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Résumé

La famille RecQ des ADN hélicases est impliquée dans la maintenance de la
stabilit¢ génomique. Chez 1’homme, I’altération de ['une des trois hélicases
homologues RecQ meéne respectivement au syndrome de Bloom, de Werner et de
Rothmund-Thomson, qui sont associés a une prédisposition au cancer et/ou au
vieillissement prématuré. En général, les membres de la famille RecQ contiennent les
domaines hélicase, RecQ C-terminal (RecQ-Ct) et Hélicase ARNase D C-terminal
(HRDC). Nous nous sommes intéressés, au cours de ce travail, au role du doigt de
zinc du domaine RecQ-Ct de ces hélicases.

Dans un premier temps, nous avons ¢étudié la fonction du doigt de zinc de I’hélicase
RecQ d’E. coli en introduisant des mutations ponctuelles par mutagenése dirigée et en
caractérisant la protéine mutante par diverses techniques biochimiques et
biophysiques. Les résultats indiquent que le motif a doigt de zinc est impliqué dans la
fixation a I’ADN et le repliement correct de la protéine RecQ. Ces données contribuent
a expliquer la perte de la fonction hélicase et la perte de I’activité ATPase, car il n’y a
plus de fixation a ’ADN

Ensuite, trois isoformes d’hélicase RECQ5 humaine ont été utilisées comme
modele pour caractériser la modulation fonctionnelle du domaine hélicase par le motif
a doigt de zinc. Nous avons montré pour la premiére fois que le domaine hélicase de
RECQS5 posséde une activité intrinséque ¢élevée qui favorise 1’hybridation de I’ADN
et que RECQS5B possede deux motifs séparés impliqués dans le mécanisme
d’hybridation de I’ADN. Bas¢ sur la caractérisation quantitative des multiples
activités enzymatiques des protéines RECQS5, nous avons conclut que le motif a doigt
de zinc de RECQ5P régule la fixation a I'ADN, I’activité ATPase, le déroulement de
I’ADN, I’hybridation de I’ADN et I’échange des brins d’ADN.

Enfin, nous avons exprimé, purifi¢ et analysé¢ les homologues SubL et SubS de
I’hélicase RecQ chez Bacillus subtilis qui contiennent les domaines hélicase et
RecQ-Ct. Nos données démontrent que ces deux protéines possedent des activités

ATPase ADN dépendante et hélicase de polarité 3°-5’. Leur spécificité de substrat



d’ADN est différente. Nous avons montré que SubL est capable de favoriser
I’hybridation de I’ADN, a D’inverse de SubS. Ces résultats sont utiles pour

comprendre les roles des hélicases SubL et SubS dans le métabolisme de I’ADN.

Mots-clés : Hélicase, ATPase, Doigt de zinc, RecQ, RECQS5, SubL, SubS, humain,
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Hybridation d'ADN, Echange des brins d’ADN



Summary

The RecQ family of the DNA helicases is involved in the maintenance of genomic
stability. The alteration of one of the three human RecQ homologue helicases leads to
the Bloom’s syndrome, the Werner’s syndrome and the Rothmund-Thomson’s
syndrome, respectively, which are associated with the predisposition to cancer and/or
premature ageing. In general, the members of the RecQ family contain three domains:
helicase, RecQ C-terminal (RecQ-Ct) and Helicase RNaseD C-terminal (HRDC).
During this work, we analyzed the function of the zinc finger of the RecQ-Ct domain
of the RecQ family helicases.

In a first part, the function of the zinc finger of the RecQ helicase of E. coli has
been investigated by using site-directed mutagenesis and various biochemical and
biophysical techniques. We showed that the zinc finger is involved in DNA binding
and in the correct folding of the RecQ protein. These findings explain the loss of the
hélicase activity and we also observed the loss of ATPase activity.

Subsequently, three isoforms of human RECQS5 have been used as a model system
to characterize the functional modulation of a RecQ helicase core by a zinc finger
motif. It has been shown for the first time that the RECQS5 helicase core has an
intrinsically high ssDNA annealing activity, and RECQ5p has two separate motifs that
mediate ssDNA annealing. Based upon quantitative characterization of the multiple
enzymatic activities of the RECQS5 proteins, we conclude that the zinc finger motif of
RECQS5 regulates the DNA binding, ATPase, unwinding, strand-annealing and
strand-exchange activities of the RECQS5 helicase core.

Finally, the SubL and SubS homologues of the RecQ helicase in Bacillus subtilis
which contain the hélicase and RecQ-Ct domain have been expressed, purified and
analyzed by using biochemical approaches. The two proteins have been shown to be a
DNA dependent ATPase and a DNA helicase of the 3'-5' polarity. They possess the
specificity of the DNA substrate and SubL is able to promote DNA annealing, but not
SubS. These results could be useful to comprehend the roles of the two helicases in

DNA metabolism.



Keywords: Helicase, ATPase, Zinc finger, RecQ, RECQ5, SubL, SubS, human,

Escherichia coli, Bacillus subtilis, DNA annealing, DNA exchange
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De nombreux mécanismes impliqués dans le métabolisme de I’ADN nécessitent
I’ouverture de la double hélice de I’ADN. Ces réactions, qui nécessitent la rupture des
liaisons hydrogénes formées entre les bases complémentaires de I’ADN (Watson et al.,
1953), sont réalisées par une vaste famille d’enzymes : les hélicases. Cette activité
d’ouverture de I’ADN nécessite I’hydrolyse de I’ATP. La classification des
différentes familles d’hélicases est essentiellement basée sur la structure primaire de
leurs domaines hélicases et la caractérisation de différents motifs spécifiques
(Soultanas et Wigley, 2001).

La découverte de la premiére hélicase remonte a 1976 (Abdel-Monem et al., 1976).
Depuis, de nombreuses hélicases ont été isolées a partir de procaryotes, eucaryotes,
bactériophages et virus (Tuteja et Tuteja, 2004). Toutes les hélicases connues
catalysent le déroulement de I’ADN. Ces enzymes partagent toutes les mémes
propriétés biochimiques a savoir la fixation de ’ADN et I’hydrolyse de nucléoside
triphosphate (NTP) stimulée par la fixation des acides nucléiques. D’autres
caractéristiques définissent les hélicases telles que, la polarité de leur activité du
déroulement ATP dépendante ou encore leur structure quaternaire (Tuteja et Tuteja,
2004). Les hélicases se fixent sur I’ADN simple brin et se déplacent de facon
unidirectionnelle. En général, I’affinité des hélicases pour I’ADN simple brin, est bien
plus élevée que pour I’ADN double brin. Par ailleurs, centaines hélicases nécessitent
une structure de type « fourche de réplication » pour un meilleur déroulement
(Bachrati et Hickson, 2003).

