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ETUDE DES MUTANTS SYNTHETIQUES LETAUX AVEC L’AICAR CHEZ LA LEVURE ET CONSERVATION 
CHEZ L’HOMME 

L’identification d’interactions synthétiques létales (SL) apparait aujourd’hui comme une approche 
prometteuse, qui permet de cibler directement les cellules cancéreuses. Dans cette étude, nous 
avons utilisé la levure Saccharomyces cerevisiae en tant qu’organisme modèle simple pour cribler 
des mutations SL avec une drogue, l’AICAR (5-Amino-4-Imidazole CArboxamide Ribonucleoside). 
L’AICAR est une molécule connue pour inhiber spécifiquement la prolifération de multiples lignées 
cancéreuses. Ici, nous montrons que la perte d’ubiquitination de l’histone H2B ou de méthylation de 
l’histone H3K4 est SL avec l’AICAR. Nos résultats pointent sur l’AICAR causant une accumulation de 
cellules en G1 due à ses effets sur la localisation subcellulaire de la cycline Cln3, tandis que la perte 
d’ubiquitination d’H2B ou de méthylation de H3K4 affectent l’expression des deux autres cyclines de 
G1, CLN1 et CLN2. Ainsi, l’AICAR et la perte d’ubiquitination de l’histone H2B ou de méthylation de 
l’histone H3K4 affectent les trois cyclines simultanément, conduisant à une condition connue pour 
être SL. De plus, cette interaction chemo-genetique s’est révélée être conservée chez les cellules 
humaines HCT116. En effet, le knock down de RNF40, ASH2L ou MLL2 conduit à une sensibilité à 
l’AICAR exacerbée. Or, on sait que MLL2 est muté dans de nombreux cancers, ce qui rend cette 
interaction SL très intéressante dans le cadre d’une approche thérapeutique.  

Mots clés : Levure, Génétique, Modification d’histones, Cancer, Létalité synthétique  

 

CHEMO-GENETIC INTERACTIONS BETWEEN HISTONE MODIFICATION AND THE ANTI-
PROLIFERATION DRUG AICAR ARE CONSERVED IN YEAST AND HUMANS 

Identifying synthetic lethal interactions has emerged as a promising new therapeutic approach that 
aims to directly target the cancer cells. Here, we used the yeast Saccharomyces cerevisiae as a simple 
eukaryotic model to screen for mutations resulting in a synthetic lethality with 5-Amino-4-Imidazole 
CArboxamide Ribonucleoside (AICAR) treatment. Indeed, AICAR has been reported to specifically 
inhibit the proliferation of multiple cancer cell lines. Here, we found that loss of two several histone- 
modifying enzymes, including Bre1 (histone H2B ubiquitination) and Set1 (histone H3 lysine 4 
methylation), greatly enhanced AICAR inhibitory effects on growth. Our results point to AICAR 
causing a significant accumulation of G1 cells due to its impact on Cln3 subcellular localization, while 
bre1 or set1 deletion impacts on the two other G1 cyclins, by affecting CLN1 and CLN2 expression. 
As a consequence, AICAR and bre1/set1 deletions jointly affect all three G1 cyclins, leading to a 
condition that is known to result in synthetic lethality. Most importantly, these chemo-genetic 
synthetic interactions were conserved in human HCT116 cells. Knock-down of RNF40, ASH2L or 
KMT2D induced a highly significant increased sensitivity to AICAR. As KMT2D is mutated at high 
frequency in a variety of cancers, this synthetic lethal interaction has an interesting therapeutic 
potential.  

Keywords: Yeast, Genetics, Histone Modifications, Cancer, Synthetic Lethality  
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III. Résumés 
 

 

L’identification d’interactions synthétiques létales (SL) apparait aujourd’hui comme une approche 

prometteuse, qui permet de cibler directement les cellules cancéreuses. Dans cette étude, nous 

avons utilisé la levure Saccharomyces cerevisiae en tant qu’organisme modèle simple pour cribler des 

mutations SL avec une drogue, l’AICAR (5-Amino-4-Imidazole CArboxamide Ribonucleoside). L’AICAR 

est une molécule connue pour inhiber spécifiquement la prolifération de multiples lignées 

cancéreuses. Ici, nous montrons que la perte d’ubiquitination de l’histone H2B ou de méthylation de 

l’histone H3K4 est SL avec l’AICAR. Nos résultats pointent sur l’AICAR causant une accumulation de 

cellules en G1 due à ses effets sur la localisation subcellulaire de la cycline Cln3, tandis que la perte 

d’ubiquitination d’H2B ou de méthylation de H3K4 affectent l’expression des deux autres cyclines de 

G1, CLN1 et CLN2. Ainsi, l’AICAR et la perte d’ubiquitination de l’histone H2B ou de méthylation de 

l’histone H3K4 affectent les trois cyclines simultanément, conduisant à une condition connue pour 

être SL. De plus, cette interaction chemo-genetique s’est révélée être conservée chez les cellules 

humaines HCT116. En effet, le knock down de RNF40, ASH2L ou MLL2 conduit à une sensibilité à 

l’AICAR exacerbée. Or, on sait que MLL2 est muté dans de nombreux cancers, ce qui rend cette 

interaction SL très intéressante dans le cadre d’une approche thérapeutique. 

 

 

 

Identifying synthetic lethal interactions has emerged as a promising new therapeutic approach that 

aims to directly target the cancer cells. Here, we used the yeast Saccharomyces cerevisiae as a simple 

eukaryotic model to screen for mutations resulting in a synthetic lethality with 5-Amino-4-Imidazole 

CArboxamide Ribonucleoside (AICAR) treatment. Indeed, AICAR has been reported to specifically 

inhibit the proliferation of multiple cancer cell lines. Here, we found that loss of two several histone-

modifying enzymes, including Bre1 (histone H2B ubiquitination) and Set1 (histone H3 lysine 4 

methylation), greatly enhanced AICAR inhibitory effects on growth. Our results point to AICAR 

causing a significant accumulation of G1 cells due to its impact on Cln3 subcellular localization, while 

bre1 or set1 deletion impacts on the two other G1 cyclins, by affecting CLN1 and CLN2 expression. As 

a consequence, AICAR and bre1/set1 deletions jointly affect all three G1 cyclins, leading to a 

condition that is known to result in synthetic lethality. Most importantly, these chemo-genetic 

synthetic interactions were conserved in human HCT116 cells. Knock-down of RNF40, ASH2L or 

KMT2D induced a highly significant increased sensitivity to AICAR. As KMT2D is mutated at high 

frequency in a variety of cancers, this synthetic lethal interaction has an interesting therapeutic 

potential. 
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IV. Introduction 

1. Métabolites, plus que de simples intermédiaires 

Le “métabolisme” est un terme utilisé pour décrire toutes les réactions chimiques impliquées dans la 

survie de la cellule et/ou de l’organisme. En effet, afin de maintenir son homéostasie, la cellule doit 

en permanence faire varier ces flux métaboliques en fonction des stimuli externes et internes. Ces 

réactions génèrent de multiples intermédiaires métaboliques, appelés métabolites, qui contribuent à 

la diversité des espèces biochimiques au sein de la cellule. Au cours de l’évolution, la cellule a su tirer 

parti de cette abondance de métabolites variés. Et ainsi, un certain nombre d’entre eux jouent 

aujourd’hui des rôles cruciaux dans la régulation de l’homéostasie cellulaire.  

Bien souvent, les flux métaboliques sont régulés par leurs produits finaux [1]. C’est le cas chez la 

levure pour les voies de biosynthèse de la lysine, de la leucine, des pyrimidines ou des purines, où 

respectivement la lysine, la leucine, l’UTP ou l’ATP vont venir inhiber enzymatiquement la première 

étape de la voie (Figure 1A). A ce premier niveau de régulation s’ajoute parfois un deuxième niveau, 

via des facteurs de transcription qui sont eux même régulés, non pas par les produits finaux de la 

voie, mais cette fois par des intermédiaires métaboliques. Par exemple, le facteur de transcription 

Ppr1 va directement répondre à la quantité d’acide orotique (OA) et de dihydroorotate (DHO), deux 

métabolites intermédiaires de la voie de biosynthèse des pyrimidines, et ainsi moduler au niveau 

transcriptionnel la synthèse des enzymes de la voie pour réguler son flux ([2] Figure 1B). Ainsi, grâce 

à ces deux niveaux de régulation, la cellule régule à la fois la production des produits finaux, mais 

aussi le flux des voies de biosynthèse. De plus, dans certains cas, ces intermédiaires métaboliques 

permettent de co-réguler des voies de biosynthèse liées, comme c’est le cas par exemple pour le 

ZMP. Sa concentration influe sur la voie de biosynthèse dont il est issu (les purines) et la voie 

d’utilisation du phosphate [3]. Je reviens plus en détail sur ce métabolite, le ZMP, et ses propriétés 

étonnantes dans la deuxième partie de cette introduction.  

Il est intéressant de constater que les métabolites ne régulent pas seulement des réactions 

métaboliques, mais aussi parfois d’autres processus très variés ([4] Figure 2). Par exemple, 

l’acétylation des histones est très dépendante de l’abondance du substrat de la réaction, l’acétyl-

CoA, qui est lui-même un métabolite [5]. Le NAD+ est un cofacteur obligatoire pour l’activité de deux 

déacétylases, Sirt1 et Sirt6, qui déacétylent H3K9/K14 et H3K9/K56 [4]. De même, un autre 

métabolite, l’acide alpha-cétoglutarique (α-KG), va influer sur la méthylation des histones en tant 

que cofacteur des réactions de déméthylation [6]. Enfin, la S-adénosylméthionine (SAM) est un 

intermédiaire clé du métabolisme des acides aminés soufrés, qui est utilisé en tant que substrat de 

toutes les réactions de méthylation en tant que donneur de méthyle [7]. Il est intéressant de mettre 

cela en perspective avec le fait que la concentration de ces métabolites va être affectée par 

l’environnement extracellulaire de la cellule (tel que l’abondance en nutriment, le stress …) ce qui 

aura un impact direct sur les réactions de modifications d’histones décrites ci-dessus. Ainsi, il 

apparait de plus en plus évident que ces métabolites permettent d’établir des connections directes 

entre le statut métabolique de la cellule et d’autres processus cellulaires variés, tels que les 

modifications de la chromatine qui vont-elles-mêmes influer sur l’expression des gènes.  
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Figure 1 : Régulations par des métabolites, focus sur les pyrimidines 

(a) L’expression des gènes codant les enzymes catalytiques de la voie de biosynthèse de leucine (rouge), la lysine (vert), 

pyrimidine (bleu) et purine (noir) est contrôlée par des facteurs de transcription spécifiques. Ces facteurs de 

transcription sont induits lors de la liaison de métabolites intermédiaires. (b) Lorsque le DHO et le OA sont abondants, 

ils activent la transcription des gènes de la voie, cela va avoir pour conséquence d’augmenter le flux et donc le produit 

final de la voie, l’UTP. Une fois, l’UTP abondant, il va venir exercer un feedback négatif pour diminuer le flux de la voie. 

Illustration tirée de la revue de Per O. Ljungdahl et Bertrand Daignan-Fornier [1]. 

b a 

Figure 2 : Métabolisme et modifications d'histones 

(a) Des voies métaboliques variées conduisent à la formation d’acétyl-CoA, qui va ensuite être utilisé en tant 

que donneur d’acétyle par les lysines acétyl-transférases (KAT). (b) La S-adénosylméthionine (SAM) est générée 

via la voie de biosynthèse de la méthionine et est le donneur de méthyle de la cellule. L’acide alpha-

cétoglutarique (α-KG) est un cofacteur essentiel dans de nombreuses réactions de déméthylation. Illustration 

tirée de la revue de Etchegaray J-P et Mostoslavsky R [4]. 

b 
a 
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Au laboratoire, un métabolite en particulier est étudié depuis de nombreuses années, le ZMP. 

L’équipe a montré que ce métabolite est un régulateur essentiel de plusieurs voies de biosynthèse. 

Cette fonction pourrait potentiellement ne pas être la seule attribuable au ZMP, qui est lui-même 

d’ailleurs un métabolite très conservé au sein des organismes. C’est dans cette perspective que 

s’inscrit mon travail de thèse. En effet, j’ai étudié les effets du ZMP sur la levure Saccharomyces 

cerevisiae, ce qui m’a conduit à m’intéresser aux modifications d’histones, puis au cycle cellulaire. Ce 

sont ces trois éléments que je développe au court de cette introduction.  

2. ZMP : un métabolite aux nombreuses facettes 

a) Voie de biosynthèse des purines 

Les purines regroupent deux bases nucléiques, l’adénine (A) et la guanine (G). Les deux autres bases 

nucléiques, la cytosine (C) et la thymine (T) font partis des pyrimidines. Ces quatre bases composent 

l’acide désoxyribonucléique (ADN), en partie l’acide ribonucléique (ARN) et sont donc essentielles 

pour la survie de tout organisme. A ce titre, leurs voies de biosynthèse sont très régulées et 

conservées [2]. Chez la levure Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), la voie de biosynthèse de 

novo (Figure 3A) permet de convertir le PRPP (5-phosphoribosyl-α-1-pyrophosphate) en IMP (inosine 

monophosphate), le premier nucléotide purique [8]. L’IMP est ensuite utilisé pour produire de l’AMP 

(adénosine monophosphate) et du GMP (guanosine monophosphate), qui pourront eux même être 

convertis en ATP (adénosine triphosphate) et GTP (guanosine triphosphate). Il existe aussi une voie 

de recyclage, qui permet de récupérer les bases puriques de l’environnement extracellulaire (Figure 

3B). On peut noter que le pool de nucléotides contenant de l’adénine peut être converti en guanine, 

afin de mieux répondre aux besoins de la cellule.  

La voie de biosynthèse de novo des purines est régulée par son produit final, l’ATP [9]. A ceci s’ajoute 

la régulation de la voie par deux de ses intermédiaires, le ZMP (5’-phosphoribosyl-5-amino-4-

imidazole carboxamide) et le sZMP (succinyl-ZMP) [3]. En effet, ces métabolites régulent l’interaction 

entre différents facteurs de transcriptions en réponse au niveau d’abondance des purines. Plus 

précisément, le ZMP et le sZMP stimulent l’interaction de Pho2 avec Bas1, ce qui va augmenter la 

transcription des gènes de la voie de biosynthèse de novo des purines. En parallèle, le ZMP va aussi 

stimuler l’interaction de Pho2 avec Pho4, ce qui va augmenter la transcription des gènes de la voie de 

biosynthèse du phosphate. Cela conduit ainsi à une activation concertée et finement régulée de ces 

deux voies [3]. 

De façon intéressante, ces régulations semblent être au moins en partie conservées, puisque le ZMP 

régule aussi la voie de biosynthèse de novo des purines chez la bactérie [10]. Le mécanisme est par 

contre très différent, cette fois, ce sont directement les ARN codant certaines enzymes de la voie de 

biosynthèse des purines qui vont être fixés par le ZMP ou le ZTP. Cela va provoquer un changement 

de conformation de l’ARN, un « riboswitch », qui va directement impacter sur l’expression de ces 

gènes. 

b) ZMP, pas uniquement un activateur de l’AMPK  

Chez les cellules de mammifères, il n’existe pour l’instant aucun rôle connu du ZMP, mis à part celui 

de métabolite. Par contre, lorsqu’il s’accumule à forte concentrations dans la cellule (ajout externe),   
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Figure 3: Voie de biosynthèse de novo des purines et voie de recyclage 

(a) Représentation schématique de la voie de biosynthèse de novo des purines. La voie de biosynthèse des purines est 

liée à celle de l’histidine. La présence de 10-formyl tétrahydrofolate (THF) est nécessaire pour permettre certaines 

réactions de la voie. On retrouve une double régulation avec deux intermédiaires entourés en rouge, le sZMP et le ZMP, 

qui régulent certains facteurs de transcription liés à la voie et le produit final, l’ATP/ADP qui inhibe la première enzyme 

de la voie. Illustration tirée de l’article de Karine Rébora, Benoît Laloo et Bertrand Daignan-Fornier [9] (b) Représentation 

schématique de la voie de recyclage des purines. Les purines peuvent être internées sous trois formes, l’adénine, 

l’hypoxanthine et la guanine. Des échanges peuvent avoir lieu, du pool d’adénine vers le pool de guanine. 
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du fait de sa ressemblance structurale avec l’AMP, il va agir en tant qu’AMP mimétique, ce qui va 

avoir de multiples conséquences sur la cellule. Ainsi, l’accumulation de ZMP est utilisée 

pharmacologiquement comme activateur de l’AMPK (Adénosine MonoPhosphate activated Protein 

Kinase) depuis plus de 20 ans [11]. En effet, le ZMP est capable d’activer les deux isoformes 

catalytiques de l'AMPK via son interaction avec les sous-unités régulatrices γ où se fixe 

habituellement l’AMP [12]. Une fois activée, cette kinase va venir phosphoryler de nombreuses cibles 

résultant globalement en une inhibition des flux anaboliques et une augmentation des flux 

cataboliques. Bien que beaucoup d’effets du ZMP soient attribués à son action sur l’AMPK, de plus en 

plus d’études montrent que de nombreux effets du ZMP sont aussi AMPK indépendants [13]. Par 

exemple, notre laboratoire a récemment démontré que les effets antiprolifératifs de l’AICAR 

n’étaient pas affectés dans des fibroblastes embryonnaires murins AMPK-/- comparés aux mêmes 

cellules AMPK+/+ [14]. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus par d’autres [15] et soulignent 

l’importance de l’identification de nouvelles cibles du ZMP permettant de mieux appréhender ses 

effets globaux sur la cellule.  

Chez la levure S. cerevisiae, l’orthologue de l’AMPK, appelé Snf1, ne semble pas être affecté par 

l’accumulation de ZMP [3]. Cela reflète a priori le fait que Snf1 est activé non pas par l’AMP, mais par 

l’ADP [16]. Pour cette raison, la levure est un très bon modèle pour identifier de nouvelles cibles du 

ZMP, AMPK indépendantes. 

c) AICAR/ZMP en tant que molécule anticancéreuse 

Un autre aspect du ZMP est son potentiel en tant que molécule anticancéreuse. En effet, il a été 

montré qu’un traitement à l’AICAR (5-Amino-4-Imidazole CArboxamide Ribonucleoside), son 

précurseur, affectait particulièrement la prolifération de cellules aneuploïdes, c’est-à-dire contenant 

un nombre anormal de chromosomes, sans avoir d’effets majeurs à la même concentration sur les 

mêmes cellules euploïdes, c’est à dire contenant un nombre de chromosomes normal [17]. 

L’aneuploïdie étant retrouvée dans près de 90 % des tumeurs solides [18], l’AICAR est aujourd’hui 

considéré comme un agent anti-tumoral potentiel.  

De plus, l’AICAR inhibe aussi la prolifération de nombreux types cellulaires cancéreux: des cellules 

cancéreuses du sein [19], de la prostate, de la moelle osseuse ou encore de nombreux type cellulaire 

provenant de « childhood acute lymphoblastic leukemia » (ALL) [20]. Pour finir, in vivo, l’AICAR 

combiné au 17-AAG, un inhibiteur d’Hsp90, inhibe très fortement la prolifération de différentes 

cellules cancéreuse de colon dans des xénogreffes chez la souris [17].  

Ainsi, l’AICAR a un grand potentiel en tant qu’agent anti-tumoral. De ce fait, il est nécessaire de 

mieux comprendre tous ses mécanismes d’action et ses cibles, afin de mieux appréhender cette 

molécule avant d’envisager son éventuelle utilisation sur l’Homme. 

Pour ces différentes raisons, j’ai cherché au cours de ma thèse à identifier de nouveaux mécanismes 

d’action du ZMP. Mes recherches m’ont amenée à faire le lien entre accumulation de ZMP et 

modifications d’histones. 
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3. Modifications d’histones  

a) Nucléosomes, chromatines et modification d’histones 

La chromatine est composée d’ADN et de protéines d’histones. L’unité de base de la chromatine est 

le nucléosome, qui contient 147 pairs de base d’ADN enroulé autour d’un octamère d’histones : H2A, 

H2B, H3 et H4 [21]. De chaque histone sort une queue d’acides aminés qui est sujette, tout comme le 

corps de l’histone lui-même, à de multiples modifications post transcriptionnelles (PTM) par les 

enzymes de modifications d’histones (writers). Ces PTMs vont être lues par des readers qui les 

reconnaissent spécifiquement et qui vont à leur tour modifier la chromatine directement ou recruter 

des enzymes de modifications ([22] Figure 4). Cela va avoir des répercussions sur la stabilité des 

nucléosomes en affectant à la fois les interactions histone-ADN et histone-histone. Cela va ensuite 

permettre ou non l’accessibilité à différentes régions d’ADN régulant ainsi de multiples processus, 

tels que la transcription, la réparation de l’ADN ou la réplication [23]. C’est pourquoi, les PTMs sont 

apposées ou enlevées de manière dynamique et très régulée.  

Il existe au moins 8 PTMs différents : l’acétylation sur des lysines, la méthylation sur des lysines ou 

des arginines, la phosphorylation sur des sérines ou thréonines, l’ubiquitination sur des lysines, la 

sumoylation sur des lysines, l’ADP ribosylation sur des acides glutamiques, la déamination et 

l’isomérisation de prolines [23]. En ce qui concerne la méthylation, elle est trouvée sous trois formes, 

mono-, di- ou tri-méthylée. De plus, ces PTMs ne sont pas présents forcément sur le même 

nucléosomes, ni même apposées au même moment. Ainsi, ce vaste catalogue de PTMs représente 

un outil de réponse très sophistiqué pour la cellule afin de répondre au mieux à ses besoins. Bien que 

les premiers PTMs aient été découverts il y a de nombreuses années, le rôle exact de ces 

modifications reste obscur du fait de leur complexité. De nombreuses questions restent donc en 

suspens, malgré l’importance démontrée des PTMs dans des fonctions essentielles de la cellule. A ce 

titre, leur étude est donc primordiale pour mieux appréhender les régulations cellulaires.  

b) Ubiquitination de l’histone H2B 

Au cours de ma thèse, je me suis intéressée plus particulièrement à l’ubiquitination de l’histone H2B. 

L’ubiquitination nécessite plusieurs étapes pour aboutir in fine à la fixation covalente d’une 

ubiquitine, petite protéine de 8.5 kDa très ubiquitaire ([24] Figure 5). Tout d’abord la E1, aussi 

appelée «ubiquitin-activating enzyme» va venir activer une ubiquitine pour la transférer sur la E2, 

aussi appelée «ubiquitin-conjugating enzyme». Les E2 vont catalyser le transfert d’ubiquitine sur une 

protéine substrat ou une E3, aussi appelée « ubiquitin-ligase enzyme ». Dans ce cas, c’est les E3 qui 

vont ensuite ubiquitiner la cible. Chez la levure, il n’existe qu’une seule E1, Uba1, et chez l’Homme il 

en existe deux, Uba1 et Uba6 [24]. La cascade se ramifie au niveau des E2 avec 11 E2 chez la levure et 

40 E2 chez l’Homme. Enfin, la complexité s’agrandit encore avec les E3, où il en existe une multitude 

que ce soit chez la levure (42) ou chez l’Homme (≈600) [25].  

1) Chez la levure S. cerevisiae 

Chez S. cerevisiae, l’ubiquitination d’H2B (H2Bub) a lieu au niveau de la lysine K123. Il s’agit de la 

seule ubiquitination d’histone connue chez la levure. Bien que découverte il y a plus de 25 ans ([26, 

27]), toutes les implications de cette modification n’ont pas encore été élucidées. H2Bub nécessite la 

E2, Rad6, en complexe avec la E3, Bre1 [28–30]. On sait que la présence du complexe Paf1 est aussi 
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Figure 4 : Interconnections entre les modifications d'histones 

Les histones, et principalement leur queue, sont sujettes à de multiples modifications post-

transcriptionnelles (PTMs). On ne peut pas véritablement considérer séparément chaque PTM 

puisqu’en réalité, c’est plutôt leur combinaison qui va avoir un impact sur la cellule.  

Figure 5 : Voie de l’ubiquitination 

L’ubiquitination se fait sous forme de cascade avec tout d’abord la E1, la E2 puis eventuellement la 

E3. C’est la E2 et la E3 qui vont donner la spécificité en reconnaissant directement leur cible. On 

associe habituellement l’ubiquitination à la poly-ubiquitination, qui est un signal de dégradation. 

Pour l’ubiquitination des histones, c’est une mono-ubiquitination qui va avoir lieu et qui va avoir de 

vastes conséquences sur la cellule. Illustration tirée de l’article de Clague M, Heride C et Urbé S [37]. 
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essentielle pour permettre l’ubiquitination d’H2B [31]. Or, Paf1 est une protéine nucléaire qui 

s’associe à l’ARN polymérase II et qui est requise pour l’expression correcte de certains gènes 

impliqués dans la synthèse de protéines, des lipides, des acides nucléiques ou du cycle cellulaire [32], 

ce qui établit un lien étroit entre H2Bub et l’élongation de la transcription. Pourtant les 

conséquences exactes d’H2Bub sur la transcription restent énigmatiques. En effet, par exemple, en 

l’absence d’H2Bub, la transcription d’un certain nombre de gènes fortement inductibles (GAL1 et 

SUC2, tous les deux impliqués dans le métabolisme des sucres) est affectée [33]. A l’inverse, en 

absence d’H2Bub, il a été constaté une dérepression de ARG1, gène qui code pour une enzyme de la 

voie de biosynthèse de l’arginine [34] ou encore une perte du silencing des télomères [31]. En 

fonction des gènes étudiés, on observe donc des rôles opposés d’H2Bub sur la transcription des 

gènes. On ne peut donc pas donner de modèle simple permettant de lier H2Bub et expression des 

gènes, puisqu’il semble que ses effets soient gènes spécifiques. De plus, on peut noter que malgré les 

multiples fonctions qu’on leur prête, ni rad6 ni bre1 ne sont essentiels pour la survie. 

L’H2Bub peut être déubiquitiné par deux “ubiquitin specific protease” (USP ou DUB), Ubp8 et Ubp10 

[33, 35]. Ubp8 est un composant du complexe Spt-Ada-Gcn5-acetyltransferase (SAGA) et son 

absence engendre une augmentation de H2Bub [35]. Ubp10 est une protéine qui interagit avec Sir4 

pour faciliter le silencing de certaines régions de la chromatine, son absence engendre elle aussi une 

augmentation de H2Bub [35]. La combinaison des délétions d’ubp8 et ubp10 engendre une 

augmentation massive de l’ubiquitination d’H2B.  

2) Chez les cellules de mammifères 

Chez les cellules de mammifères, deux histones sont ubiquitinés : H2A, au niveau de la lysine 119, et 

H2B, au niveau de la lysine K120 [36]. Il est intéressant de noter que 5 à 15 % de l’histone H2A est 

ubiquitiné, ce qui en fait la protéine ubiquitinilée la plus abondante du noyau [37] et pour H2B, cela 

représente typiquement 1 à 2 % [38]. L’ubiquitination des histones nécessite donc l’utilisation d’une 

part non négligeable du pool d’ubiquitine.  

