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De nouveaux roles
pour ’ADN
topo-isomérase |
Philippe Pourquier

> UADN topo-isomérase | eucaryote est une
enzyme nucléaire dont le réle essentiel est de
supprimer les contraintes de torsion de I’ADN au
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cours des processus de réplication et de trans-
cription. La découverte de son activité de pro-
téine kinase, de sa grande similitude avec des

&

enzymes de recombinaison de I’ADN, et de sa

capacité de « reconnaitre » une grande variété
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(comme la camptothé-
cine) transforment cette enzyme en un poison cellulaire
L’ADN topo-isomérase | (topo ) est une enzyme nucléaire  en inhibant Iétape de religation, ce qui se traduit par
ubiquitaire dont la fonction principale est d’assurer le  une « stabilisation » du complexe covalent ADN-enzyme,
bon déroulement de la condensation et de la déconden-  appelé complexe de clivage [4, 5]. Ces inhibiteurs sont
sation des chromosomes au cours de la division cellu-  tres utilisés dans le traitement d’un grand nombre de
laire. €lle permet de controler la topologie de la double  cancers et représentent une classe de médicaments anti-
hélice ’ADN au cours de ces processus, en supprimant  cancéreux en pleine expansion a I’heure actuelle [6, 7]. 1I
les contraintes de torsion de I’ADN occasionnées par la  est maintenant admis que ce n’est pas la stabilisation du
progression des fourches de réplication ou de transcrip-  complexe en elle-méme, mais la formation de cassures
tion [1]. Ce rdle repose principalement sur sa capacité  de I’ADN résultant de cette stabilisation qui est respon-
d’introduire transitoirement des coupures simple-brin  sable de I'effet cytotoxique de ces médicaments. Le
dans ’ADN [2]. Il existe deux types de topo | qui agissent mécanisme de formation de ces lésions implique une col-
de fagcon monomérique mais qui ont une polarité de cou- lision entre une fourche de réplication (ou de transcrip-
pure différente. La topo IA des organismes procaryotes tion) et le complexe de clivage stabilisé par I’inhibiteur
forme une licison avec I'extrémité 5 de I’ADN coupé, (Figure 1C) et s’appuie sur le fait que I'aphidicoline, un
alors que la topo IB des organismes eucaryotes et des agent bloquant la réplication, est capable de supprimer
virus se fixe sur I'extrémité 3’ de I’ADN coupé (Figure 1A).  cette cytotoxicité [5, 8].
Le cycle catalytique de la topo-isomérase | humaine est  Un certain nombre de résultats inattendus ont permis
divisé schématiquement en quatre étapes : une étape de  d’envisager de nouveaux rdles pour la topo | eucaryote,
liaison de I’enzyme a I’ADN, une étape de clivage intro-  dont certains sont liés spécifiquement a ses activités de
duisant la coupure, une étape de rotation du brin coupé  coupure ou de religation, et d’autres sont indépendants
autour du brin non coupé permettant de diminuer le  de son activité catalytique. Le but de cet article est de
degré de torsion, et une étape de religation permettant présenter ces nouveaux roles, en discutant plus parti-
de restaurer la continuité du brin d’ADN (Figure 1B) [1,  culiérement des données récentes concernant la recon-
3]. Il existe un équilibre entre clivage et religation qui, naissance par cette enzyme des dommages de I’ADN et
dans les conditions normales, est déplacé vers la religa-  la signification biologique de tels résultats.
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Topo-isomérase | et transcription

La topo | semble jouer un rdle dans la régulation de la
transcription et cela indépendamment de son activité
catalytique. Cet éventuel rdle de la topo | repose sur des
études d’interaction de I’enzyme avec d’autres facteurs
protéiques. La topo | se lie aux protéines du complexe de
transcription comme les protéines TBP (TATA-binding pro-
tein) et active directement I’étape d’initiation de la
transcription en stimulant la formation du complexe TFII-
D-TFIIA (=) [9]. Lactivité de clivage de I’enzyme n’est

messagers. Cette hypotheése est renforcée par une étude
plus récente ayant montré une régulation de I'activité de
la topo | par I’interaction directe de I’enzyme avec un
autre facteur d’épissage appelé PSF (pyrimidine tract
binding protein associated splicing factor), lui méme
complexé a des protéines nucléaires se fixant spécifique-
ment & ’ARN [13]. Cependant, la phosphorylation de ces
facteurs d’épissage pouvant étre réalisée par d’autres
kinases, il reste a déterminer de maniére plus spécifique
la part de I"activité kinase de la topo | dans le controle de
I’expression génique.