Un groupe particulier de ces hélicases, la famille RecQ, est fortement conservé de
la bactérie a I’homme. La famille RecQ des hélicases a ét¢ nommée par référence a
I’hélicase RecQ d’E. coli (Opresko et al., 2004). L’intérét de 1’étude de cette famille a
notamment été influencé par la découverte des maladies génétiques humaines liées a
I’altération de trois des membres de cette famille. La déficience de ces enzymes
(BLM, WRN, RecQ4) chez ’homme est associée a une prédisposition au cancer et/ou
a un vieillissement prématuré qui sont caractéristiques des syndromes de Bloom, de
Werner et de Rothmund-Thomson. Les hélicases de la famille RecQ participent a de
nombreux processus associés au maintien de 1’intégrité du génome et 1’altération des
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hélicases BLM, WRN et RecQ4, est associée a une grande instabilité du génome, et a
des dysfonctionnements durant les différentes étapes du métabolisme de I’ADN.

Les hélicases de la famille RecQ telles que RecQ, BLM et WRN possédent une
fonction particuliére qui consiste en la reconnaissance et la migration des jonctions de
Holliday (intermédiaire des phases de recombinaison)(Mohaghegh et al., 2001b).
Elles sont également impliquées dans la résolution de structures particuliéres, telles
que les D-loop(van Brabant et al., 2000), ou les G-quadruplexes (Mohaghegh et al.,
2001b ; Sun et al., 1998 ;1999 ; Fry et Loeb, 1999; Wu et Maizels, 2001; Han et
Hurley, 2000), formées respectivement durant la recombinaison et au niveau des
télomeres.

Toutes les hélicases RecQ possedent une activit¢ ATPase qui est nécessaire au
déroulement de la double hélice. En général, cette activité est stimulée par la présence
de I’ADN simple brin (Bennett et al., 1998).

Les hélicases possedent une polarité spécifique qui est définie par la direction de
leur progression le long de I’ADN simple brin. La polarit¢ de ’activité¢ hélicase
s’explique par son chargement au niveau de I’ADN. Lorsqu’elle se fixe au niveau de
I’extrémité 3’ sortante de I’ADN sa polarité est de type 3’ - 5. A I’inverse sa polarité
est de type 5° - 3’ lorsqu’elle est liée a I’extrémité 5° sortante de I’ADN. Des études
ont mis en évidence que la plupart des hélicases RecQ possédaient une polarité de
type 3’ - 5° (Nakayama, 2002).

Les hélicases RecQ existent sous formes monomériques ou oligomériques
(Opresko et al., 2004). La propriété particuliere des hélicases oligomériques est
qu’elles possedent des sites multiples de fixation a I’ADN aussi bien sur le simple
brin que sur le double brin.

Les hélicases de la famille RecQ sont hautement conservées des procaryotes aux
eucaryotes et posseédent un certain nombre de domaines (Fig. 1) bien définis du point

de vue biochimique et structurale.



Domaine hélicase RecQ-Ct HRDC

Motif 0 IIa II III VI V VI

CaxCouxC

Motif du doigt de zinc

Fig. 1 Structure de I’hélicase RecQ d’E. coli

Diagramme schématique de 1’hélicase RecQ d’E. coli. Les trois domaines

conservés, hélicase, RecQ C-terminal conservé (RecQ-Ct), et Hélicase et Rnase D

C-terminal (HRDC) , sont représentés en différents couleurs. La structure du motif a

doigt de zinc dans le domaine RecQ-Ct de I’hélicase RecQ d’E. coli est représentée en

jaune. Les chaines latérales des cystéines sont définies, et représentées en vert. L’ion

Zn*" est représenté par une sphére rose (modifié d’aprés Bernstein et al., 2003).
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Le domaine le plus conservé est le domaine hélicase. Ce domaine catalyse le
déroulement de ’ADN double brin. Pour la plupart des hélicases RecQ, le domaine
hélicase est suivi par le domaine RecQ C-terminal conservé (RecQ-Ct domain),
lui-méme suivi par le domaine ““H¢licase et RNase D C-terminal” (HRDC domain).
Ces deux derniers domaines sont impliqués dans les interactions ADN-protéines et
protéines-protéines. Des études récentes, ont permis de définir les frontieres de ces
différents domaines et de révéler leur structure par cristallographie aux rayons X
(Bernstein et al., 2003).

L’activit¢ ATPase, et la conversion de I1’énergie résultante permettant le
déroulement de I’ADN, sont coordonnées par le domaine hélicase composé¢ d’une
série de 8 motifs (motifs 0, I, Ia, II, III, IV, V et VI). (Fig. 1)

La suppression partielle du motif 0 conduit a une importante réduction de ’activité
ATPase. La séquence LxxxFGxxxFRxxQ de ce motif est particulierement conservée
de la bactérie jusqu’a ’homme. La perte d’activité ATPase aprés délétion du motif 0
et la présence conservée de résidus aromatiques et glutamiques au niveau de cette
séquence, suggerent que ce motif joue un réle majeur dans la fixation de ’ATP, role
qui est par ailleurs commun a toutes les hélicases RecQ (Bernstein et Keck., 2003). La
mutation d’un résidu GLU en ARG au niveau de ce motif est suffisante pour causer le
syndrome de Bloom chez I’homme (Ellis et al., 1995,1996).

Le motif I contient une sérine (ou une thréonine), qui participe a la fixation de
I’ion Mg indispensable & I’hydrolyse de I’ATP (Bernstein et al., 2003). Le motif II
est une séquence acide, de type ASP-GLU-X-X ou le glutamate joue le role de base
catalytique (Gorbalenya et al.,1993). Les analyses sur des mutants ont révélé que le
motif [ est nécessaire a I’activité des hélicases RecQ. Une mutation dans ce motif
conduit au syndrome de Werner (Gray et al. 1997) et induit une perte des activités
ATPase et hélicase.

D’autres motifs du domaine hélicase semblent posséder un role important pour le
déroulement de ’ADN. Il est probable que ces motifs participent a la fixation de
I’ADN. Les motifs Ia, III et V contiennent des résidus qui €tablissent le contact direct
avec I’ADN simple brin (Rong et al., 2000).

21



La plupart des membres de la famille RecQ posséde un second domaine trés
conserveé, située a l’extrémité C-terminale de leur domaine hélicase : le domaine
RecQ C-terminal conservé (RecQ-Ct). Ce domaine RecQ-Ct contient une région
particulierement conservée. Cette région est formée de 4 hélices a qui permettent la
formation d’une structure en doigt de zinc et la fixation d’ion Zn*" par I’intermédiaire
de 4 Cystéines. Deux de ces résidus cystéine sont situés au niveau des extrémités
N-terminales des hélice o (Fig. 1) (Bernstein et al., 2003).

Le doigt de zinc possede de nombreuses fonctions essentielles a 1’hélicase. Des
¢tudes sur des mutants ont révélé qu’une modification au niveau du site de fixation de
I’ion Zn*" induit une perte de solubilité de 1’enzyme et une dégradation plus rapide
par les protéases (Janscak et al., 2003).

