulement permet la compaction de I’ADN

e Les surenroulements négatifs sont plus stables que les positifs car ils possedent une
enthalpie libre AG plus faible d’apres 1’équation dérivée de la relation thermodynamique

de Gibbs-Helmotz s’ appliquant pour les segments d’ ADN de plus de 2000 bp'’:

AG kcal 700 x ALk

o Le surenroulement négatif facilite la séparation de la des deux brins de I’ADN lors de la
fixation des machineries de transcription et de réplication, et I’interaction avec des protéines

régulatrices'*20-2
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2.2. Influence de la topologie de I’ADN dans le cycle cellulaire

Pendant plusieurs décennies, seule la structure primaire de I’ADN, c’est a dire sa séquence
nucléotidique, était considérée comme capitale dans le traitement de 1’information génétique.
Depuis, il a été démontré que la conformation et la topologie de I’ADN joue un rdle dans ces
processus'#?*?> (Figure 6). Ainsi, Niehus et al. ont par exemple démontré, que la transcription
chez Chlamydia trachomatis, un pathogeéne responsable d’IST, peut étre influencée par le degré de

surenroulement de I’ADN au niveau des promoteurs?®.

Figure 6 Illustration du cycle cellulaire et de la quantité d'ADN par cellule durant le cycle.
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2.2.1. Les domaines TADs

Le repliement de I’ADN chez les eucaryotes suit un modele hiérarchique. La structure en double
hélice s’enroule autour d’octameres d’histones pour former le nucléosome. Les nucléosomes sont
assemblés sous formes de fibres de 30 nm, puis en chromonéma de 120 nm, puis en chromatide de

300 a 700 nm pour adopter une structure chromosomique durant la mitose®’ (Figure 7).

ADN
(2.5nm)

Fibre
(30nm)

Chromonema
(120 nm)

Fibre
(300-700 nm)

Chromosome
(1400 nm)

Figure 7 Modéle hiérarchique du repliement de I’ADN. Image issue de Ou, H. D. etal.?®

En 1885, des chercheurs allemands révelent pour la premiere fois I’ADN lors de I’interphase,

condensé sous forme de pelote non organisée avec des différences de contraste observable au
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microscope optique®’. Des études ont été menées pour comprendre comment 1’apparente absence
d’organisation de I’ADN durant I’interphase pouvait conduire a une architecture chromosomique
hautement structurée permettant la division d’une cellule en deux cellules filles identiques. Des
expériences de coloration spécifique de chaque chromosome par la méthode d’hybridation in situ
fluorescence FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) (Figure 8) ont mis en évidence une

organisation en territoire chromosomique de la pelote d’ ADN de fibroblaste™".

X 12 15 6 10

Figure 8 Coloration des régions chromosomiques par la méthode FISH de I’ADN au stade GO. Image issue de Bolzer
etal. 30

Plus tard, les nouvelles méthodes de capture de conformation chromosomique, ou Hi-C, ont permis
de déterminer la présence d’interaction entre des brins d’ADN inter-chromosomique dans ces

territoires chromosomiques que sont les TADs (Topologically Associated Domains)*!' (Figure 9).
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Figure 9 lllustration de la localisation des domaines TADs. (A) Régions chromosomiques au sein du noyau. (B)
Visualisation des interactions possibles entre les domaines TADs. (C) Organisation d'un domaine TAD et de ces
interactions internes. Image issues de Matharu N. etal. 32

Les TADs ont une taille allant d’une centaine de kilobases a quelques mégabases. De par leurs
nombreuses interactions ADN-ADN, ils sont impliqués dans le contrdle de la régulation
génétique®. Il a été récemment démontré que les TADs sont surenroulés et que ce surenroulement
participe a leurs formations. Cependant, peu d’informations sont disponibles a ce jour sur les

conséquences qu’entrainerait un manque de surenroulement de ces domaines®*,
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2.2.2. Llatranscription et la réplication de I’ADN

Durant la transcription et la réplication de I’ADN, les machineries moléculaires « ouvrent » la
double hélice d’ADN pour avoir acces a I’information génétique, et procedent a la lecture du code
génétique (Figurel0). Le mouvement de lecture de I’ADN par ces complexes protéiques est
linéaire et non rotationnel, ce qui a pour effet de compresser la double hélice augmentant le facteur
de torsion. Par compensation, la topologie de I’ADN change, favorisant la formation de
surenroulement positif en amont de la fourche de réplication et de la bulle de transcription®. Cette
compaction de I’ADN et donc ce surenroulement positif a pour conséquence d’inhiber voire de
stopper les processus de transcription et de réplication. L’avancée de la fourche de réplication
conduit a la formation de supertours positifs, en aval et de précaténanes entre les deux doubles
brins d’ADN en amont*®*”. En amont de la bulle de transcription, des supertours négatifs se
forment afin que I'indice d’entrelacement reste constant sur cette portion de I’ADN. Il est donc
important de réguler finement la topologie de I’ ADN durant ces étapes pour le bon fonctionnement
des processus cellulaires. Enfin, I’ADN étant extrémement compacté, il a été montré que les
variations topologiques locales ont des répercussions jusqu’a 100 kbp en amont ou en aval des

machineries moléculaires®.

L 4

ontd e

Replication Machinery

Figure 10 Avancée des machineries de transcription et de réplication ouvrant la double hélice d’ADN et la génération
de leurs conséquences topologiques. Image issue de Ashley R. E. etal.®®
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2.2.3. Laségrégation des chromosomes

La ségrégation des chromosomes se produit lors de I’anaphase : elle correspond a la séparation
ordonnée et synchrone de deux chromatides sceurs. Les bras chromosomiques se rejoignent en un
point précis appelé centromere et I’ensemble forme un chromosome. Le rapprochement des deux
chromatides favorise 1’apparition de caténanes, qui se définissent par I’imbrication de deux boucles
d’ADN I’une dans ’autre®. Durant la ségrégation des chromosomes, chaque chromatide est tirée
vers I’un des deux poles 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 anaphasiques*! (Figure 11).

Figure 11 Image issue d'un microscope confocale montrant I'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.*?

2.3. Impact de la topologie de I’ADN sur |'apparition de pathologies

I1 est maintenant évident que la topologie de I’ADN est dynamique pendant toute la durée du cycle
cellulaire. Des altérations topologiques pourraient causer des dommages sur le génome pouvant

conduire a I’apparition de pathologies.

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

identifiées dans le génome de lymphocyte B leucémiques ****. Ces modifications des domaines
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TADs ont pour conséquences 1’expression de génes 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 génétiques*-+°.

Enfin, des études ont montré notamment que durant les infections bactériologiques, la topologie de
I’ADN des cellules hotes est remaniée pour permettre aux pathogenes Helicobacter pylori,
Staphylococcus aureus ou encore Yersinia enterocolitica, d’infecter les cellules hdtes*’°. Ces

especes remanient 1’architecture 3D de I’ADN de la cellule héte via une cascade de réactions

engendrée par les agents pathogénes®'.

N

|La topologie de ’ADN est un facteur important dans les processus impliquant 1’acces a
| information génétique. Une régulation fine de ce parametre géométrique est indispensable au bon

fonctionnement des cellules eucaryotes et procaryotes.
Il est donc nécessaire de comprendre comment cette régulation s’opeére a I’échelle moléculaire

Les ADN topoisomérases sont les principales régulatrices de la topologie de I’ADN, qualifiée de
« véritable magicienne moléculaire » par James Wang, le chercheur qui a caractérisé pour la

i
i
i
i
i
i
i
i
i
|
I premiére fois ces enzymes dans les années 19707,
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3. Les ADN topoisomérases

Les ADN topoisomérases sont des nucléoprotéines capables de couper I’ADN et de le relier en un
cycle catalytique. II existe plusieurs topoisomérases dans les cellules eucaryotes et procaryotes™.
Elles partagent une caractéristique commune : la capacité a réaliser des coupures de I’ 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 I’ ADN, ce qui conduit

a la formation d’un complexe stable de clivage entre I’ADN et la protéine.

Clivageﬂ Religation

Figure 12 Réaction de transestérification des ADN topoisomérases avec I'ADN.
Ce mécanisme permet de réguler la topologie de I’ADN en modifiant I’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 Topl ou des Top2. Les Topls sont les Topl, Toplll et TopV.
Les Top2s connues a ce jour sont les Topll, TopIV, TopVI et TopVIIL. Il existe deux enzymes qui
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ne respectent pas cette nomenclature : I’ADN Gyrase, une topoisomérase bactérienne appartenant
a la classe des Top2s, et la Reverse Gyrase, qui est également une topoisomérase bactérienne mais
de type 1. Au sein des types 1 et des types 2, les protéines sont réparties dans les classes A, B et C

en fonction de leurs structures tridimensionnelles et/ou de leurs séquences protéiques (Figure 13).