pas nécessaire pour observer cet effet puisqu’une topo | catalytiquement

inactive, pouvant se lier a I’ADN sans pouvoir le couper, est capable d’in-

Topo-isomérase | et recombinaison de I’ADN

duire cette activation. Plus récemment, un systeme de double-hybride a

permis 'identification de protéines nucléaires riches en séquences pepti-
diques arginine-sérine ou sérine-arginine appelées topors (topo-isome-
rase I-binding RS proteins) [10]. interaction des topors avec la partie

amino-terminale de la
topo-isomérase | permet-
trait le recrutement de
I"ARN polymérase Il direc-
tement au niveau des sites
de transcription. La méme
hypothése a été envisagée
pour le recrutement de
I’ARN polymérase |, soit
par interaction directe de
la topo | avec la polymé-
rase, soit par interaction
indirecte utilisant comme
intermédiaire la nucléoline
dont la co-localisation
avec la topo | au niveau du
nucléole a été démontrée
[11].

€n 1996, une étude a éga-
lement montré que la
topo | possédait une acti-
vité kinase spécifique pour
des protéines riches en
domaines arginine-sérine
impliquées dans I’épissage
d’introns chez certains
métazoaires (=) [12].
Cette étude a par ailleurs
montré que la phosphory-
lation de ces facteurs était
réduite en présence d’inhi-
biteurs de topo I. Ces
résultats suggerent donc
un role de la topo | dans la
maturation des ARN pré-

L’équilibre clivage/religation catalysé par la topo | peut
étre perturbé par de nombreux facteurs, comme les
inhibiteurs de I’enzyme ou les altérations de la cible
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Figure 1. Les topo-isomérases eucaryotes et procaryotes. A. La topo IA des organismes procaryotes forme une
liaison avec I’extrémité 5’ de I’ADN coupé tandis que la topo IB des organismes eucaryotes et des virus se fixe sur
I’extrémité 3’ de I’ADN coupé. B. Les quatre étapes du cycle catalytique de la topo | humaine : liaison de I’en-
zyme a I’ADN, clivage introduisant la coupure, rotation du brin coupé autour du brin non coupé permettant de
diminuer le degré de torsion et religation permettant de restaurer la continuité du brin d’ADN. C. Hypothese de
mécanisme d’endommagement de I’ADN par les poisons de topo | de la famille des camptothécines (CPT). La
camptothécine est schématisée par le rectangle bleu. Le pentagone vert schématise le complexe de réplication
entrant en collision avec le complexe de clivage stabilisé par la camptothécine. Les fleches pointillées représen-

tent les brins d’ADN nouvellement synthétisés.
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ADN. Ces perturbations peuvent entrainer une stabilisa-
tion des complexes de clivage ADN-enzyme. Dans cer-
tains cas, cette stabilisation est irréversible et aboutit
a la formation de complexes « suicide » possédant une
molécule de topo | liée de fagon covalente a I’extrémité
3’ de la coupure (Figure 2). Ce type de complexe pos-
sede, de par I'activité de religation de I’enzyme, une
forte activité de recombinaison in vitro. Toute molécule
d’ADN, simple-brin ou double-brin, méme non homo-
logue, ayant une extrémité 5’-0H libre, est susceptible
d’attaquer la liaison tyrosyl-phosphodiester et de for-
mer un produit de recombinaison dite illégitime (Figure
2). Cette propriété de recombinaison in vitro de la topo
I du virus de la vaccine [14] a judicieusement été mise
a profit pour I’élaboration de systemes de ligation
rapides et performants (TOPO Cloning kits, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA).