Dans cette thése, nous avons tout d’abord étudié 1I’importance du doigt de zinc de
I’hélicase RecQ d’E. coli. Cette structure semble jouer a la fois un role de médiateur
au niveau de la fixation a ’ADN mais aussi un role important dans le repliement de la
protéine. Ensuite nous avons réalis¢ [’¢tude de la régulation des activités
enzymatiques des hélicases RECQS5 humaines par son doigt de zinc. Nous avons aussi
¢tudié la fonction biochimique et la spécificité de substrat de 1’hélicase homologue
RecQ de Bacillus subtilis. Ce travail a été conduit au Laboratoire de Biotechnologie et
Pharmacologie Génétique Appliquée, UMR 8113 CNRS, Ecole Normale Supérieure
de Cachan, en collaboration avec le laboratoire de Physique de Matiere Mollette,

Institut de Physique, Académie chinoise des Sciences.
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1. L’ADN et les ADN hélicases

1.1. L’ADN

L'ADN, sigle d’acide désoxyribonucléique, est une longue molécule que l'on
retrouve dans tous les organismes. L'information génétique est stockée dans les deux
brins de I’ADN. Les régles de Watson et Crick montrent que les deux brins d’ADN
sont complémentaires : les paires de bases Adénine et Thymine ainsi que Guanine et
Cytosine s’apparient par des liaisons hydrogénes (Watson et Crick, 1953). Les
expériences de Meselson et Stahl démontrent que la réplication de I'ADN est
semi-conservative : chaque brin d’ADN sert de matrice pour la formation d’un
nouveau brin complémentaire. La réplication de ’ADN commence en une seule
origine chez les procaryotes, mais en des sites multiples, situés a I’intérieur de la
molécule. Dés le démarrage du processus de synthése, I’ADN évolue dans les deux
directions, 3’ et 5°, chaque brin antiparalléle servant de matrice. Cette croissance est
assurée par des ADN polymérases responsables de la synthése de I’ADN. La synthese
ne peut procéder que dans la direction 5°- 3°, en prenant le brin parental 3’- 5° comme
modele. (Hennen, 2001)

Chacune des deux molécules d'ADN fille hérite d'un brin de 'ADN parental tandis
que l'autre est synthétisé a partir de nucléotides libres. Cette réplication de I’ADN de
type semi-conservatif et assure la transmission de I’information génétique.

L’ADN est le support de I'hérédité et est transmis aux descendants lors des
processus de reproduction des organismes vivants. Il est a la base des processus
biologiques aboutissant a la synthése des protéines. Ainsi la connaissance de la
structure de I’ADN et de son métabolisme est essentielle a la compréhension de la
génétique en général et plus particulierement des maladies génétiques ( Murray et al.,

2000).
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1.2. Contexte d’étude des ADN hélicases

L’ADN double brin renferme 1’information génétique. Pour y accéder, lors de
nombreux processus biologiques importants, les duplexes d’ADN doivent étre
transitoirement déroulés. Pour ce faire, il existe une classe d’enzymes connues sous le
nom d'hélicase. Elles catalysent le déroulement de I’ADN double brin et jouent ainsi
un role essentiel dans de nombreux processus cellulaires, tels que la réplication, la
réparation, la recombinaison et la transcription de I’ADN (Matson, 1991 ; Lohman,
1992 ; Tuteja, 2003). La majorité¢ des hélicases déroulent des duplexes d'ADN ou des
duplexes d'ARN ; certaines peuvent dérouler I’ADN double brin aussi bien que
I’ARN double brin et les hybrides ADN/ARN. Le nombre d’hélicases au sein des
organismes supérieurs est remarquablement élevé ; approximativement 1% a 2% des
geénes du génome eucaryote codent pour des ARN hélicases ou ADN hélicases. De
multiples ADN hélicases ont déja été isolées de divers organismes (Matson, 1991 ;
Lohman, 1992 ; Tuteja, 2003 ; Tuteja et Tuteja, 1996). Ces protéines fonctionnent
comme des moteurs moléculaires se déplagant le long de I'ADN en utilisant 1’énergie
libérée par I'hydrolyse de nucléosides triphosphates (NTP) (West, 1996). La plupart
des ADN hélicases contiennent de courtes séquences conservées d'acides aminés,
définissant des motifs sur leur domaine hélicase.

Les ADN hélicases sont classées de deux maniéres. Une premiére classification se
fait principalement suivant leur mode d'action. La plupart des hélicases progressent le
long de 'ADN avec une polarit¢ définie, qui est 3'-5 'ou 5'-3'. Cependant, cette
classification n’est vraiment applicable qu’aux hélicases qui se fixent une extrémité
de I’ADN simple brin et progressent le long de cette ADN simple brin avant d’initier
le déroulement du duplexe au niveau de la jonction ADN simple brin /ADN double
brin. Il est beaucoup plus difficile de classer sur cette base, les hélicases qui peuvent
dérouler les bouts francs de I'ADN. La deuxiéme méthode de classification, fondée
sur la conservation de séquences, indique que les hélicases comportent cing
superfamilles. Les superfamilles 1 et 2 (SF1 et SF2) contiennent la plupart des

membres (Gorbalenya et Koonin, 1993)(Fig. 2). Ces derniers contiennent sept motifs,
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a savoir, I, Ia, II, III, IV, V et VI. Les hélicases contenant I’ensemble de ces sept
motifs s'appellent également les hélicases DEAD/H (Gorbalenya et al., 1988 ; Linder
etal., 1989 ; Tanner et al. , 2003).

Superfamille Famille

[ r Held,Tral, PcrA, UvrD, Dda,Pif,
Superfamille 1 <
~ ULS, Senl, Rep, (+)RNA hélicase virales

( RecQ, CI, UvrB, PriA, ULY, 18R, Ercc3,SNF2,

Superfamille 2 <

~ Rad3, elF-4A famille DEAD, PRP famille DEAH

Hélicases Rep, 2C, Al 1

Superfamille 3
T ant., Olpr

Superfamille 4 DnaB

\ Superfamille 5 Rho

Fig. 2. Les superfamilles des hélicases (modifi¢ d’aprés Gorbalenya et Koonin,

1993).

Etant donnée la nécessité¢ de la séparation des brins de 'ADN pour effectuer les
principales étapes de sa réplication ou de sa réparation, il n'est pas étonnant que des
mutations dans les geénes codant des hélicases conduisent souvent a de graves
conséquences. En effet, de nombreux génes d’hélicases sont essentiels pour la survie
des cellules, bien que ce ne soit pas une caractéristique universelle. Il est possible que
la redondance existe dans quelques familles d’hélicase (comme dans la famille RecQ),

ce qui limite la sévérité du phénotype dans le cas de la perte fonctionnelle de 1’un des
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membres de la famille (Bachrati et Hickson, 2003). Ces mutations sont d’un grand
intérét pour I’étude des hélicases humaines qui provoquent des désordres héréditaires
identifiés.