ADN topoisomérase

N

Top1 Top2
1A 1B 1C 2A 2B
Topoisomerase Type Structure Coupure simple/double brin |dépedance a I'ATP | dépendance aux ions Mg2+
Topl bactérienne 1A Monomére simple Non Oui
Topl eucaryote 1B Monomére simple Non Non
Topll 2A Homo-dimére double Qui Oui
Toplll 1A Monomere simple Non Oui
ToplV 2A Hétero-tétramére double QOui Oui
TopV 1B/1C Monomére simple Non Non
TopVI 2B Hétero-tétramére double Oui Oui
TopVIIl 2B Homo-dimérigue double Oui ?
DNA gyrase 2A Hétéro-tétramére double Qui Oui
Reverse gyrase 1A Monomeére simple Qui Oui

Figure 13 Classification des ADN topoisomérases. La classification montre la répartition des topoisomérases. Le
tableau montre les caractéristiques structurales et mécanistiques de toutes les topoisomérase.

Bien que toutes les ADN topoisomérases soient capables de réguler la topologie de I’ ADN, chacune
d’elles remplissent une fonction spécifique. Ces caractéristiques peuvent étre le relachement d’un
ADN surenroulé positivement ou négativement, dénouer des caténanes d’ADN ou encore de

surenrouler un ADN relaché (Figure 14).
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Figure 14 Activités des ADN topoisomérases. La base de la fleche désigne le substrat d'ADN et la pointe désigne le
produit de la réaction. Le pont noir au centre de la pointe de certaines fleches indique que la réaction en question
requiert I'hydrolyse de la molécule d'ATP (Adénosine triphosphate). Image adaptée de Shoeffler, A.J., Berger, J. M.%

Durant cette thése je me suis consacré a I’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 these.

3.1. Les Topoisomérases de type 2A

Les Top2As réalisent des coupures double brin sur I' ADN>®. 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 1’indice
d’entrelacement Lk de 2. Les Top2As sont constituées d’un domaine de liaison de I’ ADN, similaire

a celui des ToplA, composé des sous-domaines WHD (Winged Helix Domain) et TOPRIM
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(TOPoisomerase-PRImase). Cependant les topoisomérases de type 2 sont ATP-dépendantes et
requierent I’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 (Topll) et présente sous deux isoformes a et  chez les mammiferes, I’ADN

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

| Porte N | Porte 3 ADN ‘ CTD ;
[ I I |
wm we TR NN
ParE ParC
o | (o R =
GyrB GyrA

ADN Transducer mnuu| Insertion I ‘ ‘ WHD | Tower u:| o ‘ co
Gyrase c

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

3.2. Mécanisme réactionnel des Top2A

Les Toplls eucaryotes sont des protéines homodimériques, composées de plusieurs domaines
formant trois portes. Elles régulent la topologie de I’ADN par un mécanisme qui peut €tre divisé
en plusieurs étapes. Tout d’abord la TopllI se place sur un segment d’ADN double brin (segment
G) puis elle s’associe a un second segment double brin (segment T)*’ et clive de facon 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 I’ADN.
La porte N se referme par dimérisation des domaines apres liaison de deux molécules d’ATP a
’enzyme’. L’hydrolyse d’une des molécules d’ ATP entraine un réarrangement allostérique de la
protéine, ce qui permet le passage du segment T a travers le brin coupé et sa sortie de I’enzyme’”
par la porte C. Le segment G est religué puis I’hydrolyse de la deuxieme molécule d’ATP permet
une « réinitialisation » de la structure de 1I’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

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

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

porte & ADN et la porte C suggérant un mécanisme a 2 portes plutdt que 3 portes®! (Figure 16).

a. b.

Porte N

Porte a ADN

> Porte C

Figure 16 Mécanisme d'action générale des Top2As. (a) Schématisation du mécanisme d’action proposé par
Kampranis et al®, 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 a 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 Topll de levure S.cerevisiae (PDB ID : 4GFH).

3.3. Organisation structurale des Toplls 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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GHKL Transducer TOPRIM Tower Coiled-Coil Porte C

Figure 17 Arrangement tridimensionnel des domaines composant le corps catalytique des Toplls (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 I’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 I’ATP et d’un ion Mg>*. La

molécule d’ ATP est stabilisée par un réseau de résidus conservés et I’ion Mg?*. 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 Toplla) (Figure 18a,b). La conformation de la porte
N en complexe avec I’ ADP montre un mouvement du domaine GHKL qui se referme sur lui-méme,

favorisant 1’ouverture du domaine Transducer®? (Figure 18c).

FH * k%
HsToplla  FGQLLTSSNYDDDEKKVTGGRNGYGAKLCN
HsTopllp  FGQLLTSSNYDDDEKKVTGGRNGYGAKLCN
MmToplla  FGQLLTSSNYDDDEKKVTGGRNGYGAKLCN
MmTopllf  FGQLLTSSNYDDDEKKVTGGRNGYGAKLCN

Dmiopll FGHLLTSSNYDDDEKKVTGGRNGYGAKLCN
ScTopll FGHLLTSSNYDDDEKKVTGGRNGYGAKLCN
SpTopll FGHLLTSSNYDDNQKKVTGGRNGYGAKLCN

Figure 18 Superposition des structures de la porte N de la Toplla sous la conformation d'avant hydrolyse en crose et
violet (PDBID : 1ZXM) et aprés hydrolyse de I'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 fleche représente le
mouvement de la boucle flexible contenant le résidus 378 entre les deux structures (b) Alignement de séquence a
proximité de la molécule d’ATP, les astérisques montrent les résidus en interaction avec I’ATP.(c.) lllustration des
mouvements du domaine Transducer en dégradé violet a gris représenté par les fleches.
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Le Transducer est le domaine qui fait le lien entre la porte N et les domaines participant a la coupure
et au maintien de I’ADN double brin, qui constituent la porte 2 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 Topll en alanine ou en acide glutamique impacte 1’activité de la Topll de S. cerevisae en
diminuant la vitesse du cycle catalytique®. Le Transducer semble important pour le transport du
segment T%. Il induit des mouvements allostériques de I’enzyme entiére car sa délétion et/ou la
mutation de certains résidus ont un impact important sur 1’activité de coupure de I’ADN et
d’hydrolyse de 1I’ATP®>-%, Malgré son importance il n’existe a ’heure actuelle aucune structure
complete du Transducer permettant de comprendre comment ces domaines sont agencés les uns

par rapport aux autres.

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

Le TOPRIM est un domaine conservé chez les protéines interagissant avec I’ADN comme les
nucléases et les primases. Il contient un repliement « de Rossmann » ainsi qu’un site de fixation de
I’ion Mg** important pour la réaction de transestérification. Cet ion est maintenu au sein de la

protéine grice au motif DXD?.

Le domaine WHD contient le site de coupure de I’ADN incluant la tyrosine catalytique (Y805 chez
la Toplla, Y821 chez la ToplIP) ainsi qu'un domaine de stabilisation et d’ancrage de I’ADN,
HTH®.
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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 Toplls humaines est
encadrée en jaune, les acides aspartiques du motif DXD sont encadrés en violet. Image adaptée de Deweese, J.E. ;
Osheroff, N.%°

D’apres les structures cristallographiques du domaine Tower en conformation ouverte et fermée,
ce dernier semble contribuer 2 la stabilisation du segment G, Il favorise le repliement de cet ADN
qui adopte une courbure de 150° par 1’action d’une isoleucine conservée’! (1856 chez la Toplla,

1872 chez la ToplIP) (Figure 19).

Le domaine Coiled-coil est composé de trois longues hélices a qui font le lien entre la porte C, la
porte a ADN et le domaine C-terminal. Le segment T passe le long de ces hélices pour sortir par la
porte C. Apres ouverture de cette porte, les hélices du domaine Coiled-Coil induisent un

réarrangement de I’enzyme’?

La porte C

Constituée d’un seul domaine, c’est par cette ouverture que le segment T peut sortir de I’enzyme.
Laponogov et al. ont obtenu la structure cristallographique de la TopIV bactérienne en
conformation ouverte. A I’aide de simulations informatiques et a 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 1’ouverture de la porte C’® (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 Toplls humaines.

3.3.2. Le domaine C-terminal des Toplls humaines

Les deux isoformes de la Topll humaine sont identiques sur I’ensemble de leurs séquences, excepté
pour le domaine C-terminal (CTD). Ces domaines font respectivement 37,6 kDa et 49 kDa pour
I’isoforme o et B, leur point isoélectrique est de 9,5 et 6,0. A titre de comparaison les points
isoélectriques des isoformes entiers sont de 8,8 pour I’isoforme o et 8,1 pour son homologue
(Figure 20). Dans les structures des domaines isolés des Toplls humaines, disponibles dans la
banque de données PDB, les domaines CTD sont absents. Ces derniers sont considérés comme
intrinsequement désordonnés selon les prédictions de structure secondaire, ce qui limite les

approches structurales par cristallographie ou par Cryo-EM.

