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Résumé
La plupart des cellules cancéreuses ont un métabolisme basé sur une forte activité

glycolytique. Ainsi, inhiber la glycolyse dans les cellules cancéreuses est une piste étudiée
pour limiter la prolifération cancéreuse. Le 2-deoxyglucose (2DG) est un analogue du
glucose qui est importé dans les cellules tel du glucose. Il est ensuite phosphorylé en
2-deoxyglucose-6-phosphate (2DG6P) et inhibe la glycolyse. Cela induit une diminution de
la concentration d’ATP intracellulaire et peut conduire à la mort cellulaire. Chez la levure
Saccharomyces cerevisiae, cet inhibiteur entraîne l’activation de voies de signalisation
conduisant à l’expression des protéines Dog1 et Dog2, des phosphatases qui détoxifient le
2DG6P et permettent aux cellules de résister partiellement au 2DG. De plus, le 2DG induit
l’endocytose de deux transporteurs de glucose, et il a été proposé que ce mécanisme
contribue aussi à la résistance vis-à-vis de cet inhibiteur.

Cette étude a consisté à étudier les mécanismes par lesquels le 2DG déclenche
l’endocytose ainsi qu’aux autres effets cellulaires que pouvait avoir le 2DG chez
Saccharomyces cerevisiae.

Pour l’endocytose en réponse au 2DG, j’ai observé que lors d’un traitement des
cellules avec cette drogue, la quasi-totalité des protéines membranaires étudiées est
endocytée. Je me suis ensuite concentrée sur le mécanisme d’endocytose de la protéine de
fonction inconnue, Ina1. En réponse au 2DG, cette protéine est endocytée via l’arrestine
Rod1 ainsi que via l’E3 ubiquitine ligase, Rsp5. Rod1 est bien connue pour son rôle dans la
régulation de l’endocytose en réponse au glucose, et j’ai montré qu’elle est aussi cruciale
pour l’endocytose en réponse au 2DG. En m’intéressant ensuite à la régulation de cette
arrestine, j’ai confirmé qu’elle était activée en réponse au 2DG par la phosphatase
PP1/Reg1 et inhibée par la kinase AMPK/Snf1, et que la fonction de ce couple antagoniste
est régulée par le 2DG.

J’ai également observé de nouveaux effets du 2DG sur le métabolisme lipidique ou
la morphologie de la vacuole. En exploitant un crible publié, j’ai aussi cherché à identifier de
nouveaux mécanismes de résistance au 2DG. Par exemple, la délétion de gènes du
complexe SAGA, qui régule l'acétylation des histones, rend les cellules sensibles au 2DG.

Ainsi, ce travail précise notre compréhension des mécanismes de résistance et de
toxicité du 2DG chez Saccharomyces cerevisiae et pourrait ainsi contribuer à mieux
connaître les  effets du 2DG dans les cellules cancéreuses.

Mots clés : 2-deoxyglucose, Saccharomyces cerevisiae, endocytose, métabolisme,
arrestines

5



Abstract
Most cancer cells have a metabolism based on high glycolytic activity. Thus,

inhibiting glycolysis in cancer cells is a track being explored to limit cancer proliferation.
2-deoxyglucose (2DG) is a glucose analogue that is imported into cells as glucose. It is then
phosphorylated to 2-deoxyglucose-6-phosphate (2DG6P) and inhibits glycolysis. This
induces a decrease in intracellular ATP concentration and can lead to cell death. In the yeast
Saccharomyces cerevisiae, this inhibitor causes the activation of signaling pathways leading
to the expression of Dog1 and Dog2 proteins, phosphatases that detoxify 2DG6P and allow
cells to partially resist 2DG. In addition, 2DG induces endocytosis of two glucose
transporters, and it has been proposed that this mechanism also contributes to resistance to
this inhibitor.

This study investigated the mechanisms by which 2DG triggers endocytosis as well
as other cellular effects that 2DG may have in Saccharomyces cerevisiae.

For endocytosis in response to 2DG, I observed that when cells were treated with
this drug, almost all of the membrane proteins studied were endocytosed. I then focused on
the mechanism of endocytosis of the protein of unknown function, Ina1. In response to 2DG,
this protein is endocytosed via the arrestin Rod1 as well as via the E3 ubiquitin ligase, Rsp5.
Rod1 is well known for its role in the regulation of endocytosis in response to glucose, and I
have shown that it is also crucial for endocytosis in response to 2DG. By then focusing on
the regulation of this arrestin, I confirmed that it is activated in response to 2DG by
PP1/Reg1 phosphatase and inhibited by AMPK/Snf1 kinase, and that the function of this
antagonist pair is regulated by 2DG.

I also observed new effects of 2DG on lipid metabolism or vacuole morphology. By
exploiting a published screen, I also sought to identify new mechanisms of 2DG resistance.
For example, deletion of genes in the SAGA complex, which regulates histone acetylation,
makes cells sensitive to 2DG.

Thus, this work refines our understanding of the mechanisms of 2DG resistance and
toxicity in Saccharomyces cerevisiae and may contribute to a better understanding of the
effects of 2DG in cancer cells.

Key words : 2-deoxyglucose, Saccharomyces cerevisiae, endocytosis, metabolism,
arrestins
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1 - Introduction

A - Le métabolisme chez Saccharomyces cerevisiae : utilisation
et effet des différentes sources de carbone

A.1 Le glucose et les autres sources de carbone utilisées par les cellules
de levures

Dans son environnement naturel, la levure Saccharomyces cerevisiae est retrouvée
au niveau d’écorce et feuilles d’arbre ainsi que sur des fruits et baies endommagées.
L’environnement de ces levures est souvent un environnement pauvre en ressources ce qui
en fait un organisme avec une forte capacité d’adaptation. Afin de survivre, les levures ont
besoin d’une source de carbone telle que le glucose, qu’elles peuvent métaboliser très
rapidement par fermentation alcoolique même en présence d’oxygène (l’effet Crabtree). Lors
de cette fermentation, elles libèrent de l’éthanol dans l’environnement qu’elles peuvent
utiliser lorsque la source de glucose est tarie; de plus, l’éthanol est non-assimilable par
d’autres organismes présents dans son environnement, voire leur est toxique (Revues :
Jouhten et al., 2016; Liti, 2015). Cette utilisation particulière du glucose par Saccharomyces
cerevisiae lui permet donc de s’adapter facilement à son environnement et de survivre.

A.1.1 La répression induite par le glucose

Le glucose est un sucre monosaccharide composé de 6 carbones (Figure 1.1), un
hexose. Source importante d’énergie de la cellule, le glucose est généralement métabolisé
par glycolyse.

Figure 1.1 - Structures moléculaire du D-Glucose, du 2-Deoxy-D-glucose et du D-Mannose
(Laussel and Léon, 2020)

En 1927, en étudiant des tumeurs de rats, Otto Warburg montre que dans des tissus
différenciés non tumoraux, les cellules ne produisent pas d’acide lactique et ne font donc
pas de fermentation. En absence d’oxygène, les cellules génèrent de l’acide lactique par
fermentation. Il montre, en comparaison, que dans des tumeurs, la formation d’acide
lactique se fait quelle que soit la position des cellules dans la tumeur (plus ou moins proche
des capillaires, donc de l’apport en oxygène) (Warburg et al., 1927). Cette étude permet
ainsi de définir ce qu’on appelle maintenant l’effet Warburg : la répression du métabolisme
oxydatif (respiration et phosphorylation oxydative) même en présence d’oxygène dans les
cellules tumorales. Le seul moyen d'entraîner la mort de cellules tumorales est donc de
couper tout apport en oxygène et en carbone afin de stopper la respiration et la fermentation
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lactique.
Suivant les études de Warburg sur la fermentation et la respiration, Herbert Grace

Crabtree montre en 1929, dans des tumeurs de souris, qu’en présence de glucose, il y a
une diminution de la respiration de 12% par rapport à des cellules en présence de xylose.
De plus, il n’observe pas de formation d’acide lactique en présence de xylose dans le milieu,
indépendamment de la présence d’oxygène. Il n’y a donc pas de fermentation. Il en conclut
alors que l’activité glycolytique a un effet sur la capacité de respiration des cellules
tumorales (Crabtree, 1929). Il décrit ce qu’on appelle maintenant l’effet Crabtree : la
suppression de la respiration et la phosphorylation oxydative induite par le glucose, de
manière réversible et temporaire.

Des mutants de la levure Saccharomyces cerevisiae déficients pour la respiration ont
un taux de croissance moins important en présence de galactose qu’en présence de
glucose. De plus, le taux de respiration est plus important dans des levures en présence de
galactose qu’en présence de glucose, où le taux de fermentation est très important (De
Deken, 1966). L’augmentation de la respiration en présence de galactose compense un taux
de fermentation insuffisant. Ainsi, la levure Saccharomyces cerevisiae est un organisme
“Crabtree positif”. La levure Schizosaccharomyces pombe est également une levure
“Crabtree positive" mais ce n’est pas le cas de toutes les levures. En effet, des levures de
l’espèce Candida sont “Crabtree négatives” (De Deken, 1966) : le glucose n’a pas cet effet
de suppression de la respiration et de la phosphorylation oxydative.

Chez la levure, l’import et l’utilisation du glucose dans les cellules induit notamment
une répression de certaines voies de signalisation et de transcription de certains gènes. Ce
mécanisme de répression est décrit avec précision dans cette revue : (Kayikci and Nielsen,
2015). En présence au glucose, l’activité de la protéine Snf1/AMPK est inhibée (chapitre
A.2.3.2). Cette protéine, lorsqu’elle est activée par l’absence de glucose, active la
transcription et l'expression des gènes d’autres métabolismes que celui du glucose. Ainsi, en
présence de glucose, les gènes du métabolisme du glucose sont transcrits et la transcription
des gènes de la respiration ou encore de néoglucogenèse (Klein et al., 1998) est inhibée.

En plus d’inhiber la transcription des gènes, la répression induite par le glucose a lieu
également par la dégradation des protéines non impliquées dans le métabolisme du glucose
(Holzer, 1976) lorsque du glucose est ajouté à un milieu sans. Enfin, un autre mécanisme de
répression induite par le glucose est une augmentation de la dégradation de l’ARNm de
certains gènes (Revue : Klein et al., 1998). Ainsi, lors de l’ajout de glucose dans un milieu
sans, il y a une diminution de la stabilité de l’ARNm de SUC2, un gène codant pour
l’invertase, une enzyme qui hydrolyse le saccharose.

Ainsi, la répression induite par le glucose se fait via plusieurs mécanismes,
expliquant l’effet Crabtree chez Saccharomyces cerevisiae. Cependant, lorsqu’il n’y a plus
de glucose dans le milieu, d’autres métabolismes peuvent se mettre en place.

A.1.2 La levée de la répression induite par le glucose

En absence de glucose dans le milieu de croissance des levures et en présence
d’autres sources de carbone non fermentescibles, la fermentation n’a plus lieu laissant sa
place à la respiration et phosphorylation oxydative. Ce changement de métabolisme est dû à
une dérépression de gènes de la respiration grâce à l’absence de glucose. Cette
dérépression des gènes d’autres métabolismes passent par l’activation de la protéine
Snf1/AMPK. Cela induit l’activation des gènes de la néoglucogenèse et régule également les
gènes de réponse au stress (Revue : Conrad et al., 2014).

En présence d’autres sources de carbone non fermentescibles, certains gènes vont
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être transcrits et traduits. Ainsi, en présence de galactose, les gènes GAL, dont le gène
GAL2, codant pour une perméase de galactose, (Tschopp et al., 1986) dont la transcription
est réprimée en présence de glucose, vont être transcrits et traduits (Kew and Douglas,
1976).

A.2 Les premières étapes de la signalisation du glucose dans les
cellules

A.2.1 Le transport du glucose à travers la membrane

A.2.1.1 L’import du glucose dans les cellules via les transporteurs d’hexose

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, le glucose est importé dans les cellules
via les transporteurs d’hexoses présents à la membrane. Il existe 20 gènes codant pour des
potentiels transporteurs d’hexose (HXT1 à HXT17, GAL2, SNF3 et RGT2) (Kruckeberg,
1996). Les protéines Snf3 et Rgt2 n’ont pas la capacité de transporter du glucose,
contrairement aux autres protéines de la famille des transporteurs d’hexoses, nous
reviendrons dessus dans les chapitres A.2.1.2 et A.2.1.3. La séquence protéique de ces
transporteurs est conservée et on retrouve une forte similarité protéique entre ces protéines.
Ainsi, Hxt6 et Hxt7 sont identiques à 99,7% et cela vient de la duplication du génome de
Saccharomyces cerevisiae (Kellis et al., 2004), expliquant également le nombre important
de gènes dans la famille des transporteurs d’hexoses. De plus, leur structure secondaire est
semblable avec 12 domaines transmembranaires; les extrémités N-terminale et C-terminale
se trouvent dans le cytoplasme (Kruckeberg, 1996).

Dans la famille des transporteurs d’hexose, on retrouve des transporteurs à haute
affinité (Hxt6, Hxt7, Gal2) ainsi que des transporteurs à basse affinité (Hxt1 et Hxt3)
(Reifenberger et al., 1997, 1995) dont l’expression varie en fonction de la concentration
d‘hexose présente dans le milieu extracellulaire.

Dans la souche de levures de laboratoire de Saccharomyces cerevisiae, la délétion
des gènes des transporteurs HXT1 à HXT17 et GAL2 (hxt1-hxt17 gal2) empêche l’utilisation
du glucose, fructose, mannose, saccharose et raffinose (Wieczorke et al., 1999). Ces
transporteurs sont donc essentiels pour le transport de glucose dans les cellules. De plus, le
fructose inhibe le transport de glucose chez Saccharomyces cerevisiae et Saccharomyces
uvarum (utilisée dans la fabrication de bière) indiquant que l’import dans les cellules de ces
deux sucres s’effectue via les mêmes transporteurs (D’Amore et al., 1989).

A.2.1.2 Snf3 et Rgt2 : les senseurs de glucose

Parmi les 20 transporteurs d’hexose qui sont exprimés chez Saccharomyces
cerevisiae, il existe 2 protéines à 12 domaines transmembranaires, similaires aux
transporteurs de glucose qui sont des senseurs de glucose, Snf3 et Rgt2 (Ozcan et al.,
1996). Incapables de transporter le glucose, ils agissent comme des senseurs : Snf3 est un
senseur pour les concentrations faibles de glucose et Rgt2 pour les hautes concentrations
de glucose. Leur rôle est fondamental car ils sont requis pour l’induction des gènes des
transporteurs de glucose HXT (Figure 1.2). Lorsque le glucose se lie à ces senseurs, cela
active une voie de signalisation, via la queue C-terminale des senseurs (Ozcan et al., 1998)
et les kinases Yck1 et Yck2 qui permet l’activation transcriptionnelle des gènes HXT
(Gancedo, 2008). Chez la levure Kluyveromyces lactis, on retrouve également ce type de
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senseur de glucose avec la protéine KlRag4, régulée par la glycolyse (Cairey-Remonnay et
al., 2015).

A.2.1.3 Gpr1 : un GPCR senseur de glucose

Gpr1 est une protéine à 7 domaines transmembranaires couplée à la protéine G
(RCPG : récepteur couplé à une protéine G) Gpa2. Elle est impliquée dans l’activation d’une
voie de signalisation AMPc-dépendante en réponse au glucose (Kraakman et al., 1999). Le
glucose se fixe à Gpr1 (Lemaire et al., 2004) induisant l’interaction avec Gpa2 et son
activation (Kraakman et al., 1999). Cela induit l’activation de l'adénylate cyclase, Cyr1
(Figure 1.2) puis une augmentation du niveau d’AMPc dans les cellules et l’activation de la
protéine kinase A (PKA) (Gancedo, 2008) : l’AMPc se lie à la protéine inhibitrice Bcy1 qui se
dissocie alors des sous-unités catalytiques Tpk1, Tpk2 ou Tpk3 qui deviennent ainsi actives.
Cette activation libère la répression exercée sur le gène de l’hexokinase HXK2 (Palomino et
al., 2006) qui est alors transcrit, exprimé et peut ainsi phosphoryler le glucose en G6P
lorsqu’il rentre dans les cellules.