L'é¢tude des ADN hélicases a débuté il y a plusieurs décennies. Voici un rappel de

I'historique de la recherche sur les ADN hélicases.

1.2.1. Les étapes de la découverte des ADN hélicases

La premiére ADN hélicase a été découverte chez E. coli en 1976 et a été classifiée
comme enzyme capable de dérouler 'ADN (Abdel-Monem et al. , 1976). Depuis, de
nombreuses ADN hélicases ont été isolées a partir d’organismes procaryotes et
eucaryotes. En ce qui concerne les hélicases de la famille RecQ, les deux derniéres
découvertes sont :

1). La découverte d’un nouveau motif hélicase, appelé « le motif 0 », identifié
dans I’hélicase RecQ d’E. coli (Bernstein et Keck, 2003).
2). La caractérisation d’une cinquieme hélicase de type RecQ chez 1’homme,
RecQ5pB qui posseéde en plus de son activité hélicase une activité permettant
I’hybridation de I’ADN (Garcia et al., 2004).

Les étapes importantes de la découverte des ADN hélicases sont récapitulées dans le

tableau 1.
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Tableau 1. Historique des ADN hélicases. (modifi¢ d’aprés Tuteja et al., 2004)

Année.

Découverte.

1953-76:
1953 :
1967 :

1976 :

1978 :

1979 :

1982 :

1982-83 :

1985 :

1986 :

1988 :

1989 :

1990 :

1992 :

1996 :

1997 :

Années précédant la découverte des hélicases
La structure duplex de 'ADN est résolue (Watson et Crick, 1953).
La protéine Rep est la premiére hélicase identifiée chez E. coli
par des critéres génétiques (Denhardt et al., 1967).
Hoffman-Berling isole la premi¢re ADN hélicase (hélicase I
produit de géne de tral) d’E. coli (Abdel-Monem et al., 1976).
L'existence de la premicre ADN hélicase eucaryote est démontrée
chez le lis (Hotta et Stern, 1978).
La protéine Rep d’E. coli contient une activité d'ADN hélicase
(Yarranton et Gefter 1979).
La premiere protéine de bactériophage caractérisée comme ADN
hélicase est la protéine du géne 41 du bactériophage T4 (Venkatesan
etal., 1982).
Une analyse biochimique directe est mise au point pour mesurer
l'activité d’hélicase (analyse de déplacement de brin) - (Venkatesan
etal., 1982 ; Matson et al., 1983).
La premic¢re ADN hélicase de mammifére est identifiée dans le
thymus de veau (Hubscher et Stalder, 1985).
La premiere ADN hélicase virale identifiée est I’antigéne T de SV40
(Stahl et al., 1986).
La premic¢re ADN hélicase de levure est I'ATPase III (Sugino et al.,
1986).
Hodgeman et Gorbalenya découvrent les motifs hélicase des
superfamilles I et IT (Sept motifs d’acide aminé conservés)
(Hodgeman, 1988).
Deux superfamilles d’hélicase (SF1 et SF2) sont identifiées
(Gorbalenya et al., 1989) dont la famille DEAD-box (Linder et al.,
1989).
La premiére ADN hélicase humaine (HDH) est purifiée
(Tuteja et al., 1990).
La protéine RecQ d’E. coli est une ADN hélicase (Umezu et al.,
1990).
La premiere ADN hélicase mitochondriale est isolée dans le
cerveau bovin (Hehman et Hauswirth, 1992).
La premiére ADN hélicase de chloroplaste est purifiée
a partir du pois (Tuteja et al., 1996).
Cristallisation de la premiere ADN hélicase (PcrA de bactérie
thermophile) (Subramanya et al., 1996).
Le complexe Mcm4/6/7 des cellules HeLa est une ADN hélicase
(Ishimi, 1997).
La protéine du syndrome de Werner (WRN) est une ADN hélicase
(Gray et al., 1997).
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1998 :

2000 :

2002 :

2003 :

2004

Le produit de géne du syndrome de Bloom(BLM) est une ADN
hélicase (Karow et al., 1997).
Sgs1 (slow growth suppressor -inhibiteur de croissance lent),
hélicase RecQ de levure, est une ADN hélicase
(Bennett et al., 1998).
Le premier géne d’ADN hélicase de plante (PDH45) codant
l'enzyme biochimiquement active est cloné (Pham et al., 2000).
Le premier elF-4A (du pois) est une ADN hélicase
(Pham et al., 2000).
La premiére ADN hélicase biochimiquement active chez un parasite
de la Malaria est mise en évidence (Tuteja et al., 2002).
Un nouveau motif hélicase (motif Q) est identifi¢ dans des
hélicases DEAD-box (Tanner et al., 2003).
L’importance d’'une ADN hélicase dans I’insertion d'élément
transposable est démontré dans le génome de mais (Lal et al.,2003).
Un nouveau motif d’hélicase, appelé « le motif 0 », est identifi¢ dans
I’hélicase RecQ d’E. coli (Bernstein et Keck, 2003).
La protéine RecQ5p chez ’homme contient une activité du
déroulement et de ’hybridation de I’ADN (Garcia et al., 2004)
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1.2.2. Analyse de I'activité ADN hélicase

Afin d'identifier et d’¢tudier la fonction enzymatique des ADN hélicases, des
analyses biochimiques ont été¢ établies. L’hélicase déroule le substrat de I'ADN
partiellement duplex (oligonucléotide avec une extrémité marquée au **P complexé a
une plus longue molécule d’ADN simple brin) libérant les deux brins de ’ADN
(Venkatesan et al. , 1982; Matson et al. , 1983). Le simple brin radiomarqué et le
substrat sont identifiés par électrophorése suivie d’une autoradiographie (Fig. 3).
L'étiquette radioactive dans I'ADN permet la visualisation directe (Fig. 3b) et la
quantification rapide des résultats. En outre, les chercheurs ont développé plusieurs
autres analyses : par exemple, la méthode rapide dite « quench-flow » (Amaratunga et
Lohman, 1993), les analyses fondées sur 1’utilisation de la fluorescence (Raney et al. ,
1994), I’analyse par filtration (Sivaraja et al. , 1998), 1’analyse par scintillation de
proximité(Kyono et al. , 1998), I’analyse par FRET (transfert d'énergie de résonance
de fluorescence résolue en temps) (Earnshaw et al. , 1999), I’analyse basée sur la
technologie de « flash plate »(Hicham Alaoui-Ismaili et al., 2000), enfin I’analyse
d’extinction de fluorescence résolue en temps et l'analyse basée sur
I’électrochimioluminescence (Zhang et al. , 2001). Les analyses ci-dessus ont été peu
utilisées. Xu et al. (2003b) ont récemment mis au point une nouvelle méthode pour la
détection simultanée de la fixation a I'ADN et du déroulement de I'ADN catalysé par

I’hélicase, par polarisation de fluorescence.
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Fig. 3. Schéma de l'analyse biochimique pour mesurer I'activité de déroulement
de ’ADN associée aux ADN hélicase (a) et I'autoradiographie du gel (b).
(a) Les astérisques indiquent l'extrémité marquée au *°P de I'ADN. Le substrat
d'ADN duplex a été préparé en hybridant 1'oligonucléotide radioactif a un ADN
simple brin M13 (circulaire) comme décrit précédemment (Tuteja et al., 1996). (b)
Voie 1, réaction sans enzyme ; Voie 2, substrat dénaturé par la chaleur ; Voie 3,

réaction en présence d'ADN hélicase. S, Substrat; AD, oligonucléotide radiomarqué.
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1.2.3.Caractéristiques enzymatiques des ADN hélicases.