Poids moléculaire (forme dimérique) 350 kDa 366kDa
Point isoélectrique 882 814
’ ’

1 1531

| Topll o | | 170kDa

1 1626

| TO[JII B ‘ 180 kDa

L 2 &—
Id seq. : 78% Non conservé
Regi intrinséq désord

Poids moléculaire (forme dimérique) 37.6 kDa 49 kDa

Point isoélectrique 9,54 6,00

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

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

sur I’interaction entre les Toplls et I’ ADN’* ainsi que sur les activités catalytiques des enzymes’>7®,
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L’activité catalytique de la Toplla est stimulée par I’absence du domaine C-terminal. De plus ces
domaines semblent contribuer a la spécificité de 'enzyme pour les surenroulements positifs et
négatifs’’. En effet la Toplla préfére relacher un ADN surenroulé positivement tandis que la TopIIf
n’a pas de préférence entre les surenroulements positifs ou négatifs’®. Ces domaines expliquent la
différence d’activité entre les Toplls humaines. Le CTD de I’isoforme 3 agit comme un régulateur
négatif de 1’activité en présence d’ADN, contrairement 4 son homologue . Une autre étude a
montré qu’une protéine chimérique Toplla + CTDp se comporte comme ’isoforme f in vivo et in
vitro ""%° Enfin ces domaines sont aussi des plateformes de recrutement de partenaires protéiques

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

De nombreuses questions sur la régulation et le role précis de ces domaines restent en suspens. 1l
n’existe pas a ce jour de données structurales montrant 1'organisation spatiale de ces domaines par

rapport au corps catalytique de I'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 Toplls eucaryotes est prédit comme intrinseéquement
désordonnée et qu’aucune structure n’est disponible a ce jour, ce n’est pas le cas pour la TopIV et
la Gyrase (Figure 21). Le CTD de ’ADN gyrase a une structure en spirale qualifié de « f3-
pinwheel », constitué de 6 unités appelées « lames » composées essentiellement de feuillet B anti-
parallele. Bien que cette constitution ne soit pas strictement identique entre les especes®! le CTD
est important dans les activités effectuées par la Gyrase. La présence du CTD est importante pour
la régulation de la topologie de I’ADN car sa délétion diminue drastiquement ’action de la
Gyrase®>®, La structure de I’ADN gyrase de Thermus thermophilus obtenue dans I’équipe en
complexe avec de I’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 4 la Gyrase®. La structure du
CTD de la ToplV est une variante de celle de I’ADN gyrase. En effet elle est constituée de 5 lames
et ne posséde pas comme son homologue de motif GyrA-box®* qui est crucial pour I’activité de la
Gyrase®® La ToplV a tout comme la Topllo une préférence pour résoudre les surenroulements

positifs. Le CTD de I’isoforme a, tronqués de son CTD a une activité différente ne pouvant plus
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distinguer les surenroulements positifs et négatifs’s. Cette observation est similaire pour la TopIV.
La délétion des CTDs sur la ToplV réduit sa capacité d’interaction avec 1’ADN, inhibant ainsi les
réaction de relichement et de décaténation®*. Ces différents domaines C-terminaux conduisent

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

Topll eucaryotes ToplV

20e) 3p BNA

7 |

[yoid ap anp

Figure 21 Structures des domaines C-terminaux des Toplls eucaryotes, de la ToplV (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 ToplV et la gyrase. Aucune information structurale n’est pour le moment disponible concernant le
CTD des Toplls eucaryotes.
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Figure 22 Activité des Top2As. Les illustrations du haut montrent le repliement de I'ADN au contact de chaque Top2A.
Les illustrations du bas récapitulent les activités des Top2As. Figure issue de Neuman, K.C. 8¢

3.5. Topoisomérase IV

La ToplV bactérienne est la décaténase de la bactérie®”#8. C’est un hétérotétramere constitué des
deux sous-unités ParE (70,2 kDa) et ParC (83,2 kDa) (Figure 23). Une délétion des genes codant
pour la ToplV dans des bactéries conduit a une activité de décaténation 100 fois inférieure a la
normale®. Par ailleurs, de nombreuses études ont montré que la ToplIV, la Gyrase et la Topl
bactérienne interviennent conjointement afin de défaire les noeuds qui apparaissent lors de 1’avancé

de la fourche de réplication® et assurent le maintien du taux de surenroulement’!

. Afin de s’adapter
a la surexpression ou I’inhibition d’expression des sous-unités de la ToplV, le taux d’expression

des sous-unités de la Gyrase est inversement régulé®’.

La ToplV est capable bien que ce ne soit pas son role premier, de relacher I’ ADN. La TopIV montre
une préférence pour le relachement de surenroulements positifs avec une constante de dissociation
(Kp) de 0,15 nM et un Kp de 0,23 nM pour le surenroulement négatif®’*>3 Cette préférence peut
étre expliquée par I’angle avec lequel la ToplV se positionne sur le brin d’ADN, qui est de 85°,
soit 5° de différence par rapport a 1’angle de 90° de la TopllI eucaryote avec I’ADN”® Enfin la Top
IV se distingue de la Toplll, qui est aussi capable de décaténer 1’ADN, par le niveau d’énergie

requis pour ce mécanisme®*.
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Figure 23 Structure cristallographique de la ToplV de E.coli (PDB ID : 1S16 et 1ZVU) et de S. pneumonia (PDB ID :
413H).

3.6. ADN gyrase

L’ADN gyrase est la seule topoisomérase connue a ce jour pouvant introduire des supertours
négatifs dans un ADN relaché”. C’est une topoisomérase bactérienne de type 2A qui forme un
hétérotétramere constitué des sous-unités GyrA (96,6 kDa) et GyrB (90 kDa) qui sont homologues
aux sous-unités ParE et ParC de la TopIV®¥ (Figure 15). La GyrB est constitué d’un domaine
ATPase et d’un domaine TOPRIM qui interagit avec I’ADN et GyrA. Au sein de ce domaine
TOPRIM se trouve un domaine d'insertion propre a I’ADN Gyrase d’E. coli, qui est important pour
la coupure du segment G et qui favorise 1’ouverture du domaine GyrA en se liant au domaine
Coiled-Coil®® (Figure 25). La sous-unité GyrA contient le domaine de coupure de ' 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 premicre structure de la gyrase entiere déterminée en 2013 par cryo

microscopie électronique® a révélé le trajet suivi I’ ADN autour de 1’enzyme (Figure 24).

Figure 24 Modele 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 I'ADN en rouge. Figure issue de Papillon, J. et al.®

Chez E. coli cette roue est constituée de six lames B-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 1a Top IV dont le CTD ne
contient que cinq lames dégénérées®!. Une Gyrase tronquée, sans son CTD, présente une activité

similaire 2 celle d’une ToplI eucaryote et ne peut plus surenrouler I’ 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 lla 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 I’ADN, occupent donc une place
déterminante durant ce cycle. La régulation de I’expression de la Toplla au cours du cycle cellulaire

en fait un biomarqueur de prolifération, puisqu’une hausse de 1’expression protéique est observée
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lors de la transition G2/M°"®. La Toplla intervient lors de la phase finale du processus de
réplication de I’ADN au stade G1/S. Elle agit plus particulicrement sur les régions télomériques ou
les anomalies dues aux répétitions de séquence sont les plus fréquentes!®’. Durant de la transition
G2/M, I’ADN commence a se condenser pour prendre 1’apparence de chromosomes lors de la
métaphase. Lors de cette étape clé, I’expression de la Topllo augmente et est notamment assurée
par la régulation de son ARN messager via la séquence 3’UTR!’! et par I’expression de la
deubiquitinase USP15 qui empéche une dégradation précoce de I’enzyme, dont 1’expression
protéique coincide avec celle de la Toplla!'®>!%. A ce stade du cycle, la Toplla résout les
précatenanes engendrés par I’avancement de la fourche de réplication. Cependant la topologie des
régions correspondant aux futurs télomeres et aux centromeres chromosomiques ainsi que les zones
d’ADN ribosomique, reste sous forme de caténane jusqu’a I’anaphase'® !, Les principales
protéines qui orchestrent la condensation de I’ADN en chromosome sont les complexes condensine
pendant la prophase puis cohésine pendant la métaphase. La Toplla seule permet une compaction
limitée de I’ADN lors de la métaphase, la condensine seule ne permet pas non plus d’atteindre la
compaction obtenue lorsque la Toplla et la condensine travaillent de concert!?1% La compaction
de ’ADN par la condensine génére des supertours positifs, substrats préférentiels de la Toplla,
contrairement 2 la ToplIP qui n’a pas de préférence en ce qui concerne la topologie de I’ ADN!'!!1,
Lorsque les chromatides sceurs sont formées, la cohésine rassemble les deux brins chromosomiques
pour former un chromosome pendant la métaphase. Le complexe cohésine protege les
chromosomes contre des coupures excessives de ’ADN engendrées par la Toplla!''? . Lors de
I’entrée en métaphase les chromosomes sont préts a €tre séparés et a entrer en anaphase, la cohésine

est dégradée par I’enzyme séparase!'>.