Chez l’Homme, il existe deux orthologues de RAD6, HR6A et HR6B [39], et deux orthologues de BRE1, 

RNF20 et RNF40 [40]. Leur silencing simultané réduit de façon très importante l’ubiquitination d’H2B 

[41]. En ce qui concerne le silencing de chacun d’eux séparément, le résultat est moins tranché : un 

siARN dirigé contre RNF20 (siRNF20) diminue fortement H2Bub, alors que les auteurs n’observent 

aucun effet sur H2Bub avec un siARN contre RFN40 (siRNF40) dans des cellules HeLa (cellules 

humaines) (data not shown [40]). A l’inverse, le silencing de RNF40 ou RNF20 engendre une forte 

diminution de H2Bub dans des cellules RIF-1 (cellules murines) [42] ou de même dans des cellules 

U2OS (cellules humaines) [43]. En 2009, un article très complet a montré que Rnf40 et Rnf20 

formaient en réalité un complexe et que la formation de ce complexe était essentielle pour la 

stabilité de ces deux protéines (en particulier RNF40) [44]. C’est ce complexe qui, associé à Rad6 (en 

particulier à HR6A), est entièrement responsable de l’ubiquitination d’H2B dans les cellules 293T ou 

HCT116 (cellules humaines). Globalement, il semble donc que le silencing de RNF40 ou RNF20 résulte 

dans les deux cas à une diminution globale d’H2Bub. Les différences observées par rapport à l’étude 

de Kim et al. pourraient potentiellement être due aux nombreuses mutations propres aux cellules 

HeLa.  

Le lien entre H2Bub et transcription est aussi complexe chez les mammifères que chez la levure. Il a 

été montré que l’ubiquitination d’H2B K120 nécessite, comme chez la levure, la présence d’acteurs 

majeurs de la transcription, notamment le complexe PAF, pour avoir lieu  [44]. Cette modification va 
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stimuler l’efficacité d’élongation de la transcription par l’ARN polymérase II. Bien qu’H2Bub soit 

largement associée aux gènes fortement transcrits, la transcription d’uniquement une partie d’entre 

eux est affectée par le silencing de RNF20  [45]. De plus, à l’inverse, la transcription de certains gènes 

est fortement augmentée par le silencing de RNF20. A nouveau, on ne peut pas établir de modèle 

simple permettant de rendre compte globalement de l’effet d’H2Bub sur l’expression des gènes.  

Ces effets spécifiques pourraient être un avantage pour la cellule. En effet, Rnf20 active la 

transcription de p53, un suppresseur de tumeur bien connu, et inhibe celle de nombreux proto-

oncogène  [45]. Cette propriété en fait un potentiel suppresseur de tumeur. De plus, il est intéressant 

de remarquer que l’expression de RNF20 est diminuée dans de nombreux cancers, tels que ceux de la 

prostate [46] ou des testicules [42]. De même, ce gène est fréquemment muté dans les cancers 

colorectaux [47, 48].  

Ainsi, un lien a pu être établi entre ubiquitination d’H2B et développement de cancers  [49] . La perte 

globale d’ubiquitination d’H2B, détectée par immunohistochimie, a aussi été retrouvée dans de 

nombreux cancers : cancer du sein [50], colorectal [51], de la langue [51] et parathyroïde [52]. Pour 

ce dernier, il a été montré que cette perte d’H2Bub était due à la mutation de CDC73, conduisant à la 

désorganisation du complexe PAF qui est lui-même nécessaire pour l’ubiquitination d’H2B [52]. Si 

l’on considère que Rnf20 est bien un suppresseur de tumeur, cela suggère que USP22, l’enzyme qui 

catalyse la réaction inverse, pourrait être une oncoprotéine. Cette hypothèse est en adéquation avec 

le fait qu’une expression élevée d’USP22 est un indicateur d’un mauvais pronostic dans différents 

cancers dont le cancer du sein [53], le carcinome colorectal [54], de l’œsophage [55], du carcinome 

parathyroïde [56], gastrique [57], des cervicales [57] …  

L’ubiquitination d’H2B joue donc des rôles complexes dans la régulation de la transcription ou du 

développement tumoral. La complexité de ces réponses peut probablement être due en partie à la 

cascade de modifications d’histones/de protéines qui suit l’apposition d’H2Bub.  

c) H2Bub : un signal de trans-activation  

En effet, certaines modifications d’histone vont être de véritable point d’ancrage sur lesquels vont 

venir se fixer des readers qui vont, soit recruter des protéines impliquées directement dans des 

processus cellulaires, tel que la réparation, la transcription ou la réplication, soit lire ces marques et 

en apposer (writer) ou enlever (eraser) à leur tour (Figure 6). Il existe ainsi un cross talk entre les 

modifications d’histones. Un exemple particulièrement étudié est la trans-activation de deux lysines 

methyltransférases par H2Bub.  

1) Chez la levure S. cerevisiae 

En 2002, il a été montré par deux équipes, de façon indépendante, que la méthylation correcte de 

l’histone H3 en position de la lysine 4 requiert l’ubiquitination préalable d’H2B ([58, 59] Figure 7). En 

effet, la délétion de bre1 ou rad6 engendre une perte de la di- et triméthylation de H3K4 [60]. Le fait 

que la perte d’H2Bub n’inhibe que la di- et triméthylation d’H3K4 suggère qu’H2Bub pourrait réguler 

la processivité de la lysine methyltransférase qui appose la mono-, di- et triméthylation de H3K4. 

Cette méthylation est réalisée par le complexe COMPASS, « COMplex of Proteins ASsociated with 

Set1 », qui a pour sous-unité catalytique Set1. Ce complexe est composé de sept sous unités, dont 

Set1, Sdc1, Swd2, Swd3, Swd1, Bre2 et Spp1 qui permettent de catalyser la mono-, di- et 

trimethylation de H3K4 [60].  
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Figure 6 : Reader, Writer et Eraser  

(a) La reconnaissance des PTMs par les readers est influencée par les PTMs adjacents. (b) 

Ainsi, il peut y avoir des actions combinées de readers au niveau d’une même histone ou 

(c) de plusieurs histones. (d) Au sein d’un complexe, plusieurs sous unités peuvent être 

impliquées dans la lecture et la liaison aux PTMs. Ces complexes peuvent contenir eux 

mêmes des enzymes qui vont à leur tour apposer (writer) ou enlever (eraser) d’autres 

PTMS. Illustration tirée de l’article de Catherine A Musselman, Marie-Eve Lalonde, 

Jacques Côté et Tatiana G Kutateladze [22]. 
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Chaque sous unité possède un rôle spécifique au sein du complexe : 

- Set1, Swd1 et Swd3 sont nécessaires pour la formation et la stabilité du complexe et leur 
délétion conduit à la perte de mono-, di- et triméthylation de H3K4. 

- Swd2 est la seule sous-unité essentielle à la survie de la cellule et est partagée avec d’autres 
complexes, comme par exemple le « cleavage and polyadenylation factor » qui est important 
pour la terminaison de la transcription des gènes des « snoRNA » (small nucleolar RNA) [61–
63].  

- L’absence de Spp1 provoque une diminution de 80 % de la trimethylation de H3K4 et n’a par 
contre que peu d’effet sur la mono- et diméthylation de H3K4. 

- Enfin, Sdc1 et Bre2 sont requis pour la di- et triméthylation de H3K4 et non pour la 
monométhylation. 

Le fait qu’H2Bub active la méthylation de l’histone H3K4 est caractéristique d’une « trans » 

activation. Il ne s’agit pas de la seule qu’on puisse approprier à H2Bub, en effet, cette marque est 

aussi nécessaire pour la transactivation d’une seconde histone methyltransférase, Dot1 ([58, 64] 

Figure 7). En l’absence d’H2Bub, on perd globalement la triméthylation de H3K79, avec en particulier 

une perte de triméthylation de H3K79 au niveau des promoteurs ayant perdu H2Bub [65]. 

L’ubiquitination d’H2B n’est donc que le premier signal d’une cascade de modifications d’histone. Il 

n’est pour l’instant pas encore établi la distance à laquelle se fait cette régulation. Est-ce uniquement 

au niveau du nucléosome ou du gène ou aussi au niveau du génome entier? Par exemple, la 

triméthylation de H3K4 est uniquement associé au promoteur, alors que H2Bub est retrouvé sur 

l’ensemble du gène [65].  

La di- et triméthylation d’H3K4 sont des marques abondantes qui corrèlent avec une transcription 

active [66]. Pourtant leur influence réelle sur la transcription n’est que peu connue. Une étude 

transcriptomique réalisée en 2012, révèle qu’étonnamment la perte de triméthylation d’H3K4 n’a 

que très peu d’effet sur la transcription [67]. De même, la perte combinée de H3K4 di- et triméthylé 

n’engendre une augmentation de la transcription que d’une centaine de gènes, qui sont les mêmes 

lorsque l’on perd en plus la monométhylation d’H3K4. Des conclusions similaires ont été obtenues 

chez la levure Schizosaccharomyces pombe [68], où la perte de méthylation d’H3K4 n’augmente la 

transcription que de certains gènes. Il semble donc qu’on ne puisse pas avancer de modèle simple 

pour résumer l’effet des modifications d’H3K4, mais que leurs effets soient à nouveau très gène 

spécifique. 

De plus en plus d’études montrent que les lysines methyltransférases ont aussi des cibles qui ne sont 

pas des protéines d’histones, ce qui leur a valu d’être renommées « lysine methyltransférases » au 

lieu de « histone methyltransférases » en 2007 [69]. Typiquement, Set1 au sein du complexe 

COMPASS est connue pour venir methyler la protéine Dam1 ([70] Figure 7). Dam1, en complexe avec 

huit autres protéines, va former un cercle autour des microtubules lors de la mitose [71]. Cette 

protéine est essentielle car elle permet une ségrégation correcte des chromosomes et le maintien de 

l’intégrité du fuseau [72].La méthylation de cette protéine a lieu au niveau de lysine K233 et affecte 

directement la phosphorylation des sérines environnantes [73]. En effet, en plus d’être méthylée, 

cette protéine est aussi phosphorylée par Ipl1, l’orthologue d’Aurora B, une kinase essentielle en 

mitose [74, 75]. La méthylation de Dam1 par Set1 permet ainsi d’inhiber la phosphorylation 

incorrecte des sérines 232 et 234 environnantes et de maintenir la fonction de Dam1 intacte [73]. Il 

est intéressant de constater que cette méthylation est Bre1 dépendante. En plus de leurs rôles dans 

l’expression des gènes, les modifications post-transcriptionnelles apposées au niveau d’une histone  
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Figure 7 : Trans-activation de Dot1 et COMPASS par H2Bub 

L’ubiquitination d’H2B est un signal de transactivation pour deux lysines methyltransférases, Dot1 et 

Set1 au sein du complexe COMPASS. Cela va permettre la triméthylation de K3K79, la di-/triméthylation 

de H3K4 ainsi que la méthylation d’une protéine non histone, Dam1. Dam1 fait partie d’un complexe 

qui forme un cercle autour des microtubules au cours de la mitose. Elle permet ainsi le bon 

attachement du kinétochore aux microtubules et la ségrégation correcte des chromosomes. 
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peuvent donc aussi avoir des conséquences directes sur des fonctions cellulaires complexes comme 

la mitose. 

2) Chez l’Homme 

Chez l’Homme, l’existence de cette trans-activation n’est pas encore parfaitement établie. En effet, 

certaines études ont montré que le niveau d’ubiquitination d’H2B corrélait très précisément avec la 

méthylation de H3K79 et la di- et triméthylation d’H3K4 [44, 76]. Dans une autre étude, il a été 

montré que la perte d’H2Bub n’engendrait qu’une perte de 50% de la triméthylation de H3K4 [45]. 

Enfin, durant la différentiation musculaire, l’ubiquitination d’H2B est perdue, sans que cela n’ait 

d’effet sur la triméthylation de H3K4 [77]. Cela s’explique probablement par le fait que la 

méthylation est une marque très stable contrairement à l’ubiquitination. 

Ces résultats suggèrent que le signal de transactivation d’H2Bub vers les lysines methyltransférases 

concernées est probablement plus complexe chez les cellules de mammifères que chez la levure. 

Cela est très certainement lié à la variabilité des orthologues des lysines methyltransférases 

associées.  

En effet, Set1 possède six orthologues chez les cellules humaines, SET1A/B (KMT2F/KTM2G) et 

MLL1/2/3/4 (KMT2A/D/C/B) ([78] Figure 8). Ces six orthologues sont retrouvés dans au moins six 

complexes composés chacun de protéines communes ou non aux autres complexes. Ainsi, les 

complexes contenant Set1A et Set1B sont considérés comme étant les H3K4 methyltransférases 

majeures, alors que Mll1-4 auraient des fonctions plus gène spécifique [79]. Cette idée est cohérente 

avec les résultats obtenus par Ortega-Molina et al., qui montrent que le silencing de MLL2 ne conduit 

pas à une perte globale de H3K4 mono- ou diméthylé [80], mais à une diminution de ces marques au 

niveau de certains enhancers. Ils montrent aussi que les gènes sous l’influence de ces enhancers sont 

d’ailleurs fréquemment surexprimés dans les tumeurs mutées pour MLL2. D’autres sous unités, 

communes aux six complexes sont aussi impliquées dans la processivité de l’enzyme. Ainsi, le knock-

down d’ASH2L engendre une perte globale de la triméthylation de H3K4 sans avoir d’effet majeur sur 

la di- ou monométhylation [81].  

Dans une étude de 2007, il a été montré que globalement la répartition des méthylations au niveau 

du génome dépendait fortement du niveau de transcription des gènes [82]. Ainsi, la 

monométhylation de H3K27, H3K9, H4K20, H3K79, H2BK5 ainsi que la mono-, di- et trimethylation de 

H3K4 est liée à l’activation de la transcription des gènes, alors que la triméthylation de H3K27, H3K9 

et H3K79 est liée aux gènes réprimés. Il existe donc des profils bien distincts de répartition de la 

méthylation des histones en fonction de l’activité du gène. En ce qui concerne H3K4, il y a donc une 

corrélation forte entre méthylation de H3K4 et la transcription active. Pourtant, in vitro, la 

triméthylation de H3K4 n’a pas d’effet sur la transcription [83]. Cela est très certainement dû au fait 

que H3K4 triméthylé va être à son tour lu par des readers et ceux sont ces marques-là qui vont 

potentiellement activer la transcription des gènes [84]. Néanmoins, H3K4 triméthylé peut être à la 

fois lu par des complexes qui vont apposer des modifications associées aux gènes fortement 

transcrits, mais aussi parfois aux gènes réprimés. Cela illustre à nouveau la complexité des 

interactions entre les modifications d’histones où les effets locus spécifiques doivent être pris en  
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Figure 8 : La famille COMPASS  

Chez la levure, il n’existe qu’un seul complexe COMPASS. De la levure à l’Homme, la famille COMPASS se divise en six 

qui sont tous capables de methyler H3K4. On constate que certaines sous unités sont communes (ASH2, WDR5, 

RBBP5, DPY30) et d’autres sont plus ou moins spécifiques. La sous-unité catalytique de chaque complexe est 

représentée en rouge. Illustration inspirée de la revue d’Ali Shilatifard [78]. 
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compte. Nous sommes donc encore très loin de comprendre l’effet réel de ces modifications 

d’histones et de leurs conséquences sur la transcription. Pourtant, l’importance de ces modifications 

est attestée par le fait que les orthologues de SET1 sont très fréquemment mutés dans les cancers. 

Par exemple, MLL1/KMT2A est sujet à de fréquentes translocations chromosomiques, qui conduisent 

à des transcriptions aberrantes et finalement induisent le développement de leucémies (« acute 

myeloid leukemia » AML et « acute lymphoid leukemia » ALL) [85, 86]. De façon intéressante, 

MLL2/KMT2D a été identifié comme étant un gène muté à une fréquence très importante parmi plus 

de 7 500 cancers divers ([87] Figure 9). 

Cela est retrouvé dans divers études qui montrent que MLL2/KMT2D est fréquemment muté dans les 

hepatocarcinomes [88], dans les médulloblastomes infantiles [89] et dans les lymphomes folliculaires 

(89 % des tumeurs séquencées mutées) et des cellules B (32 % des tumeurs séquencées mutées) 

[90]. Cette fréquence de mutation ne peut pas être due au hasard et pointe MLL2 comme 

suppresseur de tumeur. En effet, sa délétion engendre le développement de lymphomes chez la 

souris [80]. Bien que la mono- et diméthylation de H3K4 ne soient globalement pas affectées dans les 

souris KMT2D-/-, les auteurs observent des pertes totales de ces marques au niveau de locus 

spécifiques justement impliqués dans le développement des lymphomes. Les auteurs obtiennent le 

même résultat en analysant de grands échantillons de cellules provenant de patients atteints de 

lymphomes et en comparant ceux mutés ou non pour MLL2. Ces résultats suggèrent un lien direct 

entre modifications d’histone et développement tumoral. 

Bien qu’identifiées il y a de nombreuses années, les modifications d’histones/protéines ont encore 

bien souvent des rôles très peu clairs. Il apparait de plus en plus évident que le « code des histones » 

est beaucoup plus compliqué à déchiffrer que ce qui avait été initialement espéré. Il est néanmoins 

certains que ces modifications jouent des rôles importants, notamment puisque les gènes, qui 

codent pour ces enzymes de modifications, sont mutées à des fréquences qui ne peuvent être 

incombées au hasard dans des cellules cancéreuses très variées. De plus, il est aujourd’hui établi que 

leurs fonctions sont importantes dans la régulation de multiples processus cellulaires. Je reviendrai 

sur l’une d’entre elle en particulier, qui concerne le rôle des modifications d’histone dans la 

régulation du cycle cellulaire dans la fin de cette introduction.  

4. Cycle cellulaire 

La régulation du cycle cellulaire est fondamentale pour la croissance, le développement et la 

reproduction de tous les organismes vivants. Le cycle cellulaire eucaryote est contrôlé par un 

ensemble de protéines qui forment un réseau d’interactions et d’intégration de signaux, qui sont 

globalement conservés de la levure à l’Homme. A ce titre, l’utilisation d’organismes modèles pour 

mieux appréhender la complexité de ces réseaux régulateurs est un atout qui a fait ses preuves. En 

effet, la découverte des cyclines, des cyclines dépendantes kinases (CDK), des checkpoints ou encore 

des voies de dégradation des acteurs du cycle cellulaire ont souvent été découverts tout d’abord 

dans des organismes modèles, puis leurs principes ont pu être généralisés. C’est pourquoi dans cette 

quatrième partie, je vais tout d’abord développer les grandes caractéristiques du cycle cellulaire chez 

la levure, en me concentrant particulièrement sur la G1, puis élargir ces principes aux eucaryotes 

supérieurs. 
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Figure 9 : Gènes dont la fréquence de mutation est plus élevée que celle attendue 

Cet histogramme montrent les gènes qui sont plus fréquemment mutés que le taux de mutation. C’est-à-dire, les gènes 

dont la mutation ne peut pas être due au hasard, car trop fréquente. Cette étude bio-informatique a été réalisée sur 

7651 séquences de génome provenant de 28 types tumoraux différents. Uniquement 54 gènes ont été retrouvés 

comme mutés à une fréquence plus importante que celle attendue si elle était due au hasard. On retrouve parmi eux, 

MLL2 qui est muté 3,5 fois plus fréquemment que le taux mutation. On retrouve aussi p53 en bonne position avec une 

fréquence de mutation multipliée par environ 20. Figure tirée de Chi C Wong et al., 2014 [87]. 
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a) Le cycle cellulaire chez la levure 

1) G1, S, G2/M 

Le cycle cellulaire représente l’ensemble des processus qui conduisent à l’obtention de deux cellules 

à partir d’une cellule mère. La première phase du cycle est la G1, pour « Gap 1 phase », au cours de 

laquelle la cellule va intégrer les signaux extérieurs et décider d’entrer ou non dans un nouveau cycle 

de division. S’en suit ensuite la phase S, pour « DNA synthesis », au cours de laquelle la cellule va, 

entre autres, dupliquer son génome. L’on finit avec les phases G2, pour « Gap 2 phase », et M, pour 

« mitosis » qui vont aboutir à la ségrégation des chromosomes et l’obtention de deux cellules filles. 

La plupart de ces évènements cellulaire sont dépendants de l’activité de la principale cycline dep-

endante kinase de levure, Cdk1 aussi appelée Cdc28, qui a été découverte dans les années 1970 par 

Leland H. Hartwell  [91]. Cdc28 est une sérine thréonine protéine kinase qui, comme toutes les CDK, 

est dépendante pour son activité de sa liaison à des cyclines  [92]. Les premières cyclines de G1 ont 

été découvertes chez la levure du fait que leur mutation affectait la taille et la prolifération cellulaire 

[93]. En 1990, la découverte de l’association de Cdc28 à différentes cyclines au cours du cycle a 

marqué un tournant dans la compréhension de la régulation du cycle cellulaire ([94] Figure 10). 

Au début de la G1, Whi5 inhibe la transcription des gènes permettant l’avancée dans le cycle 

cellulaire ([95] Figure 11). Cela est dû au fait qu’il lie et inactive les deux complexes de facteurs de 

transcription, Swi4/Swi6 (SBF) et Mbp1/Swi6 (MBF) [96, 97], nécessaires à la transcription d’environ 

200 gènes impliqués dans la transition G1/S [98]. Cette inhibition va être levée par la première 

cycline de G1, Cln3 pour « cyclin 3 » [99] qui, en complexe avec Cdc28 (Cln3-Cdc28), va entrer dans le 

noyau et phosphoryler Whi5 [100]. Cette phosphorylation va engendrer la sortie d’une partie des 

protéines Whi5 du noyau vers le cytoplasme et permettre ainsi la transcription des gènes de G1/S. 

Parmi eux, les deux autres cyclines de G1, Cln1 et Cln2, ainsi que les cyclines la phase S, Clb5 et Clb6, 

vont être exprimées et certaines d’entre elles (Cln1- et Cln2-Cdc28) vont à leur tour venir 

phosphoryler Whi5 pour permettre sa sortie complète du noyau [101]. Clb5 et Clb6 sont maintenus 

inactif par Sic1 durant la G1 [102].A l’entrée de S, Cln1, Cln2, Cln3 et Sic1 sont dégradés, ce qui va 

permettre à Clb5- et Clb6-Cdc28 de venir phosphoryler leurs cibles pour permettre la réplication du 

génome. Enfin, les cyclines de mitose, Clb1-4, vont permettre la progression en G2 et mitose [103] et 

ainsi à l’obtention de deux cellules filles. 

 Il est important de réaliser que l’avancée dans le cycle est en réalité beaucoup plus intégrée et 

complexe. Par exemple, dans ce modèle, Cln3 est le premier acteur de la G1 et parait être essentiel, 

puisqu’il est le plus en amont, pour la progression du cycle. Pourtant, CLN3 n’est pas un gène 

essentiel pour la survie cellulaire. Globalement, mis à part CDC28, aucun des gènes codant les 

acteurs du cycle mentionnés plus haut ne sont essentiels. Cela s’explique en partie par la redondance 

des cyclines entre elles. En effet, seul le triple mutant cln1 cln2 cln3 est létal  [104] et ce mutant peut 

être sauvé par la surexpression de n’importe laquelle des cyclines de G1 (CLN1, CLN2 ou CLN3), mais 

aussi de la phase S (CLB5 ou CLB6) [105]. De même, alors que Whi5 apparait comme un régulateur 

essentiel de la G1, sa délétion n’est pas létale. Il existe donc une vraie plasticité qui doit être prise en 

compte dans l’analyse des résultats. 

2) Checkpoint de G1 

Le START est un checkpoint majeur de la G1 chez la levure, qui est appelé « restriction point » chez 

les cellules de mammifères. Il correspond à la sortie de Whi5 du noyau et ainsi à la levée de 

l’inhibition de transcription des gènes de G1/S. C’est lors de ce checkpoint que la décision de  
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Figure 11 : Transition G1/S 

Cln3-Cdc28 va venir phosphoryler Whi5, déclenchant sa sortie du noyau et la transcription des gènes 

de G1/S. Parmi eux, Cln1 et Cln2, qui vont à leur tour phosphoryler Whi5 pour permettre la levée 

complète de l’inhibition de la transcription. Clb5 et Clb6, cyclines de S, sont maintenues inactives par 

Sic1. En fin de G1, c’est Cln1 et Cln2-Cdc28 qui vont phosphoryler Sic1 et induire sa dégradation, 

libérant ainsi Clb5/6. 

 

Figure 10 : Cyclines de levure 

Les cyclines de levure se partagent principalement une seule « cycline-dependent kinase », Cdc28. Les 

cyclines de G1 (Cln1, Cln2 et Cln3) promeuvent l’émergence du bourgeon, la duplication du spindle 

pole body ainsi que l’activation des cyclines de la phase S. Clb5 et Clb6 permettent l’avancée de la 

réplication et Clb1-4 la mitose. Les cyclines mitotiques inhibent la sortie de mitose tant que la 

ségrégation des chromosomes n’est pas terminée. Illustration tirée de J.Bloom et F.Cross 2007 [95]. 
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s’engager ou non dans un nouveau cycle de division est prise en fonction des conditions 

environnementales [106]. L’activateur le plus en amont du START étant Cln3  [107], c’est lui qui est 

généralement régulé par les variations du milieu extérieur: 

- Le glucose régule positivement le niveau d’ARN messagers de CLN3 en se liant à son 
promoteur [108]. 

- En absence d’une source d’azote, Cln3 est dégradé, sa transcription est inhibée et cela 
engendre un arrêt en G1 [109]. 

- En conditions limitantes en phosphate, on observe une baisse de la transcription de CLN3 et 
un arrêt en G1 [110].  

Ces régulations sont facilitées par le fait que Cln3 est une protéine peu abondante et très instable  

[111, 112], dont le niveau répond rapidement à des changements nutritionnels, permettant à la 

cellule de s’adapter rapidement à des variations environnementales. 