L’activité du déroulement des acides nucléiques est commune a toutes les ADN
hélicases. Elles partagent toutes les méme propriétés biochimiques a savoir :
— la fixation de nucléosides triphosphates (NTP)
— une hydrolyse de NTP stimulée par les acides nucléiques
— la fixation aux acides nucléiques
— un déroulement des acides nucléiques duplexes NTP-dépendant avec une polarité

spécifique.

1.2.3.1. Fixation du NTP et son hydrolyse

Toutes les ADN hélicases fixent le NTP et possedent une activit¢ NTPase
dépendante stimulée par la présence d’acides nucléiques. Cette activité est nécessaire
pour le déroulement des duplexes d’ADN. L’hélicase RecQ monomérique d’E. coli ne
peut pas hydrolyser I’ATP en absence d’ADN. En général, les hélicases hexameriques
impliquées dans la réplication, fixent fortement I’ADN simple brin en présence de
NTP. A P’inverse, elles le fixent faiblement en présence de NDP. Cette fixation a pour
conséquence de changer la conformation des hélicases homo-oligomériques. Elle peut
aussi affecter I’assemblage des sous-unités de la protéine. Le NTP ne se fixe pas avec
une méme affinité sur tous les sites de fixation des hélicases hexameriques. Cela
dépend des hélicases. En général, les ADN hélicases possédent une trés faible activité
NTPase en I’absence d’ADN simple brin. Leur activit¢ NTPase est stimulée par la

présence d’ADN simple brin (Bennett et al., 1998).
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1.2.3.2. Les ADN hélicases fixent ’ADN.

Des ADN hélicases ont besoin d’ADN simple brin comme zone de fixation. Elles
se fixent indépendamment de la nature de la séquence de I’ADN et elles progressent
de fagon unidirectionnelle. Ces enzymes fixent I’ADN simple brin avec une affinité
plus ¢élevée que ’ADN double brin. D’autres hélicases telles que RecBCD, ’antigéne
T du virus SV40, et RuvB se fixent de préférence a ’ADN double brin. De
nombreuses hélicases ont besoin d’une structure type « fourche de réplication » pour
un déroulement optimal. Certaines ADN hélicases telles que RecBCD, UvrD, Rep et
RecQ d’E. coli et I’antigéne T de SV40 peuvent également initier le déroulement aux
niveau des extrémités franches de I’ADN double brin (Lohman, 1992). Les hélicases
RecG, RuvA et RuvB d’E. coli se fixent spécifiquement aux jonctions de Holliday
(Tsaneva et al., 1993 ; Whitby et al., 1994).

Suivant leur structure quaternaire, les ADN hélicases peuvent étre regroupées en
hélicases monomériques ou multimériques.

Les hélicases monomériques peuvent contenir deux domaines différents, un pour
I’ADN simple brin et I’autre pour la fixation de I’ADN double brin. Les hélicases II,
IV, UvrD et PriA bactériennes (Matson, 1991 ; Mechanic et al., 1999), I’hélicase Dda
du bactériophage T4 (Morris et al., 2001), les hélicases IV, V et VI humaines (Tuteja
et Tuteja, 1996), I’hélicase 45 (PDH45) de pois et PDH65 (Pham et al., 2000 ; Tuteja
et al., 2001) sont les quelques exemples des formes monomériques.

Certaines hélicases fonctionnent sous forme dimérique. L’hélicase GP41 du
bactériophage T4 (Delagoutte et von Hippel, 2005), I’hélicase du virus hépatite C
(Khu et al., 2001) et I’hélicase RecQ1 humaine (Cui et al., 2004) sont les enzymes
actives a I’état de dimere.

L'oligomérisation de nombreuses ADN hélicases peut étre modulée par les
interactions avec d'autres ligands (ATP, ADN). Par exemple, I’hélicase Rep d’E. coli
est un monomere jusqu'aux concentrations de 12 mM en l'absence de I'ADN mais
forme un dimere en fixant a ’ADN (Matson, 1991). L’hélicase UvrD peut aussi

former une complexe protéine-ADN dimérique active (Maluf et al., 2003).
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Les formes actives de nombreux ADN hélicases sont oligomériques: DnaB,
RuvB, MCM et Rho d’E. coli. De méme, le géne 4 du bactériophage T7 code pour
une hélicase/primase oligomérique tout comme le geéne 41 du bactériophage T4
(Singleton et al., 2000). Enfin, I’exemple de I’antigéne T de SV40, confirme
I’existence d’hélicase oligomérique chez les virus. Toutes ces enzymes se replient et
s’associent pour former une structure quaternaire en forme d’anneau hexameérique
(Matson, 1991 ; Lohman, 1992 ; Whitby et al., 1994 ; Bujalowski et Jezewska, 1995 ;
Dillingham et al., 2003 ; Delagoutte et von Hippel, 2002) (Fig. 4D). Une hélicase
oligomérique possede de multiples sites fixant I’ADN, qui lui permettent de fixer a la
fois I’ADN simple brin et I’ADN duplexe. La figure 4 montre les différentes formes
d’interaction entre les ADN hélicases et une fourche de réplication. Dans tous ces
modeles, au moins une sous-unité fixe ’ADN simple brin le long duquel elle se
déplace (Delagoutte et von Hippel, 2002).