Les PTMs de la Toplla, notamment sa phosphorylation et sa SUMOylation permettent a la Toplla
de se concentrer au niveau des centroméres!'*!1°. Quand a lieu la ségregation des chromosomes,
la Toplla réalise des réactions de décaténation en chaine. Elle joue un role de garde-fous et permet
une bonne séparation des brins chromosomiques durant 1’anaphase'!”. L’inactivation de la Toplla
n’empéche pas le cycle cellulaire d’entamer 1’étape de 1’anaphase, néanmoins des ponts
anaphasiques font leur apparition ce qui entraine une aneuploidie cellulaire, une anomalie
favorisant I’apparition de cancers''. A la fin du cycle cellulaire la TopIlo est ubiquitinée ce qui

conduit 2 sa dégradation progressive!!. Cependant avec la quantité restante il a été montré que
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chez Xenopus que la Toplla induit la dissociation des complexes de reconnaissance de I’origine de

réplication afin de prévenir une entrée en phase S précoce!?’,
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Figure 26 Evolution des PTMs et du niveau protéique de la Toplla 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 ’ADN a chaque étape du cycle. Figure inspirée de Lee, J. H. ; Berger,
.M.
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3.8. Implication des topoisomérases de type Il humaines dans la différentiation
cellulaire et dans I'organisation de la chromatine

La ToplIp, contrairement & son homologue o, n’est pas indispensable au bon déroulement de la

119

division cellulaire’ ”. Néanmoins, elle est importante pour la régulation de la transcription. Alors

que I’isoforme a est majoritairement exprimée dans les cellules souches, la ToplIf est exprimée

121 Terole

dans les cellules différenciées et son expression n’est pas dépendante du cycle cellulaire
le plus connu de cette isoforme réside dans son implication dans le développement neuronal. Les
souris dont la transcription du géne TOP2B est inactivée meurent peu apres la naissance suite a une
insuffisance respiratoire*. 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 épiniére!??. Une coloration du mRNA de la ToplIpB
sur des coupes de cerveau d'embryon montre que les neurones dans lesquelles la ToplIf est le plus
exprimée sont les neurones du cortex cérébral, contrairement a la Toplla qui est exprimée dans les
neurones ventriculaires et les cellules souches neurales'>*'?* (Figure 27a). L’expression génique
spatiale et temporale des deux isoformes durant la genese du cortex confirme cette observation
(Figure 27b). En comparant le profil de transcription de neurones issus du cortex d’une souris
sauvage a celui de neurones d’une souris n’exprimant pas la ToplIp, on constate que seuls 1 a4 %
des geénes sont affectés par la présence ou 1’absence de la ToplIf. Parmi eux, 30 % des geénes sont
impliqués dans I’expansion des neurofilaments, ou la formation des liaisons synaptiques'?. Ces
genes sont particulierement longs, plus de 100 kb, ils sont classés dans la catégorie des « longs

génes »3,127,128
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Figure 27 Différences d'expression entre la Toplla et la ToplIB durant le développement neuronal. (a) Coloration du
MRNA de la Toplla et de la ToplIB sur des coupes de souris au stade embryonnaire E14.5. L’expression de la Toplla
est importante dans les cellules souches neuronales, représentée par la zone verte sur le schéma, tandis que la ToplIf
est exprimée dans les neurones différenciés, zone colorée en rouge sur le schéma. Photographies obtenues a partir
de la base de données GenePaint!?. (b) Expression génique spatial et temporal des Toplla et B au cours de la genése
du cortex chez les souris. Les controles 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 telagirdon3.

Des analyses de Chip-Seq réalisées a partir de cellules de foie de souris montrent une co-
localisation de la ToplIp et de la protéine CTCF a la base des boucles flexibles de la chromatine!?’
(Figure 28). La protéine CTCF est indispensable au recrutement du complexe cohésine qui permet
la transcription des génes durant ’interphase, en se regroupant autour des domaines TADs'3!. Un
modele obtenu par simulation informatique montre que la ToplIf intervient a I’extrémité des
domaines TADs, a cette localisation des stress topologiques engendrés par le mouvement du
complexe cohésine qui réarrange 1’architecture des domaines TADs apparaissent'*2. D’autre part,
la ToplIB réalise des coupures doubles brin a la base des domaines TADs induisant une
conformation d’ADN favorable a 1’initiation de la transcription ou de la réplication de I’ ADN!3
135 Ainsi la ToplIB joue un rdle important dans la transcription, plus précisément dans le
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 ToplIB et la protéine de reconnaissance CTCF au sein des
domaines TADs. Figure issue de Canela, A. etal 3¢

chromosomal rearrangement

Les ADN topoisomérases sont donc impliquées dans de nombreux mécanismes régulant la vie
cellulaire et la dérégulation de D’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 thérapeutiques'®’. La premiére elles d’entre fut I’ADN
gyrase en 19762, L’inhibition de la Gyrase par des composés antibiotiques a rendu les traitements
dans lesquelles ces molécules sont administrées tres efficaces. Rapidement les topoisomérases
humaines ont été identifiées comme cibles de molécules anticancéreuses qui déstabilisent la
molécule d’ADN '3, 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 étre catégorisée

en deux classes (Figure 29):

e Les Topoisomérases « poisons » : Le mécanisme d’action de ces molécules se base sur la
proximité des topoisomérases avec I’ADN en stabilisant le complexe ADN-topoisomérase
au moment du clivage de I’ADN (Top2cc). L’accumulation de ces coupures dans le génome
engendre une déstabilisation cellulaire qui conduit a la mort de la cellule.

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

en empéchant I’hydrolyse de I’ ATP ou sa fixation dans I’enzyme.

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

traitements actuels.

Catalytic inhibitors

Top2 poisons

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

4.1. Les molécules « poisons »

Les premieres molécules entrainant une inhibition de I’activité des Toplls humaines a avoir été
identifiées sont les agents intercalant de I’ADN, plus particulierement les composés de la famille
des anthracyclines (Figure 30) produit de fagon naturelle chez les Streptomyces . Parmi les

molécules appartenant a cette famille, la doxorubicine (adriamycine) issue de la daunorubicine est
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une molécule trés utilisée dans les thérapies anti-cancéreuses'®. Cette molécule s’intercale de
préférence dans les régions de I’ADN riches en base A/T. Cette molécule conduit a I’arrét de la
prolifération cellulaire, notamment au stade G2/M'0, Cependant, son administration doit étre

limitée & cause de son principal effet secondaire, sa cardiotoxicité'*!.

| NH
L

oH 0 NH G

Etoposide Mitoxantrone Doxorubicine

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

La mitoxantrone appartient au groupe des anthracenes et est produit de facon exclusivement
synthétique (Figure 30 et 31). Elle fait partie des traitements de premiere ligne chez les patients
atteints de leucémies pédiatriques et adultes, ainsi qu’en deuxieme ligne dans les cancers du
poumon et de la prostate!*?. La structure de ce composé est similaire a celles des composés
anthracycliques, cependant la mitoxatrone ne possede pas de groupement chimique appartenant a
la famille des sucres, sa toxicité est moindre comparée aux autres composés de la famille des
anthracénes'*>'**. Néanmoins, une étude récente réalisée sur une cohorte de 49 patients souffrant

de sclérose multiple, a mis en lumiére que ce composé comporte des risques cardiaques'*. De plus

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

foie!*®.
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Figure 31 Intercalation de deux molécules de mitoxantrone, représentées par des spheres au sein de I'ADN stabilisant
le complexe de clivage Top2cc (PDB ID : 4GOV). L’ADN est coloré en orange et les bases azotées en interaction avec
la mitoxantrone sont colorées en rouge.

Dérivé de la podophyllotoxine, 1’étoposide (VP-16, Vepesid) est un « poison » le plus connu pour
les topoisomérases de classe 2A (Figure 29). Cette molécule est utilisée afin de traiter de
nombreuses formes de cancer. L’étoposide génere de nombreuses coupures double brins, bien plus

que les autres intercalant de la famille des Topoisomérases « poisons » anti-Top2!47-148,

Les structures cristallographiques des domaines de liaison a I’ADN des Toplla et  en complexe
avec 1’étoposide ont permis de comprendre le mécanisme de stabilisation des complexes Top2cc
qui est similaire avec la mitoxantrone. Le noyau aglycone tétracyclique de deux molécules
d’étoposide s’intercale entre les paires de bases du double brin clivé. Cette intercalation est rendue
possible par I’ouverture générée dans la double hélice d'ADN par les TopII'**!>°. D’un point de
vue stoechiométrique, deux molécules d’étoposide interagissent avec une Topll, elles sont
positionnées au niveau des paires de base +1/-4 et +1/-5 (Figure 32). L’interaction directe avec la

Topll rend ce composé plus spécifique que les autres intercalants.
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Figure 32 Intercalation de deux molécules d'étoposide, représentées par des sphéres au sein de I'ADN stabilisant le
complexe de clivage Top2cc (PDB ID : 5GWK). ). L’ADN est coloré en orange et les bases azotées en interaction avec
la mitoxantrone sont colorées en rouge.

Cette catégorie de molécule est en constant développement. Récemment la synthese chimique d’un
composé organoplatinium a été réalisée combinant la molécule d’étoposide et un composé cis-
dichlorodiammineplatinum(II) (Figure 33). Ce composé a montré une meilleure stabilité in vitro
des complexes de clivage comparé a 1’étoposide seul pour les deux isoformes. Ceci est di a
I’interaction du platine avec une méthionine conservée chez les deux isoformes et a proximité de

la molécule d’ADN d’apres les structures cristallographiques obtenues'*°.

? Ha 0 Hz
* N Cl *N _Cl
"Ny Pt Pt
N CI N Cl
O H2 H2
] H 0
MeO OMe MeO OMe
OH OH
Etoposide Etoplatin-N2a Etoplatin-N2p

Figure 33 Structures chimiques de |'étoposide et de ses dérivées en complexe avec du platine. Figure issue de Wang,
Y.R. etal.’¥®
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Les molécules « poisons » sont utilisés dans le traitement de maladies bactériennes. Ces molécules
appartiennent a 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 facon similaire a I’étoposide, en stabilisant les complexes clivés d’apres les

structures cristallographique obtenues.