Lorsque les nutriments ou les autres signaux extérieurs sont maintenus constants, l’expression de 

CLN3 n’est que peu régulée et Cln3 est présente dès le début de la G1 [111]. Or, on sait qu’en 

condition sauvage les cellules atteignent une taille minimale avant de passer le START [113]. Des 

mécanismes additifs existent donc pour restreindre l’activation de Cln3-Cdc28 à la fin de la G1. En 

2007, il a été montré qu’en début de G1, Cln3-Cdc28 est en fait maintenu à l’extérieur du noyau par 

sa liaison au réticulum endoplasmique (RE) via les chaperonnes, Ssa1/2  [100] et que son relargage se 

fait de manière cycle cellulaire spécifique en fin de G1. Ils concluent que c’est la chaperonne Ydj1 qui 

est limitante au cours du cycle cellulaire et que lorsqu’elle devient suffisamment abondante, elle 

permet d’abolir la liaison Cln3-Cdc28-Ssa1/2 et de permettre ainsi le relargage de Cln3-Cdc28 vers le 

noyau (Figure 12). Ainsi, ils proposent que cela soit l’abondance des chaperonnes qui soit à la base de 

la signalisation permettant de restreindre l’activation de Cln3, via sa séquestration hors du noyau, 

jusqu’à avoir atteint la taille requise. La régulation subcellulaire de Cln3 au cours du cycle est très 

convaincante dans cet article, néanmoins leur modèle ne semble pas pouvoir rendre totalement 

compte du phénomène. Par exemple, la délétion combinée de ssa1 ssa2 engendre une diminution de 

la fréquence de Cln3 dans le noyau, alors que c’est le résultat inverse auquel on pourrait s’attendre 

(Figure 13). De même, c’est la surexpression combinée d’Ydj1 et Ssa1 qui engendre une forte 

augmentation de la proportion de cellules avec Cln3 dans le noyau. On s’attendrait pourtant à ce que 

cela soit la surexpression seule d’Ydj1 qui ait cet effet sur la localisation subcellulaire de Cln3, 

puisque cette protéine est considérée dans leur modèle comme étant limitante. Il reste donc encore 

des acteurs à découvrir afin de pouvoir pleinement appréhender ce nouveau mécanisme. 

En plus d’être régulée au niveau transcriptionnel et protéique, Cln3 est donc aussi régulée via sa 

localisation subcellulaire. A ces trois niveaux de contrôle, on commence à en ajouter peu à peu un 

quatrième, qui est la régulation de la chromatine. De plus en plus d’études montrent un lien 

fonctionnel, plus ou moins réciproque, entre régulation de la chromatine et cycle cellulaire.  

3) Cycle cellulaire et chromatine 

Un premier lien évident, connu depuis très longtemps, entre cycle cellulaire et chromatine, est la 

mitose. En effet, lors de cette phase du cycle cellulaire les chromosomes vont se compacter, via des 

changements de leur chromatine, ce qui va permettre la ségrégation des chromosomes et donc le 

bon déroulement de la mitose [114]. Par exemple, l’histone H3 est phosphorylée au niveau de sa 

sérine 10 durant la mitose et cette modification est liée très fortement à la bonne condensation des 

chromosomes des levures [115] aux cellules de mammifères [116].  
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Figure 12 : Séquestration de Cln3-Cdc28 

Dans ce modèle, la rétention de Cln3 au niveau du RE se fait via son domaine J qui est fixé et bloqué 

par les chaperonnes Ssa1/Ssa2. Cela empêche ainsi l’import de Cln3 prématuré. En fin de G1, lorsque 

Ydj1 est disponible, car ayant fini ses autres activités de « folding », il vient entrer en compétition avec 

Cln3 pour la liaison à Ssa1/Ssa2. Permettant ainsi la libération de Cln3-Cdc28 et son entrée dans le 

noyau. Illustration de Vergés et al., 2007 [100]. 

Figure 13 : Effets des délétions d’ydj1 ou ssa1/2 sur la localisation de Cln3 

Les auteurs ont réalisé des expériences d’immunofluorescence dirigées contre Cln3. Dans la souche 

sauvage, le signal de Cln3 est retrouvé sous forme de spots qui co-localisent avec le noyau dans 

certaines cellules et d’autres non. On constate que lorsqu’ydj1 est délété, la proportion de cellules 

contenant Cln3 sous forme de spot dans le noyau chute, ce qui est globalement attendu. De même, la 

délétion de ssa1 ssa2 engendre une forte diminution de la fréquence de Cln3 dans le noyau. Ce résultat 

est moins attendu si l’on considère le modèle de la figure 12. Figure de Vergés et al,. 2007 [100]. 
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Un autre exemple de la contribution des modifications de la chromatine à l’expression de gènes dont 

l’expression varie en fonction du cycle cellulaire, est celui des gènes HO et CLN2 [117]. Ces deux 

gènes sont activés par le même facteur de transcription, SBF. HO code pour une endonucléase qui 

clive le locus MAT permettant les changements de signe de la levure. A ce titre, HO est fortement 

réprimée puisque son expression inappropriée pourrait engendrer des dommages à l’ADN non 

souhaités. De plus, HO n’est exprimé que dans la cellule mère. A l’inverse, CLN2 est transcrit, comme 

nous l’avons vu, en fin de G1 et est exprimée lors de chaque cycle cellulaire. Donc, bien que régulées 

par le même facteur de transcription, leur expression est très peu semblable grâce à des structures 

chromatiniennes au niveau de leur promoteur qui sont très différentes. En effet, la transcription du 

gène HO est difficile à activer car elle demande l’éviction des nucléosomes présents au niveau son 

promoteur. A l’inverse, le promoteur de CLN2 se trouve dans une région NDR pour « nucleosome 

depleted region » ce qui favorise sa transcription par le SBF sans que cela ne nécessite l’intervention 

de facteurs additionnels. Cet exemple nous montre bien le rôle essentiel que joue la chromatine dans 

la régulation des gènes, afin de favoriser ou non leur induction. 

On peut ainsi trouver des études multiples impliquant régulation des cyclines et chromatine : 

- l’activation de la transcription de CLB2, cycline de mitose, commence par une première 
étape d’acétylation des histones H4 adjacent au promoteur de CLB2, permise grâce à 
l’éviction du complexe histone déacétylase (HDAC) Rpd3 [118]. Puis, d’autres acteurs 
interviennent pour finalement permettre la transcription correcte de CLB2 en G2. 

- Plus surprenant, il a été montré que la surexpression des histones H2A et H2B induisait une 
diminution de la transcription de CLN3 et conduisait à un fort ralentissement en G1 [119]. Ce 
résultat indique cette fois un lien possible entre la régulation du cycle cellulaire et la 
dynamique de formation de la chromatine. 

Tous ces exemples pointent plutôt vers une régulation de l’expression des gènes du cycle cellulaire 

par la chromatine et non l’inverse. Toutefois, l’interaction entre chromatine et cycle cellulaire peut 

probablement être considérée comme un mécanisme réciproque. En effet, une étude publiée par 

Schulze et al., a montré que la délétion de swi4 ou swi6 induisait une perte de la diméthylation de 

H3K79, sans affecter la triméthylation de cette même lysine  [65], suggérant ainsi un lien fort entre 

cette marque et le cycle cellulaire. Et en effet, la diméthylation de H3K79 diminue en G1 et pique en 

G2/M, alors que la triméthylation de H3K79 est constante au cours du cycle. De plus, une grande 

partie des promoteurs des gènes exprimés en fin de mitose/début de G1 sont enrichis uniquement 

en H3K79 diméthylés. Ainsi, ils proposent un modèle où la diméthylation de H3K79 serait liée au 

maintien de l’inactivation des gènes de M/G1 en dehors de ces phases du cycle. Puisque la délétion 

de swi4 ou swi6 engendre une perte de diméthylation de H3K79, on peut légitimement penser que le 

cycle influe réciproquement sur l’apposition de ces marques. 

Le rôle de la chromatine dans le contrôle de l’expression des gènes exprimés de façon cycle cellulaire 

dépendante, ainsi que la relation entre chromatine et les facteurs de transcriptions qui régulent ces 

sets de gènes commence petit à petit à être mieux appréhender. Néanmoins, il reste beaucoup à 

apprendre dans ce domaine qui a assurément beaucoup de potentiel. 

b) Le cycle cellulaire chez les eucaryotes supérieurs 

1) Conservation des mécanismes de base 

Chez les cellules de mammifères, il existe contrairement à la levure, plusieurs CDK utilisées durant le   
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cycle cellulaire. Chacune des cyclines possède aussi plusieurs isoformes, mais globalement les 

mécanismes de base d’avancée dans le cycle sont maintenus. En effet, au début de la G1, la protéine 

de rétinoblastome (Rb), globalement assimilable à Whi5, inhibe la transcription des gènes de G1/S 

par sa liaison au facteur de transcription E2F, globalement assimilable au SBF/MBF ([120] Figure 14). 

Lors de l’avancée dans le cycle, la cycline D, globalement assimilable à la cycline 3 de levure, va 

s’associer à Cdk4 ou Cdk6 et vont venir phosphoryler Rb. Cela engendre la dissociation de Rb de E2F 

et ainsi la transcription des gènes impliqués dans l’avancée du cycle cellulaire, tels que la cycline E et 

sa CDK, Cdk2 ([121] Figure 15). La cycline E peut être assimilée aux cyclines 1 et 2 et va, comme chez 

la levure, venir à son tour phosphoryler Rb afin de l’inactiver entièrement [122]. Une fois la transition 

G1/S franchie, Cdk2 s’associe à la cycline A, formant ainsi un complexe assimilable aux complexes 

Clb5-Cdc28 ou Clb6-Cdc28, ce qui va permettre le passage de la phase de synthèse. Pour finir, la 

mitose se déroule globalement grâce à la formation de deux complexes partageant la même kinase, 

Cdk1, associé à la cycline A ou la cycline B. Tout comme chez la levure, ce modèle est à relativiser. Par 

exemple, la cycline E n’est pas essentielle pour le développement de la souris [123], tout comme 

Cdk2 [124]. On peut donc conclure que globalement les principes de base du cycle sont bien 

conservés. Et cela est confirmé par le fait que n’importe quelle cycline de G1 de mammifère permet 

de supprimer la létalité synthétique du triple mutant cln1cln2cln3  [125]. 

Néanmoins, l’on se rend compte que de nombreux mécanismes additionnels de régulation sont 

apparus au cours de l’évolution chez les eucaryotes supérieurs. Par rapport aux résultats que j’ai 

obtenu lors de ma thèse, qui concernent principalement la G1, je vais dans la suite de cette 

introduction me focaliser à décrire plus en détail la régulation de cette phase du cycle chez les 

cellules de mammifères. 

2) G1 et complexité du signal 

Un point qu’il faut prendre en compte chez les cellules de mammifères est que la progression en G1 

va, comme chez la levure, dépendre du contexte environnemental, mais aussi d’un second facteur 

qui est le type cellulaire. On sait, par exemple, que le niveau de la cycline E est constamment élevé 

dans les cellules précoces embryonnaires, permettant ainsi d’initier la phase S dès la fin de la phase 

M [126], sans passer par la G1.  

Il existe chez les cellules de mammifères, des inhibiteurs de cycline kinase (CKI) qui vont avoir un rôle 

opposé à celui des CDK. Ils sont classés en deux grandes familles : 

-  la famille « INK4 » qui inclue : p16 INK4A, p15 INK4B, p18 INK4C et p19 INK4D [127]. En fin 

de G1, les protéines de la famille INK4 entrent en compétition avec la cycline D pour la liaison 

aux CDK, Cdk4 et Cdk6 ([128] Figure 15). 

- la famille « Cip/Kip » qui inclue : p21 CIP, p27 KIP1 et p57 KIP2 qui sont des inhibiteurs de 

Cdk2 (Figure 16).  

Ces protéines vont jouer un rôle majeur dans le contrôle du cycle cellulaire que cela soit en condition 

normale ou de stress.  

Une autre différence majeure entre levure et cellules de mammifères est l’existence de la protéine 

p53. p53 est un facteur de transcription qui joue un rôle crucial dans les organismes multicellulaires 

en tant que suppresseur de tumeur. En effet, en cas de dommages à l’ADN, p53 permet d’arrêter les  
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Figure 15 : Cycle cellulaire chez les cellules de mammifères  

Les signaux mitotiques stimulent CDK4 et CDK6 pour promouvoir l’entrée en G1, à l’inverse des 

inhibiteurs de CDK (INK4A). Une fois activés, Cdk4/Cdk6 en complexe avec la cycline D vont 

phosphoryler Rb. Cela permet l’induction de la transcription des gènes E2F dépendants. A nouveau un 

feedback permet à la cycline E de venir elle aussi phosphoryler Rb. Les cyclines E et A en complexe avec 

Cdk2 vont permettre l’avancée dans la phase S. A la fin de la réplication, les cyclines A et B en complexe 

avec Cdk1 vont phosphoryler leurs cibles de G2. En absence de dommages à l’ADN, la progression en 

mitose va être activée par la cycline B. Sa dégradation subséquente est requise pour la progression en 

anaphase et la production de deux cellules filles. Durant la transition M/G1, Rb est déphosphorylée et le 

cycle recommence. Illustration inspirée de Asghar et al. 2015 [121]. 

Figure 14 : Comparaison de la G1 

A gauche, une représentation schématique des acteurs de la G1 chez les cellules de mammifères. A 

droite, la même pour la levure. On constate l’existence d’une équivalence fonctionnelle pour chaque 

étape, la conservation de leurs interactions et de la boucle de rétroaction. 
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cellules en G1/S ou G2 pour permettre la réparation des dommages ou l’induction de l’apoptose si 

les dommages sont irréparables  [129].  

Tout d’abord, les dommages à l’ADN vont être perçus par les protéines kinases ATM (ataxia 

telangiectasia mutated) ou ATR (ATM-related) en fonction du type de dommages. ATM et ATR 

activent les checkpoints kinases CHK2 et CHK1 respectivement (Figure 16). CHK1 induit la 

dégradation de la phosphatase Cdc25, conduisant l’inhibition des CDKs. CHK2 et ATM signalent, via 

p53, l’induction de l’expression de p21, ce qui va, entre autres, engendrer une diminution de 

l’expression de la cycline E et un arrêt en G1 [130]. Lorsque p53 est mutée, ce qui est extrêmement 

fréquent dans les cellules tumorales (Figure 9), p21 n’est plus induit en cas de dommages à l’ADN et il 

n’y a donc plus d’arrêt du cycle.  

Globalement, beaucoup de protéines impliquées dans la transition G1/S sont mutées dans les 

cellules cancéreuses [131], avec une surexpression des CDK/Cyclines et une inhibition des CKI. 

Malgré leurs rôles essentiels à la fois en condition normale et tumorales, leur régulation exacte n’est 

pas encore appréhendée. Notamment, le rôle des modifications épigénétiques dans cette régulation 

et le lien entre ces modifications et la régulation du cycle cellulaire est un champ de recherche 

encore peu étudié. 

3) Cycle cellulaire et modification d’histone  

En 2015, un lien a été fait entre p53 et régulation de la chromatine par l’équipe de Shelley Berger 

[132]. p53 est mutée dans environ 50 % des cellules cancéreuses et ces mutations engendrent 

invariablement la perte de l’activité normale de p53. De façon intéressante, elles s’accompagnent 

aussi souvent de gains de fonctions de p53 (GOF p53) qui vont promouvoir le développement 

tumoral [133] en permettant par exemple sa liaison anormale à des facteurs de transcriptions 

induisant l’expression d’oncogènes variés. Les auteurs ont étudié l’interactome de GOF p53 dans un 

panel de lignées cancéreuses du sein. De façon très claire, GOF p53 se lie et engendre la 

surexpression de MLL1, MLL2 et de l’acétyltransférase MOZ. L’inhibition de MLL1 dans ces cellules 

engendre une forte diminution de la prolifération cellulaire. Il est intéressant de mettre en parallèle 

cette étude à celle de Ansari et al., où ils montrent que le knock-down de MLL1 dans des lignées 

cellulaires variées impacte directement sur l’abondance de certaines cyclines  [134]. Ainsi, on peut 

envisager un modèle dans lequel GOF p53 active la transcription de MLL1 qui a son tour promeut 

l’expression des cyclines pour augmenter la prolifération cellulaire.  

Ce modèle pourrait potentiellement être élargi à d’autres enzymes de modifications des histones. 

Par exemple, le knock-down de MLL4 affecte fortement l’expression de la cycline D1 et E1 [135]. 

D’autre part, la délétion de RAD6 dans des cellules HeLa engendre une diminution de la cycline D1 

alors que sa surexpression a l’effet inverse [136]. De même, dans des cellules HeLa, la délétion de 

RFN20 engendre une diminution de près de huit fois de la transcription de la cycline D1 et de quatre 

fois celle de la cycline B1 [45]. Toutes ces études pointent donc sur un lien potentiel, mais encore 

très peu étudié, entre cycle cellulaire et modification d’histone.  

Lors de ma thèse, j’ai pu tout d’abord établir un lien entre la sensibilité à l’AICAR et certaines 

modifications d’histones. Par des approches génétiques, biochimiques et d’imagerie, j’ai ensuite pu 

établir que ce lien était dû à un effet additif de l’AICAR et de ces modifications d’histones sur les 

cyclines de G1. Les orthologues de ces enzymes dans des cellules HCT116 humaines se sont eux aussi 

révélés être liés à la sensibilité à l’AICAR. Ces résultats sont développés dans l’article ci-dessous. 
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Figure 16 : Dommages à l’ADN et p53 

Des dommages à l’ADN vont activer la voie ATM-p53, ce qui empêche l’activation des CDK grâce à 

p21. En effet, p21 va venir se fixer à Cdk2, inhibant ainsi son interaction avec la cycline E. Ainsi, on 

perd la boucle de rétroaction de la cycline E-Cdk2, qui ne va plus venir phosphoryler Rb, ce qui 

empêche la bonne transcription des gènes E2F dépendants, dont la cycline E et Cdk2 eux-même. On 

arrive ainsi à une diminution de l’expression de la Cycline E-Cdk2 et à un arrêt en G1. Un autre 

checkpoint a lieu avant la mitose : tant que l’ADN n’est pas entièrement répliqué, , la voie ATR-CHK1 

estactivée pour empêcher l’entrée prématurée en mitose. Illustration tirée de Massagué 2004 [130]. 
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V. Travail de thèse 
 

“Conserved chemo-genetic synthetic 

interactions between AICAR and loss of histone-

modifying enzymes in yeast and human cells” 
 

Résumé de l’article : 

Beaucoup de molécules anti-tumorales ont pour inconvénients leur manque de spécificité, 

conduisant à des effets secondaires non désirés. Il devient de plus en plus important aujourd’hui 

d’identifier de nouvelles molécules ayant pour propriété d’inhiber spécifiquement la croissance des 

cellules cancéreuses sans avoir d’effet à la même concentration sur les cellules saines. Qu’est-ce qui 

différencie une cellule cancéreuse d’une cellule saine ? Lors du développement tumoral, les cellules 

vont acquérir des mutations qui seront propres aux cellules cancéreuses et absentes des cellules 

saines. L’on peut se servir de cette propriété et chercher à identifier une drogue qui inhibe 

spécifiquement la croissance des cellules cancéreuses porteuses de ces mutations spécifiques. Le 

terme employé pour qualifier cette approche est la recherche d’interactions synthétiques létales (SL). 

Habituellement la SL est décrite entre deux gènes, dont la délétion individuelle n’a pas d’effet, 

contrairement à leur délétion combinée qui inhibe fortement la croissance voire peut être létale. Ici, 

il s’agit d’une démarche de chemo-génétique, puisque l’interaction SL que l’on cherche à identifier 

est entre une drogue et une mutation.  

La drogue que nous avons étudiée est l’AICAR. Il s’agit d’une molécule connue pour inhiber de 

nombreuses cellules cancéreuses [17-20] sans que son mode d’action exact n’ait pu être clairement 

établi. Nous avons choisi, dans un premier temps, de réaliser la recherche de mutants SL avec l’AICAR 

chez la levure Saccharomyces cerevisiae, puis avons testé la conservation de ces interactions chez des 

cellules humaines, HCT116. L’utilité de la levure est qu’elle permet de réaliser des cribles, donc une 

démarche sans hypothèse préalable, ce qui a pour avantage de ne pas restreindre les candidats. 

Notre crible nous a permis d’identifier un mutant, bre1, dont la délétion était SL avec l’AICAR, sans 

que cela ne soit lié à la métabolisation de l’AICAR. Il s’agit d’une E3 ubiquitine ligase qui a pour rôle 

principal l’ubiquitination de l’histone H2B. Il s’est avéré que de même, la délétion de sa E2 rad6 était 

SL avec l’AICAR, tout comme celles du complexe set1/COMPASS (reader de H2Bub).  Nous avons 

ensuite souhaité établir les causes de ces SL. Des expériences de FACS nous ont permis de révéler 

que l’AICAR provoque une accumulation de cellules en G1 et que celle-ci est très largement 

exacerbée dans tous les mutants SL avec l’AICAR. Notre étude a montré que les effets de l’AICAR sur 

la G1 étaient dus à son impact sur le transport intracellulaire d’une des cyclines de G1, Cln3. En 

parallèle, nous avons montré que les mutants bre1, rad6, htbK123R ou set1 engendraient une forte 
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diminution de l’expression des deux autres cyclines de G1, CLN1 et CLN2. Or, le triple mutant cln1 

cln2 cln3 est létal, contrairement à la délétion simultanée de deux cyclines ou de chaque cycline 

séparément. Ainsi, la combinaison de l’AICAR et des mutants a un impact simultané sur les trois 

cyclines nécessaires pour l’avancement en G1, condition amenant à l’inhibition de la croissance.  

Une fois ce mécanisme identifié, nous avons souhaité savoir si les interactions SL établies chez la 

levure étaient conservées chez l’Homme. Nos siARNs dirigés contre un des orthologues de Bre1, 

Rnf40, contre un des orthologues de Set1, Mll2, ou contre un des orthologues de Bre2, Ash2l, ont 

révélés une conservation de l’interaction négative préalablement montrée chez la levure. Cette 

interaction est particulièrement intéressante, puisqu’elle concerne des gènes qui sont très 

fréquemment mutés dans les cellules cancéreuses. Par exemple, MLL2 est muté, mutation qui 

engendre une perte de fonction, à haute fréquence dans les lymphomes folliculaires (89 % des 

tumeurs séquencées mutées) et des cellules B (32 % des tumeurs séquencées mutées) (voir 

introduction).  Il existe donc un véritable potentiel thérapeutique dans les interactions négatives 

identifiées ici. Nous avons ensuite voulu savoir si cela était dû, comme chez la levure, à des effets 

combinés des mutations et de la drogue sur les cyclines de G1. Nos analyses ont révélé que l’AICAR 

n’a pas d’effet sur la cycline D1 (équivalent fonctionnel de Cln3), mais fait diminuer l’expression de la 

cycline E1 (équivalent fonctionnel de Cln1/2), ce qui est relativement proche des effets observés chez 

la levure. De même, les siARNs dirigés contre RNF40, ASH2L ou MLL2 engendrent une diminution de 

l’expression de la cycline E1 ce qui est à nouveau similaire aux résultats obtenus chez la levure. Par 

contre, la combinaison de l’AICAR et des knock downs n’a pas l’effet additif observé chez la levure, 

c’est-à-dire que cette combinaison ne provoque pas de diminution massive de la cycline E1. On ne 

peut donc pas superposer parfaitement les deux modèles, bien que certains aspects semblent être 

bien conservés. 

Cette étude a donc permis de mettre en évidence des interactions SL entre l’AICAR et des mutants de 

modifications d’histone, conservées chez la levure et l’Homme. Ces mutations étant très 

fréquemment retrouvées dans de nombreuses cellules tumorales, l’AICAR apparait ici comme une 

molécule anti-cancéreuse potentielle. De plus, cette étude a aussi permis de révéler que des 

modifications d’histones impactent directement sur l’expression de certaines cyclines et ce de façon 

relativement conservée aussi. Cela pointe vers l’émergence d’un nouveau champ de recherche 

encore peu appréhendé, qui est la régulation du cycle cellulaire par les modifications d’histones [65].  

 

 

  



41 
 



42 
 



43 
 



44 
 



45 
 



46 
 



47 
 



48 
 



49 
 



50 
 



51 
 



52 
 



53 
 



54 
 



55 
 



56 
 



57 
 



58 
 



59 
 



60 
 



61 
 



62 
 



63 
 



64 
 



65 
 



66 
 



67 
 



68 
 



69 
 



70 
 



71 
 



72 
 



73 
 



74 
 



75 
 



76 
 



77 
 



78 
 

Figure 1 



79 
 

Figure 2 



80 
 

Figure 3 



81 
 

Figure 4 



82 
 

Figure 5 



83 
 

Figure 6 



84 
 

Figure 7 



85 
 

Figure 8 



86 
 



87 
 



88 
 



89 
 

 

  



90 
 

1. Avantages et inconvénients de l’approche utilisée dans 
l’article 

Dans cet article, nous avons donc choisi d’étudier les effets de l’AICAR chez la levure S. cerevisiae en 

cherchant des mutations synthétiques létales avec un traitement à l’AICAR. La létalité synthétique 

(SL) est définie comme l’interaction entre des gènes coessentiels, ainsi l’inhibition de chacun d’eux 

séparément n’a pas ou peu d’effet, alors que leur inhibition conjointe engendre un fort 

ralentissement voir un arrêt de la prolifération [137]. Ici, l’inhibition se fait via l’AICAR, qui va venir 

inhiber certaines fonctions, et des mutations qui vont en inhiber d’autres, c’est ce que l’on appelle de 

la chemo-génétique.  

Les avantages de cette approche sont tout d’abord techniques. Il est relativement aisé chez la levure 

de réaliser des cribles, donc une approche à l’aveugle, pour trouver des mutants hypersensibles. La 

démarche est résumée sur la figure 17 et permet de cribler de multiples mutants très facilement. 

Nous nous sommes tout particulièrement intéressés aux mutants qui ne présentaient pas de profils 

métaboliques affectés par rapport à la souche sauvage. L’idée était d’identifier des mutants affectant 

une fonction cellulaire particulière qui étaient SL avec l’AICAR. En effet, l’inconvénient lorsque l’on 

utilise une drogue est qu’une partie des mutants obtenus vont être liés au transport ou à la 

métabolisation de la drogue elle-même. Cela peut être un avantage lorsque l’on cherche à identifier 

ses transporteurs [14] ou un inconvénient lorsque l’on cherche des fonctions affectées par la drogue. 

Ici, un seul mutant s’est révélé avoir un phénotype très marqué tout en maintenant un profil 

métabolique très similaire à la souche sauvage, bre1.  

Cette approche est aussi extrêmement intéressante dans une démarche dont la finalité est 

thérapeutique. Au cours de la progression tumorale, les cellules acquièrent de nombreuses 

mutations. Du fait de leur mode d’apparition, elles sont propres aux cellules cancéreuses et absentes 

des cellules saines. Pouvoir identifier une mutation spécifique aux cellules malades qui soit SL avec 

une drogue est idéal, puisqu’ainsi à une même concentration de drogue, les cellules saines seront 

épargnées par la molécule contrairement aux cellules tumorales mutées (Figure 18). 