Figure 1.2 - Représentation schématique simplifiée des trois voies de réponse au glucose
caractérisées chez Saccharomyces cerevisiae. (Geladé et al., 2003)
(a) La voie principale de répression induite par le glucose. En réponse à des concentrations élevées
de glucose, le complexe contenant la kinase Snf1 inhibe le complexe contenant le répresseur Mig1 et
réprime ainsi les gènes impliqués dans la respiration, la gluconéogenèse et le métabolisme des
sources alternatives de carbone, comme le galactose (gènes GAL) et le maltose (gènes MAL). PP1
agit dans un complexe avec Reg1 pour réguler à la baisse Snf1 dans des conditions de faible
glucose. La phosphorylation du glucose par Hxk2 est requise pour cette voie, mais l'étape à laquelle
elle agit n'est pas connue. (b) La voie de détection du glucose Snf3/Rgt2. En l'absence de glucose,
Rgt1 agit dans un complexe avec Std1 et Mth1 comme répresseur transcriptionnel des gènes
HXT1-HXT4. En présence de glucose, le facteur de transcription Rgt1 est inactivé par l'inactivation et
la dégradation de Mth1 et Std1 médiées par SCF-Grr1, et l'hyperphosphorylation par PKA, ce qui
entraîne la dissociation de Rgt1 des promoteurs HXT. Snf3 déclenche l'induction de HXT1-HXT4 en
réponse à de faibles concentrations de glucose. Des concentrations élevées de glucose augmentent
encore l'expression de HXT1 par l'intermédiaire de Rgt2 dans un processus qui implique la
conversion de Rgt1 en un activateur transcriptionnel. (c) La voie de détection du glucose Gpr1/Gpa2.
Des concentrations élevées de glucose activent la synthèse de l'AMPc par l'adénylate cyclase Cyr1
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(qui dépend de Ras) par l'intermédiaire du récepteur Gpr1 couplé à la protéine G Gpa2, de manière
dépendante de la phosphorylation du glucose. L'activation de la protéine kinase A (PKA) qui en
résulte affecte une grande variété de gènes cibles impliqués, par exemple, dans le métabolisme du
carbone et la résistance au stress. Certains de ces effets sont médiés par les facteurs de transcription
Msn2 et Msn4. STRE, élément de réponse au stress.

Le saccharose est un sucre constitué d’une molécule de glucose et d’une molécule
de fructose qui est clivable en deux par l’invertase Suc2, une enzyme sécrétée dans le
milieu extracellulaire par les levure (Marques et al., 2016). Ce sucre peut également induire
l’activation de Gpr1 et une augmentation du niveau d’AMPc de façon encore plus importante
que le glucose. Au contraire, malgré sa similitude avec le glucose (Figure 1.1), le mannose
agit comme un antagoniste de Gpr1 en se fixant à Gpr1 sans l’activer (Lemaire et al., 2004).

A.2.2 La glycolyse

Le glucose est importé dans les cellules via différents membres de la famille des
transporteurs d’hexose, décrits précédemment. Dès son entrée dans les cellules, le glucose
est phosphorylé en glucose-6-phosphate (G6P) par les hexokinases Hxk1, Hxk2 ou la
glucokinase Glk1. Le G6P est isomérisé en fructose-6-phosphate (F6P) par la
phosphoglucose isomérase, Pgi1. Suivant plusieurs étapes, le F6P est transformé en
pyruvate (Figure 1.3). Chaque molécule de glucose qui est importée dans les cellules
permet d’induire la formation de deux molécules de pyruvate via la glycolyse et cela permet
de générer 2 molécules d’ATP. Le pyruvate peut alors entrer dans le processus de
fermentation (Bender et al., 2015), menant à la formation d’éthanol, qui est exporté des
cellules par simple diffusion (Kotyk and Alonso, 1985), ou alors entrer dans les
mitochondries (Bender et al., 2015) et participer à la respiration et la phosphorylation
oxydative menant à la formation de dioxyde de carbone. Le processus de respiration et
phosphorylation oxydative génère 32 molécules d’ATP de plus par molécule de glucose.

Le G6P peut également être transformé en 6-phosphogluconate puis en ribulose
5-phosphate via la voie des pentoses phosphates (PPP : Pentose Phosphate Pathway)
permettant une production importante de NADPH qui protège les cellules des stress
oxydatifs (Juhnke et al., 1996).

Pour ce qui est du galactose, l’entrée de cet hexose dans les cellules se fait via des
perméases spécifiques. Par différentes étapes, la voie de signalisation Leloir (décrite dans
cet article : Lazar et al., 2015), ce sucre est converti en G6P et participe ensuite à la
glycolyse (Timson, 2007).
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Figure 1.3 - Métabolisme du carbone chez Saccharomyces cerevisiae. (D’après Fraenkel,
2011). La glycolyse, le cycle de Krebs et une partie de la voie des pentoses phosphates sont
représentés. Le nom des enzymes impliquées dans ces différentes voies est indiqué en bleu le
long des flèches. Hxk1/2 : Hexokinase ; Glk1 : Glucokinase ; Pgi1 : Phosphoglucoisomerase ; Pfk1
: Phosphofructokinase ; Fbp1 : Fructose 1,6-biphosphatase ; Fba1 : Fructose 1,6-bisphosphate
aldolase ; Tpi1 : Triose phosphate isomerase ; Gpd1/2 : Glycerol 3-phosphate dehydrogenase ;
Gut1 : Glycerol kinase ; Gut 2 : Glycerol 3-phosphate dehydrogenase mitochondrial ; Hor2/Rhr2 :
Glycerol 3-phosphate phosphatase ; Tdh1/2/3 : Triose phosphate dehydrogenase ; Pgk1 :
3-phosphoglycerate kinase ; Gpm1 : Glycerate phosphomutase ; Eno1/2 : Enolase ; Pyk2/Cdc19 :
Pyruvate kinase ; CyB2 : Cytochrome B2 ; Pdc : Pyruvate decarboxylase ; Pdh : Pyruvate
Dehydrogenase ; Adh : Alcohol dehydrogenase ; Ald : Aldehyde dehydrogenase ; Acs1 : Acetyl
CoA synthetase ; Pyc1/2 : Pyruvate carboxylase ; Cit1/2/3 : Citrate synthase ; Aco1/2 : Aconitase ;
Idh1/2 : Isocitrate dehydrogenase ; Kgd1/2 : alpha-ketoglutarate dehydrogenase ; Lsc1/2 : Succinyl
CoA ligase ; Sdh1/2/3 : Succinate dehydrogenase ; Fum1 : Fumarate ; Mdh1/2/3 : Malate
dehydrogenase
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A.2.3 La voie de répression induite par le glucose : rôle des protéines et complexes
Hxk2, Snf1/AMPK et Reg1/PP1

A.2.3.1 Le rôle de l’hexokinase Hxk2

Lors de son import dans les cellules, le glucose est phosphorylé en G6P par Hxk1,
Hxk2 et Glk1 (Lobo and Maitra, 1977). Ces enzymes phosphorylent également le fructose, le
mannose ainsi que le 2-deoxyglucose. En présence de sources de carbone fermentescibles
(glucose, fructose ou mannose), Hxk2 réprime l’expression de GLK1 et HXK1. C’est donc la
principale enzyme active en présence de glucose. Lorsque le métabolisme change pour une
source de carbone non fermentescible, HXK2 est réprimée et les gènes GLK1 et HXK1 sont
exprimés (Rodríguez et al., 2001).

Cette régulation d’Hxk2 en réponse à la concentration de glucose se fait également
via la phosphorylation de l’enzyme qui est essentielle pour la signalisation du glucose
(Randez-Gil et al., 1998). Les modifications post-traductionnelles d’Hxk2 sont régulées par
la phosphatase Reg1/PP1, qui, en réponse au glucose, déphosphoryle Hxk2, la retenant
dans le cytoplasme. Lorsque la concentration de glucose est basse, la kinase Snf1/AMPK,
qui est activée, phosphoryle Hxk2, la retenant dans le noyau (Ahuatzi et al., 2004; Moreno
and Herrero, 2002). Ainsi, dans ces conditions, Hxk2 est dans configuration ouverte, n’est
pas lié au complexe formé par les facteurs de transcription Mig1 et Mig2, Snf1 et Reg1,
permettant l’expression transcriptionnelle de l’invertase SUC2. Au contraire, en présence de
glucose, Hxk2 se lie à Mig1 et forme alors un complexe inhibant l’activation
transcriptionnelle de SUC2 (Vega et al., 2016).

D’autre part, la phosphorylation du glucose par Hxk2 semble générer un signal,
peut-être d’origine métabolique ou conformationnel (Gancedo, 2008), qui agit sur d’autres
acteurs de la voie, présentés dans le paragraphe suivant.

A.2.3.2 Le rôle du complexe Reg1/Glc7 et de la protéine Snf1/AMPK dans la signalisation du
glucose

Comme décrit plus haut (chapitre A.1.1), la présence de glucose induit la répression
de nombreux gènes. Cette voie de signalisation implique deux protéines majeures : la
protéine Reg1, du complexe PP1 (Protein Phosphatase 1), et la protéine Snf1/AMPK.

Le complexe PP1 est composé d’une sous-unitée catalytique, Glc7, essentielle pour
la viabilité des levures (Feng et al., 1991). Glc7 s’associe à différentes sous-unités
régulatrices. Ces différentes sous-unités vont se fixer à différents substrats et conférer
plusieurs fonctions à PP1. Ainsi, Glc7 peut se lier avec la sous-unité régulatrice Shp1 afin de
jouer un rôle dans la polarité cellulaire (Zhang et al., 1995). Une autre sous-unitée
régulatrice de PP1 est la protéine Reg1 qui est impliquée dans la voie de répression induite
par le glucose en inhibant l’expression transcriptionnelle de certains gènes en réponse au
glucose (Tu and Carlson, 1994) par les mécanismes précisés ci-dessous.

Snf1 est une kinase essentielle pour l’utilisation du saccharose et d’autres sources
de carbone non fermentescibles dans les cellules (Carlson et al., 1981). Elle fonctionne en
complexe avec une sous-unité activatrice gamma, Snf4 (Celenza et al., 1989), et une
sous-unité bêta, Sip1, Sip2 ou Gal83 (Jiang and Carlson, 1997). Lors d’une carence de
glucose, Snf1 est phosphorylée et activée par les kinases Sak1 (Nath et al., 2003), Elm1
(Sutherland et al., 2003) et Tos3 (Hong et al., 2003; Wilson et al., 1996), et participe à
l’activation de la transcription des gènes réprimés par le glucose.

En réponse au glucose, la protéine Reg1 est activée mais l’activation de cette
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protéine en réponse à ce sucre n’est pas encore comprise aujourd’hui. Cependant, des
données indiquent que l’hexokinase jouerait un rôle clé dans cette étape; en effet, la
mutation d’HXK2 entraîne une dérépression de l’invertase (Entian and Zimmermann, 1980;
Ma et al., 1989) et une phosphorylation accrue de Snf1 (McCartney et al., 2014). En
présence de glucose, le complexe Reg1/PP1 déphosphoryle la kinase Snf1/AMPK, la
rendant inactive et conduisant à la répression des gènes requis pour l’utilisation d'autres
sources de carbone que le glucose (Sanz et al., 2000). Par exemple, les gènes GAL et
SUC2 sont réprimés via les facteurs de transcription Nrg1, Mig1 et Mig2 en réponse au
glucose (Zhou and Winston, 2001) (Figure 1.4). C’est la voie de répression induite par le
glucose.

Figure 1.4 - Représentation schématique de la voie de signalisation Snf1/Mig1 chez
Saccharomyces cerevisiae. (Bendrioua et al., 2014)
La voie Snf1/Mig1 est représentée en présence de niveaux élevés et faibles de glucose dans le milieu
de croissance. À des niveaux élevés de glucose, Hxk2 phosphoryle le glucose et la glycolyse est
pleinement active. La phosphatase Glc7 maintient Snf1 et Mig1 déphosphorylées, et, par conséquent,
Mig1 est situé dans le noyau et, en complexe avec Cyc8 et Tup1, réprime l'expression des gènes. À
faible taux de glucose, Hxk1 et Glk1 participent également à la phosphorylation du glucose, mais la
glycolyse fonctionne à un rythme plus faible.

Au contraire, en absence de glucose, ces gènes sont déréprimés via l’activation et
l’action de Snf1. Ainsi, parmi les gènes-cibles du complexe Snf1, on retrouve le facteur de
transcription ADR1, qui joue un rôle dans le métabolisme respiratoire (Young et al., 2012).
De plus, Snf1 phosphoryle les facteurs de transcription Mig1 et Mig2 qui répriment
l'expression de certains gènes en réponse au glucose. Ces facteurs de transcription,
lorsqu’ils sont phosphorylés, sont exportés du noyau et les gènes réprimés par le glucose
sont alors exprimés (Lutfiyya et al., 1998). Chez la levure Schizosaccharomyces pombe, une
protéine orthologue de Snf1 régule aussi la dérépression de certains gènes en absence de
glucose (Matsuzawa et al., 2012). De plus, Snf1/AMPK est également phosphorylée et
activée en réponse à des stress environnementaux autres que la limitation en glucose dans
le milieu. Un stress oxydatif ou un pH alcalin induisent aussi l’activation de Snf1/AMPK chez
Saccharomyces cerevisiae (Hong and Carlson, 2007).

Pour une revue sur les différentes voies de signalisation régulées par Snf1/AMPK,
voir (Hedbacker and Carlson, 2008) et sur les voies de signalisation du glucose dans les

20

https://www.zotero.org/google-docs/?LrvLu9
https://www.zotero.org/google-docs/?LrvLu9
https://www.zotero.org/google-docs/?2U26zD
https://www.zotero.org/google-docs/?2Frue5
https://www.zotero.org/google-docs/?QEjdqv
https://www.zotero.org/google-docs/?OtrNgh
https://www.zotero.org/google-docs/?kaQjFm
https://www.zotero.org/google-docs/?z7cYFz
https://www.zotero.org/google-docs/?IPk1Hh
https://www.zotero.org/google-docs/?bv0nVE
https://www.zotero.org/google-docs/?BNjraK


premières étapes de sa signalisation, voir la revue (Gancedo, 2008).

B - Le 2-Deoxy-D-Glucose

B.1 Présentation du 2-Deoxy-D-Glucose

Le 2-Deoxy-D-Glucose (2DG) est un inhibiteur métabolique non naturel. Analogue
synthétique du glucose (Figure 1.1), il se différencie de ce dernier par l’absence d’oxygène
au niveau du carbone 2 de la molécule. Reconnu par les cellules comme du glucose, il est
importé, chez Saccharomyces cerevisiae via les transporteurs de glucose (Van Steveninck,
1968), de haute et de basse affinités. Cependant, contrairement au glucose, il ne peut pas
se fixer et activer le RCPG Gpr1 (Lemaire et al., 2004). Il est phosphorylé par l’hexokinase
chez la levure (Hxk2, Hxk1 et Glk1 le phosphorylent) (Cramer and Woodward, 1952; Lobo
and Maitra, 1977; Soncini et al., 2020; Woodward and Hudson, 1955), dans le cerveau (Sols
and Crane, 1954) et au niveau des muscles (Wick et al., 1957) en 2-Deoxy-6-Phosphate
(2DG6P). Le 2DG6P s’accumule dans les cellules et ne participe pas par la suite à la
glycolyse, contrairement au G6P (Novak et al., 1990). Le 2DG6P inhibe alors les protéines
Hxk2 et Pgi1, de façon non-compétitive (Chen and Guéron, 1992) et compétitive (Wick et al.,
1957) respectivement induisant une diminution du niveau d’ATP intracellulaire. En présence
de 2DG, la phosphorylation des autres sucres est inhibée et il n’y a pas d’accumulation de
G6P ou d’intermédiaires d’autres voies de signalisation alternatives à la glycolyse (Tower,
1958).

B.2 Les premières utilisations du 2DG chez les mammifères et chez
Saccharomyces cerevisiae

De par sa ressemblance avec le glucose, le 2DG a été utilisé très tôt afin d’inhiber le
métabolisme du glucose dans des cellules hypermétaboliques, comme les cellules
cancéreuses. Ainsi, les premières études avec du 2DG datent des années 1950. En 1952,
des chercheurs étudient son effet sur des cellules du cancer du sein de rat (Woodward and
Cramer, 1952) et montrent que le 2DG inhibe le métabolisme anaérobie du glucose de près
de 60%. Cela est confirmé lors d’une étude sur des tissus de rats sains et tumoraux durant
laquelle, il est montré que le 2DG inhibe la glycolyse dans les deux types de tissus
(Woodward and Hudson, 1954); le 2DG entre donc en compétition avec le glucose lorsqu’il
est présent dans le milieu. Il est également montré que le 2DG inhibe la prolifération
cellulaire de fibroblastes cardiaques de poulet (Ely et al., 1952) et des cellules de Krebs
carcinomales (Ely, 1954). Ces différents résultats ont ensuite été confirmés dans des études
postérieures. En 1955, Wick et al confirment que le 2DG bloque le métabolisme du glucose
en agissant comme compétiteur, en inhibant le transfert et l'oxydation du glucose dans des
tissus extra hépatiques (Wick et al., 1955). Enfin, Landau et Lubs, en étudiant des souris,
des rats et des lapins, montrent que lorsqu’on traite ces animaux avec du 2DG, le taux de
glucose dans le sang augmente; le 2DG serait donc bien en compétition avec le glucose au
niveau du métabolisme glucidique (Landau and Lubs, 1958).

