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Sgs1 et Srs2 : des hélicases au carrefour

de la réplication et de la recombinaison ?

Les hélicases sont des enzymes ubi-
quitaires qui participent à tous les
processus métaboliques impliquant
l’ADN ou l’ARN. Leur rôle consiste à
rompre les liaisons hydrogène qui
assurent la cohésion de la double
hélice d’ADN et, également, à
défaire des structures secondaires qui
peuvent s’établir le long d’une molé-
cule d’ARN ou d’ADN simple brin.
Elles sont donc essentielles au dérou-
lement normal de la réplication, de
la transcription et de la recombinai-
son, ce qui explique leur grande
diversité et leur potentielle redon-
dance dans la cellule. Au cours des
dix dernières années, un nombre
croissant de pathologies humaines
rares liées au dysfonctionnement
d’une hélicase a été identifié. Ces
maladies sont en général liées à des
mutations récessives portées par les
autosomes. Par exemple, en présence
de mutations dans les hélicases XPB
et XPD, qui font partie du complexe
TFIIH* responsable de l’engagement
correct de la transcription par l’ARN
polymérase II [1] et qui participent à
la réparation de bases par excision –
resynthèse, trois pathologies chevau-
chantes peuvent se manifester : le
xeroderma pigmentosum (m/s 1998,
n°11 p.1289), le syndrome de Coc-
kayne (m/s 1997, n°3 p. 412) ou la tri-
chothiodystrophie. Ces maladies sont
caractérisées par une plus ou moins
grande photosensibilité liée à un
défaut de réparation de l’ADN par
excision de nucléotides [2]. Des
mutations dans les gènes BLM [3],
WRN [4] et RECQL4 [5], codant
pour des hélicases apparentées,
conduisent respectivement aux syn-
dromes de Bloom (m/s 1996, n°3,
p.403 ; 1998, n°12, p.1434), de Wer-

ner et de Rothmund-Thomson. Ces
maladies sont caractérisées par une
instabilité génétique et une suscepti-
bilité accrue à l’apparition précoce
de cancers, et, dans le cas des syn-
dromes de Werner et de Rothmund-
Thomson, à un vieillissement accé-
léré [6] (m/s 1998, n°11, p.1267).
Les gènes codant pour les protéines
impliquées dans le métabolisme de
l’ADN ont été le plus souvent conser-
vés au cours de l’évolution des euca-
ryotes. De ce fait, les études sur les
eucaryotes unicellulaires, telle la
levure de boulanger Saccharomyces cere-
visiae, ont souvent permis de com-
prendre la base de certaines patholo-
gies humaines. Dans les travaux
présentés ici, nous avons étudié la
fonction de la protéine Sgs1 de S. cere-
visiae, la seule hélicase de cet orga-
nisme présentant des similitudes de
séquence avec les hélicases humaines
Blm, Wrn et RECQL4. L’absence de
Sgs1 confère aux levures certains phé-
notypes comparables à ceux des cel-
lules humaines mutées dans les gènes
BLM, WRN ou RECQL4, renforçant
l’idée que Sgs1 est un homologue
fonctionnel de ces hélicases
humaines [7, 8]. Nos résultats mon-
trent que Sgs1, en conjonction avec
une autre hélicase Srs2, agit au cours
de la réplication de l’ADN en préve-
nant la formation ou en permettant
la maturation de structures de recom-
binaison anormales conduisant à la
mort cellulaire. Une implication de
Sgs1 dans la recombinaison induite
par des radiolésions est également
démontrée, renforçant l’idée que les
phénotypes conférés par des muta-
tions dans les orthologues humains
sont reliés à la recombinaison.
Les levures mutées pour le gène
SGS1 présentent une instabilité géné-
tique caractérisée notamment par