Par contre, l’inconvénient non négligeable de cette approche est qu’elle permet de mettre en 

évidence une fonction qui est essentielle pour survivre en présence de la drogue, sans révéler celle 

affectée par la drogue directement. Sur le principe, ces fonctions sont connectées par la SL, ce qui est 

un point de départ pour trouver la cible directe de la drogue. Néanmoins, les indices procurés par la 

découverte de ces interactions SL ne sont pas toujours évidents à déchiffrer. Par exemple, dans le cas 

présent, c’est le mutant bre1 qui a été obtenu. Comme nous avons pu le voir dans l’introduction, les 

fonctions liées à Bre1 sont à la fois multiples et peu élucidées, ce qui ne facilite pas l’identification 

des fonctions impliquées dans la SL. Plusieurs questions restent ainsi en suspens à la fin de cet 

article, auxquels nous avons tenté de répondre par la suite. 
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Figure 18 : SL et cellules cancéreuses 

Les interactions SL permettent de protéger les cellules saines tout en tuant les cellules cancéreuses. Par exemple, lors 

de leur développement tumoral, les cellules cancéreuses vont perdre la fonction d’un gène X (mutations, délétions, 

modifications épigénétiques..), contrairement aux cellules saines. Ce gène X va avoir une interaction SL avec un gène 

Y. Si l’on peut inhiber l’expression du gène Y (avec un siARN par exemple) ou la fonction de la protéine codée par ce 

gène Y (avec une drogue), cela va induire la mort des cellules mutées pour le gène X, donc des cellules cancéreuses, 

sans avoir d’effet sur la survie des cellules saines. Illustration tirée de la revue de Thompson et al. 2015 [137]. 

Figure 17 : Crible pour trouver des mutants SL avec l'AICAR 

(a) Le ZMP ne peut pas directement être internalisé par la cellule, à l’inverse de sa forme riboside, l’AICAR. L’AICAR va 

entrer dans la cellule, puis être phosphoryler en ZMP grâce à l’adénosine kinase Ado1. Afin d’inhiber la métabolisation 

du ZMP, les gènes codant les enzymes Ade16 et Ade17 sont délétés. De même, nous avons choisi de déléter HIS1 et 

ADE8 afin d’inhiber la synthèse de novo de ZMP. Ainsi, la concentration intracellulaire de ZMP est finement régulée par 

l’apport d’AICAR au milieu extérieur. (b) Juste après avoir étalé les levures sur un milieu sans AICAR, elles sont irradiées 

aux UV sur des temps courts. Une fois les colonies formées, la boite est répliquée sur un milieu sans AICAR et avec 

AICAR. Les clones capables de pousser normalement sur le milieu sans AICAR, mais ne proliférant pas sur le milieu avec 

AICAR (exemple clones verts) sont sélectionnés. 

a b 
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2. H3K4me2/3, KAT et KDAC 

Une des premières questions que l’on peut se poser est : quels sont les acteurs (readers, writer, 

erasers) qui sont impliqués dans la régulation de l’expression des cyclines 1 et 2 ? En effet, dans 

l’article, nous avons pu montrer que la perte d’ubiquitination d’H2B ou de méthylation de H3K4 

conduisait à une forte diminution de l’expression des cyclines 1 et 2. Or, l’on sait que cette cascade 

ne s’arrête pas à la méthylation de H3K4, puisque cette modification va être elle-même lue par des 

readers qui sont aussi des writers/erasers [22]. Nous avons donc cherché à savoir si la délétion de ces 

acteurs avait ou non les mêmes conséquences que la délétion du mutant initial bre1, sur la sensibilité 

à l’AICAR. Le but étant de se rapprocher du mécanisme impliqué dans cette régulation épigénétique 

de l’expression des cyclines.  

a) Readers de la méthylation d’H3K4me3 

En fonction de l’état de méthylation de H3K4, différent readers vont venir interagir. Lorsque H3K4 est 

triméthylé, quatre complexes principaux sont connus pour venir s’y fixer : 

- Le complexe Nua3 est composé de cinq sous unités (Figure 19), dont Yng1 qui possède un 
PHD finger lui permettant de reconnaitre et de fixer H3K4 triméthylé (H3K4me3) [138]. 

- Le complexe Nua4 est composé de 13 sous unités (Figure 20), dont Yng2 qui possède un PHD 
finger lui permettant de reconnaitre et fixer H3K4me3  [139].  

- Le complexe Rpd3(L) est composé de 12 sous unités (Figure 21), dont Pho23 qui possède un 
PHD finger lui permettant de reconnaitre et de fixer H3K4me3  [139].  

- Le complexe SAGA est composé de 19 sous unités (Figure 22), dont Sgf29 qui possède un 
domaine tandem Tudor lui permettant de reconnaitre et fixer H3K4me2/3  [140].  

Nua3, Nua4 et SAGA sont des lysine acétyltransferases (KAT), aux multiples cibles, alors que Rpd3(L) 

est une lysine deacétylase (KDAC). Nous avons donc évalué l’effet de la délétion de certaines sous 

unités de ces complexes (en essayant de déléter de préférence le gène codant la protéine fixant 

H3K4me3 et/ou la sous unité catalytique) sur la sensibilité à l’AICAR. 

1) Nua3 

Sans entrer dans les détails, Nua3 est une KAT qui va venir fixer H3K4me3, puis acétyler localement 

H3K14 [138]. Cette acétylation est associée à la transcription active. Comme on peut le voir sur la 

figure 19, ni la délétion d’yng1 qui fixe H3K4me3, ni la délétion de sas3, la sous unité catalytique, 

n’ont d’effet sur la sensibilité à l’AICAR. On en conclut que ce n’est pas la perte de la liaison de NuA3 

qui est responsable de l’interaction SL entre l’AICAR et la perte de méthylation d’H3K4. 

2) Nua4 

Contrairement à Nua3, le gène codant la sous unité catalytique de Nua4 est essentiel. Nous avons 

donc choisi de déléter le reader, yng2, et deux autres sous unités du complexe, eaf6 et eaf7. On 

constate que leurs délétions n’a aucun impact sur la sensibilité à l’AICAR (Figure 20). Ce n’est donc, à 

nouveau, pas la perte de liaison du complexe Nua4 à H3K4 qui est à la base de la SL entre l’AICAR et 

le mutant H3K4Q. 
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Figure 20 : Le complexe Nua4  

Le complexe Nua4 est composé de Tra1, Yaf9, Swc4, Arp4, Act1, Eaf6, Esa1, Epl1, Eaf1, Eaf3, Eaf5, Eaf7 et Yng2. Le 

test en goutte a été réalisé avec 0, 2 ou 4 mM d’AICAR pour yng2 et 0, 3 ou 5 mM d’AICAR pour eaf6/7. Plusieurs 

quintuple mutants eaf6 Q et eaf7 Q ayant été obtenus, ils ont tous été testés. 

Figure 19 : Le complexe Nua3  

Le complexe Nua3 est composé de Nto1, Taf14, Eaf6, Sas3 et Yng1. Le test en goutte est réalisé avec 0, 2 ou 4 mM 

d’AICAR. La première ligne est une délétion de sas3 uniquement, dans ce mutant, le ZMP ne va pas d’accumuler car il 

sera directement métabolisé. A l’inverse dans la souche indiquée Q pour « quadruple ade16 ade17 ade8 his1 », le ZMP 

va s’accumuler si de l’AICAR est ajouté au milieu extérieur. Ainsi pour tester la sensibilité à l’AICAR de chaque mutant, il 

faut construire des quintuples mutants, tels que sas3 Q ou yng1 Q. 



94 
 

3) Rpd3 

Contrairement aux autres complexes, Rpd3 n’est pas un writer, mais un eraser puisqu’il s’agit d’une 

KDAC [141]. Rpd3 est retrouvée dans principalement deux complexes, Rpd3(L) et Rpd3(S) (Figure 21). 

Seul Rpd3(L) possède la sous unité Pho23 qui est capable de reconnaitre H3K4me3 [139]. Pour cette 

raison, nous avons choisi de déléter la sous unité catalytique RPD3 elle-même, le reader PHO23, mais 

aussi des sous unités spécifiques à chaque complexe (SDS3, RCO1) ou communes (UME1, SIN3) 

(Figure 22). On observe que la perte de la sous unité catalytique RPD3 rend hypersensible à l’AICAR. 

A l’inverse, la perte de PHO23 rend au contraire plutôt résistant. Cette hétérogénéité est retrouvée 

sur l’ensemble du complexe :  

- Délétion des sous unités communes : la délétion de SIN3 rend hypersensible à l’AICAR 
contrairement à celle de UME1 qui rend résistant. 

- Délétion des sous unités spécifiques à un complexe : qu’elles soient spécifiques à Rpd3(L) ou 
Rpd3(S) toutes les délétions testées rendent plutôt résistant à l’AICAR. 

Il ne ressort donc pas d’image claire. Néanmoins, la perte de la sous unité catalytique RPD3 est SL 

avec l’accumulation d’AICAR, ce qui pourrait correspondre à l’effet attendu si ce phénomène est lié à 

la perte de H3K4me3. Nous avons donc ensuite souhaité savoir si ces effets étaient bien 

indépendants du transport d’AICAR comme c’est le cas pour bre1. On constate que mis à part SIN3, 

toutes les délétions induisant une résistance ont moins de ZMP et à l’inverse celle induisant une 

sensibilité en ont plus (Figure 23). Globalement, les délétions de ce complexe ne semblent pas avoir 

les mêmes effets que celles de bre1, set1 ou H3K4Q, mais semblent affecter le métabolisme de la 

drogue.  

4) SAGA 

SAGA est une des KAT les plus étudiée chez la levure. En plus de son activité de KAT, procurée par 

Gcn5, elle possède aussi une activité de déubiquitinase, puisqu’elle contient Ubp8 [142]. SAGA forme 

un complexe composé de plusieurs modules : acétylation (Gcn5, Ada2, Ada3, Sgf29), transcription 

(Spt3,Spt8), déubiquitination (Ubp8, sus1, Sgf11, Sgf73), recrutement (Tra1) et architectural (Spt7, 

Spt20, Ada1, TAF5, TAF6, TAF9, TAF12) ([143] Figure 24). C’est Sgf29 qui permet de reconnaitre 

H3K4me2 et H3K4me3 avec une préférence pour H3K4me3 [144]. Comme on peut le voir sur la 

figure 25, la délétion de sgf29, ada3 ou ubp8 conduit à une légère augmentation de la sensibilité à 

l’AICAR, celle de spt8 n’a pas d’effet, celle de sgf11 est moins claire et enfin la délétion de gcn5 

augmente fortement la sensibilité à l’AICAR. Contrairement au cas précédent, ici on a une cohérence 

entre les délétions des sous unités, puisque parmi les différents modules, ce sont les délétions du 

module impliqué dans l’acétylation (Gcn5, Ada3, Sgf29) qui rendent toutes plus sensibles à l’AICAR. A 

nouveau, nous avons dans un premier temps réalisé des analyses des profils métaboliques de ces 

souches (Figure 23). On constate que les souches délétées pour gcn5 et sgf29 ont tendance à 

accumuler plus de ZMP, alors que ada3 en accumule à la même concentration que le sauvage. Les 

trois souches étant plus sensibles à l’AICAR, mais n’ayant pas le même profil métabolomique, nous 

nous sommes dit que ces différences d’accumulation d’AICAR n’étaient peut-être pas seules 

responsables des phénotypes observés. Pour tester cette hypothèse, nous avons construits des 

souches accumulant du ZMP de façon constitutive, pour ne plus avoir de problème de transport 

d’AICAR, en mutant les gènes ade16 ade17 (voie page 18). On observe sur la figure 26 que la délétion 

de sgf29 n’a aucun effet sur la croissance dans une souche accumulant du ZMP, ce qui suggère que 

sa sensibilité était effectivement uniquement due à des effets sur le transport d’AICAR. Par contre,  
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Figure 22 : Délétions des membres du complexe Rpd3(L) et (S) 

Pour ce test en goutte, 0, 2, 4 ou 6 mM d’AICAR ont été ajoutés au milieu. A nouveau les simples mutants ne sont pas 

capables d’accumuler du ZMP contrairement aux mutants Q en présence d’AICAR. 

Figure 21 : Les complexes Rpd3(S) et Rpd3(L) 

Rpd3(S) pour « small Rpd3 complex » n’est composé que de 5 sous unités. Ce complexe ne peut pas se fixer à 

H3K4me3, contrairement à Rpd3(L) pour « large Rpd3 complex », qui possède Pho23. Ces deux complexes sont des 

KDAC et sont impliqués dans le contrôle de la régulation de la transcription. 
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ZMP ATP  

 

 
Délétion Ratio mutant/WT Ratio mutant/WT Sensibilité à l'AICAR 

WT 
 

1 1 WT 

Nua3 yng1  
  

WT 

 
sas3  

  
WT 

Nua4 yng2  
  

WT 

 
eaf7  

  
WT 

 
eaf6  

  
WT 

RPD3 pho23  0,28 1,26 résistant +++ 

 sds3  0,32 1,22 résistant +++ 

 rpd3 1,30 0,80 sensibilité +++ 

 ume1  0,55 1,04 résistant +++ 

 rco1    WT 

 sin3 0,6 0,8 sensibilité +++ 

SAGA gcn5  1,82 0,94 sensibilité +++ 

 sgf29  1,93 0,80 sensibilité + 

 ada3  1,19 1,08 sensibilité + 

 spt8    WT 

 sgf11    WT 

 ubp8    WT 

Set3C  set3  1,35 0,73 résistant + 

 
hst1  1,54 1,27 sensibilité ++ 

 
hos2 0,50 0,93 résistant + 

 
hos1  

  
WT 

 
hos3  

  
WT 

 
hst2  

  
WT 

 
hst3  

  
WT 

 
sas2  

  
WT 

 
sas4  

  
WT 

 
sas5  

  
WT 

 
hat1  

  
WT 

 
hat2  

  
WT 

 hda1  2,38 0,61 sensibilité ++ 

Figure 23 : Profils métaboliques et délétions de KAT/KDAC 

Des analyses métabolomiques des souches ont été réalisées après les avoir traitées pendant 1h avec 1 mM 

d’AICAR. La deuxième colonne indique le ratio de l’air de pic de ZMP du mutant/ l’air de pic de ZMP de la souche 

sauvage de référence (Q). De même, la troisième colonne indique le ratio de l’air de pic d’ATP du mutant sur celui 

du sauvage. Leur niveau de sensibilité à l’AICAR est indiqué dans la dernière colonne. 
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les délétions de gcn5 ou ada3 sont SL avec le ZMP à des niveaux similaires à ceux des délétions de 

bre1, rad6 ou htbK123R. Pour conclure sur SAGA, la délétion de gcn5 ou ada3 est SL avec 

l’accumulation de ZMP, que son apport soit endogène ou exogène. Par contre, la délétion de sgf29, 

le reader d’H3K4me3, n’a pas d’effet sur la croissance lorsque le ZMP s’accumule de façon endogène. 

Ici, nous cherchions à trouver si c’est la perte de lecture d’H3K4me3 et ainsi la perte de ses effets 

subséquents (acétylation) qui est impliquée dans la SL du mutant non méthylable H3K4Q avec 

l’AICAR. Puisque la perte du reader lui-même n’a pas d’effet sur la sensibilité au ZMP, il est difficile de 

conclure si oui ou non la SL du mutant gcn5 avec l’AICAR est due à la même raison que celle du 

mutant H3K4Q. 

b) Reader d’H3K4me2 et KAT/KDAC 

On ne connait pour l’instant aucun reader de H3K4 monométhylé (H3K4me1) et un seul reader de 

H3K4 diméthylé (H3K4me2), Set3 [145]. Set3 fait partie du complexe Set3C qui contient deux KDAC, 

Hos2 et Hst1 [146]. Comme résumé sur la figure 23, à nouveau on ne peut pas tirer de conclusions 

claires sur les résultats obtenus, ni sur leur lien avec la voie bre1/htbK123/set1/H3K4Q.  

Enfin, nous avons délété un ensemble de KAT et KDAC diverses, qui se sont toutes révélées avoir une 

sensibilité à l’AICAR similaire à la souche sauvage, mis à part pour le mutant hda1 (Figure 23). L’effet 

de hda1 sur la sensibilité à l’AICAR peut très probablement être attribué à son impact sur le transport 

d’AICAR. 

c) Conclusion 

La perte de méthylation de H3K4 est SL avec l’AICAR. Or, le niveau de méthylation de H3K4 va être lu 

par des readers. On peut donc envisager que ce n’est pas la perte de méthylation de H3K4 en elle-

même qui est SL avec l’AICAR, mais la perte subséquente de la lecture de cette marque par son 

reader. L’ensemble des readers testés ici n’a pas permis de pointer sur l’un d’entre eux en particulier.  

Plusieurs éléments pourraient permettre d’expliquer ce résultat. Premièrement, nous n’avons testé 

que les readers connus de H3K4me2/3, mais rien n’indique que cette liste soit exhaustive. 

Deuxièmement, l’hypothèse de départ était peut-être trop simpliste. En effet, certes la perte de 

H3K4me2/3 va engendrer la perte de sa lecture, mais ce n’est peut-être pas cet évènement-là qui est 

à la base de la SL avec l’AICAR. En effet, les différentes PTMs sont en compétition au sein de la 

chromatine pour l’accessibilité à leur substrat. On peut ainsi envisager que ce n’est pas la perte de 

méthylation de H3K4 en elle-même qui est responsable de la SL avec l’AICAR, mais l’augmentation 

subséquente d’une autre PTM permise grâce à l’absence de H3K4me. Troisièmement, on pourrait 

envisager que le reader ne soit pas une enzyme de modification d’histones, mais soit directement 

l’effecteur (polymérase, facteur de transcription …). 

La démarche proposée ici n’a donc pas permis d’élucider le mécanisme exact impliqué dans la 

sensibilité à l’AICAR des mutants bre1/htbK123R/set1/H3K4Q. Cela peut s’expliquer en partie par 

l’augmentation croissante du nombre d’acteurs mis en jeu à mesure que l’on descend la voie. De 

plus, les effets dus au transport et à la métabolisation de la drogue en eux-mêmes, ne permettent 

pas de tirer des conclusions réellement solides. Pour cette raison, nous avons choisi de ne pas 

continuer à creuser cet aspect du projet. Des suggestions d’expériences complémentaires qui 

pourraient être menées sont apportées dans la discussion.  
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Figure 25 : Délétions des membres du complexe SAGA 

Sur ce test en goutte, 0, 2 ou 4 mM d’AICAR ont été ajoutés au milieu. Des quintuples mutants sgf29 Q, gcn5 

Q, ada3 Q, bre1 Q, spt8 Q ou ubp8 Q ont été construits. Leur croissance est à comparer à celle du Q.  

Figure 24 : Le complexe SAGA 

Le complexe SAGA est composé de différents 

modules : 

- Spt7, Spt8, Spt3 qui vont interagir avec des 
acteurs majeurs de la transcription (TBP) 

- Tra1 qui est un activateur de transcription 
- Les protéines Taf12, Taf6, Taf5, Taf10, Taf9, 

Ada1, Spt20, Sgf73 et Ada2 impliquées dans 
le maintien de l’intégrité du complexe pour 
permettre les activités KAT et le contrôle 
dela transcription 

-  Ubp8, Sgf11 et Sus1 sont liés à l’activité 
DUB du complexe 

- Ada3 et Gcn5 permettent de réaliser 
l’acétylation  

- Enfin, Sgf29 permet de reconnaitre 
H3K4me2/3 
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Figure 26 : Effet de l'accumulation endogène de ZMP 

Cette fois, l’accumulation de ZMP n’est pas due à l’ajout d’AICAR au milieu extérieur, mais aux délétions 

d’ADE16 et ADE17 qui inhibent sa métabolisation. Ainsi le ZMP va s’accumuler, mais à des concentrations plus 

modérées que lorsque l’AICAR est ajouté au milieu extérieur. Ainsi, la souche gcn5, par exemple, n’accumule 

pas de ZMP contrairement à la souche gcn5 ade16 ade17. Leur croissance est à comparer à la souche ade16 

ade17. 
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3. Crible de suppresseurs par surexpresssion  

Dans l’article, nous avons donc pu mettre en évidence la SL entre la délétion de bre1 et l’AICAR. 

Celle-ci est vraisemblablement due à un effet additif de la délétion et de l’AICAR sur les cyclines de 

G1. Par contre, le mécanisme exact par lequel bre1 ou l’AICAR agissent sur ces cyclines reste à 

élucider. Pour cette raison, nous avons réalisé un crible pour trouver des gènes dont la surexpression 

permette de supprimer les effets combinés de l’AICAR et de la délétion.  

a) Démarche du crible avec set1 ade3 ade16 ade17 ade8 his1 

Le crible de surexpression consiste à transformer une souche avec une banque de plasmides de 

surexpression contenant des fragments variés du génome de levure. Il s’en suit une sélection 

positive, puisque l’on va rechercher des clones contenant un plasmide leur permettant de proliférer 

dans des conditions où ce n’est pas le cas de la souche contenant un plasmide vide. Dans notre 

situation, il s’agit donc de transformer un mutant de la voie bre1/rad6/htbK123R/set1/H3K4Q avec 

cette banque, puis de réaliser des répliques sur un milieu avec AICAR. 

Nous avons choisi de réaliser le crible sur le mutant set1. En effet, c’est lui qui se situe le plus en aval 

dans la voie de modification des histones. Nous aurions aussi pu choisir le mutant H3K4Q, mais il 

présente des défauts de croissance même en absence d’AICAR surement dû au fait qu’il ne possède 

qu’une copie des gènes d’histone H3 et H4. Nous avons ajouté une sixième délétion, ade3, au mutant 

set1 ade16 ade17 ade8 his1, afin de bloquer la réaction de dégradation de ZMP via deux 

mécanismes. Ainsi, même si la souche est transformée avec un plasmide permettant la surexpression 

d’ADE16 ou ADE17, elle accumulera toujours du ZMP car ces deux enzymes ne pourront dégrader 

leur substrat à cause de l’absence du cofacteur nécessaire à la réaction, le 10 formyl-THF dont la 

synthèse dépend de Ade3 (voie page 18). Cela permet ainsi de ne pas sélectionner de clones dont la 

croissance sur AICAR n’est permise que par l’absence de ZMP via sa métabolisation en IMP. 

Un certain nombre de transformants ont été choisis après croissance en présence d’AICAR, leur(s) 

plasmide(s) a été extrait, puis ils ont été retransformés et re-testés (Figure 27). Cela permet de 

s’assurer que l’effet sur la croissance est bien dû au plasmide et non à une mutation qui serait 

apparue durant la croissance de la colonie. Les plasmides conférant effectivement des effets 

suppresseurs ont ensuite été séquencés : ce sont les bornes de l’insert qui sont séquencées et qui 

permettent à elles seules d’identifier tous les gènes compris sur le fragment inséré (Figure 28). On 

constate que les suppressions les plus convaincantes sont causées par la surexpression de SET1 lui-

même. Cela confirme que c’est bien cette délétion qui est à la base du phénotype. Mis à part cela, 

beaucoup des suppresseurs n’ont des effets que très modérés. De plus, l’interprétation des résultats 

est délicate du fait de la présence de plusieurs gènes sur chaque plasmide de surexpression. Nous 

avons choisi de tester l’effet de la surexpression individuelle d’un certain nombre d’entre eux, en les 

choisissant sur la base du niveau de suppression du plasmide et de leur lien plus ou moins probable 

avec notre phénotype. Nous avons choisi PCL5 et PCL9 car il s’agit de cyclines et LPP1 pour son lien 

avec DPP1 (c.f prochain paragraphe). Aucun d’entre eux ne s’est révélé avoir un effet suppresseur 

robuste. 
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Figure 27 : Crible pour trouver des suppresseurs permettant de supprimer la SL entre AICAR et 
set1 

Sur ce test en goutte 0 ou 2 mM d’AICAR ont été ajoutés. Sur la première ligne, on retrouve le contrôle avec la 

souche set1 ade3 Q transformée par le plasmide VIDE. Sur les lignes suivantes, les plasmides ré-extraits après 

le crible ont été retransformés dans la souche et sont donc numérotés car ils ne sont pas encore identifiés. 

Ceux soulignés en rouge ont été séquencés car ils présentaient des niveaux, même faible, de suppression. 
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Plasmide Gènes situés sur le fragment 

1.3 [RRP3]*-SSF1 -HTD2-DYS1-RRP4-YHR069C-A-TRM5-YHR070C-A-PCL5-tF(GAA)H1-[YHR071C-A]&[ERG7]* 

2.1, 5.2 [tY(GUA)M1]-YML053C SUR7-GAL80-YML050W-RSE1-GSF2-YML047W-A-[PRM6] 

2.4, 8.1A, 

8.1C 
LPP1-SPG3-PSP1-YDR506C-tL(CAA)D-[GIN4]& 

2.6 [PBP4]*-SLC1-LHP1-YDL050C-KNH1-STP4-SIT4-NPC2-MRP10-FAD1-[MTF2]& 

4.1 [LYS20]&-INH1-YDL180W-PCL9-DLD2-YDL177C-YDL176W-[AIR2]& 

4.2 [SLK19]&-LIP5-[MCA1]* 

5.2 [MOT1]*-RPS9A-YPL080C-RPL21B-ATP4-YPL077C-GPI2--[GCR1]* 

6.1 [THI11]*-YJR157W-[HXT16]*-ARS1023 

6.4, 8.2 [YKL027W]&-GPX1-PAN3-URA6-YKL023W-CDC16-[MAK11]& 

7.3 [SEN1]&-ATG23-IMD3-CNA1-YLR434C-TSR2-[ECM30]& 

 

8.1B [REB1]*-REG2-YBR051W-YBR052C-YBR053C-YRO2-[PRP6]& 

4.4, 5.1, 

5.4, 6.3 

SET1 

Figure 28 : Plasmides obtenus dans le crible de surexpression 

Le résultat du séquençage des plasmides obtenus après le crible sont présentés dans le tableau ci-dessus. Ici, nous avons 

utilisé une banque contenant des fragments longs de génome, car nous souhaitions ne pas biaiser le résultat en contre 

sélectionnant les gènes de grande taille. Les gènes surlignés en gras ont été re-testés et n’ont pas présenté de 

suppression particulière du phénotype. 
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b) Conclusion 

Les résultats de ce crible sont plutôt décevants, du fait de l’absence de suppresseurs robustes. De 

plus, certains suppresseurs forts que nous avions mis en évidence dans l’article (CLN1, CLN2 et CLN3) 

n’ont pas été obtenus. Cela laisse penser qu’il doit y avoir un biais dans cette approche 

probablement dû à la façon dont le crible est réalisé (réplique ? concentration d’AICAR ? 

transformation ? banque ?). Nous avons donc décidé de réaliser un deuxième crible avec une 

approche différente. 

4. Crible de mutants suppresseurs  

a) Démarche du crible avec bre2 ade16 ade17 ade8 his1  

Pour cette deuxième approche, nous avons réalisé un crible par mutagénèse UV. Cette approche 

consiste à étaler une souche délétée pour un gène de la voie bre1/rad6/htbK123R/set1/H3K4Q sur 

un milieu avec AICAR et à la mutagéniser aux UV juste après. Seules les souches contenant une 

mutation leur permettant de bypasser ou supprimer les effets de l’AICAR, de la délétion ou des deux 

effets combinés, pourront proliférer et former des colonies. La contrainte dans ce genre d’approche 

est qu’il faut backcrosser les mutants obtenus, afin de sélectionner ceux dont la résistance ségrége 

de façon monogénique. Or les souches diploïdes homozygotes bre1/bre1 ou set1/set1 ne sporulent 

pas et ne peuvent donc pas être utilisées dans ce type de crible. Il faut donc utiliser une souche de 

départ capable de sporuler même à l’état homozygote. Pour cette raison, nous avons choisi de 

réaliser le crible sur un mutant en particulier au sein du complexe COMPASS, bre2. En effet, nous 

avons constaté que ce mutant était capable de sporuler même à l’état homozygote et qu’il avait une 

sensibilité robuste, bien que modeste, à l’AICAR (Figure 29 a). 