Les études chez Saccharomyces cerevisiae commencent également très tôt
puisqu’au début des années 1950, Gladys E. Woodward et Francis B. Cramer étudient les
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effets du 2DG sur la croissance, le métabolisme et la fermentation du glucose chez la levure
(Cramer and Woodward, 1952; Woodward, 1952). Ils montrent alors que le 2DG inhibe la
fermentation anaérobie du glucose chez les levures, qu’il est importé dans les cellules et
que c’est également un substrat de l’hexokinase, comme le glucose. Le 2DG est donc en
compétition avec le glucose pour son métabolisme chez Saccharomyces cerevisiae, comme
cela a été montré pour les cellules mammifères. Par la suite, il est montré que, comme le
glucose, le 2DG inhibe l’utilisation d’autres sources de carbones en inhibant la synthèse
d’enzymes participant à la formation de carbohydrates à partir d’alcool (Witt et al., 1966). Il
inhibe aussi, comme le glucose, l’activation de Snf1/AMPK qui, lorsqu’activée, induit
l’activation des gènes réprimés par le glucose (Hedbacker and Carlson, 2006; Randez-Gil et
al., 1995b).

Ensuite, le 2DG est utilisé dans différentes études chez Saccharomyces cerevisiae
en association avec différentes sources de carbone et cela permet d’identifier différents
acteurs de la répression induite par le glucose. En 1984, Entian et Fröhlich effectuent un
crible en cultivant des levures en présence de raffinose et 2DG (Entian and Fröhlich, 1984).
Cela confirme que l’hexokinase Hxk2 possède une activité catalytique en phosphorylant le
glucose et que c’est également un acteur de la voie de répression induite par le glucose.
Neigeborn et Carlson (Neigeborn and Carlson, 1987) identifient des mutants capables de
pousser en présence de 2DG sur un milieu contenant du saccharose. Cela permet alors de
confirmer le rôle d’Hxk2 comme acteur de la voie de répression induite par le glucose, et
d’identifier Reg1 et Glc7 comme acteurs additionnels de cette voie. Le 2DG est donc un
inhibiteur métabolique utilisé en recherche chez Saccharomyces cerevisiae depuis 70 ans,
qui a permis de déchiffrer des voies de signalisation importantes et qui a différents effets sur
les cellules.

B.3 Les différents effets du 2DG
En Figure 1.5 est présenté un résumé des différents effets du 2DG en fonction de

différents organismes modèles. Ici, nous nous concentrerons principalement sur les effets du
2DG chez Saccharomyces cerevisiae.

Figure 1.5 - Exemples des effets cellulaires et métaboliques du 2DG et les mécanismes de
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résistances à cet inhibiteur dans différents organismes modèles (Laussel and Léon, 2020)

B.3.1 Les effets du 2DG sur la glycolyse et le niveau d’ATP intracellulaire
Comme vu précédemment (chapitre B.1), lorsque le 2DG est importé dans les

cellules, il est phosphorylé en 2DG6P et inhibe la glycolyse via l’inhibition des protéines
Hxk2 et Pgi1. Cela a pour effet d’induire une diminution du niveau d’ATP intracellulaire. En
effet, la phosphorylation du glucose en G6P ou celle du 2DG en 2DG6P requiert de l’ATP.
Cependant, dans le cas du G6P, ce métabolite participe à la glycolyse et permet de
regénérer de l’ATP. Au contraire, le 2DG6P ne participe pas à la glycolyse, l'investissement
initial en ATP n’est donc jamais récupéré (Figure 1.6).

Figure 1.6 - Métabolisme du 2-deoxyglucose dans la glycolyse et la voie des pentoses
phosphates et ses effets inhibiteurs (Laussel and Léon, 2020)

B.3.2 L’activation transcriptionnelle de DOG1 et DOG2 par le 2DG
Dans les années 1990, un groupe de chercheurs a découvert les gènes DOG1 et

DOG2 (Randez-Gil et al., 1995a; Sanz et al., 1994). Issus de la duplication du génome de
Saccharomyces cerevisiae (Katju et al., 2009), ces gènes codent pour les protéines du
même nom qui sont des phosphatases. Elles participent à la détoxification du 2DG des
cellules en déphosphorylant le 2DG6P, limitant ainsi l'interférence de ce composé avec le
métabolisme . Leur surexpression permet aux levures de résister au 2DG (Randez-Gil et al.,
1995a). Ces protéines font partie d’une famille de protéines, les HaloAcid Dehalogenase
(HAD), des protéines composant la plus grande famille de phosphatases connues à ce jour.
Parmi les protéines HAD, il existe une protéine humaine, HDHD1 (Haloacid
Dehalogenase-like Hydrolase Domain-containing protein 1), avec près de 40% d’homologie
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avec Dog2, qui, lorsqu’elle est surexprimée, induit une résistance au 2DG des cellules
cancéreuses HeLa (Defenouillère et al., 2019).

Les protéines Dog1 et Dog2 possèdent une forte affinité pour le 2DG avec des Km
peu élevés (1,39mM pour Dog1 et 0,77mM pour Dog2), contrairement aux autres
métabolites pour lesquels le Km est plus élevé (Kuznetsova et al., 2015). De plus,
lorsqu’elles sont exprimées, le 2DG n’a plus d’effet sur le métabolisme et les gènes réprimés
en réponse au glucose (Randez-Gil et al., 1995b).

En réponse à un traitement des cellules au 2DG, les protéines Dog1 et Dog2 sont
induites via les voies de signalisation UPR et CWI (chapitres B.3.3 et B.3.4), permettant aux
cellules de survivre en présence de la drogue à des concentrations modérées (Defenouillère
et al., 2019) (Figure 1.7).

Figure 1.7 - Différents effets du 2-deoxyglucose sur chez Saccharomyces cerevisiae.
(Defenouillère et al., 2019)
Le 2DG induit un stress du RE, déclenche la voie de l’UPR, induisant l’activation d’Hac1 et
l’activation transcriptionnelle de DOG2. Le 2DG induit aussi l’activation de la CWI qui permet aussi
la transcription de DOG2 via l’activation de Rlm1.

B.3.3 L’effet du 2DG sur la N-glycosylation des protéines
En plus d’être un analogue du glucose, le 2DG est également un analogue du

mannose (Figure 1.1). Ce sucre est un composant important des arbres de N-glycosylation
des protéines. Il est incorporé dans les arbres de glycosylation sous forme de
GDP-mannose (Figure 1.8). Cependant, lors d’un traitement des cellules au 2DG, le 2DG
est également transformé en GDP-2DG et il existe une compétition entre les 2 types de
GDP pour la liaison aux protéines, entraînant la synthèse de protéines partiellement ou pas
glycosylées. Ce phénomène a été observé en premier dans les glycoprotéines virales
(Courtney et al., 1973; Kaluza et al., 1973; Nakamura and Compans, 1978; Stohrer and
Hunter, 1979). L’ajout de mannose extérieur permet un retour à la normale de l’état de
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N-glycosylation des protéines par compétition avec le 2DG (Kaluza et al., 1973). Ce défaut
de N-glycosylation des protéines lors d’un traitement des cellules au 2DG induit un stress du
réticulum endoplasmique (ER) et déclenche alors la voie de signalisation de l’UPR (Unfolded
Protein Response) dans des cellules cancéreuses (Kurtoglu et al., 2007) ainsi que chez la
levure (Defenouillère et al., 2019). Chez Saccharomyces cerevisiae, lors d’un traitement au
2DG activant l’UPR, le facteur de transcription Hac1 est activé et participe à l’activation de la
transcription de DOG2 (Figure 1.7).

Enfin, il a été montré que l’induction d’un stress du RE et l’activation de l’UPR active
l’autophagie dans trois lignées de cellules cancéreuses différentes (Xi et al., 2011).

Figure 1.8 - Arbre de glycosylation des protéines chez Saccharomyces cerevisiae. D’après
(Guo et al., 2014)
GlcNac : N-acétylglucosamine; Man : Mannose; Glu : Glucose.

B.3.4 L’effet du 2DG sur la voie de signalisation de l’intégrité de la paroi cellulaire
La majorité des champignons et toutes les espèces de levures possèdent, en plus de

la membrane plasmique, une paroi cellulaire (Xie and Lipke, 2010), protégeant les cellules
des agressions extérieures possibles. Chez Saccharomyces cerevisiae, la paroi cellulaire
est composée en majorité de β1,3-glucans (50% de la masse de la paroi), de β1,6-glucans
(10% de la masse) et de mannoprotéines (40% de la masse), fortement glycosylées (Lipke
and Ovalle, 1998). Chez Schizosaccharomyces pombe, la paroi cellulaire est également
constituée de β-glucans et mannoprotéines et les β-glucans sont impliqués dans le
processus de fission de ces levures (Horisberger and Rouvet-Vauthey, 1985). En présence
de 2DG, on observe chez S. pombe une paroi cellulaire plus fragile (Megnet, 1965). Le 2DG
peut également entraîner une lyse des cellules au niveau du site de fission, lieu de synthèse
des β-glucans (Megnet, 1965). De même, chez les levures Saccharomyces cerevisiae et
Pichia farinosa, on observe une lyse de la paroi cellulaire au niveau des régions de
synthèses des β-glucans lors d’un traitement des cellules au 2DG (Johnson, 1968). Chez la
levure Candida albicans, en testant l’incorporation de 2DG radioactif dans les parois
cellulaire, il a été montré que le 2DG est incorporé dans les β-glucans avec une fraction
radioactif de près de 50% dans les β-glucans (Notario et al., 1982). Cette incorporation du
2DG dans les 1,3-β-glucans altèrent leur stabilité (Gale et al., 1984) et déstabilise la paroi
cellulaire. De par son effet sur la glycosylation des protéines (chapitre B.3.3), le 2DG induit
un défaut de synthèse des mannoprotéines (Krátký et al., 1975), protéines fortement
glycosylées, induisant une lyse de la paroi cellulaire.
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Lors d’un traitement des cellules au 2DG, on observe l’activation de la voie de
signalisation CWI (Cell Wall Integrity), une voie de signalisation de réponse au stress de
paroi (Defenouillère et al., 2019). Cette activation permet aux cellules de résister au 2DG via
l’activation d’un facteur de transcription, Rlm1, qui participe à l’activation de la transcription
de DOG2 (Figure 1.7).

B.3.5 L’effet du 2DG sur les protéines Snf1/AMPK et Reg1/PP1 : voie de
signalisation et répression induite par le glucose

Comme vu précédemment, le 2DG a été utilisé dans différents cribles en présence
de source de carbone afin d’identifier les acteurs de la voie de répression induite par le
glucose (Neigeborn and Carlson, 1987; Zimmermann and Scheel, 1977). Cela a ainsi permis
d’identifier le complexe Reg1/Glc7 comme ayant un rôle dans cette répression. Le mutant de
délétion de REG1, la sous-unité régulatrice de ce complexe, a été identifié et confirmé
comme résistant au 2DG (McCartney et al., 2014; Ralser et al., 2008).

De plus, lorsque le 2DG est ajouté à des levures cultivées dans un milieu contenant
peu de glucose, il inhibe rapidement l’activité de Snf1/AMPK (Hedbacker and Carlson,
2006). Des données plus récentes montrent que l’ajout de 2DG à des levures cultivées dans
un milieu contenant du glucose induit l’activation de Snf1/AMPK après plusieurs heures
(O’Donnell et al., 2015).

B.4 Le 2DG dans les cellules cancéreuses

Comme vu précédemment, le 2DG a différents effets sur dans les cellules
cancéreuses. Il inhibe la glycolyse, active l’UPR en induisant un défaut de N-glycosylation
des protéines au niveau du RE et en déclenchant ainsi l’autophagie. De part sa forte
ressemblance avec le glucose et ses effets dans les cellules, le 2DG peut-être utilisé dans
des traitements anticancéreux. De plus, il existe également des dérivés du 2DG qui sont
utilisés aujourd’hui, pour de la radiothérapie par exemple.

B.4.1 L’utilisation du 2DG dans le cadre de traitements anticancéreux et essais
cliniques

Comme vu précédemment, les cellules cancéreuses ont un métabolisme glycolytique
particulier, différent de celui de cellules saines. En effet, elles présentent une glycolyse plus
importante avec une augmentation de la consommation de glucose et une répression du
métabolisme oxydatif. Ainsi, un des moyens d’affaiblir les cellules cancéreuses est d’inhiber
la glycolyse dans ces cellules. Le 2DG, de part sa ressemblance avec le glucose pour les
cellules, est un inhibiteur métabolique intéressant pour cela.

Le premier essai clinique réalisé avec du 2DG sur des patients atteints de cancers
date de 1958 (Landau et al., 1958). Dans cet essai, des patients avec différents types de
cancers ont été traités au 2DG une fois et différents effets secondaires, comme de
l'hypoglycémie, ont été observés; effets secondaires qui disparaissaient 30 minutes après le
traitement. Par la suite, un autre essai clinique de phase I a été réalisé avec du 2DG
uniquement sur des patients atteints de cancer de la prostate, permettant de déterminer la
dose de 2DG la mieux supportée par les patients (45mg/kg) ainsi que de montrer, qu’en
réponse au 2DG, on observe, chez ces patients, une diminution de l’autophagie, un
mécanisme de survie cellulaire des cellules cancéreuses (Stein et al., 2010).

Le 2DG seul ne permettant pas d’induire la mort des cellules cancéreuses et
maximisant les effets d’autres drogues sur les cellules cancéreuses (Maschek et al., 2004),
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beaucoup d’études ont utilisé cet inhibiteur en association avec d’autres drogues afin de
d’améliorer les effets des deux drogues sur les inhibiteurs métaboliques. Par exemple, un
essai clinique de phase I en 2013 a utilisé le 2DG en association avec le docetaxel, un
inhibiteur de la dépolymérisation des microtubules (Raez et al., 2013). Cet essai, réalisé
chez des patients avec des tumeurs solides, a permis de montrer que la dose maximale par
jour par patient est de 63 mg/kg, ce qui entraîne le moins d’effets secondaires indésirables
possibles, sans accumulation du 2DG chez les patients ni interactions médicamenteuses
entre les deux drogues. Ainsi, plusieurs essais in vivo et in vitro ont été réalisés sur des
cellules cancéreuses avec le 2DG en association avec d’autres drogues. Ces différents
essais sont résumés dans la Tableau 1.1. Ce n’est pas exhaustif de tout ce qui peut exister
dans la littérature mais permet de donner une idée des différentes drogues testées en
association avec le 2DG et des différents effets que cela a sur les cellules cancéreuses.

Tableau 1.1 - Essais cliniques réalisés et résultats obtenus sur des cellules cancéreuses avec
du 2-deoxyglucose en association avec d’autres drogues (VEGFR2 : Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor 2)

Drogue combinée avec
le 2DG et sa fonction

Conditions de l’étude Résultats obtenus Référence

Docetaxel (inhibe la
dépolymérisation des

microtubules - utilisé en
chimiothérapie)

Essai clinique sur des
patients avec des
tumeurs solides

63 mg/kg/jour maximum par patient (Raez et al.,
2013)

Adriamycin (agent
intercalant de l’ADN -

utilisé en chimiothérapie)

Xenograft d'ostéo
carcinome

Diminution significative de la
croissance des tumeurs lors de la
combinaison des 2 drogues (en
comparaison avec les drogues

seules)

(Maschek et
al., 2004)

Paclitaxel (inhibe la
dépolymérisation des

microtubules - utilisé en
chimiothérapie)

Xenograft de cellules
pulmonaires
cancéreuses

Diminution significative de la
croissance des tumeurs lors de la
combinaison des 2 drogues (en
comparaison avec les drogues

seules)

(Maschek et
al., 2004)

Oxamate (inhibiteur de la
lactate déshydrogénase)

Cellules d’ostéo
carcinome - in vitro

En hypoxie, les cellules sont
hypersensibles aux drogues

(Liu et al.,
2002)

Metformin (anti
hyperglycémiant -

agoniste de l’AMPK)

Cellules cancéreuses
gastriques et de

l’oesophage - in vitro

Mort cellulaire significative et
diminution de l’ATP cellulaire

(Cheong et al.,
2011)

Metformin (anti
hyperglycémiant -

agoniste de l’AMPK)

Xenograft de cellules
cancéreuses du sein

Diminution de la croissance
tumorale,

(Cheong et al.,
2011)

AICAR (agoniste de
l’AMPK)

Cellules cancéreuses
gastriques et de

l’oesophage

Pas d’effet significatif de
l’association des deux drogues

(Cheong et al.,
2011)

Metformin (anti
hyperglycémiant -

agoniste de l’AMPK)

Cellules endothéliales
microvasculaires de

souris - in vitro

Diminution du niveau de VEGFR2
phosphorylé; inhibition de la voie

Akt/mTOR; diminution de la
prolifération et migration cellulaire

(Mathews
Samuel et al.,

2019)
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Etoposide (inhibiteur de la
topoisomérase I - utilisé

en chimiothérapie)

Cellules primaires du
système lymphatiques -

ex vivo

Activation efficace des cellules-T
spécifiques des tumeurs et

augmentation de la mort cellulaire

(Bénéteau et
al., 2012)

ABT-263 et ABT-737
(antagoniste de Bcl2)

Xenograft de cellules
cancéreuses de la

prostate résistantes à
ABT

Le pré-traitement des cellules au
2DG permet à ABT d’induire

l’apoptose

(Yamaguchi et
al., 2011)

Carboplatine (inhibiteur de
la réplication de l’ADN -

utilisé en chimiothérapie)

Cellules tumorales de
rétines de souris

vasculaires et
hypoxiques - in vivo

Diminution de la charge tumorale
en présence des deux drogues;

réduction de la population de
cellules hypoxiques en présence

de 2DG

(Boutrid et al.,
2008)

On remarque qu’en condition d’hypoxie (manque d’apport en oxygène au niveau des
tissus), les cellules cancéreuses sont sensibles à un traitement au 2DG en association ou
non avec d’autres drogues. Cela s’explique par le fait que le seul moyen de pouvoir tuer des
cellules cancéreuses est de couper tout apport en oxygène et en source de carbone en
même temps (arrêt de la fermentation et de la respiration) de par l’effet Warburg (Warburg et
al., 1927)

B.4.2 L’utilisation du 2DG dans le cadre de radiothérapies et de PET scan

Les cellules cancéreuses ayant une forte consommation de glucose en importent
automatiquement plus (voir l’effet Warburg). Partant de ce postulat, il a été développé en
1977, un dérivé du 2DG, le 18-Fluoro-2-Deoxyglucose (18FDG) (Sokoloff et al., 1977). Cet
analogue s’accumule dans les cellules hypermétaboliques, dont les cellules cancéreuses. Il
peut être suivi par PET-Scan (technique d’imagerie - tomographie à émission de positons) et
permet de détecter des cellules cancéreuses ainsi que suivre l’évolution de tumeurs (Voir la
revue : Phelps, 2000).