Les études de microscopie électronique ont confirmé que I’ADN simple brin
traverse le centre de l'anneau formé par les hélicases hexameriques. Ces résultats
prouvent que 'ADN hélicase hexamérique de G40P encercle le brin 5', interagit avec
I'ADN duplexe a la jonction de I’ADN simple brin/ I’ADN double brins, et exclut le
brin 3' (Fig. 4D) (Ayora et al. , 2002).
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Fig. 4. Interaction d'ADN hélicases monomériques ou oligomériques avec I' ADN
au niveau d’un ADN de type fourche. (a) L’hélicase monomérique fixe a ’ADN
simple brin et & I’ADN double brins. (b) Dans des hélicases homodimériques, une
sous-unité fixe toujours I’ADN simple brin le long de laquelle elle se déplace. (c)
L’hélicase hétérodimérique contient deux domaines séparés : une sous-unité fixe et
interagit avec I’ADN double brin et ancre 1’hélicase au niveau de la jonction ADN
simple brin/ADN double brin et l'autre sous-unité interagit avec I’ADN simple brin et
transloque le long de ce brin.(d) Les hélicases hexameériques présentent une structure
en forme d’anneau qui permet aux protéines d'encercler 'ADN simple brin et
d'exclure I’autre brin. Dans ce cas, 1’hélicase se fixe a la jonction de ’ADN simple

brin/double brin. (d’aprés Tuteja et al., 2004)
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1.2.3.3. Polarité des ADN hélicases.

La plupart des ADN hélicases possédent une polarité spécifique, qui se définit
suivant la direction du mouvement de I’hélicase le long de I’ADN simple brin sur
lequel elles se sont fixées ( 3’- 5” ou 5°- 3”). La polarité du déroulement des hélicases
se détermine habituellement en utilisant un substrat d’ADN se composant d’un ADN
simple brin partiellement duplexé sur I’extrémité 5’ ou 3°. La structure du substrat
employ¢ pour I’étude de la polarité in vitro est illustrée dans la figure 5. Lorsque 1’on
parvient a déterminer la polarité des hélicases impliquées dans la réplication d’ADN,
cela permet d’estimer la position relative de I’enzyme sur les brins de téte « leading
strand » (polarité 3’ - 5°) ou de queue « lagging strand » (polarité 5’ - 3”). Dillingham
et al. (2003) ont montré par le passé que RecBCD posséde deux hélicases RecB et
RecD qui déroulent I’ADN respectivement dans les directions 3* - 5 et 5° - 3°. 1l
existe également des hélicases « bipolaire ». Les études sur I’hélicase PcrA de
Bacillus anthracis ont montré que cette derniére possede a la fois les activités
hélicases 3’ - 5* et 5° - 3°. Ces études ont été réalisé a partir de substrats simple brin
de poly(dT) contenant une région duplex en 3’ ou en 5’ (Naqvi et al., 2003).
Récemment, Constantinesco et al. (2004) ont montré que ’ADN hélicase HerA des
archaea hyperthermophiles peut se fixer sur les extrémités 3’ ou 5° d’un ADN et

dérouler I’ADN duplex dans les deux polarités.
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3°-5’ Hélicase 5°-3° Hélicase

— —
3 5 3 5
5 3
. :
— —
3 5
5 P

5 3

Fig. 5. Structure du substrat généralement utilisé pour déterminer la polarité
des hélicases. L’ hélicases 3' - 5' est a gauche et I’hélicase 5' - 3' est a droite. Les
astérisques indiquent l'extrémité marquée au >’P. (modifi¢ d’aprés Soultanas et

Wigley, 2001)

1.2.4. Mécanismes d’action des ADN hélicases

L’activité de déroulement de I’ADN effectué par les hélicases a été classé en deux
mécanismes « actif ou passif » (Figure 6). Dans le mécanisme passif, 1’hélicase ne
participe pas directement a la déstabilisation de ’ADN double brin. Elle exclue
I’ADN simple brin par sa translocation sur 1’autre brin. Une implication importante du
mécanisme passif I’enzyme n’est pas capable de dérouler le duplex d’ADN a un taux
plus ¢élevé que celui des fluctuations thermiques. En revanche, le mécanisme actif
exige que I’hélicase déstabilise activement le duplex d’ADN. Dans ce cas, le taux de
déroulement de I’ADN catalys¢ par I’enzyme est plus rapide que celui des

fluctuations thermiques (Lohman et Bjornoson, 1996 ; Soultanas et Wigley, 2000).

37



Les mécanismes actifs exigent aussi que I’hélicase soit capable de fixer I’ADN
double brin et ’ADN simple brin et tous les deux simultanément durant 1’étape
intermédiaire. Les premiers types de mécanisme actif sont le modele dit « inchworm
model » (Yarranton et Gefter, 1979 ; Hill et Tsuchiya, 1981) et le mod¢le dit « rolling
model » (Wang et Lohman, 1992 ; Lohman, 1992). Ces deux mode¢les de mécanisme
de déroulement de ’ADN ont été proposés pour les hélicases Rep/PcrA. Un autre
modele de mécanisme actif est un modele de torsion dans lequel I’hélicase n’interagit
pas directement avec le duplex d’ADN mais se fixe simultanément aux deux
simple-brins au niveau de la jonction d’ADN simple brin/ADN double brin et déroule

le duplex d’ADN par un mécanisme de détorsion.

A —

Gy

Hélicase

—

gy

Hélicase

Fig. 6 Mécanismes passif et actif d’action d’hélicase

A. Dans le mécanisme passif, I’hélicase ne contacte pas le duplex d’ADN. Elle exclue
I’ADN simple brin par sa translocation sur I’autre brin. B. Dans le mécanisme actif,
I’hélicase interagit directement avec I’ADN double brin et déstabilise le duplex,

déroulant donc activement les brins (d’apres Soultanas et Wigley, 2001).
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2. Famille RecQ des ADN hélicases.

La famille RecQ est nommeée par référence au nom du géne recQ d'Escherichia coli,
geéne qui a été identifié il y a plus de 30 ans lors d’un criblage pour des mutations
conférant une résistance a la privation en thymine (Nakayama et al., 1984,1985). Ce
gene a ¢été nommé RecQ par H. Nakayama de 1'université de Kyushu, Japon (le « Q »
provient de Kyushu) (Nakayama et al., 1984,1985). Plus récemment, d’autres
membres de la famille ont été identifiés chez les eucaryotes inférieurs et supérieurs
par diverses approches génétiques et biochimiques (Chakraverty et Hickson, 1999;
Karow et al., 2000; van Brabant et al., 2000; Mohaghegh et Hickson, 2001a). En
général, les organismes unicellulaires possédent une seule enzyme RecQ, tandis que
les organismes plus complexes en possedent deux ou plus. Chez Escherichia coli
le seul membre de la famille est I’hélicase RecQ, tout comme Sgsl chez la levure
bourgeonnante, Saccharomyces cerevisiae, et Rghl chez la levure fissipare,
Schizosaccharomyces pombe. Chez I’homme on trouve 5 membres de la famille RecQ.
L’altération de I’'une de trois de ces hélicases RecQ humaines provoquent des
désordres cliniques définis associés a la prédisposition au cancer et au vieillissement
prématuré : Les hélicases WRN, BLM, et RECQ4 responsables respectivement du
syndrome de Werner (WS), de Bloom(BS), et de Rothmund-Thomson (RTS) (Ellis et
al.,, 1995,1996; Yu et al., 1996; Kitao et al., 1999), et dont les caractéristiques
cliniques sont résumées dans le tableau 2 (Hickson, 2003). Les patients atteints du
syndrome de Bloom (BS) sont prédisposés a de nombreux types de cancer a partir
d'un 4ge moyen de 24 ans. Les patients atteints du syndrome de Werner (WS) sont
particulicrement prédisposés aux sarcomes, au vieillissement prématuré et aux
maladies associées au vieillissement. Les patients atteints du syndrome de
Rothmund-Thomson (RTS) ont une poikilodermie caractéristique et sont prédisposés
aux ostéosarcomes et au vieillissement prématuré. Une quatriéme maladie, le
syndrome de RAPADILINO, qui partage certaines caractéristiques cliniques avec le
RTS, a également été récemment liée a des mutations de RECQ4 (Siitonen et al.,