L’inconvénient de ce crible est que des mutants liés au transport ou à la métabolisation de l’AICAR 

peuvent être obtenus. Pour cette raison, le profil métabolique de chaque mutant résistant a été 

étudié en HPLC. Sur les 117 mutants testés, un seul s’est avéré avoir une accumulation de ZMP 

similaire au sauvage. Cela suggère que la plus forte pression de sélection a lieu au niveau de la 

métabolisation du ZMP et/ou qu’il s’agit de la façon la plus efficace/simple d’aboutir à une 

résistance. Le mutant obtenu a été backcrossé avec la souche bre2 non mutagénisée de départ et 

après sa sporulation, la résistance à l’AICAR s’est avérée ségréger 2:2, donc a priori être due à la 

mutation d’un seul gène (Figure 29 b). Cette mutation s’est révélée être récessive (Figure 29 c).  

Afin d’identifier la mutation impliquée, l’ADN génomique d’un mélange de huit spores résistantes a 

été séquencé et comparé à la séquence de l’ADN génomique d’un mélange de huit spores sensibles. 

Il s’est avéré que la mutation était une substitution d’un T en C au niveau du nucléotide 308 du gène 

DPP1, résultant en la substitution d’une leucine en sérine en position 103. C’est bien cette mutation 

qui est à la base du phénotype puisque sa complémentation permet de restaurer la sensibilité à 

l’AICAR (Figure 29 d). Enfin, afin de déterminer si cette mutation engendrait une perte de fonction de 

Dpp1 ou un effet plus spécifique, nous avons testé l’effet de la délétion de dpp1 sur la sensibilité à 

l’AICAR. Il s’avère que sa délétion rend résistant à l’AICAR même en présence de BRE2 (Figure 29 e). 
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Tétrade 

Figure 29 : La délétion de dpp1 rend résistant à l'AICAR 

(a) La délétion de bre2 Q rend plus sensible à l’AICAR comparé au Q. (b) La mutation ségrége 2 :2, deux spores 

résistantes et deux spores sensibles. (c) Les souches diploïdes, toutes bre2 ade16 ade17 ade8 his1, ont été testées. 

La première est la souche de départ croisée avec elle-même. La seconde est la souche mutante obtenue croisée 

avec la souche de départ. La troisième est la souche mutante obtenue croisée avec elle-même. On constate que la 

mutation est récessive. (d) L’expression d’une copie sauvage du gène DPP1 permet de rétablir un niveau de 

sensibilité à l’AICAR proche de la souche bre2 Q de départ, dans le mutant résistant. (e) La délétion complète du 

gène dpp1 rend résistante à l’AICAR. 

a 

b 

c 

d 

e 

Q 

bre2 

bre2 Q 

Q 
dpp1 Q 
bre2 Q 
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b) DPP1 

DPP1 est une diacylglycerol pyrophosphate (DGPP) phosphatase. Elle permet de déphosphoryler le 

DGPP en phosphatidate (PA) ([147] Figure 30 a). Le PA peut être à son tour déphosphorylé pour 

former du diacylglycérol (DAG) qui pourra lui-même servir dans la biosynthèse de multiples lipides, 

tels que la phosphatidylcholine (PC) ou la phosphatidyléthanolamine (PE). Ces lipides composent de 

nombreuses membranes au sein de la cellule, telles que celle du noyau, du RE, des mitochondries ou 

encore du golgi  [148]. En plus de leur rôle au niveau structural, certains de ces intermédiaires sont 

connus entant que molécule signal.  

Par exemple, le PA situé au niveau du RE se lie directement au facteur de répression de la 

transcription, Opi1, pour le garder inactif en le maintenant à l’extérieur du noyau ([149] Figure 31). 

Lors de l’ajout d’inositol, le précurseur nécessaire à la synthèse des lipides, le PA est consommé, 

permettant le relargage d’Opi1 du RE vers le noyau. Ainsi, Opi1 va venir se fixer sur ses gènes cibles 

pour inhiber leur transcription. Parmi eux, on trouve par exemple INO1, le gène codant l’enzyme 

permettant d’obtenir de l’inositol à partir de glucose. Il s’agit d’un autre exemple qui montre à 

nouveau que les métabolites sont bien souvent plus que de simples intermédiaires. 

Il a été suggéré que la conversion du PA en DGPP pourrait permettre de pouvoir faire varier la 

concentration de PA rapidement pour répondre aux besoins de la cellule [150]. Mais, le DGPP 

pourrait aussi être la molécule signal en elle-même. En effet, chez les plantes, le niveau de DGPP 

augmente rapidement en réponse à des stress variés [151–153]. Le gène codant pour l’enzyme 

permettant la conversion du PA en DGPP n’a pas encore été identifié chez la levure.  

Une des particularités de Dpp1 est que cette enzyme est membranaire au niveau de la vacuole ([154]  

Figure 30b). Sa délétion n’a pas d’effet globalement sur la synthèse des lipides. Par contre, elle 

engendre une augmentation du DGPP, puisqu’il s’agit de son substrat, mais aussi du PA ([155]  Figure 

30c). Ce qui suggère que ces métabolites seraient impliqués dans la signalisation plutôt que la 

synthèse de novo des lipides. 

Dans un premier temps, nous avons choisi d’étudier l’effet de la délétion ou de la surexpression des 

gènes majeurs de cette voie, DPP1, LPP1, PAH1 et DGK1 sur la sensibilité à l’AICAR. Aucune des 

surexpressions n’a d’effet sur la croissance en présence d’AICAR (Figure 32) et seule la délétion de 

dpp1 rend résistant à l’AICAR (Figure 33). On en conclut qu’il y a une forte spécificité.  

Nous avons ensuite fait appel à la plateforme de lipidomique de l’INRA afin d’analyser l’effet de 

l’AICAR sur la composition globale en lipides et dérivés. Nous avons choisi de réaliser l’expérience 

avec des temps de traitement à l’AICAR variés, 24h ou 1h, à 30°C et 37°C. Après extraction, les lipides 

ont été séparés par deux chromatographies sur couche mince (CCM), l’une permettant de séparer les 

lipides neutres et l’autres les lipides polaires. Des standards ont été co-migrés afin d’établir la 

position de chacun des composés étudiés (Figure 34). Malheureusement, cette approche ne permet 

pas de détecter le DGPP, mais uniquement le PA. 
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Figure 31 : Régulation de la transcription d'INO1 par le PA 

En absence d’inositol, le PA est abondant et la transcription d’INO1 a lieu afin de synthétiser de l’inositol à partir de 

glucose. La synthèse de phosphatidylinositol va ainsi pouvoir être réalisée à partir de l’inositol formé et de DAG provenant 

de la métabolisation du PA. En présence d’inositol, le PA va être très fortement consommé pour cette réaction, ce qui va 

aboutir à la libération d’Opi1. Opi1 une fois entré dans le noyau va venir inhiber la synthèse d’INO1. 

Figure 30 : Voie de biosynthèse des lipides, localisation et conséquences 

(a) Dpp1 permet la déphosphorylation du DGPP en PA, qui lui-même est transformé en DAG par Pah1 ou Lpp1. Ces métabolites 

sont utilisés dans la formation de la plupart des lipides (PC, PE, PS, PG). Dgk1 va venir phosphoryler le DAG pour reformer du 

PA. On sait aussi qu’il existe une enzyme capable de phosphoryler le PA en DGPP, mais elle n’a pas encore été identifiée. (b) 

Ces enzymes sont réparties au sein de la cellule sur différents compartiments, Dpp1 se trouve sur la membrane vacuolaire, 

Lpp1 sur la membrane du Golgi et Pah1 est plutôt cytosolique, mais son substrat est lié au RE. (c) La délétion de dpp1 engendre 

une augmentation du PA et du DGPP. Figure tirée de l’article de Toke DA 1998 [155]. 
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Figure 33 : Délétion de dgk1, pah1, dpp1 et lpp1 

Le test en goutte est réalisé avec 0, 4 ou 6 mM d’AICAR. On constate que pah1 Q a un fort défaut de 

croissance même sans AICAR. 

Figure 32 : Surexpression de PAH1, LPP1, DPP1 et DGK1 

Le test en goutte est réalisé avec 0, 2, 4 ou 6 mM d’AICAR ajoutés au milieu. Trois souches ont été transformées 

avec les plasmides de surexpression de PAH1, LPP1, DPP1 et DGK1 ainsi qu’un plasmide vide, il s’agit du 

quadruple mutant Q (ade16 ade17 ade8 his1) et des quintuple mutants bre2 Q et dpp1 Q. 
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Globalement, l’AICAR n’a pas d’effet sur la quantité de PE, PS (phosphatidylserine) ou TAG 

(triacylglycerol). L’analyse de la PC est plus difficile car sa migration n’est pas homogène. C’est 

pourquoi, après avoir gratté la zone correspondante, nous l’avons analysée par spectrométrie de 

masse. On constate une diminution constante d’environ 20 % des PC en présence d’AICAR. D’après 

Sébastien Mongrand, qui s’est occupé de ces analyses, cette différence n’est pas significative. 

Globalement, il semble donc que l’AICAR n’a pas d’effet sur la composition lipidique de la cellule. Par 

contre, on constate une diminution de la quantité de PA en présence d’AICAR et ce particulièrement 

dans les conditions que nous utilisons habituellement, 1h 37°C.  

Ainsi, lors d’un traitement à l’AICAR, il y a une chute du PA et aussi potentiellement du DGPP. 

Lorsque DPP1 est muté, on a une augmentation du PA et du DGPP. Dans cette condition la cellule est 

résistance à l’AICAR. Si on met cela en parallèle, on peut émettre l’hypothèse que c’est la diminution 

du PA ou du DGPP qui affecte la prolifération en présence d’AICAR. Si cette chute est compensée par 

la délétion de dpp1, alors l’on devient résistant à l’AICAR. Pour tester cette idée, nous avons utilisé 

une fusion INO1-LacZ. En effet, l’expression de ce gène va être, dans une certaine mesure, 

proportionnelle à la quantité de PA [149]. Lorsqu’il y a beaucoup de PA, INO1 est fortement transcrit. 

A l’inverse, en absence de PA, INO1 est inhibé (Figure 31). On constate qu’en présence d’AICAR, dans 

la souche sauvage, on a effectivement une diminution de l’expression d’INO1 qu’on peut associer à la 

diminution de PA observée (Figure 35). Lorsque dpp1 est délété, on observe une augmentation de 

l’expression d’INO1, ce qui correspond bien avec le fait que la délétion de dpp1 induit une 

augmentation de la quantité de PA. Par contre, en absence de dpp1 et en présence d’AICAR, on 

constate toujours une forte diminution de l’expression d’INO1. La délétion de dpp1 ne permet donc 

pas de compenser les effets de l’AICAR sur la quantité de PA. Ce ne serait donc a priori pas le PA qui 

serait à la base des différences de sensibilité à l’AICAR entre la souche sauvage et dpp1. On peut 

envisager qu’il pourrait s’agir du DGPP lui-même. A ce titre, une collaboration avec une équipe 

capable de mesurer le DGPP serait idéale afin de pouvoir tester cette hypothèse. 

c) Lien avec COMPASS 

A la base, nous avons effectué le crible dans une souche délétée pour bre2, afin de mieux 

appréhender la SL entre l’AICAR et la délétion des sous unités du complexe COMPASS. Pour cette 

raison, nous avons ensuite voulu savoir si la délétion de dpp1 permettait de rendre un mutant d’une 

autre sous unité de COMPASS, comme par exemple set1, lui aussi résistant à l’AICAR ou non. Il 

s’avère que non, puisque le mutant set1 dpp1 est toujours particulièrement sensible à l’AICAR à des 

niveaux similaires au mutant set1 seul (Figure 36). Ce résultat pourrait s’expliquer par le fait que les 

contraintes du crible nous ont poussé à choisir un mutant (bre2) qui n’aggrave que très peu la 

sensibilité à l’AICAR par rapport au sauvage et que donc ce n’est pas à ce niveau qu’a eu lieu la plus 

forte pression de sélection pendant le crible. Par rapport à la relation d’épistasie mise en avant, si 

Set1 et Dpp1 font parties d’une voie de régulation strictement linéaire, on en conclut que Set1 est en 

amont de Dpp1 dans cette voie. Néanmoins, dans la cellule, les voies sont souvent branchées et 

interconnectées ce qui complique l’interprétation de l’épistasie.  

Ce crible n’a donc pas permis d’apporter de nouveaux éléments de réponse concernant les causes de 

la SL entre set1/COMPASS et un traitement à l’AICAR. Ici, nous cherchions à identifier les acteurs 

directement impliqués dans cette interaction. Parmi eux, il nous manque toujours la cible directe du  
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Figure 34 : Résultats des expériences de chromatographie sur couche mince (CCM) 

Huit conditions ont été testées : 24 heures à 30°C avec 0 ou 1 mM d’AICAR, 24 heures à 37°C avec 0 ou 0,4 mM 

d’AICAR, 1 heure à 30°C avec 4 mM d’AICAR et enfin 1 heure à 37°C avec 1 mM d’AICAR. La première CCM permet de 

séparer les lipides neutres tels que les TAG. La seconde CCM permet de séparer les lipides polaires tels que le PE, PI, 

PA, PS ou PC. La quantification du PC par spectrométrie de masse est indiquée en dessous, ainsi que celle du PA par 

analyse d’image. 
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Figure 35 : Expression d’INO1 en présence d’AICAR et/ou de Dpp1 

Une fusion entre le promoteur d’INO1 et la bêta-galactosidase a été transformée dans les souches Q ou dpp1 Q. 

 0 ou 1 mM d’AICAR ont été ajoutés pendant 2h à 37°C. L’expérience est réalisée en triplicats.  
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ZMP engendrant un effet sur la localisation subcellulaire de Cln3. C’est pourquoi nous avons choisi de 

passer à une approche plus biochimique permettant d’identifier les protéines liant le ZMP.  

5. Colonne de ZMP, protéomique 

a) Principe de l’approche et résultats 

Afin de rechercher des protéines liant le ZMP (binders), une chromatographie d'affinité a été 

réalisée. Cette colonne contient des billes sur lesquelles est fixée le ZMP. L’on va ensuite faire passer 

un extrait protéique de levure (input) sur cette colonne. Les premières fractions obtenus sont 

appelées « flow through », il s’agit de la fraction non retenue. Ensuite, on va laver la colonne afin 

d’évacuer toutes les protéines non retenues. Ensuite, l’élution se fait avec du ZMP. Ainsi, on va 

spécifiquement décrocher les protéines liant le ZMP. Cela a été réalisé par Hans Hürlimann avant 

mon arrivée au laboratoire. Sur la figure 37 a, il a déposé sur le premier puit l’extrait protéique total 

de départ, dans le deuxième puit il s’agit du flow through et enfin dans la dernière, il s’agit des 

protéines spécifiquement éluées au ZMP. Ce gel a ensuite été coloré à l’argent afin de pouvoir 

visualiser la composition globale protéique de chaque extrait. On constate que le profil de la piste 

éluée au ZMP est très différent de l’input.  

Cette colonne a été refaite cinq fois, puis les échantillons obtenus dans l’élution au ZMP ont été 

analysés par spectrométrie de masse afin d’identifier les protéines les composant. En tout, 62 

protéines ont été retrouvées dans au moins 4 sur 5 manipulations (figure 37 b), ce qui représente 1 % 

du protéome de levure. 

b) Candidats 

Dans l’article que nous avons écrit, il ressort que l’AICAR affecte la localisation subcellulaire de Cln3. 

Or, ici, deux acteurs impliqués dans le transport nucléaire sont retrouvés sur la colonne, Kap123 et 

Yrb1. On peut ainsi imaginer que le ZMP en liant ces deux cibles pourrait affecter le transport 

nucléaire, de façon plus ou moins globale, résultant de l’effet observé sur Cln3. Pour cette raison, 

nous avons creusé ces deux candidats en particulier. 

Tout d’abord, nous avons vérifié les résultats obtenus par spectrométrie de masse. Pour cela, nous 

avons tagué Kap123 et Yrb1 avec Myc afin de pouvoir les révéler en utilisant un anticorps anti-Myc. 

Nous avons ensuite passé cet extrait protéique sur une colonne de ZMP, mais aussi une colonne 

d’AMP, afin d’évaluer la spécificité d’interaction. On observe sur la figure 38, que Kap123 est 

effectivement retenu sur la colonne de ZMP et absent de la colonne d’AMP. Il s’agit donc d’un bon 

binder du ZMP. Par contre, pour Yrb1, on devine peut être une bande très fine dans la piste 

correspondant à l’élution au ZMP, sans signal franc. On peut émettre l’hypothèse qu’Yrb1 est bien 

retenu sur la colonne, mais qu’il a une affinité pour le ZMP qui serait beaucoup moins importante 

que celle de Kap123.  

Par la suite, nous nous sommes donc focalisés particulièrement sur Kap123, afin d’étudier son lien 

avec l’AICAR ainsi que COMPASS.  
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Figure 37 : Chromatographie d’affinité au ZMP et binders 

(a) Les extraits obtenus de l’input, du flow through et de l’élution ont été déposés sur gel et migrés, puis colorés à 

l’argent. (b) 62 protéines ont été retrouvées dans au moins 4 sur 5 expériences. Celles surlignées en gris sont les 

protéines retrouvées dans beaucoup d’expériences de chromatographie d’affinité pour des molécules diverses et sont 

donc considérées comme étant des contaminants potentiels. 
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Figure 36 : Expérience d’épistasie entre dpp1 et set1 

Le test en goutte a été réalisé avec 0, 2, 4 ou 6 mM d’AICAR. On constate que le mutant set1 dpp1 Q a la 

même sensibilité à l’AICAR que le mutant set1 Q. set1 est donc épistatique sur dpp1 concernant la réponse à 

l’AICAR. 
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6. Transport nucléaire et ZMP 

a) Transport nucléaire 

Les cellules eucaryotes possèdent de multiples structures membranaires internes qui permettent une 

compartimentalisation au sein de la cellule, utilisées par la cellule pour la régulation de multiples 

processus cellulaires. Une de ces grandes structures internes est le noyau qui permet de séquestrer 

le matériel génétique au sein de l’enveloppe nucléaire. A sa surface, on retrouve des pores nucléaires 

qui permettent de sélectionner les protéines qui vont pouvoir entrer dans le noyau [156]. En effet, 

les molécules de plus de 40-50 kDa ne pourront, la plupart du temps, traverser les pores nucléaires 

que si elles sont transportées par des karyophérines. Généralement, les protéines qui vont entrer 

dans le noyau possèdent une séquence d’adressage à celui-ci, la « nuclear localization sequence » 

(NLS) [157]. A l’inverse, une séquence NES, « nuclear export signal », est retrouvée sur la plupart des 

protéines sortant du noyau. Certaines séquences NLS ont été identifiées : 

- La NLS classique, composée de cinq acides aminés KKKRK découverte en 1986 [157].  
- La NLS bipartite composée de deux séquences d’acides aminés séparés par un dix acides 

aminés non spécifiques [158]. 

On ne connait pas encore la totalité des séquences reconnues comme étant des NLS ni les 

transporteurs exacts impliqués pour chaque séquence signal. En plus de la séquence elle-même, 

d’autres paramètres vont entrer en compte tel que l’accessibilité à la NLS.  

Chez la levure, il existe 14 karyophérines qui, pour la plupart, lient leur cargo directement [159]. Elles 

possèdent un domaine de liaison au cargo, un domaine de liaison au pore nucléaire, des répétitions 

HEAT et un site de liaison au RanGTP [156]. En effet, le transport à travers le pore, ainsi que le 

relargage du cargo, puis l’export sont dépendants du gradient de RanGTP (Figure 39). Ce gradient est 

créé grâce à Srm1/Rcc1, la RanGEF pour « Ran guanine nucleotide exchange factor », qui est liée à 

H2A-H2B et donc séquestrée dans le noyau. A l’inverse, Rna1, la RanGAP pour « Ran GTPase 

activating protein », est liée à un filament cytoplasmique du pore nucléaire. Ainsi, au sein du noyau il 

y a une très forte concentration de RanGTP, alors qu’à l’extérieur du noyau il y en très peu [160]. 

Ainsi, lorsque la karyophérine liée à son cargo entre dans le noyau, une molécule de RanGTP va venir 

s’y fixer, engendrant le relargage du cargo. Afin de recycler ces transporteurs, la sortie du noyau des 

karyophérines liées à l’import, appelées les importines, nécessite leur liaison à l’exportine Crm1. Une 

fois dans le cytoplasme, Yrb1 va faciliter l’hydrolyse du RanGTP par la RanGAP, ce qui conduit à la 

dissociation du complexe [161]. 

Des études protéomiques ont évalué que 40 % des protéines de levure entrent dans le noyau [162]. 

Cela implique que chaque importine pourrait reconnaitre des centaines de cargos. Pourtant, le 

nombre de cargos identifiés pour chacune d’entre elles se situe aux alentours des dizaines, ce qui 

implique que beaucoup de choses restent à découvrir dans ce domaine. De plus, beaucoup de 

questions se posent encore quant au rôle exact de la multiplicité des karyophérines. Cela permet-il 

une régulation fine ou est-ce uniquement une redondance fonctionnelle ? Il parait peu probable 

d’imaginer que ces karyophérines sont strictement redondantes, puisque certaines d’entre elles sont 

essentielles pour la survie, telle que Kap95 ou Kap121.  

Lors de ma thèse, nous avons cherché à établir précisément si Kap123 était ou non impliquée dans la 

sensibilité à l’AICAR. 
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Figure 39 : Principes du transport nucléaire 

Les explications précises de cette représentation schématique du transport nucléaire sont développées dans le texte. 

Figure 38 : Chromatographie d’affinité avec Kap123-myc et Yrb1-myc 

Des extraits des colonnes de ZMP et d’AMP ont été déposés : les extraits totaux, ceux flow through (FT) et des 

élutions. Kap123 et Yrb1 ont été révélés avec un anticorps anti-Myc, Ade13 sert de témoin positif puisqu’il s’agit de 

l’enzyme métabolisant le ZMP. 
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b) Surexpression de Kap123  

Kap123 est une importine relativement peu caractérisée. L’ensemble des cargos qui lui sont attribués 

(Egd1, H3, H4, HO, Sas2…) peuvent aussi être transportés par Kap121 dont elle possède une structure 

très proche [163]. Néanmoins, alors que KAP121 est un gène essentiel, KAP123 ne l’est pas, 

soulignant d’ores et déjà que ces karyophérines ne sont pas interchangeables. Kap121 et Kap123 

reconnaissent un motif NLS riche en acides aminés basiques et d’une longueur de plus de 25 acides 

aminés [164]. Pour autant, aucune séquences consensus n’a pu être véritablement déterminée 

jusqu’à maintenant.  

Kap123 étant retrouvée sur la colonne de ZMP, nous nous sommes demandés si cette liaison ne 

pouvait pas avoir un effet inhibiteur sur la fonction de Kap123 et ainsi la rendre limitante pour la 

croissance. Pour tester cette hypothèse, nous avons surexprimé KAP123 (Figure 40). On constate que 

la surexpression de KAP123 dans la souche sauvage permet de sauver une partie de la sensibilité à 

l’AICAR. De façon encore plus impressionnante, la surexpression de KAP123 supprime une grande 

partie des effets de l’AICAR dans les mutants bre1, set1 ou swd3. 

Nous avons ensuite souhaité savoir si cet effet était spécifique à Kap123 ou non (Figure 41). La 

surexpression de KAP121 n’a que peu d’effet sur la croissance en présence d’AICAR, celle de KAP114 

ou d’YRB1 n’ont, quant à elles, aucun effet. Il semble donc qu’il y ait une véritable spécificité de 

suppression par Kap123. Nous nous sommes ensuite demandés si cet effet était dû à la fonction 

connue d’importine de Kap123 ou potentiellement à une autre fonction encore non établie de cette 

protéine. Pour cela, nous avons construit des délétions N et C terminales de Kap123, en ajoutant 

aussi un tag Myc, afin d’identifier la séquence suffisante et nécessaire pour la suppression (Figure 42-

43). Malgré des niveaux d’expression similaire à la protéine entière, aucune des constructions n’a 

permis de supprimer les effets de l’AICAR. Nous avons ensuite transformé une souche avec ces 

constructions et passé l’extrait sur une colonne de ZMP (Figure 44). Il s’avère qu’aucune des 

constructions tronquées ne maintient sa capacité à lier le ZMP. On peut envisager le fait qu’en 

réalité, ces constructions font perdre la structure 3D de la protéine, résultant en une protéine non 

fonctionnelle et qui n’est plus fixée par le ZMP. De ce fait, il faudrait potentiellement réaliser des 

chimères, peut être avec Kap121, afin de déléter certaines régions de la protéine tout en la 

maintenant repliée de façon correcte. Nous avons choisi de ne pas réaliser ce type d’expérience qui 

aurait été très chronophage.  

c) Kap123 et cyclines 

Puisque la surexpression de KAP123 permet de supprimer la SL entre l’AICAR et bre1/set1, tout 

comme la surexpression de CLN1, CLN2 ou CLN3, nous nous sommes demandé si Kap123 ne pouvait 

pas faciliter le transport d’une de ces cyclines directement. Pour tester cette hypothèse, nous avons 

construit des mutants capables d’accumuler du ZMP (donc ade16 ade17 ade8 his1) et délétés pour 

chacune des cyclines ou des combinaisons de cyclines. En effet, seule le triple mutant cln1 cln2 cln3 

est létal. Ainsi, on va pouvoir surexprimer KAP123 dans des conditions où une seule des cyclines est 

maintenue.  

Tout d’abord en ce qui concerne l’effet des délétions des cyclines de G1 sur la sensibilité à l’AICAR 

(Figure 45). 
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Figure 41 : Surexpression de KAP123, KAP121, KAP114 et YRB1 

Le test en goutte a été réalisé avec 0, 2 ou 4 mM d’AICAR. Les souches ont été transformées avec un plasmide VIDE 

ou des plasmides permettant la surexpression de KAP123, KAP121, KAP114 ou YRB1. 

Figure 40 : Surexpression de KAP123 

Le test en goutte a été réalisé avec 0 ou 2 mM d’AICAR. Toutes les souches utilisées sont ade16 ade17 ade8 his1. 

Elles ont été transformées avec un plasmide vide ou un plasmide permettant la surexpression de KAP123. 
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Figure 43 : Constructions KAP123, expression et suppression 

La souche set1 Q a été transformée avec les constructions représentées au centre de l’image. Le code couleur 

des constructions est le même que pour la figure 42. Des western blots ont été réalisés afin d’évaluer le niveau 

d’expression de ces constructions (à droite de l’image).  