0 0

Lévofloxacine Moxifloxacine

Figure 34 Structures chimiques de la |évofloxacine 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 Toplls eucaryotes appartiennent a 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

aigiies et trois patients atteints de sarcome lymphatique'>!

ICRF 159 2 ICRF 193 ICRF 187

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 I'utilisation d’ICRF 159 entraine de lourds effets secondaires qui se manifestent par des
troubles digestifs aigus ainsi qu’une importante carence en fer'>!. Suite a 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 derniere. ICRF 193
est un dérivé diméthylé de ICRF 159, c’est la molécule ICRF la plus efficace. La Toplla est dix
fois plus sensible 2 ICRF 193 qu’a ICRF 159'°% . La structure cristallographique du domaine
ATPase de la Topll de levure en complexe avec ICRF 187 a montré que ce composé favorise la
stabilisation d’une conformation fermée de ce domaine empéchant ainsi I’hydrolyse de la molécule
d’ATP'>* (Figure 36). Les conclusions de cette étude ont été appuyées par des caractérisations
biochimiques réalisées en 1994 montrant qu’en présence d’ICRF la Topll de levure est moins
efficace pour hydrolyser I’ATP et qu’elle provoque I’arrét du cycle catalytique a I’étape de
clivage'>*. L’un des intéréts de 1’utilisation de ICRF 187 en tandem avec la doxorubicine en plus
de son effet cardioprotecteur, est également d’empécher la mise en place du mécanisme de
résistance 2 la doxorubicine'>®. Le mécanisme de protection que procurent les molécules d’ ICRF

193 et 187 est encore peu compris, cependant ce mécanisme semble lié a une inhibition secondaire

156,157

de la ToplIP et a une réduction de son niveau protéique dans les myocytes cardiaques

Figure 36 Stabilisation de la porte N par la molécule ICRF représentée en sphére. Elle se situe a I'interface dimérique
du domaine GHKL interagissant avec des résidus appartenant aux deux monomeres 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 ’ADN gyrase

La classe des NBTIs (Novel Bacterial Topoisomerase Inhibitor) regroupe de petites molécules
présentant une puissante activité anti-bactérienne. Ces molécules font 1’objet d’essais cliniques au
moment de I’écriture de ce manuscrit. L’intérét premier de leur utilisation est I’absence de
mécanisme de résistance des bactéries face a 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
disponibles'3®. QPT-1 s’intercale dans le domaine TOPRIM empéchant la fixation des quinolones
qui se fixent alors au sein du domaine WHD sur des résidus conservés'>1%. La gépotidacine
s’intercale dans le domaine WHD sur le site de coupure de I’ADN avec une caractéristique
intéressante : il n’y a qu’une molécule pour une enzyme. GSK 2140944 se positionne au centre de

I'ADN, a la paire de base +2/+3 de I’ADN clivé.

GSK2140944 (gépotidacine) AZD0914

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 a la quinolone MfpA et la protéine YacG inhibent
I’activité de ’ADN gyrase en empéchant que cette dernicre fixe le du segment G au sein du

domaine de liaison a I’ADN.

MipA présente une structure et une distribution de charge en surface qui mime un ADN de forme
B!61162 Des études biochimiques et de biologie cellulaire ont montré que MfpA peut inhiber

Iactivité de I' ADN gyrase et qu’elle contribue aux mécanismes de résistance'®?

. Cependant aucune
structure n’est disponible pour le moment du complexe complet Gyrase-MfpA (Figure 38). Ces
informations structurales pourraient aider a mettre en évidence les possibles différences de fixation

entre ’ADN et MfpA dans I’interaction avec I’ADN gyrase.
@) :

(b)

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 a l'espace nécessaire pour se
positionner entre les hélices du domaine Tower et TOPRIM. (b) Vue de profil, la protéine MfpA a I'espace nécessaire
pour s’insérer et interagir avec le domaine WHD coloré en jaune.
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La protéine YacG inhibe I’activité de I’ADN gyrase en interférant dans la liaison du segment G
d’ ADN!%4165 1 a structure cristallographique de ce complexe montre que les doigts de zinc de cette
protéine interagissent avec des résidus du domaine TOPRIM. Enfin I’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 Toplls de levure et humaines par compétition avec

I’ADN n’a été identifié.

Figure 39 Structure cristallographique du complexe entre le domaine de liaison de I'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-Toplls humaines

Les molécules anti-topo utilisées en chimiothérapie des cancers ciblent a la fois la Toplla et la
ToplIB!6-167 En effet les molécules visant les Toplls humaines agissent sur des régions qui sont
extrémement similaires entre les deux isoformes : les domaines GHKL et WHD ont un pourcentage
d’identité de séquence de respectivement 83% et 86%'%®. Hors la protéine cible lors des traitements

anticancéreux est la Toplla, qui intervient dans la prolifération cellulaire et donc dans le
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développement des tumeurs. S’il était possible de cibler spécifiquement la Toplla cela éviterait
d’endommager des cellules pleinement différenciées, puisque la Toplla est moins abondante dans
ces cellules*. Ces traitements manquent donc de spécificité et induisent des leucémies secondaires

et une certaine cardiotoxicité qui est liée a 1’inhibition de la TopIIB!®.

Dans les années 90 des équipes de recherches ont observé des différences de niveau dans les

170-173

modifications post traductionnelles (PTMs) de la Toplla apres traitement avec des molécules

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

différentiation cellulaire!’*'7>

, processus dans lesquels les topoisomérases sont impliqués. Des
études menées par des équipes dans les années 90 mentionné précédemment sur la modulation des
PTMs apres administration des traitements anti-Top2, ainsi que la récente mise en évidence de la
modulation des PTMs des Toplls dans les cellules cancéreuses’, nous ont poussé a 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 a 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’entrainer une modification de I’activité, de la localisation et de la conformation

des protéines cibles'”®

. Ces réactions sont catalysées par des protéines spécialisées, des enzymes,
dans la fixation de ces groupements. Ainsi, 1’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 these, les PTMs étudiées en rapport avec les modifications apportées sur les Top2

sont : la phosphorylation, 1’acétylation, la SUMOylation et 1’ubiquitinylation.
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5.1. Phosphorylation

La phosphorylation est une modification fréquente chez les eucaryotes, elle existe également chez
les procaryotes, a plus petite échelle cependant'”’. Son implication dans la plupart des processus
cellulaires, de la division cellulaire a la synthese de protéines, en passant par la croissance cellulaire

et I’apoptose, en font la PTM la plus étudiée'’®

. La phosphorylation consiste en la fixation d’un
groupement phosphate POs* & ’extrémité de la chaine latérale d’un résidu hydroxylé sérine,
thréonine ou tyrosine!” . La réaction de phosphorylation est catalysée par un groupe de protéines
appelées kinases et nécessite une molécule d’ATP (Figure 40). Il existe différents groupes de

1

kinases qui forme le kinome'*’ contenant plus de 500 protéines (Figure 41). La phosphorylation

étant une réaction chimique réversible, les phosphatases agissent de maniere opposée aux kinases,
leur fonction au sein de la cellule est de retirer le groupement phosphate des résidus cibles par

hydrolyse.

Les études menées jusqu’a présent sur les phosphorylations des Toplls humaines ont permis
d’identifier des kinases qui catalysent ces réactions sur la Toplla., actuellement aucune information

n’est disponible pour I’isoforme f3.

ATP = ADP+(P)

a _°

Substrat + ADP

Substrat

ATP
0:6@»4—}0
ADP

Figure 40 Réaction de phosphorylation et de déphosphorylation.

®
»-®
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Figure 41 Le kinome humain. Figure issue de Manning, G. etal. &
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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 a la famille MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) jouent un role
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 avérées's!.
Ainsi, la kinase Erk2 est surexprimée dans les cancers des ovaires, de la vessie, des poumons et du
sein a hauteur de 21%, 13%, 12% et 5% respectivement d’apres I’institut national de cancérologie
américain NIH!2 D’apres cette base de données, la kinase p388 est surexprimée a hauteur de 5%
dans les cancers de la peau. Cependant, une baisse de I’expression de cette protéine est observée
dans la plupart des autres cancers. Néanmoins, la kinase p383 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 tumeurs!'83,

=» La sous-famille CDK
La famille CDK (Cyclin-Dependent Kinase) est impliquée dans les différents points de controle
de la division cellulaire!” 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 a ce groupe, cdkl,

intervient en tant que point de contrdle avant I’entrée en mitose de la cellule'®*

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

cellulaire.