La revue (Laussel and Léon, 2020), à laquelle j’ai participé, détaille avec précision
les différents effets du 2DG chez Saccharomyces cerevisiae ainsi que chez l’humain. De
plus, l’utilisation du 2DG dans le contexte du traitement du cancer ainsi que les stratégies de
résistance des levures et cellules humaines sont précisées dans cette revue.

C - L’endocytose chez Saccharomyces cerevisiae

C.1 Les différents acteurs de l’internalisation

C.1.1 L'internalisation médiée par la clathrine

L’endocytose médiée par la clathrine (CME) est le type majeur d’endocytose chez
Saccharomyces cerevisiae. Cette endocytose se déroule en 2 phases : la phase précoce et
la phase tardive (Revues : Lu et al., 2016; Weinberg and Drubin, 2012) (Figure 1.9).
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Figure 1.9 - Le processus d’internalisation de l’endocytose. (Feyder et al., 2015)
Les sites d'endocytose sont d'abord initiés par le recrutement de la clathrine via le complexe
adaptateur AP-2 (early coat) pour regrouper les protéines cargo vers les sites d'invagination
endocytique de la membrane plasmique (MP). L'initiation est terminée par le recrutement des
protéines Sla2 contenant le domaine ANTH- (AP180 N-terminal homology) et ENTH- (epsin
N-terminal homology) et des epsines Ent1 et Ent2 pour former le manteau tardif. L'invagination
commence par le recrutement du module WASP/Myosine pour initier la polymérisation des
ramifications d'actine par le module actine (complexe Arp2/3 et actine). La myosine comprime la
MP pendant que le module d'actine étend l'invagination. Une fois que l'invagination est
suffisamment longue, le module de fission commence à pincer les vésicules qui sont libérées dans
le cytoplasme.

Une des premières protéines à arriver au niveau de la membrane plasmique au lieu
d’endocytose (patch d’endocytose) est Ede1, une protéine qui possède un motif d’interaction
à l’ubiquitine (UIM). Ce recrutement de protéines est suivi par l’accumulation des protéines à
endocyter au niveau de ces patchs ainsi que d’autres protéines de la phase précoce
d’endocytose telles que le complexe AP2 (adaptateur de la clathrine). La deuxième étape de
la CME est la maturation du manteau d’endocytose avec le recrutement des protéines du
manteau tardif telles qu’Ent1/2 qui possèdent également des UIM. Par la suite, les protéines
du complexe WASP/Myo sont recrutées et l’actine s’assemble en polymères au niveau du
patch d’endocytose. Combiné avec l’action des amphiphysines Rvs161 et Rvs167, cela
permet la formation et l’invagination des vésicules d’endocytose. La dernière étape de cette
endocytose est la scission de la vésicule de la membrane plasmique.

Suite à leur invagination, les vésicules d’endocytose sont soit dégradées dans la
vacuole en passant par les MVB ou peuvent également être recyclées à la membrane en
passant par l’appareil de Golgi. Les différentes voies que peuvent emprunter ses vésicules
sont décrites en Figure 1.10. Les protéines sont synthétisées au niveau de RE et
transportées au Golgi. Les protéines peuvent alors être triées dans les vésicules de
sécrétion (SEC) pour les protéines de la MP et extracellulaires. Elles peuvent aussi être
triées dans les vésicules de tri des protéines vacuolaires (VPS) pour les protéines de la
vacuole. Les protéines et composants du milieu extracellulaire internalisées à partir de la MP
le sont via la voie endocytique (END). Au niveau des endosomes précoces (EE), les
protéines sont triées entre celles qui sont destinées à être dégradées dans la vacuole, après
maturation de l'EE en endosome tardif ou corps multivésiculaire (MVB), et celles qui suivent
la voie du recyclage (RCY) pour éviter la dégradation en étant dirigées vers le Golgi (Feyder
et al., 2015)
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Figure 1.10 - Représentation des différentes voies de trafic intracellulaire de la levure.
(Feyder et al., 2015) (Voir le texte) ER : réticulum endoplasmique - SEC : vésicule de sécrétion -
PM : membrane plasmique - VPS : vésicule de tri des protéines vacuolaires - END : voie
endocytique - EE : endosome précoce - MVB : corps multivésiculaires - RCY : Voie de recyclage

L’endocytose est également dépendante des modifications post-traductionnelles
(MPT) des protéines membranaires et principalement de leur ubiquitylation (chapitre C.1.3).
Ces protéines sont ubiquitylées via l’E3 ubiquitine ligase Rsp5, l'ubiquitine étant un signal
d’endocytose. Les protéines arrestines jouent également un rôle prépondérant dans
l’endocytose en assistant la fonction de Rsp5 (chapitre C.1.4).

C.1.2 L’endocytose indépendante de la clathrine

En plus de la CME, il existe également une voie d’endocytose indépendante de la
clathrine (CIE) chez Saccharomyces cerevisiae (Prosser et al., 2011). En effet, il a été
montré que la clathrine n’est pas indispensable pour déclencher l’endocytose chez les
levures (Payne, 1990). La CIE, décrite récemment, est, comme la CME, dépendante de l’E3
ubiquitine ligase Rsp5 ainsi que des protéines arrestines (Prosser et al., 2015). Des cargos,
tels que le récepteur de phéromones Ste3, peuvent être endocytés indépendamment de la
clathrine.

C.1.3 L’ubiquitine et son rôle dans l’endocytose

L’ubiquitine est une protéine de 76 acides aminés, présente chez tous les
organismes vivants de façon ubiquitaire. L’ubiquitination est une MPT dont la fonction la plus
connue et la plus décrite est la dégradation des protéines sur lesquelles elle est attachée,
via le protéasome. Elle est fixée sur les lysines des protéines cibles sur lesquelles, elle peut
former des chaînes d’ubiquitylation où plusieurs protéines d’ubiquitine vont se fixer les unes
aux autres sur différentes lysines, donnant des types de chaînes d’ubiquitines différentes et
des fonctions différentes. Par exemple, si une ubiquitine est fixée sur une protéine et que
d’autres ubiquitines se fixent à leur tour sur cette ubiquitine sur la lysine 48 (K48), cela
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donne lieu à la création d’une chaîne K48 qui est un signal de dégradation de la protéine
cible par le protéasome. Une chaîne de molécules d’ubiquitine reliées par leur lysine 63
(chaîne K63) est le signal typique d’endocytose des protéines membranaires chez
Saccharomyces cerevisiae (Akutsu et al., 2016).

Ainsi, pour l’endocytose des protéines membranaires chez la levure, l’ubiquitine est
fixée sur les cargos à endocyter et forme des chaînes de type K63. Cette ubiquitylation se
fait via l’E3 ubiquitine ligase Rsp5 (chapitre C.1.4). L’ubiquitylation des protéines
membranaires régule également leur localisation à plusieurs endroits dans la cellule.

C.1.3.1 Rôle de l’ubiquitine au niveau de la membrane plasmique

Au niveau de la membrane plasmique, l’ubiquitine agit comme un signal
d’endocytose du transporteur ubiquitylé. Les premières études sur le rôle de l’ubiquitine
dans l’endocytose montre que lors de l’inhibition de l’internalisation du transporteur Ste6, ce
dernier s’accumule au niveau de la membrane plasmique en étant ubiquitylé (Kölling and
Hollenberg, 1994). De plus, pour les protéines membranaires Ste2, Fur4 et Gap1, l’inhibition
de la machinerie d’ubiquitylation des protéines entraîne l’inhibition de l’endocytose de ces
transporteurs (C. Hein et al., 1995; Hicke and Riezman, 1996). Ainsi, le transporteur
d’uracile Fur4 (Galan et al., 1996), la perméase Gap1 (Springael et al., 1999) ou encore le
transporteur de zinc Zrt1 (Gitan and Eide, 2000) sont endocytés après avoir été ubiquitylés
par Rsp5, une E3 ubiquitine ligase.

C.1.3.2 Rôle de l’ubiquitine au niveau du trafic endosomal

Suite à leur endocytose, les transporteurs ubiquitylés sont internalisés dans des
endosomes puis dans les corps multivésiculaires (MVBs : multivesicular bodies). Les
chaînes K63 attachées aux protéines membranaires sont essentielles pour le tri de ces
protéines lors de leur endocytose. En effet, dans des cellules mutantes incapables de former
des chaînes K63 (UbK63R), l’endocytose de la perméase d’acides aminés Gap1 s’arrête avant
son entrée dans les MVBs et ne rentre jamais dans la vacuole (Lauwers et al., 2009). De
plus, l’ubiquitylation des transporteurs est nécessaire pour qu’ils soient correctement
envoyés dans les vésicules internes du lumen pour ensuite être dégradés, sans quoi, ces
transporteurs s’accumulent au niveau de la membrane de la vacuole (Reggiori and Pelham,
2001). En réponse au glucose, l’endocytose du transporteur de lactate Jen1 est dépendante
des chaînes d’ubiquitylation K63 qui jouent également un rôle dans le tri du transporteur
dans les MVBs (Paiva et al., 2009). Pour une revue complète sur les différents rôles des
chaînes K63 d’ubiquitine chez différents organismes vivants, voir : (Erpapazoglou et al.,
2014).

C.1.4 Rsp5, une E3 ubiquitine ligase indispensable pour l’endocytose

La protéines Rsp5 est une E3 ubiquitine ligase de la famille de NEDD4, un de ces
orthologue chez l’humain. Elle est essentielle pour la viabilité des levures et est une des
principales E3 ubiquitine ligase impliquée dans l’endocytose chez Saccharomyces
cerevisiae (Galan et al., 1996; C. Hein et al., 1995; Wang et al., 1999).

Un des rôles de Rsp5 est donc sa participation à la régulation de l’endocytose. En
effet, via ses domaines WW, elle se fixe aux protéines ART (arrestines - chapitre C.4), des
adaptateurs de l’endocytose, via leur domaine PPxY (Lin et al., 2008; Yashiroda et al.,
1996). Rsp5 peut alors ubiquityler les arrestines (Becuwe et al., 2012b; O’Donnell et al.,
2015), ce qui peut induire leur activation. Les arrestines permettent le rapprochement de
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Rsp5 avec les transporteurs membranaires. Rsp5 ubiquityle alors les transporteurs; par
exemple, la perméase Dip5 et le transporteur d'arsenite Acr3 (Hatakeyama et al., 2010;
Wawrzycka et al., 2019). Cette ubiquitylation est un signal qui induit l’endocytose de ces
protéines membranaires. Il a également été montré que Rsp5 joue un rôle dans
l’ubiquitylation et le tri de la carboxypeptidase S, un cargo des MVBs (Katzmann et al.,
2004). En effet, dans un mutant thermosensible de RSP5, on observe des défauts
d’ubiquitylation de tri de ce cargo.

En plus de ces différents rôles dans la voie d’endocytose des protéines
membranaires, Rsp5 a d’autres fonctions comme la régulation de l’ARN polymérase II, la
régulation de la synthèse d’acides gras non saturés ou encore la régulation de la voie du
mévalonate (Voir la revue : Kaliszewski and Zoładek, 2008).

En parallèle des ubiquitine ligases, il existe également des deubiquitinases (DUBs)
qui clivent les fusions entre les protéines et les ubiquitines, induisant alors une
déubiquitylation des protéines. Cette déubiquitylation participe à la régulation des protéines
ainsi que d’autres phénomènes. Par exemple, la CME est régulée par l’ubiquitination et la
déubiquitylation dynamiques des protéines présentes à la membrane plasmique au niveau
de la machinerie d’endocytose (Weinberg and Drubin, 2014). De plus, lors de l’endocytose
du transporteur de lactate Jen1, ce dernier est déubiquitylé avant son entrée dans les MVBs
(Becuwe and Léon, 2014).

C.2 Les protéines et les domaines présents au niveau de la membrane
plasmique

C.2.1 Les compartiments de la membrane plasmique et sous-domaines
membranaires

Chez Saccharomyces cerevisiae, la membrane plasmique est divisée en
sous-domaines et compartiments membranaires très spécifiques (Revue : Athanasopoulos
et al., 2019) (Figure 1.11). Parmi les différents compartiments membranaires identifiés, on
retrouve : les MCCs (Membrane Compartment of Can1), des sous-domaines identifiés
initialement comme contenant le transporteur d’arginine Can1 (Malinska et al., 2004). Ces
MCCs sont associés aux eisosomes, des domaines sous-corticaux. Identifiés, en premier
lieu, comme des sites statiques d’endocytose (Walther et al., 2006), il s’agit de domaines
membranaires au niveau desquels il n’y a jamais d’endocytose. Ils correspondent à des
invaginations de la MP distribuées de manière aléatoire, ressemblant à des sillons. Les
MCCs chevauchent les sites d’endocytose mais ne sont pas présents au niveau des
bourgeons des cellules. Au niveau de la membrane plasmique, on retrouve également les
MCPs (Membrane Compartment of Pma1), des compartiments composés de Pma1, une
ATPase H+ et également composés de sphingolipides (Malínská et al., 2003). Ces domaines
recouvrent une partie importante de la MP. On y retrouve aussi les MCTs (Membrane
Compartment of Tor2) qui contiennent Tor2, une protéine du complexe TORC2 et qui jouent
un rôle dans la signalisation de ce complexe (Berchtold and Walther, 2009). Les MCLs
(Membrane Compartment of Lam4) sont situés au niveau des sites de contact entre la
membrane plasmique et le RE et jouent un rôle dans le transport de stérols (Gatta et al.,
2015). Les MCWs (Membrane Compartment of Wsc1) qui contiennent Wsc1, un senseur de
stress jouent un rôle dans le sensing de stress de la paroi cellulaire (Kock et al., 2016).
Enfin, on retrouve les sites d’endocytose composés de plusieurs dizaines de protéines de la
voie d’endocytose.
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Ces domaines sont les principaux que l’on retrouve au niveau de la membrane
plasmique mais on peut également y retrouver d’autres sous-domaines. (Pour une
description détaillée de tous ces domaines, voir la revue : Athanasopoulos et al., 2019).

La présence de ces différents sous-domaines et compartiments permet à la
membrane plasmique de réguler un nombre important de processus physiologiques en
fonction de l’espace et du temps. Les différents domaines membranaires sont liés et il existe
une dynamique active des transporteurs et domaines membranaires. Par exemple, le
transporteur Can1 est situé au niveau des MCCs/eisosomes lors d’une carence en arginine.
Lorsque de l’arginine se trouve en concentration importante dans le milieu extracellulaire, on
observe une translocation de Can1 des MCCs/eisosomes vers l’extérieur de ce
sous-domaine membranaire et le transporteur peut alors être endocyté (Gournas et al.,
2018).

Figure 1.11 - Représentation schématique des domaines connus de la membrane plasmique
(MP) dans des sections de surface et transversales de Saccharomyces cerevisiae.
(Athanasopoulos et al., 2019)
La représentation est simplifiée et surtout qualitative, car les données quantitatives sur l'abondance
relative des domaines de la membrane sont encore rares. (Voir le texte)

C.2.2 Les protéines et transporteurs membranaire
Au niveau de la membrane plasmique, on retrouve un nombre important de protéines

et transporteurs membranaires. En 2010, près de 200 protéines sont considérées comme
des transporteurs membranaires (Brohée et al., 2010). Il existe un certain nombre de
différents types de transporteurs et protéines membranaires avec différentes fonctions.
Selon cet article de 1998 (Paulsen et al., 1998), les transporteurs peuvent être classés selon
ces différentes catégories :
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- Les transporteurs de types canaux dans lesquels on retrouve les protéines protéines
intrinsèques majeures (MIP : Major Intrinsic Protein);

- Les transporteurs de type “carrier” dans lesquels on retrouve les transporteurs de
sucre, décrit précédemment;

- Les transporteurs actifs avec des liaisons pyrophosphates dirigés par l’hydrolyse
dans lesquels on retrouve les transporteurs de type ABC qui représentent la famille
de transporteurs la plus importante chez Saccharomyces cerevisiae;

- Les transporteurs actifs dirigés par l’oxydoréduction;
- Les autres transporteurs avec des modes de transport ou des mécanismes de

couplage énergétique inconnus;
- Enfin, des transporteurs putatifs, considérés comme tels en fonction de leur

séquence.
On s’est concentré ici sur les différents transporteurs présents à la membrane

plasmique chez Saccharomyces cerevisiae, mais il existe également un nombre important
de transporteurs présents à la membrane des différents organites des cellules. Par exemple,
on retrouve les perméases Vba1, Vba2 et Vba3, au niveau de la membrane de la vacuole
qui jouent un rôle dans le transporteur d’acides aminés basiques dans les cellules (dos
Santos et al., 2014).