Figure 42 : Structure de KAP123 

Par homologie de séquence, on peut identifier un certain nombre de domaines dans le gène KAP123. Un « Ran 

Binding Domain » ce qui est similaire au domaine « Importine beta », un « acidic cluster », deux domaines 

potentiels de liaison au cargo, un domaine défini comme « transmembranaire » et un « heat like domain » 

nécessaire à l’avancé dans le pore. 



117 
 

 

 

Figure 45 : Délétions de CLN1, CLN2 et/ou CLN3 

Le test en goutte a été réalisé avec 0, 2, 4 ou 6 mM d’AICAR. Toutes les combinaisons viables de 

délétions de cyclines ont été testées afin de déterminer leur sensibilité à l’AICAR. 

Figure 44 : Chromatographie d’affinité au ZMP réalisée avec les fragments de Kap123 

Dans la première colonne, l’input ou total a été chargé, dans la seconde le flow through et dans la dernière 

l’élution au ZMP. Le western blot a été révélé avec un anticorps anti-Myc. La taille des bandes permet de 

distinguer les différentes constructions, qui sont annotées de 1 à 8 comme dans la figure 43. 
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On constate que : 

- La délétion de cln2 ou cln3 seule rend plus sensible à l’AICAR 
- Les délétions combinées de deux cyclines rendent plus sensible à l’AICAR 
- La délétion de cln1 n’a pas d’effet sur la sensibilité à l’AICAR 
- A l’inverse lorsque cln1 est la seule cycline restante, cela engendre une SL avec l’AICAR  

Il semble donc que l’expression des cyclines est bien limitante pour la prolifération en présence 

d’AICAR. Comment expliquer les différences observées spécifiquement avec Cln1 ? Nous avons émis 

l’hypothèse que l’AICAR pourrait avoir, en plus de son effet sur la transcription de CLN1 (cf. article), 

aussi un effet sur sa dégradation. Pour tester cette idée, nous avons fait des expériences permettant 

d’estimer le temps de demi-vie de chacune de ces cyclines en présence ou en absence d’AICAR. Pour 

cela, après 1h30 de traitement ou non à l’AICAR, de la cycloheximide, inhibiteur de synthèse 

protéique, a été ajoutée, puis toutes les 5 minutes des extraits ont été récupérées. Ainsi, on va 

pouvoir suivre l’extinction de la protéine au cours du temps. La figure 46 représente la quantification 

des western blots réalisés à partir de ces extraits. On constate que la présence d’AICAR n’a que peu 

ou pas d’effet sur le temps de demi-vie de Cln2 et Cln3. A l’inverse, l’AICAR affecte le temps de demi-

vie de Cln1, qui passe d’environ 18 minutes à 14 minutes. Cette différence peut permettre 

d’expliquer les résultats obtenus vis-à-vis des délétions : 

Lorsque l’on délète Cln1, cela n’a que peu de conséquences sur la sensibilité à l’AICAR car 

l’expression de cette protéine est déjà fortement affectée par l’AICAR lui-même. De même, lorsque 

l’on délète les deux autres cyclines, cln2 et cln3, la cellule ne s’appuie plus que sur la cycline restante, 

Cln1, pour proliférer. Or, en présence d’AICAR celle-ci est fortement affectée, d’où un arrêt de la 

prolifération dès 2 mM d’AICAR. 

Ceci étant mis en place, nous avons ensuite surexprimé KAP123 dans les différentes combinaisons de 

délétion de cyclines (Figure 47). On constate que lorsque Cln1 ou Cln3 sont les seules cyclines 

restantes, KAP123 ne permet pas de supprimer les effets de l’AICAR. Au contraire, dans le cas où Cln3 

est la seule cycline restante, l’effet de la surexpression de KAP123 semble même être délétère. Il 

semble donc que les effets de l’AICAR sur le défaut d’import de Cln3 ne soient pas directement liés à 

KAP123, puisqu’il ne sauve pas de la sensibilité à l’AICAR lorsque Cln3 est la seule cycline présente. 

Par contre, lorsque Cln2 est la seule cycline restante, on observe une suppression. Potentiellement, 

on peut envisager qu’en présence d’AICAR, ce ne serait pas seulement l’import de Cln3, mais aussi 

celui de Cln1 et Cln2 qui pourrait être limitant. Ainsi, la surexpression de Kap123 pourrait permettre 

de faciliter l’import de Cln2. Néanmoins, cette conclusion est certainement à relativiser. En effet, 

lorsque Cln1, Cln2 ou Cln3 sont les seules cyclines présentes, elles vont compenser le rôle des deux 

autres cyclines. Dans quelle mesure cette compensation est-elle complète ? Qu’en est-il de leur 

régulation? Afin de mieux appréhender les effets de Kap123 dans une souche sauvage, nous avons 

réalisé des expériences de protéomique afin d’identifier les cargos de KAP123 en absence ou en 

présence d’AICAR. 

d) Kap123 et protéomique 

Dans l’idée où le ZMP fixerait in vivo Kap123 et induirait son inhibition, donc des défauts de 

transport, on s’attend à avoir un impact de l’AICAR sur la composition en protéines nucléaires de la 

cellule. Pour tester cela, nous avons utilisé un kit permettant une extraction fortement enrichie en   
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Figure 46 : Expérience de cycloheximide avec Cln1, Cln2 et Cln3 

Après 1h30 de traitement avec 0 ou 1 mM d’AICAR, de la cycloheximide a été ajoutée. Dix minutes après, les 

premiers extraits ont été récupérés, puis toutes les cinq minutes. Un western blot a été réalisé à partir de ces 

extraits, révélé avec un anticorps anti-Myc et la quantification de chaque point par rapport à l’actine a été faite. 

Afin de pouvoir comparer au mieux l’effet de l’AICAR sur le temps de demi-vie, le point 10 minutes a servi de point 

de normalisation à 1.  
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Figure 47 : Délétion de cyclines et KAP123 

Le test en goutte a été réalisé avec 0 ou 2 mM d’AICAR. Les différentes combinaisons de délétions de cyclines Q ont 

été transformées avec un plasmide vide ou un plasmide permettant la surexpression de KAP123.  

Figure 48 : Gel d'argent sur des extraits nucléaires 

La souche Q et la souche set1 Q ont été traitées ou non à l’AICAR pendant 2h puis des échantillons ont été 

récupérés et extraits pour avoir un enrichissement fort en protéines nucléaires. Les extraits ont été passés sur gel 

(puit 1 Q sans AICAR, puit 2 Q avec AICAR, puit 3 set1 Q sans AICAR, puit 4 set1 Q avec AICAR). Le gel a ensuite été 

coloré à l’argent. Chaque flèche indique des bandes qui ne sont pas présentent à la même intensité dans les quatre 

pistes. Un zoom sur deux d’entre-elles a été réalisé. 
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protéines nucléaires. Ainsi, nous avons déposé sur gel des extraits provenant de culture traitées ou 

non à l’AICAR (Figure 48). On constate qu’en présence d’AICAR, certaines protéines sont fortement 

enrichies et d’autres, à l’inverse, disparaissent des extraits enrichis en protéines nucléaires. Ces 

résultats étant prometteurs, nous avons donc décidé de réaliser des extraits enrichis en protéines 

nucléaires et de comparer quatre conditions : 

- Une souche ade16 ade17 ade8 his1 contenant un plasmide vide non traitée à l’AICAR 
- Une souche ade16 ade17 ade8 his1 contenant un plasmide vide traitée avec 1 mM d’AICAR 
- Une souche ade16 ade17 ade8 his1contenant un plasmide KAP123 non traitée à l’AICAR 
- Une souche ade16 ade17 ade8 his1 contenant un plasmide KAP123 traitée avec 1 mM 

d’AICAR 

Tous ces extraits ont été réalisés en triplicats puis analysés à la plateforme de génomique 

fonctionnelle (PGF) afin d’identifier leur composition protéique par spectrométrie de masse. 

Ainsi, 2000 protéines ont été identifiées en moyenne par extrait, avec une très bonne 

reproductibilité entre les monoplicats. Ces protéines étaient effectivement enrichies en protéines 

nucléaires, puisque près de la moitié en était. On peut noter par contre que les cyclines de G1, Cln1, 

Cln2 ou Cln3 n’ont pas pu être détectées du fait de leur faible abondance. Certains éléments nous 

ont permis de confirmer que l’expérience s’était bien déroulée, puisque par exemple, en présence 

d’AICAR les gènes de la voie ADE étaient bien surexprimés ou encore Kap123 était bien surexprimée 

dans 2 conditions sur 4. 

Par rapport à la question posée, nous avons ensuite comparé les protéines qui diminuaient en 

présence d’AICAR dans le noyau par rapport à celles qui augmentaient même en présence d’AICAR, 

lors de la surexpression de KAP123 (Figure 49). 104 protéines ont ainsi été identifiées, la plupart 

annotées comme étant nucléaires (Figure 50). L’une d’entre elle nous a paru particulièrement 

intéressante, puisqu’il s’agit du facteur de transcription Taf1, qui provoque un arrêt en G1 lorsqu’il 

est délété [165]. D’autant qu’il s’agissait de la protéine sur laquelle l’effet de l’AICAR était le plus 

marquant avec une diminution de près de 16 fois de la protéine en présence d’AICAR. L’hypothèse 

étant que lors d’un traitement à l’AICAR, on va fortement diminuer la translocation de Taf1 du 

cytoplasme vers le noyau, engendrant ainsi un ralentissement en G1.  

Nous avons tout d’abord voulu vérifier les données obtenues en protéomique en ajoutant une GFP 

ou un tag Myc au gène TAF1 afin de pouvoir le révéler. A partir de la souche tagguée TAF1-Myc, nous 

avons réalisé une extraction dans les mêmes conditions que la protéomique. Le western blot révèle 

qu’effectivement Taf1 diminue en présence d’AICAR et ré-augmente lorsque KAP123 est surexprimé, 

mais dans des proportions beaucoup plus faible que celles attendues (Figure 51), avec une 

diminution de Taf1 que de 30 %. De même, les résultats de microscopie nous ont indiqué que l’AICAR 

n’avait pas d’effet flagrant sur la localisation ou l’abondance de Taf1-GFP. Ce résultat est troublant et 

pourrait s’expliquer par plusieurs raisons. Les tags en C terminal, Myc ou GFP, pourraient affecter la 

fonction et la localisation de la protéine, par exemple en la stabilisant. Pour cette raison, nous avons 

ensuite testé l’effet d’un mutant thermosensible (Ts) taf1 sur la sensibilité à l’AICAR. On constate 

qu’effectivement dans un mutant Ts taf1, on a une légère augmentation de la sensibilité à l’AICAR 

sans que cela semble être un effet majeur. De plus, la souche TAF1-GFP ayant potentiellement une 

copie stabilisée de Taf1, a la même sensibilité à l’AICAR que la souche sauvage. Globalement, TAF1 

ne semble donc pas être un bon candidat et les résultats de protéomique semblent être 

potentiellement biaisés par un facteur non déterminé. Pour ces raisons, nous avons choisi de laisser 
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Nom du gène (pVIDE AICAR+)/(pV AICAR-) (pKAP123 AICAR+)/(pVIDE AICAR+) 

CRZ1, HAL8, TCN1 0,25 8,7 

RPO31, RPC1, RPC160 0,32 8,11 

CBF1, CEP1, CP1, CPF1 0,12 6,11 

HTA1, H2A1, SPT11 0,33 5,87 

HTA2, H2A2 0,33 5,87 

YTM1, YOR272W 0,66 5,69 

RPC82, RPC3, YPR190C 0,44 5,18 

HHF1, YBR009C, YBR0122 
0,26 4,79 

HHF2, YNL030W, N2752 

VPS72, SWC2, YDR485C 0,2 4,42 

IOC3, YFR013W 0,39 3,69 

HSP42, YDR171W, YD9395.04 0,56 3,65 

HTZ1, H2AZ, YOL012C 0,31 3,59 

RTG3, YBL103C, YBL0810 0,25 3,56 

HTB2, H2B2, YBL002W, YBL0104 0,26 3,45 

HTB1, H2B1, SPT12, YDR224C 0,26 3,45 

SNU13, YEL026W 0,25 3,4 

ABF2, HIM1, YMR072W 0,3 3,21 

ISW1, YBR245C, YBR1633 0,31 3,19 

NHP6A, NHPA, YPR052C 0,43 3,07 

SRM1, MTR1, YGL097W 0,35 2,96 

ULS1, DIS1, YOR191W 0,28 2,96 

ABF1, BAF1, OBF1 0,32 2,8 

BUD22, YMR014W, YM9711.01 0,33 2,8 

TRI1, YMR233W, YM9959.15 0,43 2,76 

SWC4, EAF2, GOD1 0,5 2,72 

RAP1, GRF1, TUF1 0,43 2,69 

TFC3, TSV115, YAL001C 0,45 2,67 

PMA1, YGL008C 0,58 2,66 

SDS3, YIL084C 0,21 2,64 

YLR455W 0,4 2,64 

FPR4, YLR449W, L9324.3 0,51 2,49 

ARP5, YNL059C, YNL2430C 0,43 2,47 

SPC110, NUF1, XCM1 0,32 2,46 

RGD1, YBR260C, YBR1728 0,5 2,45 

GAR1, YHR089C 0,4 2,45 

MOT1, YPL082C, LPF4C 0,39 2,43 

TAF1, TAF130, TAF145 0,06 2,42 

SLM1, LIT2, YIL105C 0,65 2,41 

MAK5, YBR142W, YBR1119 0,48 2,39 

TOP1, MAK1, YOL006C 0,53 2,36 

ARP4, ACT3, YJL081C, J1012 0,49 2,36 

FPR3, NPI46, YML074C 0,44 2,35 
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ISW2, YOR304W 0,34 2,33 

SEN1, YLR430W, L9576.1 0,49 2,29 

RGC1, YPR115W 0,81 2,28 

CHD1, YER164W, SYGP-ORF4 0,5 2,27 

SIN3, CPE1, GAM2 0,55 2,26 

PET127, YOR017W, OR26.07 0,68 2,24 

REB1, GRF2, YBR049C 0,28 2,22 

MPD1, YOR288C 0,55 2,21 

INO80, YGL150C, G1880 0,53 2,21 

MPP10, YJR002W, J1411 0,4 2,2 

SPT5, YML010W, YM9571.08 0,57 2,19 

NOP1, LOT3, YDL014W 0,54 2,18 

NOC2, YOR206W, YOX001 0,49 2,18 

MIP1, YOR330C 0,47 2,12 

ENP1, MEG1, YBR247C 0,69 2,11 

ITC1, YGL133W, G2842 0,46 2,11 

TFC7, YOR110W 0,54 2,09 

NHP2, YDL208W, D1045 0,45 2,09 

NOP56, SIK1, YLR197W 0,43 2,08 

NOP58, NOP5, YOR310C 0,42 2,08 

NOP8, YOL144W 0,4 2,06 

RPB2, RPB150, RPO22 0,53 2,06 

TOP2, TOR3, YNL088W 0,56 2,03 

RVB1, TIH1, TIP49A 0,62 2,03 

URB1, NPA1, YKL014C 0,51 1,94 

GLC7, CID1, DIS2 0,61 1,94 

UTP13, YLR222C 0,54 1,93 

UTP4, YDR324C 0,6 1,93 

ENP2, YGR145W, G6623 0,6 1,89 

CBF5, YLR175W, L9470.11 0,55 1,89 

MAK21, NOC1, YDR060W 0,55 1,87 

BDF1, YLR399C, L8084.18 0,47 1,82 

YJL171C, J0512 0,68 1,81 

HHO1, YPL127C, LPI17C 0,37 1,8 

ERB1, YMR049C, YM9796.02C 0,64 1,79 

UTP23, YOR004W 0,55 1,78 

HCR1, YLR192C, L8167.11 0,58 1,73 

UTP22, YGR090W 0,61 1,73 

RPD3, MOF6, REC3 0,55 1,73 

RPO26, RPB6, YPR187W 0,4 1,71 

HAS1, YMR290C 0,69 1,7 

RPB5, RPA7, RPC9 0,57 1,69 

RLP7, RPL7, YNL002C 0,54 1,68 

PUF6, YDR496C, D9719.2 0,52 1,68 

NOP7, RRP13, YPH1 0,46 1,67 
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NOP14, UTP2, YDL148C 0,64 1,59 

RRP1, YDR087C, D4478 0,62 1,55 

BRX1, YOL077C 0,67 1,54 

RRP5, FMI1, YMR229C 0,75 1,53 

NAN1, UTP17, YPL126W 0,65 1,53 

NOP12, YOL041C 0,66 1,53 

UTP10, YJL109C, J0808 0,62 1,5 

NOP2, YNA1, YNL061W 0,75 1,49 

RPA135, RPA2, RRN2 0,58 1,49 

UTP15, YMR093W, YM9582.18 0,66 1,47 

UTP21, YLR409C, L8084.22 0,57 1,46 

UTP8, YGR128C 0,73 1,44 

PWP2, UTP1, YCR057C 0,66 1,39 

UTP20, YBL004W, YBL0101 0,62 1,39 

SOF1, YLL011W, L1339 0,63 1,31 

Figure 49 : Protéines qui diminuent en présence d’AICAR et réaugmentent en présence de 
KAP123 

Les 104 protéines qui diminuent en présence d’AICAR et qui ré-augmentent lors de la surexpression de KAP123 

sont répertoriées dans ce tableau. Dans la deuxième colonne, le ratio entre la quantité de protéine mesurée en 

présence d’AICAR par rapport à la condition en absence d’AICAR est indiqué. Dans la troisième colonne, le ratio 

entre la quantité de protéine mesurée en présence de la surexpression de KAP123 par rapport à un plasmide vide, 

avec dans les deux cas la présence d’AICAR, est indiqué.  
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ces résultats de côté pour l’instant. Pour continuer à creuser le lien entre AICAR et transport 

nucléaire, nous avons ensuite voulu tester les effets de la délétion de certains acteurs du transport 

nucléaire, tel que KAP123 lui-même, sur la sensibilité à l’AICAR. 

e) AICAR et transport nucléaire  

L’hypothèse que nous avons émise est que le ZMP pourrait fixer Kap123 et que cette fixation serait 

inhibitrice. Si tel est le cas, en absence d’AICAR, la délétion de kap123 devrait phénocopier les effets 

du ZMP. Or, la délétion de kap123 n’a pas d’effet sur la croissance en absence d’AICAR (Figure 52 0 

mM). L’effet de l’AICAR sur Kap123 ne peut donc pas être une simple inhibition de cette protéine. On 

peut envisager plusieurs possibilités :  

- Le ZMP pourrait ne pas agir seulement sur Kap123. On sait par exemple que Kap121 a une 
structure très proche de Kap123 et cette karyophérine pourrait potentiellement elle aussi 
être fixée par le ZMP. 

- En se fixant à Kap123, le ZMP pourrait modifier l’affinité de Kap123 pour ses cargos, 
modifiant tout son interactome et le rendant ainsi essentiel pour la sensibilité à l’AICAR.  

Pour tester cela, nous avons dans un premier temps délété kap123 lui-même. On constate que sa 

délétion augmente la sensibilité à l’AICAR (Figure 52). Or si c’est bien Kap123 la seule cible directe du 

ZMP, on s’attendrait à ce que sa délétion rendre les cellules plus résistantes. De même, le mutant Ts 

de CRM1 est SL avec l’AICAR à température semi-permissive. Crm1 est l’exportine principale de 

levure, ce qui pointe une nouvelle fois sur le transport comme étant crucial dans la sensibilité à 

l’AICAR. La délétion de msn5, une exportine plus spécialisée, n’a pas d’effet sur la sensibilité à 

l’AICAR. D’autre part, un mutant particulier de KAP95, Kap95Leu65Ser, est SL avec l’AICAR. Sa 

sensibilité peut être supprimée par la surexpression d’YRB1 (et non de KAP123). Enfin, dans un 

mutants Ts de KAP121, l’accumulation endogène de ZMP a un effet très prononcé sur la prolifération 

à températures semi-permissives. 

Nos conclusions par rapport à ces résultats sont les suivantes : la délétion de KAP123 rendant les 

cellules plus sensibles à l’AICAR, il pourrait donc ne pas s’agir de la seule karyophérine fixée par le 

ZMP. De plus, on sait qu’en absence de Kap123, c’est Kap121 qui est responsable du transport de la 

plupart des cargos de Kap123. Or, dans un triple mutant Ts kap121 ade16 ade17, on retrouve un très 

clair effet inhibiteur de croissance à température semi-permissive. Notre hypothèse est donc que la 

cible du ZMP responsable de la sensibilité à l’AICAR pourrait être en réalité Kap121 et/ou Kap123. 

Pourquoi dans ce cas-là, est-ce la surexpression de KAP123 et non celle de KAP121 qui supprime les 

effets de l’AICAR ? Cela pourrait être dû au fait que Kap123 est la karyophérine la plus abondante 

avec une concentration plus de 20 fois supérieure à Kap121 [166]. Ainsi, les surexpressions de 

KAP123 et de KAP121 sous leur propre promoteur ne conduisent certainement pas aux mêmes 

niveaux d’expression. Si c’est l’inhibition de Kap121 par le ZMP qui est responsable de la SL avec bre1 

ou set1, alors le double mutant kap121 bre1 ou kap121 set1 devrait être SL. Effectivement, on 

observe que les doubles mutants présentent des défauts de croissance et ce particulièrement pour le 

double mutant Ts kap121 set1, contrairement au double kap123 set1 (Figure 53).  

Pour conclure, par des approches génétiques ou biochimiques, nous avons donc essayé d’identifier 

de nouveaux acteurs impliqués dans la sensibilité à l’AICAR et tout particulièrement ceux liés à la SL 

avec les mutants décrits dans l’article. Le premier crible pour trouver des suppresseurs en 

surexpression n’a pas donné de résultats exploitables.   
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Figure 50 : Protéomique réalisée sur les extraits enrichis en protéines nucléaires  

Ce graphique représente la répartition des protéines qui diminuent dans les extraits nucléaires en présence d'AICAR et 

ré-augmentent en présence de KAP123. 

AICAR 

4 mM2 mM

Figure 51 : Taf1 

Une souche TAF1-Myc a été transformée avec un plasmide vide ou un plasmide de surexpression de KAP123. Après 2 

heures de traitement ou non à l’AICAR, des échantillons ont été récupérés et extraits avec la méthode permettant 

l’enrichissement en protéines nucléaires. Le western blot est révélé avec un anticorps anti Myc. La quantification 

révèle qu’il y a une diminution de 30 % de Taf1 avec AICAR, qui n’est plus retrouvée lorsque KAP123 est surexprimé. 

Le test en goutte a été réalisé avec 0, 2 ou 4 mM d’AICAR à 30°C, mais aussi à 25 et 37°C. Quatre taf1-1 Q ont été 

testés.  
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Figure 52 : Mutants de transport nucléaire 

Le test en goutte a été réalisé avec 0, 2 ou 4 mM d’AICAR pour kap123 Q, crm1 Q, msn5 Q et kap95Leu65Ser Q. Kap121 

Ts est conjugué à des délétions d’ade16 ade17. Crm1 est aussi une souche Ts et le test de croissance a été réalisé à 34°C. 

Kap95Leu65Ser a aussi été transformée avec un plasmide vide ou une surexpression d’YRB1. 

Figure 53 : Kap121, Kap123 et modifications d’histone 

Le test en goutte de gauche a été réalisé à 34°C. Ici, seule la dernière souche bre1 ade16 ade17 accumule du ZMP. L’idée 

étant que si le ZMP a pour cible Kap121 et qu’il l’inhibe, alors la mutation inhibitrice de Kap121 (Ts) devrait avoir le même 

effet SL avec bre1 ou set1. Le test en goutte à droite a été réalisé à 37°C. La délétion de kap123 combinée à celle de set1 n’a 

que peu d’effet sur la croissance. 
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Dans le second nous avons pu identifier un gène dont la délétion permettait de rendre résistant à 

l’AICAR, dpp1. Par contre, ce mutant s’est révélé être en aval de set1 dans la sensibilité à l’AICAR, ne 

permettant pas de pointer sur une cible directe du ZMP. 

L’analyse des données de la colonne d’affinité au ZMP a permis de mettre en évidence un binder, 

Kap123, dont la surexpression permet de supprimer les effets de l’AICAR et ce même dans des 

mutants bre1 ou set1. Les résultats de protéomique, effectuée pour identifier la cible de KAP123 

dont le transport nucléaire serait affecté par l’AICAR et rétabli par la surexpression de KAP123, 

méritent d’être analysés plus en détail. En effet, nous n’avons étudié qu’un candidat potentiel, ce qui 

est bien évidemment trop peu. De plus, le fait d’étudier uniquement les protéines potentiellement 

moins importées en présence d’AICAR, puis rétablies par la surexpression de KAP123 est 

certainement trop simpliste. On peut facilement envisager le cas inverse où l’AICAR pourrait inhiber 

l’export de certaines protéines et Kap123 pourrait par exemple augmenter l’import de protéines 

induisant la sortie de ces protéines du noyau. De plus, seules les protéines les plus abondantes sont 

détectées dans cette analyse, ce qui biaise son interprétation. En effet, aucun des acteurs majeurs de 

la progression de G1 n’a été détecté (Cln1, Cln2, Cln3, Whi5, Swi4, Swi6, Mbp1…).  

Enfin, la délétion de certains acteurs majeurs du transport nucléaires pourrait apporter certains 

éléments de réponse. La délétion de KAP123 rend les cellules plus sensibles à l’AICAR, ce qui laisse 

supposer qu’il ne peut pas s’agir de la cible unique du ZMP. De plus, la perte partielle de fonction de 

Kap121 induit une très forte sensibilité à l’AICAR, laissant supposer que cette karyophérine pourrait 

être aussi une cible du ZMP. Dans cette idée, nous avons construit des doubles mutants Ts kap121 

bre1 ou Ts kap121 set1. On constate que le Ts kap121 phénocopie les effets de l’AICAR vis-à-vis de 

bre1 ou set1. L’hypothèse que nous émettons est que le ZMP pourrait fixer Kap123, mais aussi 

Kap121, et que c’est cet effet combiné qui pourrait être à la base de la sensibilité à l’AICAR. Il serait 

certainement intéressant de creuser cette idée par la suite.  

Lors de cette thèse, nous avons donc identifié une interaction SL entre l’AICAR et les mutants de la 

voie bre1/H2Bub/COMPASS/H3K4. Dans l’article, nous avons pu montrer que cette interaction 

synthétique était conservée. Cet aspect est développé dans la dernière partie de ces résultats. 