La topo | peut-elle étre a I'origine de recombinaisons
illégitimes in vivo ? Plusieurs arguments expérimentaux
vont dans ce sens (1). Tout d’abord, la similitude de
structure et de mécanisme d’action de la topo 1 avec

certaines recombinases comme I’intégrase du phage
lambda, suggérent que ces deux enzymes dérivent
d’une méme ADN-transférase ancestrale [15]. (2) La
topo | du virus de la vaccine peut catalyser I’excision du
prophage lambda par un mécanisme de recombinaison
illégitime [16]. (3) Il existe également une similitude
de séquence entre les sites d’intégration de ’ADN des
virus SV40 et de I’hépatite B et des sites de coupure
pour la topo | eucaryote [17, 18]. Il est donc possible
que Iactivité de religation de la topo | eucaryote puisse
étre détournée par certains virus ne contenant pas
d’ADN transférase pour permettre leur intégration dans
le génome des cellules hotes. (4) Il existe enfin une
corrélation entre I'activité de la topo | et la fréquence
des réarrangements chromosomiques chez la levure
[19], et (5) une plus grande fréquence d’intégration d’ADN viral dans
le génome de levures traitées par un inhibiteur de topo | qui favorise la
stabilisation du complexe ADN-enzyme et, par conséquent, les
chances de recombinaison illégitime [20]. Il est encore difficile d’ap-
préhender les conséquences de la recombinaison illégitime catalysée
par la topo | a I’échelle cellulaire, mais il semblerait que la stabilisa-
tion de I’enzyme soit
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Figure 2. Propriétés de recombinaison de la topo | in vitro. Cette activité repose sur la formation de complexes ADN-  reconnues par des sys-

enzyme appelés complexes « suicide » résultant : de la collision du complexe stabilisé par un inhibiteur avec une  témes de réparation spéci-

fourche de réplication (a) ; de la présence d’une interruption de brin soit sur le brin scissile & distance dusite de cli-  fiques dont la tdche est

vage en aval de la coupure (b), soit sur le brin non-scissile a distance du site de coupure (c), ou sous forme d’une  d’assurer I’intégrité du

boucle de mésappariement en aval du site (d) sur le brin non scissible directement opposé au site (e). U'extrémité ~ génome. Le fait que les

5'-0H de toute molécule d’ADN simple-brin ou double-brin non homologue (traits en pointillés) est capable d’atta-  topo | soient des enzymes

quer la liaison covalente ADN-enzyme et d’engendrer un produit de recombinaison illégitime. ubiquitaires, coupant
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I’ADN a des fréquences élevées, pose le probleme de la
présence de lésions de I’ADN a proximité de sites de cou-
pure de I’enzyme. Les premieres études in vitro ont mon-
tré que la présence de dimeres de thymine dans de ’ADN
plasmidique exposé aux rayonnements ultra-violets était
capable d’induire la formation de complexes de clivage
ADN-topo | [21]. Au cours des cing derniéres années, des
systemes reposant sur I’utilisation d’oligonucléotides
contenant un site unique de clivage pour la topo | (Figure
3) nous ont permis de montrer qu’une grande variété de
Iésions de I’ADN peuvent perturber Iactivité de la topo |
in vitro [22]. Nous avons montré que, selon leur nature et
leur position par rapport au site de coupure de I’enzyme,
certaines |ésions induisent une accumulation de complexes de clivage
tandis que d’autres inhibent la coupure de I’ADN par la topo | (Figure 4).
Uinhibition de coupure est probablement liée a des modifications struc-
turales qui empéchent la liaison de la topo | @ son substrat. Ces effets de
position refletent particulierement bien les spécificités d’interaction qui
existent entre la topo | et ’ADN, spécificités qui ont été montrées par les
études de cristallographie
de I’enzyme en complexe