C.3 Les différents signaux pouvant induire l’endocytose
Parmi les différentes protéines présentes à la membrane plasmique, on retrouve de

nombreux transporteurs qui, en réponse à des signaux extracellulaires, peuvent être
synthétisés ou endocytés. Nous allons décrire les différents signaux pouvant induire
l’endocytose de transporteurs et protéines membranaires (Revue : Haguenauer-Tsapis and
André, 2004).

C.3.1 Changement d’un paramètre du milieu extracellulaire

C.3.1.1 Changement dans la concentration d’acides aminés

Parmi les transporteurs membranaires, on retrouve des perméases d’acides aminés
(aa), qui facilitent la diffusion d’aa du milieu extracellulaire dans le cytoplasme. Elles sont
régulées, notamment par la concentration d’aa ou d’azote présents dans le milieu
extracellulaire. Ainsi, la perméase générale Gap1, est endocytée lors de la présence d’une
forte concentration d’azote dans le milieu (Springael and André, 1998) ou lorsque la
concentration en glutamine, est importante (Stanbrough and Magasanik, 1995). Elle est
également endocytée en réponse à l’ajout d’arginine dans un milieu contenant déjà de la
proline (Nishimura et al., 2020).

C.3.1.2 Changement dans l’homéostasie des métaux

D’autres signaux peuvent aussi induire l’endocytose de protéines présentes à la
membrane. Ainsi, le transporteur de zinc, Zrt1, est internalisé via l’endocytose suite à
l’exposition des cellules à une forte concentration extracellulaire de zinc (Gitan et al., 1998).
On retrouve le même phénotype pour le transporteur de magnésium, Alr1, qui est endocyté
en réponse à de fortes concentrations extracellulaires en magnésium (Graschopf et al.,
2001).
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C.3.1.3 Changement de concentration de base nucléique

La protéine membranaire Fur4 est la perméase d’uracile décrite chez
Saccharomyces cerevisiae. Elle permet de faire rentrer cette base nucléique dans les
cellules. Il a été montré que la disponibilité d’uracile dans le milieu extracellulaire a un effet
négatif sur le niveau de Fur4 présent dans les cellules. En effet, l’uracile induit d’une part
une diminution du niveau d’ARNm de FUR4 mais également une endocytose des protéines
présentes à la membrane (Séron et al., 1999).

C.3.1.4 Changement métabolique

Saccharomyces cerevisiae possède de fortes capacités d’adaptation au milieu dans
lequel les cellules se trouvent et à la présence des différentes sources de carbone présentes
dans ce milieu. Ainsi, lors d’un changement de source de carbone dans le milieu
extracellulaire, on observe l’endocytose d’un certain nombre de transporteurs. Lorsque des
cellules sont cultivées dans un milieu contenant du galactose, le transporteur Gal2 est
exprimé à la membrane. Il est internalisé via l’endocytose lorsque du glucose est ajouté
dans le milieu extracellulaire (Horak and Wolf, 1997). De même pour les transporteurs de
maltose, Mal61, et de lactate, Jen1 qui sont endocytés lors de l’ajout de glucose dans le
milieu extracellulaire (Lucero and Lagunas, 1997; Paiva et al., 2002). Il existe également un
phénomène d’endocytose pour les différents transporteurs de glucose qui ont différentes
affinités pour cette source de carbone. Ainsi, les transporteurs à forte affinité, Hxt6 et Hxt7,
exprimés lorsqu’il y a peu de glucose dans le milieu extracellulaire, sont endocytés en
réponse à une forte augmentation de la concentration de glucose (Krampe and Boles,
2002). Au contraire, en réponse à une carence en glucose, le transporteur à faible affinité
Hxt1 est endocyté dans les cellules (Roy et al., 2014).

C.3.2 Les phéromones
Chez Saccharomyces cerevisiae, il existe deux types sexuels de cellules haploïdes,

les cellules Mata et les celles Matɑ. Lors qu’une molécule de facteur ɑ (phéromone) se fixe
sur un récepteur membranaire à phéromones d’une cellule de type Mata, cela induit un arrêt
du cycle cellulaire, une fusion et la formation de cellules diploïdes. Cependant, un contact
prolongé entre le facteur ɑ- et le récepteur membranaire des cellules type Mata, Ste2, peut
entraîner la mort des cellules. Ainsi, il a été montré, que l’ɑ-facteur induit l’endocytose de
Ste2 dans les cellules de type Mata (Alvaro et al., 2014; Hicke and Riezman, 1996). De
même, le récepteur à phéromone des cellules de type Matɑ, Ste3, est endocyté lors de la
fixation de l’a-facteur (Davis et al., 1993).

C.3.3 Ajout d’une drogue synthétique dans le milieu extracellulaire
Les différents signaux décrits précédemment induisant l’endocytose peuvent être

retrouvés dans la nature. Cependant, il a été montré que l’ajout de drogues synthétiques
dans le milieu de culture des levures peut également induire l’endocytose de certains
transporteurs membranaires. Ainsi, l’ajout de cycloheximide (CHX), un antifongique bloquant
la synthèse de nouvelles protéines, induit aussi l’endocytose de protéines membranaires
telles que le transporteur de lactate Jen1 (Becuwe et al., 2012b), la perméase Lyp1 (Lin et
al., 2008), la perméase Tat2, le transporteur de glucose Hxt6 (Nikko and Pelham, 2009) ou
encore la perméase d’uracile Fur4 (Volland et al., 1994). Il a également été montré que le
FTY720 ou fingolimod, un analogue des sphingosines, utilisé dans le traitement des
scléroses en plaque, induit l’endocytose de plusieurs perméases (Gap1, Can1, Lyp1 et Fur4)
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quand rajouté dans le milieu de croissance des levures via l’inhibition de TORC1
(Barthelemy et al., 2017).

Enfin, concernant le 2-deoxyglucose (2DG), en 2015, O’Donnell et al. (O’Donnell et
al., 2015) ont montré qu’un traitement des cellules de Saccharomyces cerevisiae au 2DG
induit l’endocytose des deux transporteurs de glucose à faible affinité, Hxt1 et Hxt3. Cette
endocytose est dépendante des arrestines Rod1 et Rog3 (chapitre C.4) ainsi que le protéine
Snf1. Le 2DG est donc un des signaux extérieurs synthétiques existant pouvant entraîner
une endocytose de protéines membranaires.

Tous ces exemples donnés montrent à quel point la levure Saccharomyces
cerevisiae peut adapter son protéome membranaire à l’environnement extérieur afin
d’optimiser l’utilisation des ressources du milieu. Pour ce faire, les levures utilisent des
protéines fonctionnant à l’interface entre signalisation et trafic membranaire, appelées
arrestines, que nous allons maintenant introduire.

C.4 Les arrestines : protéines régulatrices de la signalisation

C.4.1 Présentation des arrestines chez Saccharomyces cerevisiae
Il existe plusieurs types d’arrestines, telles que les β-arrestines et α-arrestines. Les

β-arrestines sont les premières arrestines identifiées comme régulatrices du RCPG
β2-adrénergique, elles régulent l’endocytose de nombreux RCPG. Se relocalisant au niveau
de la membrane plasmique lors de la stimulation du RCPG cible, elles jouent le rôle
d'adaptateur entre le récepteur cible et la machinerie d’endocytose. Elles sont régulées par
ubiquitination et leur rôle d’adaptateur permet également le recrutement d’ubiquitine ligase
qui participent à la régulation des transporteurs membranaires (Revue : Becuwe et al.,
2012a). Elles contiennent des motifs d’interaction avec la clathrine et sont présentes chez
tous les organismes vivants. Les α-arrestines ou ART (Arrestin-Related Trafficking
adaptors), présentes chez tous les êtres vivants à l’exception des plantes, sont conservées
entre l’humain et la levure Saccharomyces cerevisiae et possèdent des motifs PPXY qui se
lient aux domaines WW d’ubiquitine ligases de la famille Nedd4 (Alvarez, 2008), (Rsp5 chez
la levure). 14 protéines ARTs ont été identifiées chez la levure ; ce sont les homologues des
6 protéines ARRDC humaines identifiées (Revue : Becuwe et al., 2012a).

Chez Saccharomyces cerevisiae, 14 protéines ART, nommées arrestines par la suite,
ont été identifiées pour le moment (Figure 1.12). Les premières arrestines identifiées sont
Ldb19 et Ecm21 qui régulent l’endocytose des transporteurs Can1, Lyp1 et Mup1 (Lin et al.,
2008). Les auteurs ont pu identifier 9 protéines de la famille des arrestines (Ldb19/Art1 à
Rim8/Art9) qui possèdent un motif arrestine présent chez la β-arrestine 1 humaine ainsi que
des motifs PPxY permettant l’interaction avec Rsp5. De plus, 7 arrestines parmi les 9
possèdent un domaine N-terminal spécifique des arrestines similaire à celui que l’on
retrouve chez les arrestines des mammifères (Baile et al., 2019). Par la suite, 5 autres
arrestines ont été identifiées. L’arrestine Art10, identifiée comme un substrat de Rsp5 (Gupta
et al., 2007); Bul1 identifiée comme se liant à Rsp5 (Yashiroda et al., 1998, 1996); Bul2 est
le paralogue de Bul1; Bul3 identifiée grâce à l’homologie de séquence avec les protéines
Bul1 et Bul2 (Novoselova et al., 2012) et enfin Spo23 (Tevzadze et al., 2007).
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Figure 1.12 - Représentation schématique de l'organisation des domaines des ARTs de
levure (arrestin-related trafficking adaptors). (Becuwe et al., 2012a) - Les domaines détectés
par Pfam 26.0 (http://pfam.sanger.ac.uk/) sont montrés et correspondent aux accessions Pfam-A
suivantes : Arr_N : PF00339, Arr_C : PF02752, Arr_N-like (Ldb19) : PF13002. Un domaine Arr_N
putatif dans Ecm21/Art2 a été identifié par alignement avec le domaine Arr_N présumé de
Csr2/Art8. Les sites de liaison potentiels des ubiquitines ligases de la famille Nedd4 (Rsp5) sont
également indiqués sur les protéines ART.

C.4.2 Les différents signaux régulant l’activité des arrestines
Les arrestines sont donc les adaptateurs de l’endocytose. Activées par un certain

type de signal extérieur, elles vont se fixer sur un transporteur spécifique afin que l’E3
ubiquitine ligase Rsp5 puisse ubiquityler la protéine à endocyter. Elles jouent le rôle
d’adaptatrices de Rsp5 et font le lien entre l’endocytose et le milieu extérieur ainsi que le
métabolisme.

Cependant, en fonction du signal, les arrestines ne vont pas toujours cibler les
mêmes transporteurs et deux signaux différents peuvent activer deux arrestines différentes
qui vont cependant se fixer sur le même transporteur. Par exemple, lors de l’augmentation
de la concentration en glucose dans le milieu, l’arrestine Rod1 est activée et permet, avec
Rsp5, l’endocytose du transporteur de glucose à haute affinité, Hxt6. Cependant, ce dernier
est également endocyté en réponse à la cycloheximide et cette endocytose dépend de
l’activation de la protéine Csr2 (Nikko and Pelham, 2009). En Tableau 1.2 est résumé les
connaissances que l’on a actuellement sur les arrestines, les cargos pour lesquels elles
participent à l’endocytose en fonction des différents signaux également indiqués. Des cargos
ont pu être identifiés pour 11 arrestines pour le moment.

Tableau 1.2 : Noms et alias des protéines ART; cargos pour lesquels elles participent à
l’endocytose et signaux déclenchant l’activation et l’endocytose des dit cargos chez
Saccharomyces cerevisiae. D’après (Kahlhofer et al., 2021; O’Donnell and Schmidt, 2019)
((1) Nikko and Pelham, 2009) ((2) Nikko et al., 2008) ((3) Lin et al., 2008) ((4) O’Donnell et al., 2015)
((5) Becuwe et al., 2012b) ((6) MacGurn et al., 2011) ((7) Lei et al., 2013) ((8) Alvaro et al., 2014) ((9)
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Prosser et al., 2015) ((10) Ivashov et al., 2020) ((11) Savocco et al., 2019) ((12) O’Donnell et al.,
2010) ((13) Hatakeyama et al., 2010; (14) O’Donnell et al., 2013) ((15) Crapeau et al., 2014) ((16) Sen
et al., 2020) ((17) Nishimura et al., 2020) ((18) Wawrzycka et al., 2019) ((19) Hovsepian et al., 2018)
((20) Becuwe and Léon, 2014) ((21) Ho et al., 2017) ((22) Hovsepian et al., 2017; (23) Snowdon and
van der Merwe, 2012) ((24) Herrador et al., 2010) ((25) Smardon and Kane, 2014) ((26) Marqués et
al., 2015) ((27) Abe and Iida, 2003) ((28) Liu et al., 2007) ((29) Gournas et al., 2017) ((30) Suzuki et
al., 2013) ((31) Kawai et al., 2014) ((32) Talaia et al., 2017) ((33) : Hager et al., 2018)
CHX : cycloheximide; aa : acides aminés

Nom / Gène Alias Cargos / Signal

Ldb19 / YOR322C Art1 ● Tat2 / Tryptophane (1)
● Fur4 / Uracil & CHX (1) (6)
● Mup1 / Methionine (3)  & CHX (6)
● Can1 / Arginine (3)
● Lyp1 / Lysine (3) & stress de chaleur (7)
● Ste2 / Turnover (8) & turnover sans clathrine (9)

Ecm21 / YBL101C Art2 ● Tat2 / Tryptophane & CHX (1) & carence en aa et azote (10)
● Fur4 / Uracil & CHX (1)
● Lyp1 / CHX (3) & Carence en aa et azote (10)
● Smf1 / Cadmium (2)
● Mup1 & Can1 / carence en aa et azote (10)
● Ina1 / carence en aa et azote (10)
● Thi7 / thiamine & CHX (11)
● Nrt1 & Thi72 / Thiamine (11)

Aly2 / YJL084C Art3 ● Gap1 / aa et azote (12)
● Dip5 / excès acide aspartique et glutamique & stress de chaleur &

turnover (13) & ammonium (14)
● Gap1 / Rapamycine et autres stress (15)
● Ste3 / Turnover sans clathrine (9)
● Ena1 / NaCl (16)
● Put4 / Arginine (17)
● Acr3 / CHX (18)

Rod1 / YOR018W Art4 ● Hxt1 / 2-Deoxyglucose (4)
● Hxt3 / 2-Deoxyglucose (4) & carence en aa et azote (10)
● Jen1 / Glucose (5) & cycloheximide (19)
● Hxt6 / Glucose (1)
● Ste2 / alpha-facteur de phéromone (8) &  turnover sans clathrine (9)
● Stl1 / Glucose (20)
● Acr3 / CHX (18)

Art5 / YGR068C ● Itr1 / Inositol (1)

Aly1 / YKR021W Art6 ● Gap1 / aa et azote (12) & rapamycine et autres stress (15)
● Dip5 / turnover (13) & (14)
● Ste3 / Turnover sans clathrine (9)
● Kir2.1 (canal humain) / Potassium (33)

Rog3 / YFR022W Art7 ● Hxt3 / 2-Deoxyglucose (4)
● Ste2 / alpha-facteur de phéromone (8) & turnover sans clathrine (9)
● Hxt6 / Glucose (21)

Csr2 / YPR030W Art8;
Mrg19

● Hxt6 / CHX (1)
● Tat2 / Tryptophane & CHX (1)
● Smf1 / cadmium (2)
● Hxt2 & Hxt4 & Hxt6 & Hxt7 / Lactate (22)
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● Hxt3 / éthanol (23) & 2-deoxyglucose (4)

Rim8 / YGL045W Art9; Pal3 ● Rim21 / augmentation de pH (24)
● Pma1 / Perte d’activité de la vATPase (25)
● Ena1 / NaCl (26)

Art10 / YLR392C

Spo23 / YBR250W

Bul1 / YMR275C Smm2;
Dag1;
Rds1

● Tat2 / Tryptophane & CHX (1) & Augmentation de la pression
hydrostatique (27)

● Fur4 / Uracil & CHX (1)
● Ctr1 / Turnover et cuivre (28)
● Gap1 / Rapamycine et autres stress (15)
● Can1 / Arginine (29)
● Tat1 / Augmentation de la pression hydrostatique (30)
● Ptr2 / CHX (31)
● Jen1 / Glucose & CHX (19) & alcalinisation du milieu &

cycloheximide & rapamycine & croissance prolongée en lactate (32)

Bul2 / YML111W ● Gap1 / Rapamycine et autres stress (15)
● Ctr1 / Turnover et cuivre (28)
● Can1 / Arginine (29)
● Tat1 / Augmentation de la pression hydrostatique (30)
● Ptr2 / CHX (31)
● Jen1 / Alcalinisation du milieu & Rapamycine (32)

Bul3 / YNR068C

C.4.3 La régulation des arrestines via les modifications post-traductionnelles
Les arrestines participent donc à la régulation de l’endocytose des protéines

membranaires. Pour cela, elles sont activées et inhibées en fonction des différents signaux
extracellulaires. Lorsqu’un signal induit l’activation ou l’inhibition d’une arrestine, ce sont des
modifications post-traductionnelles (MPT) qui vont permettre la régulation de ces protéines
(Figure 1.13). Pour le moment, il a été montré qu’uniquement la phosphorylation des
arrestines inhibe leur activité et que la déphosphorylation et/ou la mono- ou
poly-ubiquitination, induit leur activation. De plus, seule l’E3 ubiquitine ligase Rsp5 ubiquityle
les arrestines pour les activer. Au contraire, pour la phosphorylation et déphosphorylation de
ces protéines, plusieurs kinases et phosphatases ont été identifiées. Nous allons nous
intéresser à plusieurs exemples par la suite.
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Figure 1.13 - Les modifications post-traductionnelles régulent l'activité des protéines ARTs.
D’après (Kahlhofer et al., 2021)
Les ART inactives sont phosphorylées, ce qui crée souvent des sites de liaison pour les protéines
14-3-3. La liaison des 14-3-3 peut entraver l'interaction avec l'ubiquitine ligase Rsp5, et par la suite,
l'ubiquitination et l'activation des ART. Lors de signaux métaboliques spécifiques (par exemple, la
disponibilité du glucose), les protéines ART sont libérées des protéines 14-3-3 et deviennent
déphosphorylées. Rps5 se lie avec ses domaines WW aux motifs PPxY des ARTs, ce qui facilite
l'ubiquitination et l'activation des ARTs. Le complexe ART-Rsp5 activé se lie à son substrat, le
transporteur à la membrane, ce qui facilite son endocytose. Il convient de noter que certains
événements d'endocytose peuvent se produire indépendamment de ce processus d’activation.
Certaines ARTs sont également induites transcriptionnellement en réponse à des signaux
métaboliques.