7. AICAR et PTM dans les cellules humaines HCT116 

La recherche de SL est souvent utilisée dans une perspective thérapeutique. Comme nous l’avons vu 

au début des résultats, elle a pour avantage de mettre en évidence des interactions qui peuvent être 

ciblées afin de tuer spécifiquement les cellules malades tout en épargnant les cellules saines. Pour 

cette raison, nous avons naturellement souhaité savoir si les interactions SL entre AICAR et bre1/set1 

étaient conservées chez l’Homme.  

a) HCT116 et modifications d’histones  

Nous avons choisi de tester la conservation de ces interactions dans des cellules HCT116, qui est une 

lignée tumorale humaine de colon. Il s’agit d’un modèle très couramment utilisé et qui a plusieurs 

avantages/caractéristiques :  
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Figure 54 : Deuxième siARN anti ASH2L 

(A) Après 72 heures de traitement à l’AICAR, une analyse de la viabilité a été réalisée. Les courbes ne sont pas 

normalisées. Il s’agit directement de l’absorbance du WST1 mesurée. (B) Un western blot a été réalisé afin de 

vérifier l’efficacité du siARN sur l’expression de la protéine Ash2l. 

Figure 55 : AICAR et gamma-H2AX 

Lors de l’apparition de cassures double brin, l’histone H2AX va être phosphorylée durant le processus de réparation 

des cassures. L’histone H2AX phosphorylée est appelé gamma-H2AX (γH2AX). Résultats obtenus par Stéphane Puyo 

au laboratoire. 
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- Ce modèle est très bien caractérisé. 
- Ces cellules sont facilement cultivables avec un temps de génération court.  
- Ces cellules sont adhérentes. 
- Les HCT116 ne sont pas mutées dans les gènes p53 ou p21, contrairement à beaucoup de 

lignées tumorales. 
- Ces cellules sont utilisées au laboratoire en routine, leur sensibilité à l’AICAR est donc bien 

caractérisée, ainsi que les effets métaboliques de l’AICAR sur ces cellules. 

Dans l’article, il apparait que des siARN dirigés contre RNF40, ASH2L ou MLL2 augmentent la 

sensibilité à l’AICAR.  

Nous avions réalisé un deuxième siARN anti ASH2L afin de vérifier la spécificité du siARN. Tout 

comme dans l’article, la concentration de siARN a été ajustée afin d’avoir le plus d’effet possible sur 

l’abondance de la protéine, tout en n’ayant aucun effet sur la prolifération sans AICAR. Dans la figure 

54, les résultats qui sont représentés ne sont pas normalisés. L’interprétation des résultats est ainsi 

plus simple, puisqu’ici on s’intéresse uniquement aux effets synergiques (AICAR et siASH2L). On 

constate que les résultats obtenus pour ce deuxième siARN sont les mêmes que dans l’article. 

Ensuite, nous avons souhaité savoir si l’augmentation des effets antiprolifératifs de l’AICAR dans les 

cellules knock down pour RNF40, ASH2L ou MLL2 étaient liée aux mêmes causes que celles mises en 

évidence chez la levure. On montre dans l’article que pour les cellules traitées avec un siARN 

contrôle, le traitement à l’AICAR n’a que peu d’effet sur l’abondance de la cycline D1 (équivalent 

fonctionnel de Cln3), mais provoque une diminution de la cycline E1 (équivalent fonctionnel de Cln2), 

ce qui est assez proche des résultats obtenus chez la levure. Par contre, l’AICAR engendre au 

contraire une augmentation de la cycline E1 dans les cellules traitées au siRNF40, siASH2L ou siMLL2. 

Le mécanisme de SL entre ces silencings et l’AICAR semble donc être différent de la levure. Comment 

expliquer ces différences ? 

Un régulateur majeur du cycle cellulaire humain qui n’est pas présent que chez la levure est p53. Or, 

il a été montré qu’un traitement à l’AICAR conduisait à une stabilisation de p53 [167, 168]. On peut 

donc facilement envisager que cet acteur clé pourrait avoir un impact sur la réponse à l’AICAR qui 

soit à la base des différences observées. En effet, comme nous l’expliquons dans l’article, dans toutes 

les conditions testées (siNT, siRNF40, siASH2L, siMLL2), l’AICAR provoque une augmentation de p53, 

ainsi que de son effecteurs p21. Ces acteurs sont activés principalement lorsque des dommages à 

l’ADN apparaissent ou que l’AMPK est activée. Dans ces cas, p53 est stabilisée, ce qui active p21, qui 

va venir se fixer à la cycline E1-Cdk2, inhibant la feedback loop sur la phosphorylation de Rb (c.f 

introduction) et engendrant une diminution de l’expression de la cycline E1 et de CDK2. Ici, on ne 

peut pas savoir si l’activation de p53 est due à la formation de dommages à l’ADN ou à l’activation de 

l’AMPK par l’AICAR ou des deux. En effet, l’AICAR est connu et utilisé depuis les années 1990 comme 

activateur de l’AMPK, mais on sait aussi que l’ajout d’AICAR sur des cellules HCT116 provoque une 

augmentation de la phosphorylation de l’histone H2AX, associée aux cassures doubles brins (Figure 

55). Dans tous les cas, cette stabilisation de p53 est censée engendrer une diminution de l’expression 

de la cycline E1, chose que l’on retrouve bien dans le contrôle, mais pas dans les siRNF40, siASH2L ou 

siMLL2. On peut donc imaginer que potentiellement, les cellules où Rnf40, Ash2L ou Mll2 sont 

diminuées ne répondent plus correctement au checkpoint p53 et c’est cette absence de réponse qui 

pourrait être à la base de la sensibilité accrue à l’AICAR de ces cellules.  
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Figure 56 : Cycle cellulaire, apoptose et décollement 

(a) Les cellules ont été traitées avec le siNT (non targeting) ou siRNF40. Puis, après 72 heures de traitement à 

l’AICAR, les cellules adhérentes ont été récupérées et analyser en cytométrie en flux. Leur contenu en ADN est 

déterminé grâce à un marquage à l’iodure de propidium. L’histogramme représente la quantification de deux 

expériences indépendantes. (b) A nouveau, les cellules ont été traitées au siNT ou RNF40 et après 72 heures de 

traitement à l’AICAR, les cellules adhérentes ont été analysées. Les cellules dans le carré en bas à gauche sont 

des cellules non apoptotiques, dans le carré en bas à droite elles sont en pré-apoptose et enfin dans le carré en 

haut à droite elles sont considérées comme étant en apoptose. (c) Le nombre de cellules présentent dans le 

surnageant (Supernatant) ou adhérées (Adherant) a été mesuré après 72 heures de traitement à l’AICAR (0,5 

mM) avec ou sans siRNF40.L’experience n’a été réalisée qu’une fois. 

a 

b 

c 
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Figure 57 : Transcriptomique sur des cellules murines traitées au shRNF40 versus shNT 

Les résultats sont tires de l’étude de Chernikova et al. 2012 [42]. Ils ont étudié l’effet d’un shRNF20 ou RNF40 sur la 

transcription des gènes. Le résultat est représenté sous la forme des gènes qui sont moins transcrits en haut 

(down-regulated genes) ou plus transcrits en bas (up-regulated genes). Il s’agit des gènes retrouvés comme ayant 

des changements de leur niveau de transcription lors d’un shRNF20 ou RNF40 comparé à un shRNA contrôle.  
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Nous nous sommes ensuite demandés quels étaient les effets de l’AICAR sur l’avancée dans le cycle 

cellulaire en cas de traitement au siRNF40. Globalement, on constate que l’AICAR n’a pas d’effet 

majeur sur l’avancée du cycle cellulaire que ce soit avec ou sans le knock down de RNF40 (Figure 

56a). De même, il n’y a globalement que peu d’effet sur l’induction de l’apoptose dans ces quatre 

conditions (Figure 56b). Comment expliquer alors les effets antiprolifératifs de l’AICAR (puisqu’ils ne 

semblent ni être dus à un effet sur le cycle, ni à l’induction de l’apoptose) et ceux particulièrement 

dans la condition avec le siRNF40 ? Lors de ces expériences nous avons constaté visuellement de 

façon très flagrante, qu’il y avait un nombre de cellules dans le surnageant qui était beaucoup plus 

important dans la condition siRNF40 + AICAR, que dans toutes les autres conditions et les comptages 

que nous avons réalisé vont largement dans ce sens (Figure 56c). On peut donc envisager qu’en 

condition de siRNF40, l’AICAR provoquerait un décollement massif des cellules, à la base de son effet 

sur la viabilité. De plus, des données de transcriptomique avec des shARN dirigés contre RNF20 ou 

RNF40 révèlent que de nombreux gènes impliqués dans la formation de la matrice extracellulaire ou 

de l’adhésion sont justement fortement sous exprimés dans ces conditions ([42] Figure 57). Ainsi, le 

point faible des cellules siRNF40 pourrait être leur prédisposition à se décoller. On peut envisager 

que l’AICAR pourrait justement induire ce décollement, peut être via p53.  

L’autre aspect intéressant que nous soulignons dans cet article est le lien entre modifications 

épigénétiques et cycle cellulaire. En effet, concernant la partie levure, en accord avec d’autres études 

publiées [169, 170], nous avons montré que la perte de H2Bub ou H3K4me conduisait à une forte 

diminution de l’expression des cyclines 1 et 2. Ici, le knock-down de RNF40, AHS2L ou MLL2 induit 

une diminution de l’expression de la cycline E1 qui est l’équivalent le plus proche des cyclines 1 et 2 

de levure. Bien que ces résultats soient très préliminaires, ils indiquent une potentielle conservation 

de la régulation de certaines cyclines de G1 par des modifications épigénétiques. Cet axe serait bien 

évidemment très intéressant à creuser par la suite. Des expériences en ce sens sont proposées dans 

la discussion. 

b) Conclusion 

Ainsi, nous avons montré une conservation de l’effet synthétique entre l’AICAR et le knock-down de 

certaines enzymes de modifications d’histone chez la levure et chez l’Homme dans les cellules 

HCT116. Par contre, le mécanisme sous-jacent ne semble pas pouvoir être parfaitement 

superposable. Néanmoins, nous ne pensons pas que l’approche soit à remettre en question pour 

autant. En effet, de nombreux exemples de conservation fonctionnelle existent sans que le 

mécanisme à la base de ces effets soit parfaitement conservé. Par exemple, le ZMP régule les voies 

de biosynthèse des purines chez la levure, mais aussi chez la bactérie. Pourtant, chez la levure cette 

régulation a lieu à travers l’interaction directe du ZMP à certains facteurs de transcription, alors que 

chez la bactérie cela passe par la liaison du ZMP aux ARNs codants les enzymes de la voie (c.f 

introduction). Il s’agit là d’un exemple typique où la fonction régulatrice du ZMP a été conservée sans 

que son mécanisme d’action ne le soit. 

Les résultats qui me semblent les plus intéressants ou étonnants sont repris dans la discussion. 
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VI. Discussion 

1. ZMP et cycle cellulaire 

Dans cette étude, nous avons vu que l’AICAR affecte le cycle cellulaire en induisant une accumulation 

de cellules en G1. La question que l’on peut se poser est : est-ce que cet effet est lié au contrôle 

nutritionnel ? Généralement, la régulation de l’entrée en G1 par les nutriments se fait en régulant 

l’expression de CLN3 (c.f introduction). Lorsque les conditions environnementales ne sont pas 

adéquates, la cellule va inhiber l’expression de CLN3 en inhibant sa transcription, en dégradant son 

ARNm ou en dégradant Cln3. Ici, l’AICAR n’affecte ni la quantité de transcrits de CLN3 ni l’abondance 

de la protéine Cln3, mais l’entrée de Cln3 dans le noyau. Il pourrait potentiellement s’agir d’un 

nouveau mode de régulation encore peu connu.  

Le contrôle nutritionnel est lié la régulation de la taille. En effet, en condition où l’on a une 

abondance de nutriments et une souche sauvage, la cellule ne va passer le START qu’après avoir 

atteint une taille critique. Cette régulation-ci pourrait impliquer directement le contrôle de la 

régulation subcellulaire de Cln3. En effet, comme nous l’avons vu, l’abondance d’Ydj1 et Ssa1 

contrôle l’entrée de Cln3 dans le noyau [100]. Or, leur expression varie très peu au cours du cycle 

[98]. Ainsi on peut envisager un modèle dans lequel, en début de G1, la cellule contient une certaine 

quantité d’Ydj1 et Ssa1. Au cours du temps, cette quantité va augmenter jusqu’à atteindre un niveau 

suffisant pour permettre l’entrée de Cln3 du RE vers le noyau. On peut imaginer que, dans des 

conditions de croissance normales, ce soit l’abondance de Ssa1 et Ydj1 qui contrôle passivement le 

passage du START qu’une fois la cellule ayant passé suffisamment de temps en G1. Dans ce modèle, 

l’abondance des chaperonnes est importante, mais aussi leur disponibilité. En début de G1, la cellule 

va produire de la biomasse pour atteindre sa taille critique, cela nécessite la production de protéines 

qui doivent être correctement repliées, processus dans lequel interviennent Ydj1 et Ssa1. Ainsi, ce 

n’est qu’une fois une biomasse suffisante atteinte, Ydj1/Ssa1 devenus assez abondants et 

disponibles, que Cln3 va entrer dans le noyau. En tant que chaperonnes, Ydj1 et Ssa1 sont des 

protéines qui vont consommer beaucoup d’ATP à chacun de leur cycle de liaison aux protéines pas 

encore ou mal repliées [171] et l’on sait que l’hydrolyse d’ATP est l’étape limitante dans ces 

processus [172]. Or, un traitement à l’AICAR induit une très forte diminution d’ATP [173]. De ce fait, 

on peut envisager que la baisse d’ATP induite par l’AICAR pourrait être à la base du ralentissement de 

la G1, en rendant ce métabolite limitant pour les chaperonnes. Cette hypothèse est en bonne 

adéquation avec les résultats obtenus avec le mutant kcs1. Ce mutant accumule de forte 

concentration d’ATP, même en présence d’AICAR, et est résistant à l’AICAR ([173] Figure 58). Est-ce 

lié au cycle ? Il s’avère que dans le mutants kcs1, l’AICAR n’a plus d’effet sur le cycle cellulaire (Figure 

58), ce qui est en accord avec le modèle proposé : l’AICAR, en affectant la concentration d’ATP, 

impacterait sur la disponibilité en chaperonnes Ssa1/Ydj1 et ainsi ralentirait le passage du START sans 

affecter l’abondance de Cln3. Néanmoins, ce modèle reste uniquement corrélatif. Est-ce vraiment la 

concentration élevée d’ATP du mutant kcs1 qui est à la base de la résistance à l’AICAR ? Ou est-ce dû 

à d’autres conséquences de cette mutation sur la cellule ? L’idéal serait de pouvoir faire diminuer la 

concentration en ATP de cette souche pour tester si cela rétablit un niveau de sensibilité à l’AICAR 

sauvage ou non. Nos essais pour diminuer l’ATP dans cette souche n’ont pas été fructueux. 
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Figure 59 : Sextuple bre1 kcs1 et AICAR 

Le test en goutte a été réalisé avec 0, 2, 4 ou 7 mM d’AICAR. En orange, la sixtuple mutant kcs1 bre1 ade16 ade17 

ade8 his1 est représenté.  

Figure 58 : kcs1 et cycle cellulaire 

(a) Plus la concentration d’AICAR ajoutée au milieu extérieure augmente, plus la concentration intracellulaire de ZMP 

augmente, plus la concentration intracellulaire d’ATP diminue. (b) Le test en goutte a été réalisé avec 0, 4 ou 7 mM d’AICAR.  

On constate que le mutant kcs1 est résistant à l’AICAR. (c) La concentration intracellulaire en ATP du mutant kcs1 est 2 fois 

plus élevée que celle du sauvage, et reste constante même en présence d’AICAR. (d) Analyses de FACS réalisées sur un 

sauvage (KCS1) et un mutant kcs1, tous les deux ade16 ade17 ade8 his1, après 2 heures de traitement (rouge) ou non (noir)  

à l’AICAR.  

a b

c 

d 
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Ainsi, les résultats obtenus avec la chromatographie d’affinité au ZMP sont à analyser avec 

précautions. Est-ce le ZMP qui lie des cibles qui sont directement impliquées dans le contrôle de 

l’entrée en G1 ? ou est-ce que le ZMP lie des cibles qui sont impliquées dans la diminution d’ATP et 

que du coup ce n’est non pas le ZMP directement, mais son effet sur l’ATP qui engendre un 

ralentissement en G1? Il serait peut-être trop simpliste de penser que tous les effets de l’AICAR 

peuvent se résumer à un seul mécanisme. Pour cause, le modèle dans lequel c’est l’ATP qui serait 

seul à la base de tous les effets de l’AICAR sur la G1 est séduisant, mais vraisemblablement faux. En 

effet, si tel était le cas, une souche kcs1 bre1 devrait, tout comme la souche kcs1, être résistante 

l’AICAR. Or, comme on peut le voir sur la figure 59, le sextuple mutant kcs1 bre1 ade16 ade17 ade8 

his1 a un phénotype intermédiaire. Cela signifie que kcs1 ne supprime pas tous les effets de l’AICAR 

et en particulier pas tous ceux liés aux effets SL avec bre1.  

Un candidat intéressant qui pourrait être ciblé par le ZMP est Kap123. En effet, il a été identifié grâce 

à la chromatographie d’affinité et sa surexpression permet de supprimer certains effets de l’AICAR 

sur la croissance dans la souche sauvage, mais aussi dans les mutants bre1 ou set1. Les effets du ZMP 

ne peuvent pas se résumer à une inhibition simple de Kap123, puisque la délétion complète de 

KAP123, qui devrait dans ce cas mimer les effets de l’AICAR, n’a aucun effet sur la croissance. On 

peut donc envisager que soit le ZMP affecte Kap123 et lui confère un effet dominant négatif (DN) soit 

que Kap123 n’est pas la seule cible du ZMP. La délétion de KAP123 rendant les cellules plus sensibles 

à l’AICAR, l’hypothèse selon laquelle le ZMP confèrerait un effet DN sur Kap123 est à éliminer. Ce 

résultat suggère, par contre, que c’est bien au niveau d’une fonction portée entre autre par Kap123 

que l’effet a lieu. Or, Kap123 possède beaucoup de fonctions redondantes avec Kap121, dont la 

structure est très similaire. Contrairement à Kap123, Kap121 est un gène essentiel. Le mutant 

thermosensible de Kap121 est hypersensible à l’AICAR. Ainsi, on peut envisager deux hypothèses : 

soit le ZMP a pour cible Kap123 et Kap121 et c’est la combinaison de leur inhibition qui conduit aux 

effets de l’AICAR sur la croissance, soit le ZMP pourrait avoir pour cible uniquement Kap121 in vivo. 

Comment expliquer que seul Kap123 est retrouvé sur la colonne ? Cela pourrait être dû au fait que 

Kap123 est beaucoup plus abondant que Kap121 in vivo. Ce n’est pas parce qu’une protéine n’est pas 

retrouvée sur la colonne, qu’elle n’est pas fixée, puisque cela dépend de leur abondance et de leur 

affinité relative au ZMP. Il faut donc interpréter les résultats obtenus avec précautions, ce n’est pas 

parce qu’une protéine est retrouvée sur la colonne que cela signifie que la liaison a lieu in vivo ni que 

la liaison est directe puisque ce sont des extraits totaux qui sont passés sur la colonne. Quoi qu’il en 

soit, si l’effet majeur du ZMP est l’inhibition de Kap121, un mutant Ts kap121 devrait, à température 

semi permissive, mimer les effets de l’AICAR. Ainsi, puisque set1 et bre1 sont SL avec l’AICAR, le 

double mutant Ts kap121 bre1 ou kap121 set1 devrait présenter de forts défauts de croissance à 

température semi-permissive, ce qui est effectivement le cas. On en conclut que Kap121, et peut 

être Kap123, est une candidate très prometteuse en tant que cible du ZMP.  

Il apparait globalement que les fonctions portées par Kap123 sont limitantes pour la croissance en 

présence d’AICAR. Les fonctions principales de cette protéine sont le transport de cargos du 

cytoplasme vers le noyau. Au cours de ma thèse, nous ne sommes pas parvenus à identifier 

formellement le(s) cargo(s) dont le défaut de transport est à la base des défauts de croissance induits 

par l’AICAR. Les résultats obtenus avec la surexpression de KAP123 dans les doubles mutants de 

cyclines (Figure 47) suggèrent que ni le transport de Cln3 ni celui de Cln1 ne semblent être liés à la 

suppression des effets de l’AICAR sur la croissance par la surexpression KAP123. Par contre, Cln2 
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pourrait être un candidat intéressant. Pour tester cela, de l’immunofluorescence sur Cln2 en sur 

exprimant ou non KAP123 avec ou sans AICAR permettrait de répondre à la question posée. 

Globalement, l’AICAR semble avoir des effets multiples qui rendent son analyse complexe. Une 

question essentielle qui persiste est de savoir si les effets que nous observons de l’AICAR, et donc 

potentiellement du ZMP, en tant que régulateur du cycle cellulaire à forte concentration pourraient 

être aussi retrouvés à concentration physiologique. En effet, le ZMP est présent naturellement dans 

presque tous les organismes. Comme nous l’avons vu, on lui connait un rôle à concentration 

physiologique en tant que régulateur des voies de biosynthèse des purines [3, 10]. Il semble possible 

qu’il puisse aussi avoir d’autres rôles au sein de la cellule. Pour tester ce genre d’hypothèse, on 

pourrait dans un premier temps envisager de faire varier les concentrations de ZMP 

physiologiquement en changeant uniquement la concentration du milieu en adénine. En effet, 

lorsqu’il y a de l’adénine dans le milieu, la concentration de ZMP est de 1.6 µM, alors qu’elle passe à 

21.8 µM en absence d’adénine. Puisque les effets du ZMP sont SL avec bre1 (S1 Fig1 article), nous 

avons choisi de tester les effets de variations physiologiques de ZMP dans ce mutant (afin 

d’exacerber potentiellement les effets sur la prolifération). Comme on peut le voir sur la figure 60, la 

présence ou l’absence d’adénine n’a aucun effet sur la croissance de la souche sauvage (WT) ou bre1. 

Par contre, si on ajoute la délétion d’ade17 qui ne permet plus qu’une métabolisation partielle du 

ZMP, on observe un défaut de croissance important de la souche bre1 ade17 présent uniquement 

sans adénine. Dans ces conditions, on est plus proche des concentrations physiologiques de ZMP 

(environ 300 µM de [ZMP] intracellulaire en moins adénine dans la souche ade17 (soit 13 fois plus 

que dans une souche sauvage en moins adénine), contre des concentrations aux alentours de 6000 

µM de ZMP dans les expériences réalisées dans l’article (soit 273 fois plus que dans la souche 

sauvage en moins adénine)), mais on reste à des concentrations toujours très élevées. Je ne pense 

pas que l’on puisse conclure avec ces expériences si oui ou non le ZMP a un rôle à concentration 

physiologique sur la régulation du cycle cellulaire. En effet, pour ce genre d’analyse, le test en goutte 

n’est peut-être pas l’outil idéal puisqu’il permet de visualiser uniquement des effets drastiques 

conduisant à des défauts de croissance. On pourrait envisager d’utiliser un rapporteur plus 

spécifique. Dans l’article, nous avons utilisé des fusions CLN1 et CLN2-beta-galactosidase et constaté 

que l’ajout d’AICAR avait un effet sur leur expression. On peut imaginer utiliser ces outils, pour 

comparer le niveau d’expression des cyclines de G1 en plus ou moins adénine, par exemple.  

2. ZMP, modification d’histones et cycle cellulaire 

Au cours de cette thèse, nous avons mis en évidence un lien étroit entre l’AICAR et certaines 

modifications d’histones. En effet, la perte d’ubiquitination d’H2B ou de méthylation de H3K4 est SL 

avec l’AICAR. Donc la perte de certaines PTMs influe sur la sensibilité à l’AICAR. La question qu’on 

peut se poser est si cette relation est réciproque, c’est-à-dire est-ce que l’AICAR influe sur ces PTM ? 

On constate sur la figure 61 que l’AICAR n’a pas d’effet sur l’ubiquitination d’H2B. De même, l’AICAR 

n’a pas d’effet sur la diméthylation de H3K79 ou H3K4 ni sur la triméthylation de H3K79. Par contre, 

une baisse de 30 % de la triméthylation de H3K4 est observée après un traitement à l’AICAR. Cela 

signifie, qu’en plus d’avoir une interaction synthétique avec une perte de triméthylation de H3K4 

(c’est le cas du mutant bre2), dans une souche sauvage, l’AICAR pourrait lui-même avoir des effets 

similaires. La question que l’on se pose est bien évidemment de connaitre les conséquences de cette 

diminution de méthylation sur la transcription et notamment si cette diminution contribue aux effets   
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Figure 60 : Variation de la concentration de ZMP avec l’adénine  

Des spores issues de deux tétrades ont été utilisées pour ce test en goutte. Ainsi, des combinaisons de mutants bre1, 

ade17 ou bre1 ade17 sont testées et comparées aux spores sauvages. A gauche, le milieu est supplémenté en adénine 

(comme habituellement), à droite il ne l’est pas. 

Figure 61 : H2Bub, H3K4me, H3K79me et AICAR 

Dans le western blot à gauche, un quadruple mutant ade16 ade17 ade8 his1 a été traité ou non à l’AICAR pendant 2 

heures. L’hybridation se fait avec un anticorps anti H2B qui reconnait l’histone H2B, mais aussi sa forme monoubiquitinée 

(H2Bub). En contrôle, un extrait de souche bre1 a été déposé afin d’identifier la bande correspondant à H2Bub. A droite, le 

quadruple mutant a été traité ou non à l’AICAR pendant 12 heures.  
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observés de l’AICAR la transcription de CLN1 ou CLN2. Ainsi, en plus d’inhiber la transcription de 

CLN1 et CLN2 en affectant le transport de Cln3 vers le noyau, l’AICAR pourrait aussi affecter la 

transcription de CLN1 et CLN2 en affectant leur statut de méthylation, puisque comme nous l’avons 

montré dans l’article, la perte de di- et triméthylation de H3K4 (mutant htbK123R) entraine une forte 

diminution de la transcription de CLN1 et CLN2. Une des questions qui reste en suspens est d’ailleurs 

de savoir par quel mécanisme la perte d’ubiquitination d’H2B ou de méthylation d’H3K4 diminue la 

transcription des cyclines. Des réponses à cette question sont apportées par un article publié par 

Zimmerman et al. [170] où ils montrent, eux aussi, une forte diminution de la transcription de CLN2 

en absence de bre1 ou rad6. Sur des cellules synchronisées en G1, ils montrent par immuno-

précipitation de chromatine (ChIP) que durant les 30 premières minutes du cycle, Bre1 et surtout 

Rad6 sont retrouvés fixées au gène CLN2. Ils en concluent que Rad6 et Bre1 sont nécessaires pour 

l’activation de la transcription de CLN2 et que cette activation de la transcription se ferait grâce à la 

fixation directe des enzymes de modification d’histone au gène régulé. Il serait intéressant de réaliser 

ce même type d’expérience avec des anticorps anti H2Bub, H3K4me2 ou H3K4me3 afin de savoir si la 

fixation de Bre1/Rad6 engendre une modification effective de ces gènes. De plus, la question sous-

jacente est de savoir : Y a-t-il une apposition dynamique de PTMs au cours du cycle cellulaire régulant 

sa progression ?   