des lésions « sévéeres » de I’ADN, qui induisent une pertur-
bation importante des liaisons hydrogenes a proximité du
site de clivage (tels que sites abasiques, interruptions de
brin ou adduits carcinogeénes volumineux), la topo | est
piégée de facon irréversible et il y a formation de com-
plexes suicides particulierement prompts a créer des
recombinaisons (Figure 2). La topo | est donc une enzyme
qui est tres sensible aux altérations structurales de I’ADN.
La validation de tels résultats dans les cellules nécessitait
I'utilisation d’un agent génotoxique qui puisse ne produire
qu’un seul type de lésion de I’ADN. Notre choix s’est porté
sur des agents comme les analogues nucléosidiques tels
que I"ara-C ou la gemcitabine qui s’incorporent dans I’ADN
génomique de cellules en cours de division. Il fallait égale-
ment disposer d’une technique permettant de mettre en
évidence la formation des complexes ADN-topo | dans les
cellules traitées. Grace au test ICE (immuno complex of
enzyme) [26] que nous ne détaillerons pas ici, il a été pos-
sible de montrer que le traitement par I'ara-C de cellules

avec son substrat [23, 24]. A

L(.a TcIJb[eau / r,eg.roupe: les SUBSTRAT
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v

I 1
ADN X=C  X=C+CPT X=Ara-C

tion de la cytosine en posi- 3’ - CTAGATTTTCTGAACCTTTTTAAAAATTTTTTCTAG

tion +1 (par rapport au site
de coupure) par une cyto-
sine arabinoside (ara-C, un
analogue nucléosidique Religation

trés utilisé en chimiothéra- Clivage | Camptothéci

pie) induit la formation du
complexe de clivage ADN-
topo-isomérase | [25]. Eal

Pour I’ara-C comme pour

beaucoup de Iésions étu- —T=T=T=C=T=6—A~AER-C=T=T=T=C— Brin non scissile

diées, cet effet est di a
une inhibition réversible de COMPLEXE DE CLIVAGE
I’étape de religation et

37—"-

e

(cp1)
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s’apparente donc a I'effet Figure 3. Mesure in vitro des activités de coupure et de religation de la topo I. A. Le systéme utilisé repose sur

que I'on observe en pré-  putilisation d’un oligonucléotide dont la séquence provient d’une région particuliére de PADN ribosomique de

sence d’inhibiteurs de la Tetrahymena [32]. Cet oligonucléotide de 37-mer contient un site unique de coupure pour I'enzyme (fleche), est

topo | de la famille des  radiomarqué a I’extrémité 3’ du brin scissile (*A) et est incubé avec de la topo | purifiée en présence ou non d’in-

camptothécines (Figure 3).  nhibiteurs. Il est possible de mesurer la quantité de complexes de clivage formés, qui est directement proportion-

Dans d’autres cas, c’est  nelle & la quantité de fragments de 23 bases libérés aprés la coupure. Ce produit de clivage est distingué du brin

Iintensification de I'étape  non coupé par électrophorése en gel dénaturant de polyacrylamide. X : positionnement de la [ésion par rapport

de coupure qui est a I'ori-  qu site de coupure. B. Exemple de séquestration de la topo | liée d la présence d’ara-C. La substitution d’une

gine de 'augmentation du cytosine en position +1 par I"ara-C (X) provoque une augmentation de la quantité de complexes de clivage ADN-

nombre de complexes de  topo | (comparer les lignes 2 et 4 au niveau du produit de coupure de 23 bases). Cette augmentation est proche

clivage [22]. €nfin, pour  de celle observée en présence de camptothécine (ligne 3). Ligne 1 : ADN non coupé.
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leucémiques humaines induisait spécifiquement la forma-  des modifications structurales de ’ADN au niveau cellulaire. Le fait

tion de complexes ADN-topo | et, qu’effectivement, cette  qu’une lignée leucémique humaine déficiente en topo I, et tres résistante
a la camptothécine, résiste également a I"ara-C est en accord avec le fait
que la séquestration de la topo | pourrait étre un des mécanismes d’acti-

vité anti-tumorale des analogues nucléosidiques. Ces résultats permet-

induction était liée a I'incorporation de ce nucléoside dans
’ADN au cours de sa réplication [25]. Ces résultats
démontrent que la topo-isomérase | peut étre piégée par