=>» La sous-famille GSK3
GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3) est une sous-famille constituée des deux isoformes GSK3a

et B identique a 90% a I’exception des extrémités N et C-terminales'®

. Mises en évidence pour la
premiére fois dans le métabolisme de synthése du glycogene'®®, 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 Hedghog'®". Leur sensibilité 4 1’insuline en fait des cibles thérapeutiques

de choix dans le traitement du diabete!®®'®°, La délétion de GSK3P est létale pour I’embryon

185

contrairement a I’isoforme o' . De plus il a été montré que 1’activité de I’'isoforme 3 est elle-méme

régulé par un des isoformes de p38'®’. La famille GSK3 peut étre un oncogene, cependant il peut

également agir en tant que suppresseur de tumeur. Son role exact reste encore a définir!1-13,

5.1.2. Lafamille Caséine kinase 1 (CK1)

Cette famille de kinases regroupe les isoformes a., B, y1, 2, y3, & et € d’enzymes CKI monomériques'®*. Ces
isoformes partagent une homologie de séquence protéique de 50% a travers leur domaine catalytique ainsi
qu’une homologie de domaine avec les kinésines, des protéines moteurs qui se lient aux microtubules'®.
Comme beaucoup de kinases, les CKI sont impliquées dans de nombreux processus intra-cellulaires et des
altérations de I’activité de cette famille sont impliquées dans de nombreuses pathologies. Cette famille est
connue pour intervenir dans le systeme circadien chez Drosophilia melanogaster en régulant la
phosphorylation de la protéine Period!*®. Elles régulent la stabilité de la B-caténine, influant par conséquent

t197

sur la transcription des génes régulés par la voie de signalisation Wnt'”’. Enfin des études ont montré une

implication des CKI dans la maladie d’Alzheimer, qui participeraient a I’hyperphosphorylation de la

protéine Tau'%®,

5.1.3. Lafamille Caséine kinase 2

Les kinases de la familee caséine kinase 2 sont différentes des enzymes appartenant a la famille
CKI1. Les deux catégories de caséines kinases sont des agents phosphorylants identifiés pour la
premiere fois comme agent de phosphorylation sur la protéine caséine présente dans le lait de
bovin!®’. Cependant leurs structures et leurs fonctionnements sont différents. Ces derniéres forment
un hétéro-tétramere et sont composées d’une sous-unité o et o’ ainsi que de deux sous-unités
B29%-201 Trois isoformes ont été mis en évidence in vivo ozfa, 0’22 et aa’B22*2. 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 axf2 (CK2). La CK2 est principalement localisée dans le noyau cellulaire,

grice aux séquences NLS (Nuclear Localisation Signal) présentes au sein de ses sous-unités?®>.
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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 cellulaire®®*.

De nombreuses études ont montré une surexpression de la CK2 dans de nombreux cancers®®, 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/M?%, au moment ou la Toplla atteint un pic d’expression protéique. Elle est

207

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

est un des agents régulateurs du systeme circadien®’®,

5.1.4. Lafamille AGC

Cette famille regroupe des kinases possédant un domaine catalytique similaire a savoir les « cAMP-
dependent kinase 1 » telles que la protéine kinase A (PKA), les « cGMP-dependent protein kinase »
et la famille des protéines kinases C'”. Le corps catalytique des kinases appartenant 2 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 I’ATP?%219. Grace a cette structure, le substrat est stabilisé sur le gros lobe et
par des mouvements allostériques les deux lobes se referment I'un sur 1’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 diabéte®!!. La protéine kinase C ¢ fait partie de la
sous-famille des PKC et joue un role important dans la tumorigenese en activant le facteur de
transcription NF-kB déclenchant la transcription de genes anti-apoptotiques ou encore la cascade
de signalisation ERK/MAPK qui est une des voies de signalisation de la réponse au stress

cellulaire?!?.
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5.1.5. La famille PLK

Tres 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 mitose?!?

. Cette famille est composée de 5 kinases notées
Plk-1 a 5. Elles sont composées d’un domaine Polo-Box caractéristique, qui est indispensable a
Iactivité et la localisation. La délétion de ce domaine entraine 1’inactivité de la kinase®'*. Les PLK
agissent en collaboration avec les kinases CDK notamment Cdk1-cyclin B, un complexe régulateur
principal de I’entrée en mitose?'® qui est activée par une réaction de phosphorylation médiée par
Plk-1. Cette derniere intervient dans la transition G2-M du cycle cellulaire avec la Toplla et son
implication dans la formation des microtubules, qui est altérée dans les cellules MCF-7 en présence
d’inhibiteur de P1k-1%°. Le role de Plk-3 est moins connu que celui de son homologue. Cependant
il est impliqué dans la réponse a ’hypoxie des cellules, ayant une fonction de suppresseur de

tumeur, prévenant I’activation du géne central de I’hypoxie HIF-1%!7.

5.2. Acétylation

Apres la phosphorylation, ’acétylation est la 2° PTM la plus répertoriée dans la littérature®'®. Une
acétylation fait référence a 1I’addition d’un groupement acétyle sur I’extrémité N-terminale d’une
chaine polypeptidique, mais aussi a la fixation d’un groupement acétyle sur la chaine latérale des
résidus lysine. Lors de ces deux réactions 1’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 deuxieme cas sera abordé. Les acétylations médiées par les KATs
sont réversibles, en effet une déacétylation par des lysine-déacétylases (KDACsSs) peut avoir lieu

(Figure 42).
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KAT + AcCoA
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Substrat Substrat

Figure 42 Réaction d'acétylation et de déacétylation.

Ces enzymes reconnaissent les lysines acétylées grace a un domaine de lecture de ces lysines
modifiées appelé « bromodomain »*!°. Un des groupes les plus connus appartenant 2 la famille
KDAC:s sont les histone-déacétylases (HDACSs) qui régulent les acétylations présentent sur les
queues d’histones. Le niveau d’acétylation sur ces queues influe sur la compaction de I’ADN, une
hyperacétylation permet la décompaction localisée de I’ADN autour de 1’octamere d’histone qui
conduit a la transition du stade d’hétérochromatine a euchromatine indispensable a la

transcription®? (Figure 43).

Par conséquent, cette modification est impliquée dans toutes les pathologies touchant a la
régulation de facteurs transcriptions, comme le cancer. Ainsi, en dehors des histones de plus en
plus de protéines sont de possibles cibles d’acétyltransférases chez les procaryotes et les
eucaryotes??!??> Au moment de 1’écriture de ce manuscrit de thése aucun élément n’était disponible

quant au taux d’acétylation des TopllIs.
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Figure 43 Transition hétérochromatine/euchromatine médiée par les acétylations.

5.3. SUMOylation et Ubiquitinylation

Les PTMs abordées dans ce paragraphe, contrairement aux deux précédentes modifications,

consistent en la fixation de peptide.

L’ubiquitinylation est une modification correspondant a la fixation d’une molécule d’ubiquitine
sur la chaine latérale d’une lysine. La molécule d’ubiquitine est un peptide de 8,5 kDa comportant
une hélice a et 4 feuillets 3. L’ubiquitine possede 5 lysines K6, K11, K27, K29, K33 K48 et K63
qui peuvent étre elles-mémes modifiées par des PTMs??*. Ces lysines peuvent donc étre
ubiquitinées, on parle alors de chaine de poly-ubiquitinylation (ou Poly-Ub). Suivant la taille de la
chaine de Poly-Ub, il peut y avoir plusieurs combinaisons qui influent sur le comportement de la
protéine cible’” (Figure 44). La combinaison la plus connue est la Poly-Ub qui active la
dégradation de la protéine cible via la voie protéasomale®®. Concernant les Topoisomérases,
I’ubiquitinylation peut jouer un rdle dans I’activation de 1’enzyme. Lou et al. ont montré que la

Toplla est ubiquitynylée par BRCAI ce qui a pour effet de stimuler la réaction de décaténation®?’.
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Malheureusement beaucoup de questions restent en suspens comme les sites de la Toplla modifiés

par BRCAL et dans quelles circonstances.

Mono
—ee Trafficking, endocytosis, gene expression, protein interaction
K& K11, K29
—_— ————  Proteasome degradation? DNA repair?
N 2
K27 ‘
Substrate ——- == Kinase activation, proteasome degradation
+
K33
—- = Protein interaction
Ubiquitin
+
K48 & i
a —_— ——————— ti
® @ @ roteasome degradation
E1,E2,E3
Ubiquitin enzymes K63
—_— = Kinase activation, DNA repair, trafficking, translation
Linear :
—ef- Signaling pathway activation
U Ub
Ub Uk [ Ub
Forked Ut &
) ——p Unknown

Figure 44 Tableau montrant la diversité des effets que procure la fixation de groupement ubiquitine. Figure issue de
Malynn, B. A. etal. 2%

Ce peptide est structurellement proche des peptides impliqués dans la réaction de SUMOylation.
Une réaction de SUMOylation peut correspondre a 1’ajout de 3 différents peptides SUMOI,
SUMO2 et SUMO3 (Small Ubiquitin MQdifier). Ces peptides ont des structures similaires entre
eux a savoir une hélice o et 4 feuillets  bordés par une boucle flexible aux extrémités N et C
terminales (Figure 45). SUMO2 et 3 partagent une identité de séquence de 97%. En revanche
SUMO2/3 partagent une identité de séquence avec SUMO1 de 52% ce qui distingue ce dernier des
2 autres peptides (Figure 46). Enfin pour I’ubiquitinylation, il est possible d’observer des chaines
de poly-SUMOylation in vivo et in vitro, en particulier les peptides SUMO?2 et 3 qui contrairement
a SUMOI contiennent le site de modification SUMO yKxE/D sur I’extrémité N-terminale, ol

est un acide aminé hydrophobe et x n’importe quel acide aminé??%.
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Figure 45 Superposition des structures cristallographiques des peptides : Ubiquine, coloré en jaune (PDB ID : 1UBQ),
SUMO1 (PDBID : 1A5R) et SUMO2 (PDB ID : 2N1W) colorées en gris.