2003). Ainsi, les activités des protéines RecQ chez I’homme peuvent avoir un effet
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important sur la santé. Les bases moléculaires de l'instabilit¢ génomique et du

vieillissement prématuré ne sont pas bien connues. Au niveau cellulaire, tous les

mutants déficients en hélicase RecQ montrent une instabilité génomique, bien que les

caractéristiques détaillées de cette instabilité puissent différer chez différents mutants

et/ou especes.

Tableau 2. Caractéristiques cliniques du syndrome de Bloom, du syndrome de Werner et du syndrome de

Rothmund-Thomson. (d’aprés Hickson, 1.D. 2003)

Syndrome

Caractéristiques cliniques principales

Prédisposition au Cancer

Le Syndrome de Bloom :

Nanisme  proportionnel;  induction

d’érythéme (en particulier sur le
visage) lors d’exposition au soleil,
diabéte de type II, visage étroit et
oreilles  proéminentes; infertilité
masculine et sous fertilit¢ féminine;

infections fréquentes.

La plupart des types ; en particulier
le lymphome de non-Hodgkin,
leucémies et carcinomes du sein, de

l'intestin et de la peau

Le syndrome de Werner :

1. Caractéristiques du vieillissement
physiologique, vieillissement

prématuré, cheveux gris et
amincissement des cheveux, perte
de graisse sous-cutanée ; rides de
la peau ; cataractes, ostéoporose;
diabéte de type II, atrophie des
membres. athéroscléroses

caractéristiques

2. quelques non

spécifiques du  vieillissement

physiologique, stature petite,
ulcéres des membres inférieurs,

calcification des tissus mous

Tumeurs d’origine mésenchymateuse;

sarcomes des tissus mous et

ostéosarcomes, quelques mélanomes

et cancers de la thyroide

Le Syndrome

Rothmund-Thomson :

de

Stature petite, anomalies du squelette
(pas toujours), alopécie (scalp/sourcil,
etc.), anomalies de pigmentation de la

peau, atrophie de la peau.

Divers; principalement ostéosarcomes
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2.1. Structure des hélicases RecQ.

La famille RecQ est définie par un domaine hélicase fortement conservé qui
comporte environ 400 acides aminés et inclut sept motifs (I, Ia, II, IIL, IV, V, VI) qui
sont caractéristiques d'une grande variété d'ADN hélicases et d'ARN hélicases de la
superfamille II (SFII). Un huitiéme motif (motif 0) situé en position N- terminale du
motif 1 est également conservé parmi certains des membres de la famille RecQ
(Bernstein et Keck, 2003).

La structure tridimensionnelle du domaine hélicase de la protéine BLM a été
modélisée a partir de la structure cristalline du domaine hélicase de I’hélicase PcrA
(Rong et al., 2000). A partir de ce modéle structural, Rong et al. (2000) ont suggéré
que les motifs Ia, III et V contiennent des résidus qui établissent le contact direct avec
I’ADN simple brin, les motifs I, II-IV et VI formant une poche pour fixer I'ATP (Fig.
7). Plusieurs mutations ponctuelles décrites chez des patients atteints du syndrome de
Bloom sont situées dans ces motifs hélicases conservés, et ces mutations conduisent a
la perte des activités ATPase et hélicase de I'enzyme. Les hélicases RecQ caractérisées
chez les procaryotes et les eucaryotes (Fig. 8) peuvent étre distinguées d'autres
hélicases par les séquences particuliéres qui flanquent le domaine hélicase (Fig. 8).

Les hélicases RecQ peuvent étre divisées en deux groupes : des formes courtes
qui ne comportent que le domaine hélicase conservé, le domaine RecQ C-terminal
(RecQ-Ct) et le domaine Hélicase et Rnase D C-terminal (HRDC) et des formes
longues qui contiennent des domaines N et C — terminaux flanquant ces domaines
centraux (Fig. 8). Exceptés certains motifs de séquence, ces domaines additionnels
sont faiblement conservés. Dans les organismes qui expriment plusieurs enzymes
RecQ, comme chez 1'homme, il semble que ces domaines additionnels soient
importants pour la différenciation fonctionnelle de ces ‘isoformes’ d’hélicase. Deux
domaines - le domaine RecQ C-terminal (RecQ-Ct) et le domaine Hélicase et Rnase
D C-terminal (HRDC) (Fig. 8), sont situés en C- terminal du domaine hélicase. Le
domaine RecQ-Ct est unique aux hélicases de la famille RecQ, et a probablement un

role dans les interactions avec d'autres protéines. Une publication récente de la
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structure cristalline aux rayons X du noyau catalytique de I’hélicase RecQ d’E. coli
indique que le domaine RecQ-Ct contient des motifs de fixation a ’ADN et aux
protéines (Bernstein et al., 2003). Le domaine RecQ-Ct de I’hélicase WRN humane
permet également la fixation a I'ADN et a des protéines impliquées dans le
métabolisme de I'ADN (von Kobbe et al., 2003). Le domaine HRDC est trouvé dans
certaines nucléases qui digerent 'ARN, et pourrait étre impliqué dans la fixation a
I’ADN (Morozov et al., 1997; Liu et al., 1999). Les domaines HRDC de 1’hélicase
RecQ d’E. coli et de I’hélicase WRN humaine sont nécessaires pour la fixation stable
a I'ADN mais pas pour l'activité hélicase (Bernstein et Keck, 2003 ; von Kobbe et al.,
2003). La structure tridimensionnelle du domaine HRDC de I’hélicase Sgsl de
Sacchanomyces cerevisiae a été déterminée(Morozov et al., 1997; Liu et al., 1999), et
a été¢ employée comme base pour établir un modéle structural général du domaine
HRDC (Fig. 9). Le domaine HRDC montre une similitude structurale avec certains
domaines d'autres hélicases, de recombinases et de polymérases, dans lesquels il
permet un contact additionnel au substrat d'ADN, mais n’est pas impliqué dans
’activité enzymatique. Le domaine HRDC de I’hélicase Sgsl se fixe a I’ADN simple
brin in vitro, bien qu'avec une affinité faible, ce qui suggeére une fonction auxiliaire
dans l'identification de substrat.