=A-G=-A=-C=T—T—-G-G-A-A-
=T=C=l=C=A-A-C=C—=T—T—-
-6 -5 -4 -3 -2 -1 +1 +2 +3 +4
Suppression du complexe de clivage

mode d’inhibition de la topo | par action &
A Figure 4. Position des lésions de I’ADN et acti- de toute molécule susceptible de séques- _—
s N S - . , >
Topo | vité de la topo |. A. € regle générale, lapré-  trer cette enzyme en produisant des alté- T8
sence d’une Iésion directement en aval du  qtions de la cible ADN & proximité de ses o
— A= Gm A= =TT site de coupure (bases +1 & +4) ainsi qud une  gjtes de coupure.
T=C—=T—=C=A=A=C=C—=T—T— distance éloignée en amont du site (positions Deux hypothéses sont proposées pour
6 -5 -4 -3 -2 -1 41 42 43 +4 -5 et -6) induit une accumulation du nombre donner une signification biologique au
Induction du complexe de clivage de complexes de clivage ADN-topo | par  4it que la topo | puisse étre sensible &
séquestration de I’enzyme. B. €n revanche, e si grande variété de Iésions de "ADN w
B quand ces lésions sont présentes directement ot <4t piégée quand ces lésions sont =
Topo | en amont du site de coupure (positions -1 a - présentes a proximité d’un site de cou- '>£\
D4 5), ’ADN n’est pas coupé, probablement par pure de I'enzyme. o
=
=

un empéchement de la liaison de 'enzyme a

son substrat.

tent également d’imaginer un nouveau

- Une premiere hypothese suggere un
role de la topo | dans la réparation de
I’ADN. Sa séquestration constituerait un
« étiquetage » de la Iésion qui permet-
trait un recrutement des protéines de
réparation, directement au niveau du
site endommagé. L'asso-

Inhibition Positions Nature ciation de la topo | avec
de la religation du piege* |4 protéine p53 piégée sur
Interruption du brin de ’ADN génomique de
* coupe Entre +1 et +6 ' cellules soumises a un
* non coupé Entre -1 et +10 I .
. . . rayonnement ultra-violet
Simple mésappariement +lou-5o0u-6 R
Mésappariements de bases contigués +la+3ou+la+b I est un argument en faveur
Boucle de mésappariement Voir Figure 2 | de cette hypothese [27].
Site abasique +lou+2 ' p53 est un facteur de
3 R .
: transcription dont I'ex-
Adduitsozunctlerihgines ) . . pression est stimulée par
-meéthylguanine + ,
Ethénoadénine ) R les donages .de I’ADN et
Benzopyréne dA (intercalation) +1 I dont I'interaction avec la
Intercalation de bases -1/+1 ou +1/+2 topo | est connue pour
Camptothécines R stimuler I'activité cataly-
Autres poisons de la topo | R . de I [28]
Ara-C 1 R tique de l'enzyme .
Gemcitabine +1 R p53 exerce un réle clé
Dimeres de thymines (irradiation UV) Non défini R dans la réponse cellulaire
aux stress génotoxiques
Intensification de la coupure en activant un ensemble
8-oxoguanine +lou+2ou-1 R de génes jouant un rdle
Benzopyrene dG (alkylant du petit sillon) > 2 paires de bases crucial dans Parrét du
apres le site de clivage R . ) .
cycle cellulaire nécessaire
06-méthylguanine +1 R N ) . ,
a la réparation de I’ADN.
Méthylation de cytosine -4 R P

* R réversible ; I: irréversibles (formation de complexes « suicide »)

L'association topo |-p53
permettrait de recruter

Tableau I. Classification des lésions de I’ADN en fonction de leur effet sur ’ADN topo-isomérase I.
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avec p53 tels que GADD45 (growth arrest and DNA
damage-inducible gene) qui, en association avec la
protéine PCNA (proliferating cell nuclear antigen), est
connue pour stimuler la synthése d’ADN associée au
processus de réparation par excision nucléotidique
[29]. Dans cette hypothése, la topo | aurait donc un
réle de protection des cellules vis-a-vis des dommages
infligés a ’ADN génomique.