Ubiquitine

1 fIg---m—mmmmmm e m e — e IFKTLTEKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKE[EIPPDFORLIGAEKOLEDGRELSDYNIQKESELHE
suMo1l 1 JEPJOEA[RP S TEDLGDEEKE- GE YRRIFRY I[INSEE I HFRVEM THHAREIAK E SFdoRTe v PIIN S LIS LIFE(NREA D N HidI K ER GITEEIAN VEE
sSUMO2 SEEMEID EK P KE GEEREES RINDHINLKVAGQDGSV)OFKMKRETPLSKLUKAYCERQGLEMROIRFRFDGQP INJTDTPAQLEMEDEDTID
suMO3 bl S[CEK P KE GEEREES BNDHINLKVAGQDGSV|)/OFKHKRETPLSKLIUKAYCERQGLEMROIRFRFDGOPINPTDTPAQLEMEDEDTID)
Ubiquitine 69 LVLRLREE----------
suMo1l 90 FYFEMLEHSTV-~---~—
suUMO2 IV F 000 T GG VEEEE R Y
suMO3 85 \Wp Tk AYPESSLAGH -

Figure 46 Alignement de séquences des peptides Ubiquitine, SUMO1, SUMO2, SUMO3.

Les réactions d’ubiquitinylation et de SUMOylation impliquent plusieurs protéines dans leurs

mécanismes d’action.

Les peptides ubiquitines générés possedent a leur extrémité C-terminale le motif di-glycine suivi
ou non d’une dizaine d’acides aminés non conservés entre les peptides. Ces peptides sont aussi
recyclés a partir d’un substrat contenant déja la modification Ubiquitine. Cette étape est appelée la

maturation du peptide. L’extrémité C-terminale du peptide doit dans un premier temps étre clivée
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afin de ne conserver que le motif di-glycine, cette coupure est orchestrée par une enzyme DUB
(Deubiquitinating enzyme) dont plusieurs isoformes existent chez Homo sapiens **°. Le peptide
clivé est ensuite activé par la formation d’une liaison Thioester entre le peptide et une cystéine
catalytique de la protéine E1 dans un processus dépendant de la présence d’ATP. Le peptide
ubiquitine 1ié a E1 est conjugué sous I’action d’une enzyme E2 UBC (Ubiquitin conjugating).
Enfin, la protéine se lie a une E3 ligase elle-méme interagissant avec la protéine cible et cette

proximité permet le transfert du peptide ubiquitine sur la cible®* (Figure 47).

Pour la réaction de SUMOylation le schéma mécanistique est similaire. Ces deux modifications

23

vont de pair ’une avec I’autre et sont mutuellement régulées >*!. Cela a été observé pour la

dégradation des Top2cc?®*?

. Néanmoins, les peptides étant différents, il existe des particularités dans
leur mécanisme de fixation respectif. Ainsi, 1’étape de clivage de I’extrémité C-terminale du
peptide SUMO est médiée par une enzyme SENP (Sentrin Protease) et I’enzyme E3 ligase de
SUMO ne forme pas d’intermédiaire?*®. Sur ce dernier critére entre 500 et 1000 E3 ligases ont été
répertoriées, réparties en plusieurs familles, permettant de distinguer une large gamme de complexe

de conjugaison E2-SUMO ou E2-ubiquitin***.De par leur fonction de reconnaissance de substrat,
235

les E3 ligases sont des cibles thérapeutiques dans les traitements inhibant ces PTMs

. 4) Maturation
Ubi F'JB

ATP

1) Activation 3) Transfert

E3

AMP + Pi

E2

2) Conjugaison

Figure 47 Mécanisme réactionnel de SUMOylation/déSUMOylation et Ubiquitinylation/déubiquitinylation.
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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 neurodégénératives?*®>*’. Le principal avantage que procure I’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 phénomenes

régulés par les PTMs?3:2%,

Plusieurs expériences ont montré un lien de cause a effet entre I’inhibition des kinases et la
modulation de I’activité catalytique des Toplls. Les inhibiteurs de tyrosine kinases comme la
génistéine, la biochanine A et I’apigénine inhibent I’activité des Toplls en stabilisant le complexe

240-242 L’

de clivage Top2cc effet des molécules anti-Top2 est amplifié lorsque ces dernieres sont

administrées avec des inhibiteurs de kinases>*.

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

24 Enfin les inhibiteurs des HDACs altérent la relocalisation

degré de phosphorylation de la Toplla
de la ToplIp, la redistribuant de I’hétérochromatine au nucléole, modifiant ainsi la transcription de
génes contribuant & la croissance tumorale*®. Ces derniers peuvent également étre utilisés en

synergie avec les Top2-poisons dans le traitement du cancer®*®.

L’un des effets les plus remarquables de 1’ubiquitinylation est I’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-Top2**’

, assurant
le maintien des complexes de clivage ADN-Topoisomerase. Le méme effet est observé apres ajout
d’un cocktail d’inhibiteur d’agent de deubiquitinylation, avec toutefois un impact sur la distribution
des Toplls**® . Les résultats disponibles semblent montrer que I’ubiquitinylation est importante

pour la dégradation des TopllIs.

Les molécules inhibitrices de PTMs ont un impact sur D’activité et la concentration des
topoisomérases et plus particulierement des Toplls. Les PTMs jouent un rdle dans la réponse aux

traitements anticancéreux actuels.

68



I1 a été montré que les PTMs des Toplls 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 a ce jour chez la Toplla.. Une partie des résultats présentés dans le chapitre
I portant sur I’identification des phosphorylations et des acétylations sont repris dans cette revue
permettant une comparaison des PTMs identifiés dans notre étude avec celles répertorié€es pour les
cellules cancéreuses. Enfin nous discutons de I’impact de la résistance aux molécules anti-Top2
sur la régulation et I’activité de la Toplla. Les informations de la littérature et les données
structurales existantes permettent de discuter 1I’implication de la régulation de la Toplla 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
DNA topoisomerase 2a post-translational modifications and drug resistance”
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Abstract

The type 2 DNA topoisomerases (Top2) are conserved enzymes and biomarkers for cell proliferation. The catalytic
activities of the human isoform Top2a are essential for the regulation of DNA topology during DNA replication,
transcription, and chromosome segregation. Top2a is a prominent target for anti-cancer drugs and is highly
regulated by post-translational modifications (PTM). Despite an increasing number of proteomic studies, the extent
of PTM in cancer cells and its importance in drug response remains largely uncharacterized. In this review, we
highlight the different modifications affecting the human Top2a in healthy and cancer cells, taking advantage of
the structure-function information accumulated in the past decades. We also overview the regulation of Top2a by
PTM, the level of PTM in cancer cells, and the resistance to therapeutic compounds targeting the Top2 enzyme.
Altogether, this review underlines the importance of future studies addressing more systematically the interplay
between PTM and Top2 drug resistance.

Keywords: DNA topoisomerase, drug resistance, post-translational modifications, etoposide

INTRODUCTION

The type 2 DNA topoisomerases (Top2) are evolutionary conserved enzymes and biomarkers for
cell proliferation'’. They are involved in essential cellular processes such as DNA replication, DNA

. . . 2 . . . .
transcription, and chromosome segregation”. The human Top2a isoform is highly expressed during
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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 Top2o. and
Top2p. Residue numbering is that of the Top2a 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

mitosis and is essential for cell division". Its main function is to regulate topological entanglements in

DNA that can compromise cell division or gene transcription'".

Top2 are large multidomain enzymes that fold into a homodimer forming three-protein interfaces called
“gates”m [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'®. To remove topological stress,
Top2 introduce a reversible double strand break in a DNA molecule and transport another DNA duplex
through the break™ [Figure 1B]. This elaborate mechanism can be targeted by chemicals that affect the
catalytic sites. In particular, the Top2a isoform is a major target for antineoplastic agents that are widely used
in cancer chemotherapy”’. While catalytic inhibitors affect ATP hydrolysis, topoisomerase “poisons” stabilize
the cleavage complex (Topzcc), leading to accumulation of lethal DNA double-strand breaks®” [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)"".
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Aberrant PTM are often found in cancer cells and are one of their distinguishing features""'”. The
earliest studies of PTM in Top2 proteins date back to the 1990s with the first report of a phosphorylation
of purified Top2o, from mouse cells"”. Since then, the identification and characterization of PTM have
been accelerated by the development of proteomic techniques'”. Because of their relevance in cancer
therapy, Top2o. PTM have been characterized mostly in cancer cell lines, while the extent of PTM in the
homeostasis of normal cells has been somewhat neglected”. Recently, we identified the phosphorylation
and acetylation sites in human Top2a overproduced in the yeast S. cerevisiae and in a hamster mammalian

cell line (BHK21), thus providing a basal landscape of the modifications for Top2a. isoform".

In this review, we analyze the different types of modifications affecting the human Top2a in normal and
cancer cells with a structure-function perspective. We also overview the relationships among the regulation
of Top2a 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 Top2a function. The level of
phosphorylation reaches a maximum peak at G2/M phase along with the level of Top2a expression'"”
Several studies have reported that Top2o. catalytic activity is modulated by phosphorylations"*"”.