des fréquences élevées d’échanges
entre chromatides sœurs (phénotype
partagé avec les cellules « Bloom ») et
par une ségrégation anormale des
chromosomes homologues [9, 10].
Par ailleurs, les données montrant
que l’expression de SGS1 est maximale
en phase S [11] et que la protéine se
complexe avec des topoisomérases
[9,12] impliquées notamment dans la
décaténation de molécules d’ADN
répliquées, plaident en faveur d’un
rôle de la protéine Sgs1 dans la répli-
cation de l’ADN. Une autre hélicase
de levure, Srs2, qui ne possède pas
d’orthologue connu dans les cellules
de mammifères, est également impli-
quée dans le maintien de la stabilité
du génome. Plusieurs observations
suggèrent que le gène SRS2 pourrait
également être impliqué pendant la
phase de réplication de l’ADN : les
mutants srs2 présentent des taux éle-
vés de recombinaison spontanée
[12]; tout comme SGS1, SRS2 est for-
tement exprimé en phase S [14], et
la protéine possède de fortes homo-
logies de séquence avec Rep [15],
une hélicase bactérienne elle-même
impliquée dans la réplication. In
vitro, il a été montré que les hélicases
Sgs1 et Srs2 possèdent la même pola-
rité 3’ → 5’ [16, 17], il était donc ten-
tant de spéculer que les activités de
ces protéines puissent au moins par-
tiellement se substituer l’une à
l’autre. Afin de tester une éventuelle
redondance de fonction, des
double-mutants sgs1 srs2 ont été
construits en croisant des
simple-mutants de signe sexuel
opposé. Les cellules diploïdes sont
mises à sporuler, et les tétrades sont
disséquées (figure 1A). Parmi les
spores haploïdes, certaines portent
les délétions de SGS1 et de SRS2. Ces
cellules double-mutantes présentent* Voir Dernière heure p. 1145 de ce numéro.
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une faible vitesse de croissance liée à
une mort stochastique des cellules
[6], un résultat en accord avec un
rôle compensatoire de ces deux héli-
cases lors de la réplication. Se pose
alors la question du rôle exact de ces
hélicases. Plusieurs possibilités
coexistent. Elles pourraient : (1)
ouvrir l’hélice en amont de la
fourche de réplication ; (2) jouer un
rôle dans la terminaison de la répli-
cation en interaction éventuelle avec
des topoisomérases ; (3) empêcher la
formation de structures secondaires

de l’ADN qui bloqueraient la réplica-
tion ; (4) avoir un rôle dans la réini-
tialisation de la synthèse après un
arrêt de la réplication ; (5) être impli-
quées dans les événements de recom-
binaison formés au cours de la répli-
cation.
Nous avons exploré génétiquement
les relations pouvant exister entre la
recombinaison homologue et les
fonctions de Sgs1 et de Srs2. L’hypo-
thèse d’une activité délétère des pro-
téines de recombinaison chez le
double mutant sgs1 srs2 était en effet

suggérée par certaines propriétés des
mutants srs2 indiquant qu’une fonc-
tion du gène SRS2 consisterait à
empêcher la formation de structures
de recombinaison qui, pour des rai-
sons encore inconnues, conduisent à
une létalité [18]. Si le même type de
phénomène intervient lors de la
réplication chez les double-mutants
sgs1 srs2, l’élimination de la capacité
des cellules d’initier la recombinai-
son homologue devrait permettre
aux levures mutées pour SRS2 et
SGS1 de se développer normalement.
Cette expérience est possible chez la
levure étant donné que la recombi-
naison homologue n’est pas essen-
tielle à la croissance végétative. Nous
avons observé que l’abolition du
gène RAD51 qui gouverne les étapes
précoces de la recombinaison homo-
logue et qui possède des orthologues
humains, permet non seulement la
survie de tous les triple mutants
(figure 1B), mais restaure également
des vitesses de croissance identiques
à celles des cellules délétées unique-
ment pour RAD51 (Tableau I). Des
résultats identiques sont observés
avec les gènes RAD55 ou RAD57
homologues à RAD51. Ceci montre
que le rôle des hélicases Sgs1 et Srs2
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Figure 1. Dissection de tétrades. Sur chaque ligne, les 4 spores d’une tétrade
ont été déposées. (A) Souche diploïde hétérozygote pour sgs1 et srs2, ou (B)
souche hétérozygote pour sgs1, srs2 et rad51. Les cercles correspondent à
l’emplacement de spores dont le génotype inféré est double-mutant. Les
losanges entourent les spores double-mutantes viables, et les carrés les spores
triple-mutantes. L’absence de RAD51 permet à toutes les spores mutées pour
SGS1 et SRS2 de survivre et de se développer normalement.