Chez certaines hélicases RecQ, on trouve une séquence de signal de localisation
nucléaire prés de ’extrémité C- terminale (Kaneko et al., 1997; Matsumoto et al.,
1997). Le domaine N- terminal des hélicases RecQ de forme longue ne contient pas
de motifs fonctionnels évidents. Une exception a cette régle générale est la protéine
WRN humaine et ses homologues, tels que le FFA-1 de Xenopus laevis, dans lesquels
le domaine N- terminal contient un motif retrouvé dans certaines exonucléases. Ce
domaine peut fonctionner indépendamment comme une 3'-5' exonucléase quand il est
exprimé comme un fragment de protéine recombinante (Huang et al., 1998 ;
Kamath-Loeb et al., 1998; Shen et al., 1998a). Il a également été mis en évidence que,
dans la protéine WRN intacte, les fonctions hélicase et exonucléase seraient
coordonnées (Opresko et al., 2001). Quelques membres de la famille RecQ — en
particulier RECQ5 humain et ses homologues - existent sous 2 formes différentes,
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courte et longue, qui sont produites par €pissage alternatif de I’ARN messager
(Sekelsky et al., 1999 ; Shimamoto et al., 2000).

Différentes conformations ont été observées pour les hélicases de la famille RecQ.
L’hélicase RecQ d’E. coli forme des monoméres en solution et déroule 'ADN et
hydrolyse I’ATP en tant que monomére (Xu et al., 2003a). Par contre, par
chromatographie d’exclusion et/ou microscopie électronique, il a été montré que
I’hélicase BLM forme des hexameéres et I’hélicase WRN des triméres. Janscak et al.
(2003) ont récemment étudi¢ une forme tronquée en C terminal de I’hélicase BLM
contenu des domaines RecQ-Ct et HRDC. Ce fragment forme des monomeres en
solution capables de fixer et dérouler ' ADN avec la méme spécificité de substrat. Ces
résultats indiquent que les domaines RecQ-Ct et HRDC sont indispensables a
I’activité et la spécificité de cette hélicase mais qu’ils ne sont pas certainement
impliqués dans 1’oligomérisation. De plus, la configuration en hexameére n’ont pas
indispensable pour 1’activité.

Pour définir mieux les réles précis des hélicases RecQ in vivo, un effort de
recherche significatif a été fait pour caractériser les propriétés biochimiques des
hélicases RecQ et identifier les interactions importantes entre les hélicases RecQ et

d'autres protéines.
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Site de fixation a ’ATP

Site potentiel de fixation a ’ADN simple brin

Fig. 7. Structure du domaine hélicase de I’hélicase RecQ chez E. coli

Vue dans la cavité formée par les deux sous-domaines hélicase. Les motifs hélicase
sont colorés en gris. Les sites ou on a observé la fixation du nucléotide et de I’ADN
simple brin dans d’autres structures hélicase sont indiqués par des fleches (d’apres

Bernstein et al., 2003).
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BN Domaine hélicase
BN Domaine RecQ-Ct I Domaine exonucléase

I pomaine HRDC [ 1 Signal de localisation nucléaire

Fig. 8. Représentation schématique de certains membres de la famille RecQ.

RecQ-Ct, le domaine RecQ conservé C-terminal ; HRDC, le domaine Hélicase et

Rnase D C-terminal ; NLS, signal de localisation nucléaire. aa, acides aminés.

(modifié d’aprés Bjergbacek et al., 2002)

N C

Fig. 9 Structure du domaine HRDC de I’hélicase Sgs1 chez S. Cerevisiae

(d’apres Liu et al., 1999)
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2.2. Caractéristiques biochimiques des RecQ hélicases.

Tous les membres de la famille des hélicases RecQ ont une activité ATPase Mg

et ADN dépendante. L’ADN simple brin active plus l'activit¢ ATPase que I’ADN
double brin sauf dans le cas de I’hélicase Sgs1 (Bennett et al., 1998). Des molécules
plus longues d’ADN simple brin sont des stimulateurs significativement meilleurs de
l'activité ATPase que des molécules courtes, ce qui suggere que les hélicases RecQ se
déplacent le long de ’ADN simple brin (Brosh et al., 2000a; Karow et al., 1997;
Brosh et al., 2000b). L’activité hélicase dépend de la présence de cations divalents
(2-5 mM). Le cofacteur Mg”" peut étre remplacé par le Ca** ou le Mn®", alors que les
ions Zn®" sont inhibiteurs. L'activit¢ ATPase des hélicases RecQ n'est pas
particulierement sélective. Tous les membres de la famille RecQ étudiés jusqu'ici
acceptent et hydrolysent I’ATP et le désoxyadénosine 5’-triphosphate (dATP). Les
enzymes dmRecQ5a de Drosophila melanogaster (Ozsoy et al., 2001) et BLM
humain (Brosh et al., 2001b), sont moins sélectifs puisque le GTP et le
désoxyguanosine 5’-triphosphate (dGTP) peut étre utilisé.

Les ADN hélicases de la famille RecQ déroulent I'ADN avec la polarité 3'-5' . Bien
que cette polarit¢ de la réaction ait été jusqu'ici démontrée seulement pour les
hélicases RecQ d’E coli (Umezu et al., 1990), Sgslp (Lu et al., 1996 ; Bennett et al.,
1998), hRecQ1/L (Seki et al., 1994a-b), BLM (Karow et al., 1997) et WRN (Shen et
al., 1998b), elle est probablement représentative de toute la famille.

Les activités catalytiques des hélicases de la famille RecQ présentent certaines
caractéristiques, qui devraient refléter leurs fonctions in vivo. Tout d'abord, leurs
activités de déroulement sont nettement stimulées par les protéines qui stabilisent
I’ADN simple brin (SSB) comme c’est le cas pour d’autres hélicases. Ainsi, en
présence de la protéine SSB d’E coli, I’hélicase RecQ d’E coli est non seulement
capable de dérouler des duplexes partiels d’ADN avec une efficacité ¢levée mais aussi
de dérouler des duplexes d’ADN a bouts francs (Fig. 10), qui sont des substrats peu
efficaces en I’absence de SSB (Umezu et Nakayama, 1993). L'interprétation de la

stimulation de I’activité hélicase par des protéines SSB est que la fixation de celles-ci
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a I'ADN simple brin déroulé stabiliserait I’ADN, empéchant ainsi un cycle entre le
déroulement et le rembobinage (Umezu et Nakayama, 1993; Harmon et
Kowalczykowski, 2001) et la fixation inutile de 1'hélicase a cet ADN (Harmon et
Kowalczykowski, 2001). Bien qu'il ait été mis en évidence qu’ E coli SSB stimulait le
déroulement d’un duplexe d’ADN par Sgslp (Bennett et al., 1998) et WRN (Gray et
al., 1997; 