The majority of phosphorylations were identified in the Top2o. CTD in normal and cancer cells [Figure 2].
The CTD is important for the proper subcellular localization of the enzyme as its deletion leads to Top2
mislocalization™. In particular, the phosphorylation of Top2a Ser1213 is important for its relocalization
from the chromosome arms to the centromere”". 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 Top2a""***'. Inversely, incubation of Top2o, with the kinase PKC¢,
inhibits the decatenation activity in vivo and in vitromll Phosphorylation of Ser1106 by Casein Kinase I was
shown to regulate decatenation since its mutation to alanine slows down the decatenation and cleavage

. [18
reactions

! However, the presence of a phosphorylated residue cannot always be directly correlated
with the modulation of the enzyme activity**. 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

[26-29]
p3sg .

In addition to the regulation of Top2a 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 Top2o. chromatin tether, a 30-amino-acid sequence at the end of the CTD"™". 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 Top2a to the nucleosome [Figure 2].

In the conserved catalytic domains of Top2a., 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"”. 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 Top2a as well as the
cleavage/religation reaction in vitro”**"**. 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 Top2a protein were identified in cancer cells [Figure 3B].
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Figure 2. Post-translational modifications of the human Top2a. Phosphorylations and acetylations identified in the recombinant
Top2a protein produced in yeast or mammalian cells are reported below the domain diagram (Bedez et a/."”, 2018). Modifications
identified in cancer cells as reported in the PhosphoSiteplus database are indicated above the domain diagrams (Horneck et a/."*”,
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 1D: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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Figure 3. Distribution of the post-translational modifications on the structures of Top2a catalytic domains. A: modifications found in
normal homeostasis cells (Bedez et a/."”, 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 Schrédinger, LLC. TOPRIM: topoisomerase-primase domain

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.”” 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”"". In this context, phosphorylation of serine residues
was identified in the CTD outside the ATPase domain. This 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'™”
In contrast, hypophosphorylated Top2a was observed in etoposide-resistant K562 and HL-60 leukemia
cells, being in the latter case linked to a reduced level of Ser1106 phosphorylation™**”,
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ACETYLATIONS

We identified acetylation sites almost exclusively in the structured catalytic core of Top2a and only one
in the CTD after overexpression in yeast and BHK21 cells". This is consistent with the observation that
acetylations are often found in structured regions of proteins””. In cancer cells, acetylations were mostly
identified in the CTD"”*"! [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. Those 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**". Lys1196 was
found to be a site for acetylation in Jurkat cells, ubiquitination in Jurkat and HEP-2 cells, and SUMOylation
in HeLa cells***"
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.

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

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

addition of bulky modifications [Figure 3A]. Although buried at the dimeric interface, we also found an
acetylation on Lys168 in Top2a produced in the yeast expression system. Mutation of this residue showed
that this position is important for the coupling of ATPase activity and dimerization"

While few studies are available on the acetylation of Top2a in response to drugs, indirect inferences can
be made. The 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"*”. In addition, treatment of
hepatocellular carcinoma cells with an HDAC inhibitor triggers the proteasomal degradation of Top2""

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 Top2a, 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'".
Ubiquitinations were identified throughout the Top2a 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 Top2a, levels for chromosome maintenance””. This
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 Top2a
activities and protein levels through proteasome degradation™*". Deficiency in the RNF168 E3 ubiquitin
ligase in breast cancer cells, or elevated levels of ubiquitin ligase Mdmz2 in osteosarcoma cells, confers
resistance to the Top2 poison etoposide, by regulating Top2 activities”*** 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””. In addition, the E3 ubiquitin ligase Bmi1/Ring1A controls the proteasomal
degradation of Top2cc in HeLa cells upon teniposide treatment"™”.

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””. The 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®’. It was
shown that the resolution of TOP2cc by tyrosyl-DNA phosphoesterase 2 is controlled by the SUMO ligase
ZATT"". SUMOylation play a critical role in DNA condensation and chromosome segregation. Top2o. is
directed to the inner centromere via the E3 ligase RanBP2-mediated SUMOylation for the resolution of
sister centromeres'®”. The E3 ligase PIASy was also shown to regulate the catalytic activity of Top2o. at the
centromere for the proper segregation of chromosome'*”. Evidence of a crosstalk between phosphorylation
and SUMOylation was shown in cancer cells, which targets the CTD"*"*".

Strikingly, most of the SUMO sites in the catalytic domains were identified along the dimeric interface of the
Top2a 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]"**".

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 "
Interestingly, SUMOylation in Top2a is increased upon ICRF-193 or teniposide exposure, as well as
following oxidative stress or heat shock"”".

Altogether, ubiquitination and SUMOylation are important modifications that can have a direct impact on
Top2a levels, interplay with other PTM, and consequently affect drug response.

TOP2o. MUTATIONS IN RESISTANT CELLS

Point mutations in the Top2a 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 . Some
mutations also appeared in the unstructured C-terminal region of human Top2a, 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 Top2a. in small cell lung cancer and Chinese hamster ovary cells””. These mutations impact the dimeric
interface and the formation of the ICRF binding pocket”* [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'” [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 ICREF”*”*', The 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””, it cannot be excluded that such events occur in the Top2c. gene of resistant
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Figure 4. Distribution of point mutations providing drug resistance on the structures of the Top2a 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 Top2a. 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 Top2a 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

cancer cells. Mutations have been reported that introduce a serine or threonine in etoposide-resistant cells
in the TOPRIM or WHD domains " [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". Mutation of Proso3 nearby the catalytic tyrosine shows a consensus sequence for Cdc2. Further
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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 Top2a. 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 Top2a, 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 Top2a
or modifying enzymes.
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8. Objectifs de theése

Les éléments reportés dans I’introduction de ce manuscrit font apparaitre 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 I’apparition de pathologies comme le
cancer. Leur interaction avec I’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 Toplls développés depuis des décennies déja sont efficaces
pour limiter, voire stopper la croissance tumorale. Cependant leurs nombreux effets secondaires,
dus a un manque de spécificité pour les cellules cancéreuses et a une non distinction entre les
isoformes Toplla et TopllB, affectent les patients atteints de ces maladies. Dans 1’objectif de
distinguer les différences entre les isoformes, nous avons analysé la distribution de leurs PTMs
respectifs a 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 I’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 role de ces modifications sur 1’activité

propre aux TopllIs.

Les connaissances actuelles sur les ADN topoisomérases de type 2A ont permis de comprendre
comment ces protéines régulent la topologie de I’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, 1’équipe a
enrtepris de déterminer les structures des topoisomérases de type II o et B humaines et I’ADN
gyrase de E.coli en complexe avec de I’ADN et des molécules thérapeutiques anti-Top2. L’ intérét
de ce projet est de comprendre plus en détail les mouvements allostériques qui s’operent entre les

domaines du corps catalytiques, d’obtenir une premiere visualisation structurale du domaine C-
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terminal des Toplls 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 1’étude des modifications post traductionnelles des Toplls. Les chapitres deux

et trois sur I’étude structure-fonction de respectivement les Toplls humaines et de I’ ADN gyrase.

71



72



Chapitre | : Analyse des
phosphorylations et des acétylations
des Toplla et B et de leurs 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 1I’ADN, la
ségrégation des chromosomes et dans la formation des complexes protéiques de régulation de la
transcription au niveau de la chromatine?*>!. Ces processus étant régulés par des modifications
post-traductionnelles (PTMs), des études ont été menées sur le réle de ces modifications chez les
Toplls, en particulier la phosphorylation. Des premieres études ont montré que le taux
phosphorylation de la Toplla augmente avec le niveau protéique cours du cycle cellulaire. Le taux
de phosphorylation est maximal lors du stade G2/M du cycle***?>?, Le role des phosphorylations
dans la régulation de I’activité catalytique est toujours sujet a débat. Meyer et al. ont montré que
I’augmentation du taux de phosphorylation est associé a une baisse d’activité de la Toplla dans les
cellules A431 de carcinome épidermoide?>*. Cependant des études plus récentes ont démontré que
les phosphorylations catalysées par certaines kinases telles que la caséine kinase Ila, la protéine

kinase C ou encore ERK2 inhibent 1activité catalytique de la TopIla>322542%,

D’autres études suggerent que certaines phosphorylations de la Toplla 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 1activité de décaténation'!’

. De plus les phosphorylations de la Toplla semblent jouer
un role dans le recrutement de partenaires protéiques ainsi que sur la localisation de la protéine tout
au long du cycle cellulaire®®®. Les phosphorylations influence la réponse aux traitements
anticancéreux. En effet Takano et al. ont observé une hyperphosphorylation de la Toplla dans des
cellules cancéreuses KB résistantes a 1’étoposide qui conduit a une inhibition de I’activité de
coupure de I'’ADN!'”3. Cependant Ritke et al ainsi que Ganapathi et al. ont mis en évidence une
hypophosphorylation de la Topll dans des lignées de cellules cancéreuses K562 et HL-60

également résistantes a 1’étoposide!’!!1”2, Le role de la phosphorylation chez la Topllo est donc

encore mal compris.

A ce jour nous ne disposons que de trés peu d’informations sur le role des acétylations. Les seules
conclusions publiées ne concernent pas directement les sites mais montrent une modulation de

Iactivité de la Topllo en présence d’histone déacétylase®’>%8,
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Nous avons donc décidé d’identifier les phosphorylations et les acétylations sur les Toplla et 3
produites en cellule<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>