L’absence de RAD51 permet aux cellules
dépourvues de SGS1 et de SRS2 de se déve-
lopper aussi rapidement que les cellules
mutées seulement pour RAD51. D’autre part,
l’efficacité d’étalement (le nombre de cellules
formant des colonies pour 100 cellules comp-
tées) augmente jusqu’à la valeur mesurée chez
le mutant rad51, ce qui suggère que la crois-
sance ralentie des double-mutants sgs1 srs2
résulte d’une mortalité liée à la recombinaison
homologue.

Tableau I

EFFET DES MUTATIONS
SUR LA VITESSE
DE CROISSANCE

ET L’EFFICACITÉ D’ÉTALEMENT

Temps de Efficacité

Souches doublement d’étalement

(minutes) (%)

WT (témoin) 90 90
sgs 100 70
srs2 90 80
rad51 115 70
sgs1 srs2 185 35
sgs srs2 rad51 115 70
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est lié à la recombinaison et non pas
directement à un rôle essentiel dans
la transcription de l’ARN riboso-
mique ou dans la réplication de
l’ADN, comme il avait été précédem-
ment suggéré [19]. En effet, dans
cette hypothèse, l’élimination de la
recombinaison dans les cellules sgs1
srs2 ne restaurerait pas une crois-
sance normale.
Deux hypothèses non exclusives peu-
vent rendre compte de l’effet délé-
tère de la recombinaison dans les
double-mutants : (1) les produits des
gènes SGS1 et SRS2 contribuent à la
progression normale d’une fourche
de réplication en empêchant l’accès
aux protéines de recombinaison ; (2)
les protéines Sgs1 et Srs2 sont directe-
ment impliquées dans la maturation
des intermédiaires de recombinaison
qui se forment spontanément au
cours de la réplication. Dans ce cas, la
suppression du phénotype mutant

sgs1 srs2 par la délétion de gènes gou-
vernant les étapes précoces de la
recombinaison suggère un rôle tardif
de ces hélicases, à un stade faisant
suite à l’envahissement des brins. 
Dans cette dernière hypothèse, que
nous avons étudiée pour l’hélicase
Sgs1, le rôle de cette protéine ne
serait pas restreint aux événements
spontanés débutant en phase S, et les
mutants devraient présenter une sen-
sibilité particulière aux radiations
ionisantes. Les rayons γ induisent
dans l’ADN des cassures double-brin
qui ne sont efficacement réparées
chez la levure que par recombinaison
homologue. Cette dernière s’effectue
entre chromatides sœurs dans les cel-
lules haploïdes et entre chromatides
sœurs et chromosomes homologues
dans les cellules diploïdes. En ce qui
concerne les cellules haploïdes,
l’effet des rayons γ est létal aussi bien
pour les simples mutants sgs1 que

pour les sauvages. Seule la sous-popu-
lation de cellules en phase S/G2, qui
peuvent réparer les cassures de
l’ADN par recombinaison entre chro-
matides sœurs, est résistante, et la
mutation sgs1 n’affecte pas cette
réparation. En revanche, les cellules
diploïdes mutées sont très sensibles à
ces radiations, ce qui pourrait bien
refléter une diminution de l’effica-
cité de recombinaison entre chromo-
somes homologues (figure 2A). Ce
défaut est confirmé par la forte dimi-
nution de recombinaison intragé-
nique provoquée par les rayons γ
(figure 2B). Ainsi, après une irradia-
tion, Sgs1 participe d’une manière
directe ou indirecte à la formation de
molécules recombinantes, mais seule-
ment lorsque les chromosomes
homologues sont impliqués. Ce résul-
tat n’est pas en contradiction avec le
fait que l’absence de Sgs1 augmente
les taux spontanés de recombinaison
probablement déclenchés au cours
de la phase S, alors qu’après irradia-
tion, les événements sont déclenchés
dans toutes les phases du cycle cellu-
laire. Cela illustre la complexité du
rôle de Sgs1 dont l’absence peut,
selon les cas, augmenter ou réduire
les taux de recombinaison.
L’ensemble de ces résultats permet de
penser que les effets des mutations
dans les gènes humains orthologues
de SGS1 sont reliés à la recombinai-
son. Il est possible qu’au cours de
l’évolution, SGS1 ait été dupliqué et
que les différents gènes de cette
famille aient acquis des spécificités de
fonction, par exemple : recombinai-
son spontanée ou induite par des
lésions, rôle spécifique sur des
domaines chromosomiques comme
les régions télomériques, recombinai-
son spécialisée et programmée au
cours du développement, recombinai-
son dans différents organes. Ces spéci-
ficités pourraient refléter les diffé-
rences de pathologies associées aux
mutations dans Blm, Wrn ou RecQL4.
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Figure 2. Effet des radiations γ sur la survie et la recombinaison intragénique.
A. Les cellules en phase exponentielle de croissance sont irradiées au 137Cs. Les
survies sont déterminées par rapport aux cellules non traitées. Dans les
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■■■ BRÈVES ■■■