Pour l’instant il n’existe qu’un seul exemple décrit de modifications d’histone qui sont apposées de 

manière dynamique de façon cycle cellulaire dépendante. Il s’agit de la méthylation de H3K79 dont 

nous avions déjà parlé dans l’introduction. Chez la levure, H3K79me2 est peu présente en G1, 

commence à augmenter en S et atteint son summum en G2/M, alors que le niveau de H3K79me3 

reste constant [65]. On a donc une régulation dynamique d’apposition de cette marque au cours du 

cycle. Nos résultats, mis en perspectives avec ceux de Zimmerman et al. [170] , suggèrent que 

l’H2Bub et la méthylation d’H3K4 pourraient eux aussi faire parties de ce mécanisme de régulation 

du cycle cellulaire par les PTMs, encore peu étudié. 

Ainsi, de plus en plus d’éléments suggèrent une intrication forte entre PTM et régulation du cycle 

cellulaire. De même, il existe une relation déjà établie entre PTM et métabolite. Il semble donc assez 

naturel aujourd’hui de se demander si les métabolites ne pourraient pas réguler, même en 

conditions normales de croissance, l’avancée dans le cycle cellulaire et pas seulement avant le 

START. En effet, au cours de l’avancée dans le cycle cellulaire, de nombreuses réactions ont lieu qui 

engendrent des métabolites variés qui vont apparaitre séquentiellement au cours du temps [174] et 

pourraient potentiellement servir de censeurs pour la cellule, mais aussi eux-mêmes influer sur 

l’avancée dans le cycle. Cela pourrait se faire notamment via un impact dynamique sur les PTMs, 

mais cela reste bien sûr uniquement spéculatif pour l’instant.  

3. L’AICAR et son potentiel thérapeutique 

Comme nous avons pu le voir dans l’article, l’interaction entre l’AICAR et certaines modifications 

d’histone est conservée chez les cellules humaines HCT116. Un point auquel il faut faire attention 

dans l’analyse des résultats obtenus chez les cellules humaines est que, contrairement aux levures, il 

s’agit non pas de knock out, mais de knock down. C’est-à-dire qu’ici l’abondance de la protéine cible, 

Rnf40/Ash2l/Mll2, est fortement diminuée, mais ce de manière transitoire et sans que cela soit total. 

Il reste donc de la protéine cible au sein de la cellule. Par exemple, chez la levure dans la souche 
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délétée pour bre1, l’ubiquitination d’H2B n’a plus lieu, peu importe les effets qu’aurait pu avoir 

l’AICAR sur Bre1 en condition sauvage. Ici, même lorsque RNF40 est silencé, l’AICAR peut 

potentiellement toujours venir affecter l’activité résiduelle de Rnf40. Pour cette raison, il pourrait 

être intéressant dans un premier temps d’analyser les effets de l’AICAR sur H2Bub. En effet, il a été 

montré par Xu et al., que l’AICAR induisait une très forte diminution de l’ubiquitination d’H2B, de 

façon AMPK dépendante sans affecter Rnf20 ou Rnf40 [175]. Cette étude a été réalisée sur des 

cellules murines (MEF), il serait donc intéressant de voir si cet effet est aussi obtenu ou non dans des 

cellules HCT116. De plus, si tel est le cas, cela signifie que les effets de l’AICAR combinés à un siRNF40 

aboutissent certainement à une perte quasi-totale d’H2Bub. C’est-à-dire qu’avec le siRNF40, on ne 

ferait peut être qu’aggraver un des effets de l’AICAR. Pour tester cette hypothèse, on pourrait 

envisager de sur exprimer Rnf20 par exemple, ce qui conduit à une augmentation de l’H2Bub [41], 

pour voir si cela fait diminuer la sensibilité à l’AICAR ou non.  

Dans l’article, après avoir étudié l’effet du siRNF40, nous nous sommes intéressés aux effets de 

siARNs dirigés contre le complexe COMPASS. Cela est dû au fait que dans de nombreux types 

cellulaires, il a été montré que l’H2Bub était liée à la méthylation de H3K4 (c.f introduction). 

Néanmoins, je n’ai pas trouvé d’article où cela aurait été testé chez les cellules HCT116 en particulier. 

Ainsi, le lien entre les Rnf40 et COMPASS dans ce contexte est pour l’instant uniquement 

bibliographique. On ne peut pas affirmer s’il s’agit véritablement ou non de la même histoire. C’est-

à-dire qu’on ne sait pas si les raisons pour lesquels un siRNF40 et un siASH2L rendent les cellules plus 

sensibles à l’AICAR sont les mêmes ou non. 

Nous avons choisi dans un premier temps d’utiliser un siASH2L. Ce siARN est connu pour affecter 

uniquement la triméthylation de H3K4 dans des cellules HeLa [81]. Il serait intéressant de voir si la 

spécificité du siASHL2 sur la perte de H3K4me3 est la même dans les cellules HCT116 ou non. Le fait 

de cibler une sous unité commune au six complexes COMPASS permet d’engendrer des effets sur la 

méthylation des histones qui sont a priori globaux. A l’inverse, en utilisant un siMLL2, spécifique d’un 

seul des six complexes, on peut s’attendre à provoquer des effets gènes spécifiques. Or, il a été 

montré que dans des cellules HCT116, ce siARN provoque en réalité une perte globale de la 

monométhylation de H3K4 sans effet sur la di ou triméthylation [176]. Ainsi, de la même manière 

que précédemment, on ne peut pas être sure que les effets dus au siASH2L soit les mêmes que ceux 

dus au siMLL2. D’autant que leurs effets sur la méthylation de H3K4 semblent être différents, mais 

c’est quelque chose qu’il faudrait certainement vérifier dans nos conditions. 

Un autre point que l’on pourrait souligner est le fait que l’étude n’a été réalisée que dans un seul 

type cellulaire. Savoir si oui ou non l’effet SL de l’AICAR avec les knock down cités ci-dessus est 

généralisable, est essentiel notamment dans une perspective thérapeutique. En effet, la perte 

d’H2Bub ou de fonction de MLL2 est retrouvée dans de nombreux types cellulaires cancéreux 

différents (c.f introduction), il serait donc intéressant de savoir si tous ces types cellulaires pourraient 

ou non répondre à l’AICAR. Dans cette perspective, tester directement sur un de ces types de cellules 

cancéreuses, ayant perdu H2Bub ou muté pour MLL2, s’il y a un effet antiprolifératif spécifique de 

l’AICAR serait la prochaine étape envisageable. La difficulté serait d’avoir des cellules saines 

comparables en contrôle. Si ces cellules présentent des sensibilités exacerbées à l’AICAR, on pourrait 

ensuite envisager de réaliser des expériences de greffes chez la souris. Par exemple, on pourrait 

imaginer greffer des souris avec soit des cellules mutées pour MLL2 soit des cellules contenant MLL2 

sauvages, puis de comparer les effets de l’AICAR sur leur développement. 
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Une des dernières questions qui restent en suspens est de savoir si les effets exacerbés de l’AICAR, 

lorsque RNF40, ASH2L ou MLL2 sont silencés, sont dépendant ou non de p53. Pour tester cela, on 

peut envisager d’utiliser des cellules HCT116 p53-/-, qui existent d’ores et déjà, et de tester leur 

sensibilité à l’AICAR avec les siRNF40, ASH2L ou MLL2. Ce résultat est primordial dans l’idée d’utiliser 

l’AICAR en tant que molécule thérapeutique. En effet, dans plus de la moitié des cancers, p53 est 

muté. Si les effets de l’AICAR sont p53 dépendants, il serait bien évidemment inutile de traiter des 

patients dont la tumeur est mutée pour p53.  

4. Conclusion 

En utilisant la levure Saccharomyces cerevisiae en tant qu’organisme modèle, nous avons pu mettre 

en évidence une interaction SL entre l’AICAR et la perte d’ubiquitination d’H2B ou de méthylation de 

H3K4. Cette interaction chemo-génétique a ensuite pu être généralisée aux cellules humaines 

HCT116. Chez la levure, des approches génétiques nous ont permis d’identifier les causes de cette SL, 

qui sont exposées dans l’article. Néanmoins, de nombreux points restent en suspens, comme 

l’identification de la cible directe du ZMP, l’identification de tous les acteurs impliqués dans la 

régulation des cyclines de G1 … Points sur lesquels nous apportons des éléments de réponse dans 

cette thèse. Globalement, il apparait évident que l’AICAR est une molécule à fort potentiel, mais aux 

effets multiples, qui rendent son analyse complexe.  

Le fait que l’AICAR affecte de multiples cibles au sein de la cellule pourrait être considéré comme un 

inconvénient. En effet, lors de la recherche de nouvelles molécules thérapeutiques, le paradigme de 

« one gene, one drug, one disease » est encore très présent. L’idée étant que ces molécules très 

spécifiques seront plus sures, car ne ciblant qu’un ligand et n’ayant ainsi potentiellement que peu 

d’effets non désirés.  Néanmoins, cette notion commence à être de plus en plus remise en question. 

Aujourd’hui la recherche se focalise petit à petit sur l’identification de molécules qui vont affecter 

non pas une cible, mais tout un ensemble de cibles. Cela peut aussi être réalisé avec des 

combinaisons de molécules, c’est le cas pour le VIH, où le traitement par un seul antirétroviral n'est 

pas efficace à cause du développement de résistances virales. A l’inverse, le traitement avec 

plusieurs molécules ciblant divers protéines a montré une véritable efficacité. Cet exemple résume le 

problème principal des traitements mono-cible, qui est l’échappement. C’est particulièrement le cas 

pour les cellules cancéreuses qui, de par leur caractère souvent très instable et mutagène, vont 

rapidement développer des résistances aux traitements. Avec une approche dite 

« polypharmacologique », plusieurs cibles sont atteintes, ce qui rend l’échappement beaucoup plus 

difficile. Dans cette étude, par exemple, nous montrons que le knock down de RNF40, qui induit a 

priori une diminution d’H2Bub, rend les cellules HCT116 hypersensibles à l’AICAR. Or, l’AICAR lui-

même semble affecter l’ubiquitination d’H2B. Ainsi, le fait que l’AICAR affecte à la fois des cibles SL 

avec la diminution d’H2bub et l’ubiquitination d’H2B lui-même potentialise ses effets. C’est tout 

l’intérêt des molécules aux effets multiples qui apparaissent comme de plus en plus prometteuses.  
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VII. Matériel et méthodes 
 

Dans cette partie, je développerai uniquement le matériel et les méthodes qui ne sont pas présentés 

dans l’article ou pas suffisamment détaillés. 

1. Milieux et souches  

a) Milieux de culture  

YPDAUW : milieu riche contenant 1 % d’extrait de levure, 2 % de peptone, 2 % de glucose, 0,3 mM 

d’adénine, 0,3 mM d’uracile et 0,2 mM de tryptophane. Les milieux solides sont complémentés avec 

2 % d’agar.  

YPGAL : milieu YPD où le galactose remplace le glucose 

SD : milieu synthétique minimum contenant 5 % de sulfate d’ammonium, 0,67 % de « yeast nitrogen 

base » (Difco) additionné de soit 0,2 % d’hydrolysats de caséine (casa), 0,3 mM adénine (A), 0,3 mM 

uracile (U) et 0,2 mM tryptophane (W), soit 0,3 mM d’adénine (A) et/ou 0,4 mM de leucine (L) et/ou 

0,3 mM d’uracile (U) et/ou 0,06 mM d’histidine (H) et/ou 0,2 mM de méthionine (met). Les milieux 

solides sont complémentés avec 2,5 % d’agar. 

SC-U-L : milieu synthétique complet contenant 0,67 % de « yeast nitrogen base », 2 % de glucose, 0,2 % 

d’un mélange d’acides aminés et de bases mais dépourvu d’uracile et de leucine 

Pré-sporulation : de même que YPDAUW mais avec 10 % de glucose et 2 % d’agar  

Sporulation : 1 % d’acétate de potassium, 0,25 % d’extraits de levures et 2 % d’agar  

LB : milieu riche contenant 10 g/L Bactotryptone, 5 g/L Extrait de Levure et 5 g/L NaCl. De l’ampicilline 

ou de la kanamycine sont ajoutées pour permettre les sélections. 

La stérilisation est effectuée à 120 °C pendant 20 min. Les milieux solides sont obtenus par addition 

avant stérilisation de 20 g/l d'agar. 

b) Transformations 

1) Transformation de levures 

Les cellules sont cultivées une nuit à 30°C sur milieu solide YPD. Environ 5x107
 cellules sont re-

suspendues dans 90 µl de tampon "One step": 0.2 N acétate de lithium, 40 % (w/v) PEG 3350 (Sigma), 

pH 5.0 ; additionné extemporanément de 10 μl de DDT 1 M. L'ADN transformant (500 à 1000 ng) ainsi 

que 50 μg d'ADN entraîneur (ADN de sperme de saumon soniqué) sont ajoutés à la suspension. Après 

avoir été très brièvement vortexée, la suspension est incubée 30 min. à 45 °C, puis finalement étalée sur 

milieu sélectif. 
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2)  Transformation de bactéries 

Entre 5 et 15 μg de plasmide sont ajoutés à de 100 μL de bactéries thermo-compétentes, puis 

incubés 30 minutes à 4°C. La transformation se fait par un choc thermique à 42°C pendant 45 

secondes. On ajoute ensuite 1 mL de milieu LB qu’on laisse agiter pendant 1 heure à 37°C afin de 

permettre aux cellules d’exprimer le gène de résistance à l’antibiotique. Après centrifugation, le culot 

est récupéré dans un volume de 100 µL et étalé sur une de boîte LB contenant les antibiotiques 

nécessaires à la sélection des bactéries transformées. 

c) Construction des souches 

1) Croisement, sporulation et dissection 

Les souches à croiser sont mise en contact sur une boite d’YPD sur la nuit. Les diploïdes sont ensuite 
soit sélectionnés génétiquement soit sélectionnés grâce à leur taille en utilisant le « cell sizer 
Beckman Coulter ». Ensuite, la sporulation est induite par une carence en azote, en absence d'une 
source de carbone non-fermentescible. Ainsi, les cellules sont placées sur la journée sur un milieu 
riche à 30°C, milieu de pré-sporulation, puis repiquées sur un milieu pauvre en azote, milieu de 
sporulation et placées à 25°C. L’incubation est maintenue jusqu'à l'obtention d'asques (de 4 jours à 1 
mois). Pour isoler les spores, la paroi des asques est digérée par incubation à 30 °C dans une solution 
de glucanex (5 mg/ml) pendant au 12 min. Les cellules sont ensuite déposées sur une boite de YPD et 
les spores sont isolées et alignées par tétrade à l'aide d'un micromanipulateur. La sélection des 
spores se fait ensuite par réplique lorsque le gène est associé à un phénotype (auxotrophie, 
résistance à une drogue, coloration…) ou par PCR sur colonie. 
 

2) PCR sur colonie  

Une petite quantité de levure directement récupérée sur boite est placée dans 20µL de NaOH à 

20mM, puis placé 10min à 95°C. Après centrifugation, 2 µL de la solution sont utilisés pour la PCR sur 

colonie. Cette préparation peut être gardée au frigo sur des temps longs (plus de 24 heures). Le 

mélange est le suivant : 2.5 µL de tampon green fermentas 10x, 1 µL d’oligo1, 1 µL d’oligo2, 2.5 µL de 

dNTP, 0.125 µL de Taq, 2 µL d’extrait de levure, qsp 25µL H2O. L’appareil à PCR est ensuite 

programmé comme suit : 95°C 5 min, 95°C 30 sec, 52°C 30 sec, 72°C 1 min, les étapes 2 à 4 sont 

répétées 30 fois et l’on finit par une étape à 72°C 6 min, pour désactiver la polymérase. 

Pour les PCR réalisées dans le cadre d’un génotypage, identification des spores contenant les 

délétions des gènes souhaités, l’oligo1 est généralement choisi 500 nucléotides avant l’ATG du gène 

en question et l’oligo2 se trouve généralement (banque Euroscarf) dans KanMX4 (5’-

CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT-3’).  

3) Changement de signe 

Par exemple, une souche MAT α est transformée par un plasmide (p23) contenant l’endonucléase 

HO (homothallic switching endonuclease) sous le contrôle d’un promoteur inductible par le galactose 

et répressible par le glucose, GAL1. La souche est ensuite inoculée dans 2mL de YPGal pendant 4h 

pour induire l’expression de l’endonucléase HO. Cette enzyme clive près du locus MAT et la 

réparation de cette cassure se fait ensuite par recombinaison homologue en utilisant soit le locus 

HMLα soit le locus HMRa. Pour réprimer l’induction, 1000 cellules sont étalées sur un milieu 

YPDAUW qui contient du glucose et donc éteint le promoteur GAL1. Afin de déterminer le type 

sexuel obtenu, les boîtes sont répliquées sur deux souches testrices l’une MAT a et l’autre MAT α. 

Généralement, on sélectionne ensuite les souches ayant perdu le plasmide, donc auxotrophe pour 

l’uracile. 
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4) Ajout d’un TAG 13Myc endogène 

Afin de tagguer de façon endogène un gène, des oligonucléotides sont dessinés : ils recouvrent les 25 

derniers nucléotides avant le stop du gène d’intérêt (il faut penser à enlever le stop ou le remplacer) 

et comportent 10 nucléotides permettant la liaison de l’oligo à sa matrice, le plasmide pFA6a-13Myc-

TRP1 (p2536). Pour l’oligo reverse, les 25 nucléotides sont pris après le stop et à nouveau 10 

nucléotides permettant la liaison à la matrice sont ajoutés. Par exemple, voici les oligos utilisés pour 

tagger le gène CLN1:  

CLN1up: 5’-GATATCGCTATCGTTAAGGAACCACAATAGCTCTCAACTGTGCCCAGCTGAAGCTTCGTACGCT-3’ 

CLN1rev : 5’-CAGGTGAAGAATATTGAGGCTAGATGTTTGTAGGTGGGCCGACTCACTATAGGGAGACC-3’ 

La PCR est réalisée avec la DreamTaq avec la matrice p2526 dilué au 1/100 (environ 20 ng/μL). La 

température d’hybridation est fixée à 50°C et le temps d’élongation est de 2 minutes. 100 µL de PCR 

sont réalisées puis précipités pour chaque transformation. La sélection des clones se fait ici vis-à-vis 

du tryptophane. Les clones positifs sont ensuite vérifiés par PCR sur colonie avec un oligonucléotide 

dans le gène TRP1 (4017) et un oligonucléotide spécifique au gène d’intérêt situé à 200 ou 300 paires 

de base de son codon stop. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Analyses        

a) Analyse du profil métabolomique 

Afin de mesurer la concentration de ZMP dans les différentes souches de levure et conditions de 

culture, le laboratoire dispose d’une station de chromatographie permettant de réaliser des 

chromatographies ioniques à haute performance (HPIC). Les métabolites ont été obtenus par une 
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méthode d’extraction à l’éthanol à chaud (5 mL d’Hepes 10 mM pH 7.2, 75 % éthanol à 80°C). Pour cela, 

les cultures sont cultivées pendant 24 heures en phase exponentielle de croissance, puis transférées à 

37°C pendant 30 minutes avant d’ajouter 1 mM d’AICAR pendant 1 heure. 5x10
8
 cellules sont utilisées 

pour l’extraction. Une fois séché, le culot a été repris dans 500 µL d’eau ultra-pure, centrifugé à 21 000 g 

deux fois 45 minutes et le surnageant a été utilisé pour la suite de l’analyse. La séparation des 

métabolites a été faite par HPIC sur une colonne carbopacPA1 (DIONEX). Les pics ont été identifiés en 

fonction de leur temps de rétention et de leur spectre d’absorption aux ultraviolets. Les quantités de 

métabolites ont été déterminées grâce à l’utilisation de gammes étalons. Pour finir, la concentration 

d’AICAR a été calculée en tenant compte du volume cellulaire mesuré grâce à un « cell sizer Beckman 

Coulter ». La méthode est détaillée dans l’article suivant  [177]. 

b) Analyse du profil lipidomique 

1) Broyage des cellules dans le solvant organique 

Des culots de 10
9
 cellules sont récoltés, lavés deux fois, et peuvent ensuite être congelés avant l’analyse. 

4 mL de CHCl3/MeOH/HCl (100/50/1) sont ajoutés au culot, ainsi que des billes de verre. Les cellules 

sont broyées en les vortexant 6 fois 30 secondes, entrecoupées de 30 secondes dans la glace entre 

chaque agitation.  

2) Déphasage avec la phase aqueuse 

2 mL d’eau distillée contenant 0,9 % de NaCl sont ajoutés et vortexés 30 secondes, suivi d’une 

centrifugation de 5 minutes à 50 % du régime maximum de la centrifugeuse. La phase organique 

inférieure est récoltée à l’aide d’une pipette pasteur. 2 mL de chloroforme sont ajoutés à la phase 

supérieure restante, vortéxés et centrifugés avant de prélever à nouveau la phase inférieure et la 

combiner avec l’extrait organique précédent. L’évaporation se fait à sec avec un évaporateur de solvant 

à aiguille. Enfin, 70 µL du mélange CHCl3/MeOH/HCl (100/50/1) sont ajoutés et mélangés au culot. Pour 

l’analyse CCM, 30 µL ont été déposés. 

c) Analyse protéomique des extractions enrichies en protéines 
nucléaires 

La souche Y2950 transformée avec le p339 ou le p4983 (KAP123) ont été cultivées en SDcasaWA 

pendant 24 heures en phase exponentielle de croissance, puis transférées à 37°C pendant 30 minutes 

avant d’ajouter 0 ou 1 mM d’AICAR pendant 2 heures. L’extraction est ensuite réalisée à partir de 50 mL 

de culture à DO 2x107 en utilisant le kit « Yeast Nuclei Isolation Kit » de chez Abnova. Le culot final est 

repris dans 40 µL. 20 µL ont été utilisés pour l’analyse protéomique subséquente réalisée à la 

Plateforme de Génomique Fonctionnelle en collaboration avec Marc Bonneu et Stéphane Claverol. 

d) Cycloheximide et extraction protéique 

Les souches tagguées Cln1-13Myc, Cln2-13Myc ou Cln3-13Myc ont été cultivées pendant 24 heures en 

phase exponentielle de croissance, puis transférées à 37°C pendant 30 minutes avant l’ajout de 0 ou 1 

mM d’AICAR. Au bout de 1h30 de traitement, 0,6 mg/mL de cycloheximide ont été ajoutées, 10 minutes 

après (temps nécessaire pour arrêter la traduction), des 108 cellules ont été récupérées toutes les cinq 

minutes pour la réalisation de western blots.  



146 
 

Le culot est re-suspendu dans 500 µL de solution 1 (1.85 N de NaOH et 7 % de mercaptoethanol) et 

incubé 10 minutes à 4°C. 500 µL de TCA 50% sont ajoutés et incubés 10 minutes à 4°C. 3 centrifugation 

de 5 minutes à froid à 15 000 rpm sont réalisées avec l’élimination du surnageant entre chaque 

centrifugation. Le culot est repris dans 50 µL de SDS 5% et neutralisé avec 9 µL de Tris 3 M pH 8,9. Le 

tout est incubé 15 minutes à 42°C puis centrifugé 10 minutes à 15 000 rpm. 50 µL de surnageant sont 

prélevés. De 5 à 15 µL de cette solution sont déposés sur gel, le reste peut-être congelé à -20°C. 

3. Chromatographie d’affinité 

Les plasmides contenant les constructions Myc (Kap123-Myc et Yrb1-Myc) sont transformés dans une 

souche sauvage. Puis, après 24 heures en phase exponentielle de croissance avec pression de selection, 

les cultures sont diluée à DO=0,2 en YPD et cultivées jusqu’à ce qu’elles atteignent une DO égale à 2 

dans 1 litre de culture chacune. Ensuite, les cultures sont centrifugées et placées à -80°C. 

A partir de cette étape, tout se fait dans la glace ou à 4°C. Le culot est repris dans 2 mL du tampon de 

lyse (Na2HPO4-HCl2 20 mM pH 7.2, NaCl 1 M avec une pastille d’anti protéase) et est ensuite amené à la 

plateforme de génomique fonctionnelle pour être cassé. Une fois broyées, le culot est centrifugé à 

21000 g 10 minutes à 4°C. Puis le surnageant est à son tour centrifugé à 21000 g 1 heure à 4°C. Le 

surnageant obtenu est dialysé sur la nuit dans du tampon de dialyse (Na2HPO4-HCl2 20 mM pH 7.2, 

NaCl 10 mM). Le lendemain, le dialysat est centrifugé 1 heure à 4°C. Pendant ce temps, la colonne de 

chromatographie doit être équilibrée : éliminer le tampon de conservation, faire passer 15 mL de 

tampon de dialyse à 10 mM NaCl par fraction de 5mL, faire passer 4 mL de tampon de dialyse à 1M NaCl 

en une fois, faire passer 10 mL de tampon de dialyse à 500 mM NaCl et finir par faire passer 20 mL de 

tampon de dialyse à 10 mM NaCl. Ensuite, boucher la colonne en bas et ajouter le dialysat avant de 

refermer la colonne en haut. La colonne doit agiter pendant 1 heure à 4°C sur une roue qui tourne.  

La colonne est placée à la verticale et débouchée par le haut puis le bas, ce qui sort par gravitation est le 
flow through. Les lavages sont effectués avec 20 mL de tampon de dialyse par fraction de 1mL. Enfin, 
l’élution est réalisée avec 5 mL de ZMP 5 mM dilué dans du tampon de dialyse par fraction de 500 µL 
récupérée une à une. Pour finir, on peut éluer avec du NaCl 500mM afin d’identifier les fractions dans 
lesquelles se trouvent la majorité des protéines éluées au ZMP par analogie, cela permet aussi de 
nettoyer la colonne. Les fractions de l’élution au ZMP contenant des protéines sont mélangées et 
concentrées à l’aide d’un centricon. 
 
A la fin, la résine doit être nettoyée: 1-2 mL de tampon de dialyse NaCl 1 M sont passés sur la colonne, 
puis 20-30 mL de tampon de dialyse 10 mM NaCl par fraction de 10 mL sont passés et enfin, 10 mL 
tampon de dialyse 10 mM NaCl contenant 20 % d’éthanol absolu sont passés sur la colonne avant de la 
placer au frigo. 

4. Cellules de mammifère 

Les mesures de cycle cellulaire ont été réalisées à l’aide du kit « BD Cycletest™ Plus DNA Kit » de chez BD 

Biosciences avec des cellules HCT116 en phase exponentielle de croissance. Les mesures d’apoptose ont 

été réalisées à l’aide du kit « ApoAlert® Annexin V-FITC Apoptosis Kit » de chez Clontech. 
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IX. Annexe  
 

En tant que co-auteur de l’article « Disruption of Nucleotide Homeostasis by the Antiproliferative 

Drug 5-Aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-d-ribofuranoside Monophosphate (AICAR). », j’ai réalisé 

la Figure 7A. L’article complet se trouve ci-dessous.  
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