La kinase Snf1/AMPK, qui est activée en absence de glucose dans le milieu
extracellulaire phosphoryle Rod1 en réponse au lactate, la rendant inactive. En réponse au
glucose, elle est déphosphorylée par la phosphatase Reg1 puis ubiquitylée par Rsp5 et
participe à l’endocytose du transporteur de lactate Jen1 (Becuwe et al., 2012b). En effet,
dans un mutant Rod1-KR, où les 4 lysines ubiquitylées par Rsp5 sont mutées en arginine,
Rod1 n’est pas ubiquitylée et Jen1 n’est pas endocyté en réponse au glucose. Pour la
perméase d’acides aminées Dip5, c’est l’arrestine Aly1 qui induit son endocytose et en
réponse au calcium, la phosphatase Cnb1, la calcineurine, est activée et déphosphoryle
Aly1 qui induit participe ensuite à l’endocytose de Dip5 (O’Donnell et al., 2013). Pour Ldb19,
en réponse à la méthionine, les phosphatases Ppz1 et Ppz2 déphosphorylent l’arrestine qui
participe alors à l’endocytose de la perméase Mup1 (Lee et al., 2019). Cette arrestine est
d’ailleurs phosphorylée, donc inactivée par Npr1 (MacGurn et al., 2011). Cette dernière,
dans des conditions de carence en azote, phosphoryle les arrestines Bul1 et Bul2, inhibant
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leur activité quant à l’endocytose de la perméase Gap1. En revanche, en présence d’une
forte concentration d’azote dans le milieu, Npr1 est phosphorylée et inhibée via l’activation
du complexe TOR. Les protéines Bul1 et Bul2 sont alors déphosphorylées par la
phosphatase Sit4 et participent à l’endocytose de Gap1 (Merhi and André, 2012).

Cependant, il a également été montré que pour certaines arrestines, en réponse à
des signaux spécifiques, l’ubiquitination des arrestines n’est pas nécessaire pour leur
activation et participation à l’endocytose. Par exemple, pour l’arrestine Rod1, O’Donnell et al
ont montré que l’ubiquitination de cette arrestine n’est pas nécessaire pour induire
l’endocytose des transporteurs Hxt1 et Hxt3 en réponse au 2DG (O’Donnell et al., 2015).
Uniquement la déphosphorylation de Rod1 semble nécessaire pour induire l’endocytose de
ces transporteurs en réponse au 2DG; dans un mutant rod1Δ pour lequel les 4 lysines
ubiquitylées par Rsp5 sont mutées, on observe toujours une endocytose de Hxt1 et Hxt3
lors d’un traitement au 2DG. De même pour l’endocytose de Gap1 en réponse à un stress
extracellulaire, les arrestines Bul1, Bul2, Aly2 et Aly1 ne sont pas forcément ubiquitylées et
participent tout de même à l’endocytose de la perméase (Crapeau et al., 2014). Enfin, pour
l’arrestine Ldb19 qui régule l’endocytose de Ste2, son ubiquitylation n’est pas nécessaire
pour induire l’endocytose de cette protéine en réponse aux phéromones (Alvaro et al.,
2014).

La régulation des arrestines s’effectuent donc principalement par des MPT en
réponse à certains signaux. Cependant, certaines arrestines, en réponse à des signaux
spécifiques, sont également régulées au niveau transcriptionnel. Ainsi, en réponse à une
carence en azote, l’arrestine Ecm21 participe à l’endocytose de 4 perméases. Elle est
régulée par des MPT en réponse à cette carence mais également au niveau transcriptionnel.
Lors de cette carence, on observe une augmentation du niveau d’ARNm de l’arrestine, ce
qui ne se passe pas dans un mutant de délétion de GCN4, qui code pour un facteur de
transcription (Ivashov et al., 2020). L’arrestine Csr2, qui promeut l’endocytose de
transporteurs Hxt6 et Hxt7 en réponse à l’absence de glucose, est exprimée sous forme
ubiquitylée et donc activée en réponse au lactate. Cependant, en présence de glucose dans
le milieu extracellulaire, l’expression transcriptionnelle de CSR2 est réprimée (Hovsepian et
al., 2017).

Enfin, en plus de réguler l’endocytose de protéines membranaires de
Saccharomyces cerevisiae, Hager et al ont montré que plusieurs arrestines, Ldb19, Aly2 et
Aly1, et principalement cette dernière, jouaient un rôle dans la régulation de la présence
d’un canal de potassium humain, Kir2.1, à la membrane et Aly1 participe à la régulation de
son endocytose en réponse au potassium (Hager et al., 2018). De plus, Rsp5 joue aussi un
rôle dans cette régulation, montrant que l’étude de ces protéines est essentielle pour
comprendre les différents mécanismes d’endocytose, quel que soit l’organisme étudié.

D - Étude de l’effet du 2DG chez Saccharomyces cerevisiae
Comme vu précédemment, le 2DG a un effet sur l’UPR, la N-glycosylation ainsi que

sur la glycolyse. Ces effets du 2DG ont été montrés dans des cellules de levures ainsi que
dans des cellules humaines. De plus, le 2DG a d’autres effets non précisés ici que ce soit
dans des cellules humaines ou de levure avec par exemple l’effet sur l’UDP et le GDP
(Laussel and Léon, 2020). Ces différentes voies de signalisation sont conservées entre
l’humain et Saccharomyces cerevisiae. De plus, l’endocytose est processus également
conservé avec un rôle de l’ubiquitine et des E3 ubiquitine ligase de la famille de NEDD4 chez
l’humain et chez Saccharomyces cerevisiae. Comme les cellules cancéreuses, les levures
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ont un métabolisme de type Warburg : elles consomment du glucose par glycolyse plutôt que
par respiration, même en présence d’oxygène.

Enfin, la levure Saccharomyces cerevisiae est un organisme modèle qui est simple à
étudier, études qui se font en général à bas coûts. De plus, beaucoup d’outils d’étude de la
levure sont également disponibles. Cela en fait un outil de découverte rapide.

Ainsi, de par ces similarités entre la levure et les cellules cancéreuses ainsi que par
sa simplicité d’étude, la levure Saccharomyces cerevisiae peut être utilisée pour comprendre
les mécanismes de résistance et de toxicité du 2DG et étudier les différents effets cellulaires
de cet inhibiteur métabolique.
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E - Objectifs de thèse
Au cours de ma thèse, je me suis intéressée aux différents mécanismes de

résistance et de toxicité à l’inhibiteur métabolique, le 2DG. Ce dernier est un agent
anticancéreux utilisé en combinaison avec d’autres drogues. Mon travail consistait à
caractériser l’impact du 2DG sur le métabolisme et les voies de signalisation cellulaires afin
d’identifier les bases des mécanismes de résistance et de toxicité de cette drogue. De par
son analogie avec le glucose, le 2DG est importé dans les cellules et est phosphorylé en
2DG6P. Ce dernier inhibe la glycolyse (Chen and Guéron, 1992) et provoque un stress du
RE (Kurtoglu et al., 2007) induisant une mort cellulaire. Tous les effets cellulaires du 2DG ne
sont cependant pas compris et ce projet visait à les caractériser. Ce projet a été réalisé chez
la levure Saccharomyces cerevisiae qui, de par son métabolisme particulier, a un
métabolisme semblable au métabolisme Warburg observé dans les cellules cancéreuses.

Pour étudier les effets cellulaires du 2DG, je me suis concentrée sur l’étude de
l’endocytose des protéines membranaires en réponse au 2DG ainsi qu’aux mécanismes
d’endocytose associés : le rôle de l’ubiquitine, de l’E3 ubiquitine ligase Rsp5 ainsi que des
arrestines dans cette endocytose. Je me suis également intéressée à la régulation de
l’arrestine Rod1 en réponse au 2DG, et ai cherché à comprendre pourquoi la délétion de
cette arrestine conduit à une résistance des cellules au 2DG.

Je me suis également concentrée sur d’autres effets cellulaires du 2DG observés
dans les cellules de levure : fragmentation de la vacuole, formation de gouttelettes
lipidiques. Enfin, par l’exploitation d’un crible génétique publié et la réalisation d’un nouveau
crible génétique “multicopy suppressor”, j’ai pu identifier et étudier des nouveaux
mécanismes et voies de signalisation impliquées dans la résistance ou sensibilité au 2DG.

F - Introduction du chapitre 2
Les résultats de ma thèse sont séparés en 2 parties : une première sous forme d’une

future publication et une deuxième sous forme de résultats supplémentaires.
Dans la première partie des résultats de ma thèse, je me suis intéressée à l’effet du

2DG sur l’endocytose de plusieurs protéines membranaires. Cette étude a commencé à la
suite de la publication d’un papier de l’équipe (Defenouillère et al., 2019) auquel j’ai
participé. Dans cette étude, une étude protéomique avait été réalisée et des protéines
régulées à la hausse ou à la baisse en réponse au 2DG avaient été identifiées. Ainsi, je me
suis basé sur cette étude, en identifiant des protéines membranaires régulées à la baisse,
pour étudier l’endocytose des protéines membranaires en réponse au 2DG.

J’ai donc pu montrer que la protéine Ina1, protéine membranaire de fonction
inconnue, est endocytée en réponse au 2DG, comme la plupart des protéines membranaires
et transporteurs étudiés. Cette endocytose dépend de l’E3 ubiquitine ligase ainsi que de
l’arrestine Rod1. Je me suis ensuite concentrée sur la régulation de cette arrestine en
réponse au 2DG. J’ai pu montrer que le 2DG induit l’activation transitoire de PP1 ce qui
conduit à la déphosphorylation et ubiquitylation de Rod1. De plus, cette ubiquitylation et
interaction de Rod1 avec Rsp5 sont nécessaires pour l’endocytose d’Ina1 en réponse au
2DG. Enfin, le mutant rod1Δ étant résistant au 2DG, je me suis aussi intéressée à cette
résistance et ai pu montrer que les transporteurs de glucose à faible affinité, Hxt1 et Hxt3,
participent à cette résistance. Cette étude de l’endocytose et de sa régulation en réponse au
2DG a permis d’identifier des effets cellulaires de cette drogue dans les cellules ainsi que de
comprendre comment les cellules peuvent résister ou non, au 2DG lorsque ce dernier est
importé dans les cellules.
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Abstract

2-deoxyglucose is a glucose analog which interferes with many aspects of the cell’s metabolism

and physiology. After entry into the cell, it is phosphorylated into 2-deoxyglucose-6-phosphate

(2DG6P) which interferes with several pathways, including glycolysis and protein N-glycosylation.

Despite this systemic effect, genetic studies in yeast revealed the existence of resistance strategies

that are only partially understood. In particular, resistance is often associated with mutations causing

an increased activity of the yeast orthologue of AMPK, Snf1. We previously reported that in these

mutants, the increased expression of a 2DG6P phosphatase participates in the detoxification of this

metabolite. In this study, we focus on the resistance mechanism of a mutant lacking the

alpha-arrestin Rod1, an adaptor protein involved in transporter ubiquitylation and endocytosis. We

first show that 2DG causes a massive internalization of plasma membrane proteins, many of which

depend on the arrestin Rod1 for their endocytosis. Among those is Ina1, a transmembrane protein

member of the SUR7/PalI family, for which endocytosis was never reported before. Ina1 endocytosis

involves its ubiquitylation, Rod1 and the ubiquitin ligase Rsp5, reminiscent of a canonical

ubiquitin-dependent endocytosis as observed for nutrient transporters. We found that 2DG triggers

changes in Rod1 post-translational modifications through a transient, 2DG-induced activation of the

phosphatase PP1, thereby favoring Rod1 activity in endocytosis. The lack of Rod1 causes the

maintenance of many transporters at the plasma membrane, and particularly, the stabilization of

low-affinity hexose transporters is crucial for the resistance of the rod1∆ mutant. We propose that a

defective endocytosis of hexose transporters contributes to 2DG resistance by allowing the export of

2DG originating from the dephosphorylation of 2DG6P, thus terminating the process of 2DG

detoxification.
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Introduction

2DG is a glucose analogue which lacks a hydroxyl group in position 2, and mainly acts as a

competitive inhibitor of glucose metabolism (Xi et al., 2014). As such, it competes with glucose for

entry into cells and for its subsequent phosphorylation by hexokinase, but is almost not further

metabolized. This leads to the intracellular accumulation of 2DG-6-phosphate, a toxic metabolite that

inhibits glycolysis and thus leads to a rapid depletion of ATP stores, and the activation of nutrient

starvation-activated pathways such as AMPK (Hardie, 2016). Moreover, since mannose is the C2

epimer of glucose, 2-deoxyglucose can also be considered as 2-deoxymannose and thus also

interferes with mannose metabolism, notably inhibiting protein N-glycosylation (reviewed in Laussel

and Leon, 2020). This has a series of cellular effects, particularly the onset of the Unfolded Protein

Response pathway to face the stress encountered by a defective glycosylation of proteins at the

endoplasmic reticulum, which in some conditions is reported to be the main toxic effect of 2DG

(Kurtoglu et al., 2007).

The realization that many cancer cells display an aberrantly high glucose uptake and metabolism

has led to the idea that glycolysis inhibitors could be used to preferentially target and kill tumor cells

(Luengo et al., 2017). This also allowed the use of radiolabeled glucose derivatives, such as

18-fluoro-2-deoxyglucose, to preferentially label tumors for cancer imaging (PET-scans) (Pajak et al.,

2019). So far, trials using 2DG as the sole chemotherapeutic agent have failed because of the relative

toxicity of this molecule, however strategies using 2DG or other 2-deoxy-substituted versions of

glucose in combination with other drugs are under study and are promising (Pajak et al., 2019).

2DG has also been extensively used to understand glucose signaling in micro-organisms such as

the baker’s yeast Saccharomyces cerevisiae, where it has been instrumental to delineate the

molecular mechanisms by which glucose regulates gene expression (reviewed in Laussel and Leon,

2020). The metabolism of S. cerevisiae is biased towards the preferential use of glucose as a carbon

source, from which it retrieves most of its energy by fermentation. At the molecular level, glucose

represses the expression of many genes involved in respiratory metabolism or in the use of other

carbon sources, thereby favoring the preferential use of glucose by fermentation. Among the actors

in charge of adapting the transcriptional program with respect to glucose availability is the yeast

orthologue of AMPK, Snf1 (Coccetti et al., 2018). Snf1 is the catalytic subunit of a heterotrimeric

complex which is active in the absence of glucose in the medium. A canonical example of a

Snf1-regulated transcription is that of the invertase SUC2, required for sucrose hydrolysis and

metabolism. Transferring yeast cells to sucrose medium activates Snf1, causing the phosphorylation
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of the transcriptional repressor Mig1, its translocation out of the nucleus and the derepression of

invertase (De Vit et al., 1997; Papamichos-Chronakis et al., 2004).