■■■ Les sauts, qualitatifs, du tissu
élastique. La clinique du pseu-
doxanthome élastique (PXE) est
multiforme. Les papules qui appa-
raissent dans les régions cervicales,
axillaires et inguinales sont patho-
gnomoniques, mais les atteintes
ophtalmologiques (stries angioïdes)
et artérielles (calcifications, obstruc-
tions) sont des éléments essentiels
dans l’évolution de la maladie, en
raison des hémorragies rétiniennes
et des complications cardiovascu-
laires (hypertension, lésions endo-
cardiques) qu’elles entraînent. Sou-
vent sporadique, le PXE peut être
transmis en récessivité ou en domi-
nance. Des analyses de ségrégation
familiale ont permis de situer le
locus en 16p13.1, puis la région
candidate fut réduite à un segment
d’ADN de 820 kb. C’est dans ce seg-
ment (où se trouvaient au moins six
gènes) que tout récemment, et de
façon indépendante, trois équipes
ont identifié le gène en cause [1-3].
Des mutations très variées (faux-
sens, non-sens, sur site d’épissage,
insertions, délétions) ont été obser-
vées aussi bien dans des cas spora-
diques que dans des familles avec
transmission dominante ou réces-

sive. Ce gène code pour un trans-
porteur à ATP binding cassette
(ABC). Cette superfamille ABC est
bien connue des lecteurs de méde-
cine/sciences [4]. Il s’agit de gènes
codant pour des protéines de mem-
brane dont la surexpression peut
conférer à certaines cellules tumo-
rales une résistance croisée à des
médicaments (d’où le nom de multi-
drug resistance-associated protein ou
MRP, et de multidrug resistance ou
MDR, donné à certaines d’entre
elles). Sur le chromosome 16, à
9 kb de distance, se trouvent les
gènes MRP et ARA (pour : associé à
la résistance à l’anthracycline),
transcrits dans des directions oppo-
sées. C’est ce gène ARA ou MRP6
ou encore (de préférence) ABCC6,
de la sous-famille C qui comporte
aussi le gène CFTR, qui est impliqué
dans le PXE. La protéine déduite
contient 17 domaines transmembra-
naires, une terminaison NH2 extra-
cellulaire et une terminaison
COOH intracellulaire, avec deux
sites de liaison à l’ATP. L’expres-
sion d’ABCC6 est détectée dans la
rétine, la peau, et les parois vascu-
laires, mais elle est surtout très forte
dans le foie et le rein (où la pro-

téine ABCC6 pourrait être synthéti-
sée). L’implication d’ABCC6 dans le
pseudoxanthome élastique soulève
bien des questions. Pourquoi une
même mutation peut-elle être asso-
ciée aux différentes formes de PXE :
sporadiques, dominantes ou réces-
sives ? ABCC6 agit-elle par détoxica-
tion ? Dans certains cas d’insuffi-
sance rénale chronique, des
changements cutanés et parfois ocu-
laires et artériels de type PXE appa-
raissent chez des malades. Une
atteinte de la protéine ABCC6 pour-
rait modifier le transport de molé-
cules essentielles pour l’assemblage
ou la réparation du tissu élastique.
Après les progrès obtenus dans la
compréhension des maladies
d’Elhers-Danlos, voici un pas de
plus dans la connaissance des
pathologies du tissu élastique.
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