Des résultats récents permettent d’envisager une
seconde hypothese selon laquelle la topo | piégée sur de
’ADN endommagé serait au contraire un obstacle a la
réparation des Iésions et contribuerait a la mort cellu-
laire. €n effet, si la topo | intervenait dans la répara-
tion, des cellules exprimant fortement cette enzyme
devraient étre plus résistantes a des agents endomma-
geant I’ADN. Or, il a été montré que des levures surex-
primant la topo | étaient en fait plus sensibles aux
agents alkylants, aux rayonnements ultra-violets et aux
irradiations Y que les levures sauvages correspondantes
[30]. Lactivité de la topo | est bien responsable de ce
phénomeéne puisque la surerexpression d’une enzyme
inactive ne confere pas d’hypersensibilité a ces agents.
Dans cette seconde hypotheése, la topo | jouerait un role
d’indicateur du niveau des Iésions de I’ADN. Elle n’exer-
cerait ses effets déléteres qu’a partir d’un certain seuil
d’altération au-dela duquel la saturation des systémes
de réparation de ’ADN provoquerait une accumulation
de lésions et une augmentation du nombre de molécules
de topo | piégées sur I’ADN non réparé. Cette séquestra-
tion de la topo | servirait a déclencher ou a amplifier un
programme de mort cellulaire en participant a la frag-
mentation de "ADN, telle une endonucléase au cours du
processus d’apoptose. €n choisissant cette alternative,
la cellule permettrait ainsi d’éviter que n’apparaissent,
aprés la mitose, trop de mutations ou de recombinai-
sons génomiques. Cette hypothése est renforcée par une
étude récente montrant que la fragmentation de I’ADN
de cellules leucémiques traitées par de la staurospo-
rine, un inhibiteur de kinase qui n’est pas connu pour
endommager I’ADN, s’accompagne aussi de la forma-
tion de complexes de clivage ADN-topo |. U'apoptose
induite par la staurosporine est moins importante dans
des cellules leucémiques ne contenant pas de topo | que
dans les cellules témoins, et s’accompagne d’une
moindre fragmentation de I’ADN génomique, suggérant
bien une implication de la topo | dans ce type de mort
cellulaire [31]. Il reste cependant a déterminer si c’est
la séquestration de la topo | qui est un élément déclen-
chant le processus apoptotique ou si c’est I’ADN
endommagé au cours de "apoptose qui sert de piege
pour la topo |, permettant d’amplifier le signal de mort
cellulaire.
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Conclusions

L’ADN topo-isomérase | a depuis longtemps été consi-
dérée comme une enzyme dont 'unique fonction était
de reldacher I’ADN pour assurer un bon déroulement des
processus de réplication et de transcription. La décou-
verte de son activité de protéine kinase, de sa grande
similitude avec des enzymes de recombinaison de I’ADN,
et de sa capacité de « reconnaitre » une grande variété
de lésions de "ADN, a permis d’envisager de nouveaux
roles pour cette enzyme. La possibilité de piéger la
topo | en introduisant des dommages dans I’ADN offre
également de nouvelles perspectives, tant au niveau du
développement de nouveaux agents anti-cancéreux
capables d’inhiber I'enzyme, qu’au niveau de la com-
préhension des mécanismes par lesquels les complexes
ADN-topo | sont réparés au niveau cellulaire. ¢

SUMMARY

New roles for DNA topoisomerase |

DNA topoisomerase | is an nuclear enzyme involved in
multiple DNA transactions such as replication, trans-
cription and chromosome condensation. Besides its
activity of DNA relaxation, that is essential for the
removal of torsional constraints associated with these
processes, topoisomerase | may have other functions
related to its kinase activity, its similarity with DNA
recombinases, and its ability to be trapped by various
DNA modifications. In this review, recent findings on the
poisoning of topoisomerase | by a broad range of DNA
lesions are discussed in the context of a possible role of
the enzyme in DNA damage signalling to the cell death

machinery. ¢
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