Snf1, like other kinases of the AMPK family, is activated by phosphorylation of a residue in its

activation loop (McCartney and Schmidt, 2001). This involves one of 3 upstream kinases whose

activity is, surprisingly, not regulated by glucose. Rather, evidence suggests that Snf1 activity is

regulated by its dephosphorylation by the Protein Phosphatase 1 (PP1) complex made of the catalytic

subunit, Glc7, and the regulatory (and glucose-specific) subunit Reg1 (Rubenstein et al., 2008). How

PP1 activity is linked to glucose availability is not yet clear, but deletion of REG1 leads to constitutive

Snf1 activity and to the expression of glucose-repressed genes even in the presence of glucose (Tu

and Carlson, 1995).

Another phenotype displayed by the reg1∆ strain is its ability to grow robustly despite the

presence of 2DG (Laussel and Leon, 2020; Ralser et al., 2008). This is attributed to the constitutive

activation of Snf1 in this strain, since yeast lacking both Reg1 and Snf1 is no longer resistant to 2DG

and accordingly, mutations in SNF1 cause hypersensitivity to 2DG (McCartney et al., 2014). Indeed,

and despite the multifaceted cellular effects of 2DG, cells can overcome 2DG toxicity by mechanisms

that are currently being unraveled (reviewed in Laussel and Leon, 2020; Schmidt and O'Donnell,

2021). This was observed in HeLa cells exposed for prolonged period in 2DG-containing medium,

leading to the selection of resistant clones (Barban, 1962). These cells displayed a high phosphatase

activity towards 2DG-6-P, suggesting the presence of an unidentified enzyme that could detoxify this

metabolite back into 2DG and thus prevent glycolysis inhibition. Studies in yeast also identified

phosphatases, named Dog1 and Dog2, with a similar activity and whose overexpression allows

growth in 2DG-containing medium (Randez-Gil et al., 1995; Sanz et al., 1994). Recently, we found

that the most abundant isoform, Dog2, is itself a glucose-repressed gene (Defenouillėre et al., 2019).

This partially explains why strains with high Snf1/AMPK activity are resistant to 2DG, such as reg1∆

(McCartney et al., 2014; Ralser et al., 2008), other reg1 mutant alleles (Defenouillėre et al., 2019;

Soncini et al., 2020), a viable glc7 mutation (Q48K) (Soncini et al., 2020) or gain-of-function

mutations in SNF1 (McCartney et al., 2014; Soncini et al., 2020). However, additional resistance

mechanisms independent of DOG2 expression are at stake in these strains (Defenouillėre et al.,

2019; Soncini et al., 2020). This is suggested by the fact that deletion of DOG2 does not completely

re-sensitize reg1∆ mutants to 2DG, and that the isolated point mutation in REG1 (reg1-P231L)

(Soncini et al., 2020) confers 2DG resistance but does not impact on the glucose-mediated repression

of genes. Thus, Snf1 activity in 2DG resistance might involve the phosphorylation of other actors.
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One such candidate is the arrestin-related protein, Rod1. Arrestin-related proteins are involved in

the recruitment of the ubiquitin ligase Rsp5 to nutrient transporters at the plasma membrane, and

their subsequent ubiquitylation and endocytosis (Sardana and Emr, 2021). Both act as targets of

nutrient signaling pathways and actors of endocytosis, allowing to remodel the landscape of

transporters at the plasma membrane to meet the physiological needs of cells facing a nutrient

challenge (Babst, 2020; Kahlhofer et al., 2021). Particularly, Rod1 regulates the endocytosis in

response to glucose availability, and its activity is oppositely regulated by Snf1 and PP1 (Becuwe et

al., 2012; Llopis-Torregrosa et al., 2016; O'Donnell and Schmidt, 2019). Since Rod1 is a target of Snf1

(Shinoda, 2007 #275), Rod1 might be the missing actor through which Snf1 activity leads to 2DG

resistance. An initial screen revealed that rod1∆ is indeed resistant to 2DG (Ralser et al., 2008),

suggesting that a Snf1-mediated inhibition of Rod1 might contribute to 2DG resistance. 2DG

resistance is further increased by the additional deletion of ROG3, the paralogue of ROD1 (O'Donnell

et al., 2015). Point mutations aimed at abolishing their interaction with the ubiquitin ligase Rsp5,

thereby annihilating their function as adaptor proteins in endocytosis, also led to increased

resistance to 2DG suggesting that both arrestins mediate 2DG toxicity through their function in

endocytosis (O'Donnell et al., 2015). Rod1 (and Rog3, to a lesser extent) controls the endocytosis of

the glucose transporters Hxt1 and Hxt3 triggered in response to 2DG exposure, and overexpression

of the same transporters in a snf1∆ mutant restored partial resistance to 2DG (O'Donnell et al.,

2015). In agreement with this, deletion of ROD1 and ROG3 stabilized transporters at the plasma

membrane in snf1∆ and restored its 2DG-sensitivity to WT levels, suggesting that Snf1 positively

regulates Rod1 and Rog3 to boost Hxt1 and Hxt3 endocytosis in response to 2DG (O'Donnell et al.,

2015). However, whether the effects of 2DG on endocytosis extend beyond glucose transporters is

unknown, and there is currently no molecular understanding of how transporter

expression/localization may contribute to 2DG resistance.

In this study, we examined the effects of 2DG on endocytosis and found that 2DG triggers the

endocytosis of many plasma membrane proteins. After 2DG treatment, other transporters in

addition to glucose transporters are endocytosed, many of which depend on Rod1 for their

endocytosis. For the first time, we also report the endocytosis of a protein of the SUR7/PalI protein,

Ina1, which follows a canonical Rod1 and Rsp5-dependent ubiquitylation and endocytosis in these

conditions. Mechanistically, we show that 2DG addition leads to a transient surge in PP1 activity,

leading to the dephosphorylation of Snf1 and its targets such as Rod1. This allows Rod1 function in

endocytosis and thus provides a rationale as to why this arrestin is central to 2DG-induced

endocytosis. Finally, we demonstrate that the 2DG resistance of the rod1∆ strain can be solely
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attributed to the maintenance of active, low-affinity glucose transporters at the membrane. We

propose that this contributes to the detoxification of 2DG out of the cells after 2DG6P has been

dephosphorylated by the DOG phosphatases, thus terminating the detoxification process.

Results

2DG triggers the endocytosis of many plasma membrane proteins

Previously, we had described the proteomic changes occurring in response to 2DG and focused

on proteins that were upregulated in this condition (Defenouillėre et al., 2019). In addition, three

transmembrane/PM proteins displayed a significantly decreased abundance after 2DG treatment,

including the amino acid permease Tat1 and the hexose transporter Hxt2 (Defenouillėre et al., 2019).

This could either be caused by a decreased synthesis or by an active degradation by endocytosis. We

verified this by looking at the regulation of several endogenously GFP-tagged transporters from

different protein families. Treatment of glucose-grown cells with 0.2% 2DG led to the degradation of

pre-existing transporters (Fig 1A and B), which was accompanied by a targeting of PM-localized

transporters to the vacuole (Fig 1C). Of note, and confirming recent findings (Yang et al., 2021), we

observed that the vacuole was strongly fragmented in response to 2DG (Fig S1). This may be linked to

the fact that 2DG causes ER stress in yeast (Defenouillėre et al., 2019), and ER stress induces vacuolar

fragmentation (Stauffer and Powers, 2015).
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Fig. 1 - 2DG treatment induces a massive endocytosis of plasma membrane proteins, that is mainly
Rod1-dependent. (A) Western blot on total protein extracts from Hxt2-GFP- and Tat1-GFP-expressing cells
before and after 2DG addition for 2h30, using anti-GFP antibodies. (B) Quantification of western blot signals for
Hxt2-GFP and Tat1-GFP before and after 2DG treatment for 2h30 (ANOVA test; n=3). (C) Cells expressing
Hxt2-GFP and Tat1-GFP cells were grown overnight in a glucose-containing medium (exponential phase) and
treated with 2DG for 2h30 and observed by fluorescence microscopy. Scale bar: 5 µm. (D) Plasma membrane
proteins whose localization was examined by fluorescence microscopy before and after 2h30 2DG. When
endocytosed, the same proteins were also observed in a rod1∆ context to check for Rod1 dependence (NT, not
tested). (E) Microscopy of WT and rod1∆ cells expressing either Tat1-GFP or Hxt2-GFP before and after 2DG
treatment for 4h. Scale bar: 5 µm.
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Figure S1 - 2DG treatment induces vacuolar fragmentation. A. WT cells expressing Vph1 tagged with
mCherry were grown overnight in glucose medium (exponential phase) and treated with 0,2% 2DG. Cells were
collected and observed by fluorescence microscopy at the indicated times. Scale bar : 5 µm. B. Quantification
of 2DG-induced vacuolar fragmentation ± SEM, n=3 independent experiments).

To further document the extent of plasma membrane remodeling caused by 2DG exposure, we

looked at the individual localization of 25 plasma membrane proteins, including transporters for

various substrates and of various structural classes as well as receptor/sensor proteins, before and

after 2DG treatment (Fig 1D-E, Fig S2). This showed that many are endocytosed in response to 2DG,

implying that 2DG triggers the massive endocytosis of plasma membrane proteins.

In yeast, nutrient transporter endocytosis is triggered by their ubiquitylation at the plasma

membrane, which relies on the action of an ubiquitin ligase named Rsp5 and adaptor proteins of the

arrestin-like family (ARTs) (Kahlhofer et al., 2021; MacGurn et al., 2012). Previous work highlighted

the importance of the arrestin-related protein Rod1 in the 2DG-induced endocytosis of the hexose

transporters Hxt1 and Hxt3 (O'Donnell et al., 2015). Indeed, most of the studied cargoes depended

on Rod1 for their 2DG-induced endocytosis (Fig 1D-E, Fig S2). The Rod1 paralogue Rog3, which

displays some level of functional redundancy with Rod1 (O'Donnell et al., 2015), was not responsible

for the endocytosis of the Rod1-independent cargo Lyp1-GFP, since endocytosis was comparable in

the double rod1∆ rog3∆ mutant (Figure S3), although this may be the case for other cargoes.

Altogether, these results confirm that Rod1 is a major player of 2DG-induced endocytosis, and reveal

that several cargoes are endocytosed in response to 2DG in a Rod1-independent manner.
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Figure S2 - Most of the studied plasma membrane proteins are endocytosed in response to 2DG and this
endocytosis is often Rod1-dependent. WT or rod1∆ cells expressing the indicated membrane proteins tagged
with GFP at their endogenous genomic locus were observed by fluorescence microscopy before and after
treatment with 2DG for 4h. Scale bar, 5 µm.
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(Page before) Figure S3 - Rog3 is not responsible for the observed Rod1-independent endocytosis of
Lyp1-GFP in response to 2DG. Microscopy of WT, rod1∆ and rod1∆ rog3∆ cells expressing Lyp1-GFP, before
and after treatment with 2DG for 4h. Scale bar, 5 µm.

Ina1, a member of the SUR7/PalI family, is endocytosed by a canonical ART/Rsp5-dependent

pathway in response to 2DG

In our proteomics data (Defenouillėre et al., 2019), a plasma membrane protein of unknown

function named Ina1 (Germann et al., 2014) was among the list of downregulated membrane

proteins and thus possibly endocytosed cargoes in response to 2DG. Ina1 localized to the plasma

membrane in cells grown in glucose medium and was indeed targeted to the vacuole in response to

2DG (Fig 2A). Ina1 vacuolar targeting depended on the amphiphysin-like protein Rvs167, an essential

actor of endocytosis in yeast, further confirming that the vacuolar localization of Ina1 occurred by

endocytosis (Fig 2B).

Ina1 belongs to a family of fungal-specific transmembrane proteins (SUR7/PalI family, Pfam

entry PF06687) which comprises 10 members in yeast (Fig 2C and S4A). They are predicted to

contain an N-terminal signal peptide and three transmembrane domains (Li and Mitchell, 1997).

These include the Ina1 paralogue Fat3 (involved in fatty acids transport; (Jung et al., 2013)), Sur7 (a

component of eisosomes - see below, Walther et al., 2006), Pun1 (involved in cell wall integrity

signaling, Hosiner et al., 2011), Rim9 (involved in alkaline pH signaling, Denison et al., 1998), Ecm7

(involved in calcium uptake, Martin et al., 2011), and two additional paralogue pairs, Fmp45 and

Ynl194c, as well as Dcv1 and Tos7 (the latter being involved in secretion and cell wall organization,

Zhu et al., 2020). Of note, none of these proteins were previously found to be regulated by

endocytosis. Moreover, Pun1, Fmp45, Tos7 and Ynl194c also localize to eisosomes (Alvarez et al.,

2008; Hosiner et al., 2011; Jung et al., 2013; Young et al., 2002; Zhu et al., 2020), which are protective

plasma membrane subcompartments where endocytosis does not occur (Busto et al., 2018; Gournas

et al., 2018). Indeed, treatment of cells expressing various eisosomal proteins fused to GFP (Sur7,

Pil1, Lsp1, Seg1) revealed that the latter were not endocytosed in response to 2DG (Fig S4B).

Conversely, Ina1-GFP did not specifically localize at eisosomes as defined by Pil1-mCherry (Fig S4C).

Therefore, despite being a member of the SUR7/PalI family, Ina1 is not an eisosomal protein and is so

far the first member of this family to display a regulated endocytosis.
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Figure 2 (Next page) - Ina1-GFP is a novel type of cargo of the PalI/Sur7 family endocytosed in response to
2DG in a Rod1- and Rsp5-dependent fashion. (A) WT cells expressing Ina1-GFP were grown in a
glucose-containing medium in exponential phase and observed by fluorescence microscopy before and after
treatment with 2DG for 4h. Cells were also incubated with CMAC to label vacuoles. Scale bar: 5 µm. (B)
rvs167∆ cells expressing Ina1-GFP were grown in a glucose-containing medium in exponential phase and
observed by fluorescence microscopy before and after treatment with 2DG for 4h. Scale bar: 5 µm. (C)
Schematic showing Ina1 predicted primary structure. (D) WT and npi1 cells expressing Ina1-GFP were grown in
a glucose-containing medium in exponential phase and observed by fluorescence microscopy before and after
treatment with 2DG for 4h. Scale bar: 5 µm. (E) WT cells expressing Ina1-GFP were grown in a
glucose-containing medium in exponential phase. Total protein extracts were prepared and treated or not with
endoglycosidase H (EndoH), and immunoblotted using GFP antibodies. (F) WT cells expressing Ina1-GFP and
transformed with either an empty vector or a vector expressing 6xHis-tagged ubiquitin were grown in a
glucose-containing medium and treated with 2DG for 1h. Protein extracts were prepared and used to
immunoprecipitate Ina1-GFP with GFP-trap. Total extracts and immunoprecipitates were treated with
endoglycosidase H and immunoblotted with anti-GFP or anti-6xHis antibodies. ● indicate bands revealing
ubiquitylated species on both blots. The merge panel corresponds to an aligned overlay of both blots,
false-colored (GFP: green, anti-6xHis: red) to show common bands. (G) WT and rod1∆ cells expressing Ina1-GFP
were grown in a glucose-containing medium in exponential phase and observed by fluorescence microscopy
before and after treatment with 2DG for 4h. Scale bar: 5 µm.
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Figure S4 - Ina1, a member of the PalI/SUR7 family, is endocytosed in response to 2DG. (A) PalI/SUR7 family
members and predicted topology. (B) Microscopy of Sur7-GFP, Seg1-GFP and Pil1-GFP before and after 2DG
treatment for 4h. Scale bar, 5 µm.(C) Spinning-disk confocal fluorescent microscopy of WT cells expressing
Ina1-GFP and the eisosomal marker Pil1-mCherry before and after 2DG treatment for 4h. Scale bar, 5 µm.

Ina1 endocytosis depends on the canonical Rsp5/arrestin-dependent endocytosis

Although nutrient transporters endocytosis is known to require their prior ubiquitylation by

Rsp5 and arrestin-related trafficking adaptors (ART), much less is known concerning the endocytosis
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of other types of plasma membrane proteins. The alpha-peptide pheromone receptor Ste2, a GPCR,

also requires Rsp5 and ART proteins (Alvaro et al., 2016; Alvaro et al., 2014). However, the

internalization of Slg1/Wsc1, a transmembrane sensor of cell wall integrity, occurs through direct

interaction with the endocytic component Sla1 through its NPFxD motif (Piao et al., 2007).

We studied the dependence of Ina1 endocytosis on Rsp5, Ina1 ubiquitylation, and ART

proteins. The 2DG-induced endocytosis of Ina1 no longer occurred in a hypomorphic mutant (npi1)

of the essential RSP5 gene (Hein et al., 1995) (Fig 2D). To further demonstrate that Ina1-GFP is

indeed ubiquitylated during its endocytosis, we expressed a 6xHis-tagged ubiquitin, purified

Ina1-GFP in denaturing conditions using nanobodies and immunoblotted for the presence of

6xHis-tagged in the immunoprecipitate. Before loading, samples were treated with endoglycosidase

because we found that Ina1-GFP migrated at an apparent molecular weight of ≥ 250 kDa, far above

its predicted molecular weight (102 kDa), and deglycosylation of the sample with endoglycosidase H

revealed that this shift could be attributed to N-glycosylation (Fig 2E), as predicted from the primary

structure of Ina1 (Fig 2C). The results show that Ina1-GFP ubiquitylation was increased in response to

2DG at early stages of its endocytosis (1h), and was also partially degraded, with the appearance of a

GFP moiety reminiscent of its vacuolar degradation (Fig 2F). Altogether, these findings demonstrate

that the endocytosis of Ina1, a novel type of endocytic cargo, relies on Rsp5 and correlates with its

ubiquitylation. In line with our previous conclusions, the single deletion of ROD1 almost totally

abolished Ina-GFP endocytosis and degradation (Fig 2G). Therefore, Rod1 is involved in the

endocytosis of this new type of cargo in response to 2DG.

2DG leads to Rod1 dephosphorylation and ubiquitylation by transiently inducing PP1 activity

We then focused on understanding how Rod1 function is so tightly linked to 2-deoxyglucose as

an endocytic signal. As initially demonstrated in the case of glucose-induced endocytosis, Rod1

activity in endocytosis is regulated through its changes in post-translational modifications (Becuwe et

al., 2012; Llopis-Torregrosa et al., 2016). In a glucose-deprived medium, the yeast AMPK kinase Snf1

is active and phosphorylates Rod1, inhibiting its function (Becuwe and Leon, 2014; Llopis-Torregrosa

et al., 2016; Shinoda and Kikuchi, 2007, Becuwe, 2012 #21). Conversely, glucose addition in the

medium leads to Rod1 dephosphorylation in a Protein Phosphatase-1 (PP1)-dependent manner,

followed by its ubiquitylation by the ubiquitin ligase Rsp5 (Becuwe et al., 2012; Llopis-Torregrosa et

al., 2016). These modifications were proposed to promote its function as an Rsp5 adaptor, leading to

transporter ubiquitylation, endocytosis and vacuolar sorting (Becuwe and Leon, 2014; Becuwe et al.,

2012; Llopis-Torregrosa et al., 2016). Similarly, 2DG addition to glucose-grown cells triggers Rod1

ubiquitylation in an Rsp5- and PP1-dependent manner, but paradoxically was also reported to

increase Snf1 activity (O'Donnell et al., 2015; O'Donnell and Schmidt, 2019). Thus, how 2DG
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regulates the relative activities of Snf1/PP1 and how this impacts on Rod1 activity are not fully

understood.

First, we realized that although tagging Rod1 with a 3HA epitope did not alter its function in

the glucose-induced endocytosis of Jen1 (Becuwe et al., 2012), this tagged version was unable to

restore the 2DG-induced endocytosis of Hxt1- and Hxt3-GFP when expressed in a rod1∆ context (Fig

S5A). Consequently, we turned to another epitope-tagged Rod1 construct (Flag) which functionally

behaved like the wild-type protein (Fig S5A and B).
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(Page before) Figure S5 - Expression of Rod1-3HA does not restore endocytosis nor sensitivity to 2DG in a
rod1∆ context, contrary to Rod1-Flag. (A) The indicated strains were observed by fluorescence microscopy
after growth in a glucose-containing medium and after 2DG treatment for 4h. Scale bar, 5 µm. (B) Serial
dilutions of cultures of the indicated mutants were spotted on minimal medium (MM) or MM + 0,2% 2DG and
grown for 3 days at 30°C.

Then, using the Flag-tagged constructs, we observed drastic changes in the post-translational

modifications of Rod1-Flag in response to 2DG, as previously reported for Rod1-3HA (O'Donnell et

al., 2015). The diffuse band given by the Rod1-Flag signal obtained from glucose-grown cells resulted

from a mild phosphorylation, as determined by phosphatase treatment, and reminiscent of

observations made for Rod1-3HA (Becuwe et al., 2012; O'Donnell et al., 2015) (Fig 3A). This pattern

gave rise to two discrete bands upon 2DG exposure (Fig 3A). As described previously (Becuwe et al.,

2012; O'Donnell et al., 2015), the upper band corresponded to ubiquitylated Rod1, as shown by its

disappearance when mutation of the known ubiquitylated lysine(s) on Rod1 (Fig 3A). The lower band

corresponded to a dephosphorylated species of Rod1, as demonstrated by the fact that it migrated

similarly as Rod1-Flag from phosphatase-treated extracts (Fig 3B). This fitted with previous results

obtained in the context of glucose-induced endocytosis showing that glucose treatment of

lactate-grown cells led to Rod1 ubiquitylation, which was preceded by its PP1-dependent

dephosphorylation. In line with these observations, the migration pattern of Rod1 was not affected

by 2DG treatment in the reg1∆ mutant (Fig 3B) whereas mutations in a described Rod1 phosphatase,

calcineurin (cnb1∆) (Alvaro et al., 2016; Alvaro et al., 2014) or in various signaling pathways whose

activation is triggered by 2DG treatment (Defenouillėre et al., 2019) (MAPK= slt2∆, hog1∆; UPR:

hac1∆) did not have an effect on Rod1 modifications (Fig 3C). This suggested that PP1 activity is

required for the 2DG-induced dephosphorylation of Rod1. Moreover, the mutation of 12 serine

residues in the context of potential Snf1 consensus sequences (Alvaro et al., 2016) led to a

comparable profile even before 2DG treatment, further suggesting that lack of Rod1 phosphorylation

mimics the situation observed in the presence of 2DG (Fig 3D). Thus, we hypothesized that 2DG

treatment leads to a transient activation of PP1, leading to the rapid dephosphorylation and

subsequent ubiquitylation of Rod1.

Intriguingly, 2DG was previously proposed to induce a mild phosphorylation (activation) of Snf1

after 1h treatment with 2DG (McCartney et al., 2014). Yet, when looking within minutes after

treatment, we found that instead 2DG led to a strong decrease in Snf1 phosphorylation (Fig 3E). This

was accompanied by the dephosphorylation of the Snf1 substrate Mig1, confirming our results

obtained on Rod1. Thus, 2DG treatment leads to a fast inhibition of Snf1. Of note, this did not

happen in a reg1∆ mutant, suggesting either that 2DG had no effect in this mutant, or that PP1 is

required for dephosphorylation. Given that reg1∆ cells are still able to react to 2DG (eg. endocytosis,

see Fig 4C), we favor the hypothesis by which 2DG, akin to the effect of glucose when added to
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glucose-starved cells, transiently activates PP1 and thus, leads to Snf1 inhibition and the direct or

indirect dephosphorylation of Snf1 substrates such as Mig1 or Rod1.

The 2DG-elicited changes in Rod1 post-translational modifications did not occur in cells

overexpressing the 2DG-6-P phosphatase Dog2, which detoxifies 2DG-6-P (Fig 3F). Similar results

were obtained in the hxk2∆ hexokinase mutant, on which 2DG treatment had virtually no effect (Fig

3G). Thus, despite the fact that in vitro assays showed that Hxk1 and Hxk2 are equally able to

phosphorylate 2DG (Soncini et al., 2020), Hxk2 is paramount to couple the presence of 2DG to Rod1

dephosphorylation.
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(Page before) Figure 3 - Following 2DG treatment, Rod1 is dephosphorylated in a PP1-dependent manner. (A)
Total protein extracts of WT cells expressing either Rod1-Flag or Rod1-KR-Flag were prepared before and after
2DG addition for 10’, and immunoblotted using an anti-Flag antibody. (B) Total protein extracts of WT or reg1∆
cells expressing Rod1-Flag were prepared before and after 2DG addition for 10’, and immunoblotted using an
anti-Flag antibody. Samples were dephosphorylated by CIP where indicated. (C) Total protein extracts of WT,
cnb1∆, slt2∆, hac1∆, or hog1∆ expressing Rod1-Flag were prepared before and after 2DG addition for 10’, and
immunoblotted using an anti-Flag antibody. (D) Total protein extract of WT or snf1∆ cells expressing Rod1-Flag
or Rod1-S12A-Flag were prepared before and after 2DG addition for 10’ using an anti-Flag antibody. (E) Total
protein extracts of WT, reg1∆ and snf1∆ cells expressing Mig1-Flag were prepared before and after 2DG
addition for 10’ and 2h and immunoblotted using anti-AMPK-P, anti-polyHistidine and anti-Flag antibodies. (F)
Total protein extracts of WT cells expressing Rod1-Flag and transformed with an empty vector or a vector
containing pGPD-DOG2 were prepared after growth in the indicated conditions, and were immunoblotted
using an anti-Flag antibody. (G) Total protein extract of WT and hxk2∆ expressing Rod1-Flag were prepared
before and after 2DG treatment for 10’ and immunoblotted using an anti-Flag antibody.

2DG-induced post-translational modifications of Rod1 are required for 2DG-induced endocytosis

Having confirmed how Rod1-Flag is post-translationally modified in response to 2DG, we then

assessed the functional consequences abrogating these modifications on the function of Rod1 in

endocytosis. For this, we used Ina1-GFP as a model cargo because, unlike Hxt1 or Hxt3 (O'Donnell et

al., 2015), its expression is neither glucose-regulated nor is influenced by the deletion of SNF1 or

REG1 (see below). Mutation of ubiquitylation site(s) in Rod1 resulted in a slow down of Ina1

endocytosis, whereas mutation of the PPxY motifs preventing the interaction with Rsp5 completely

abolished it (Fig 4A). Interestingly, despite the fact that Rod1-S12A-Flag appeared constitutively

dephosphorylated/ ubiquitylated (see Fig 3D), it was not constitutively active since Ina1-GFP

endocytosis still relied on 2DG addition. Accordingly, Ina1 endocytosis was still regulated by 2DG in

the snf1∆ mutant (Fig 4B), and we observed the same for the endocytosis of other Rod1 cargoes

such as the inositol transporter Itr1 or the ABC transporter Pdr12 (Fig S6A). Thus, Rod1

dephosphorylation is not sufficient to trigger endocytosis, suggesting yet an additional level of

regulation.

Conversely, we looked at Ina1-GFP endocytosis in the reg1∆ mutant, in which Rod1 is not

subject to dephosphorylation or ubiquitylation in response to 2DG (see Fig 3B). However, despite the

lack of changes in Rod1 post-translational modifications, the reg1∆ strain was still able to endocytose

Ina1-GFP (Fig 4B). Similar observations were made for other Rod1 cargoes such as Hxt2 and Itr1 (Fig

S6B). Given that phosphorylated Rod1 is usually considered as inactive, this finding was surprising

and so we looked whether endocytosis in the reg1∆ still occurs in a Rod1-dependent manner. In a

reg1∆ rod1∆ double mutant, Ina1 endocytosis no longer occurred after 2DG treatment,

demonstrating that endocytosis in reg1∆ still depends on Rod1 despite the apparent lack of

post-translational modifications (Fig 4C). This was confirmed by the use of a non-ubiquitylatable

version of Rod1 (Rod1-KR) (Becuwe et al., 2012) in the context of a reg1∆ rod1∆ mutant: despite its

lack of ubiquitylation, Rod1-KR was able to restore endocytosis to WT levels (Fig 4C). These results

have several important implications. First, they demonstrate that in the reg1∆ genetic context, Rod1
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modifications are not required for endocytosis, suggesting that a slightly different mechanism

controls endocytosis from that in WT cells. Second, they also prove that 2DG is able to elicit some of

its cellular effects independently of PP1 activation, and thus that PP1 is not the only 2DG-responsive

pathway. Third, despite its strong resistance to 2DG and the constitutive activity of Snf1 in this strain,

the reg1∆ strain still responded to 2DG addition as it is able to initiate endocytosis, suggesting that

its resistance is not due to a complete lack of effect of 2DG (i.e. import defect or detoxification). In

contrast, 2DG-induced endocytosis was abolished when Dog2 was overexpressed, but not its

catalytic-dead mutant (Dog2-DDAA) (Fig 4D). A similar block in 2DG-induced endocytosis was also

observed in the hxk2∆ mutant, once again in line with the idea that 2DG requires Hxk2 to induce

cellular defects in vivo (Fig 4E).

(Next page) Figure 4 - Rod1 ubiquitylation and interaction with Rsp5 are required for the 2DG-dependent
endocytosis of Ina1-GFP (A) WT or rod1∆ cells expressing the various ROD1-Flag constructs were grown in a
glucose-containing medium and observed by fluorescence microscopy before and after 2DG treatment for 4h.
Scale bar, 5 µm (B) WT or snf1∆ cells expressing Ina1-GFP were grown in a glucose-containing medium and
observed by fluorescence microscopy before and after 2DG treatment for 4h. Scale bar, 5 µm (C) WT, rod1∆,
reg1∆, rod1∆reg1∆, and rod1∆reg1∆ + Rod1-Flag or Rod1-KR-Flag expressing Ina1-GFP were grown in a
glucose-containing medium and observed by fluorescence microscopy before and after 2DG treatment for 4h.
Scale bar, 5 µm (D) Top, WT cells expressing Ina1-GFP and transformed with an empty plasmid, or with
plasmids allowing the overexpression of DOG2 or its catalytic mutant DOG2-DDAA were grown in a
glucose-containing medium and observed by fluorescence microscopy before and after 2DG treatment for 4h.
Scale bar, 5 µm. Bottom, Quantification of the ratio of fluorescence at the PM on total fluorescence (ANOVA
test, n = 100) (E) WT, reg1∆ or hxk2∆ cells expressing Ina1-GFP were grown in a glucose-containing medium
and observed by fluorescence microscopy before and after 2DG treatment for 4h. Scale bar, 5 µm.
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Figure S6 - SNF1 or REG1 deletion
are not sufficient to block
endocytosis in response to 2DG. (A)
Pdr12-GFP, Pdr12-GFP snf1∆,
Itr1-GFP and Itr1-GFP snf1∆ cells
were grown in a glucose-containing
medium and observed by
fluorescence microscopy before and
after 2DG treatment for 4h. Scale
bar, 5 µm (B) Hxt2-GFP, Hxt2-GFP
reg1∆, Itr1-GFP and Itr1-GFP reg1∆
cells were grown in a
glucose-containing medium and
observed by fluorescence microscopy
before and after 2DG treatment for
4h. Scale bar, 5 µm

Low affinity glucose transporters are required for the resistance displayed by the Rod1 mutant

A previous study (Ralser et al., 2008) revealed that the deletion of ROD1 leads to 2DG resistance.

Moreover, a strain deleted for both ROD1 and its paralogue ROG3 is even more resistant (O'Donnell

et al., 2015). Yet, the precise mechanism by which the mutation of (an) arrestin(s) can cause 2DG

resistance is not understood. We previously described that a frequent strategy leading to 2DG

resistance involves an increased expression of the Dog2 phosphatase at the transcriptional level

(Defenouillėre et al., 2019). However, using a pDOG2:LacZ reporter, we found that this was not the

case in the rod1∆ mutant, suggesting a distinct mechanism (Fig 5A).

Point mutations on Rod1-Flag at its site(s) of ubiquitylation or on its Rsp5-interacting motifs led

to 2DG resistance (Fig 5B) (O'Donnell et al., 2015), thus 2DG resistance correlates with its activity in

endocytosis. Since Rod1 has a central role in plasma membrane protein remodeling by 2DG (Fig 1D

and Fig S2), we first hypothesized that the 2DG-mediated activation of Rod1 might trigger excessive

endocytosis that is deleterious for the cell, which could be ameliorated by ROD1 deletion.

Importantly, deletion of the gene encoding the amphiphysin orthologue RVS167, involved in

endocytosis, did not result in 2DG resistance, but rather in 2DG sensitivity indicating that a global

endocytosis blockade does not promote 2DG resistance (Fig 5C). Thus, it seems that only a selective

endocytosis defect such as that observed in the rod1∆ (or rod1∆ rog3∆) mutant causes 2DG
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resistance, and, we postulated that the stabilization of one or more of the Rod1-regulated cargoes at

the plasma membrane may lead to 2DG resistance.

The hypersensitivity of the snf1∆ mutant to 2DG is rescued by overexpression of the low affinity

hexose transporters, Hxt1 and Hxt3, through an unknown mechanism (O'Donnell et al., 2015).

Moreover, duplication of a chromosomal region containing glucose transporter genes (HXT3, HXT6

and HXT7) was also associated with 2DG-resistance (Barney et al., 2021). Since these transporters are

not endocytosed in the rod1∆ mutant (Fig 1D, S2, and O'Donnell et al., 2015), we considered that

their stabilization could contribute to the resistance mechanism of this mutant. Indeed, the deletion

of either HXT3 or HXT1 abolished the resistance of the rod1∆ mutant strain (Fig 5D). This suggests

that both transporters are required for the 2DG resistance displayed by the rod1∆ strain.

The growth defect of the obtained rod1∆ hxt3∆ strain was restored by expressing a GFP-tagged

version of Hxt3 from a low-copy (centromeric) plasmid and driven by its own promoter (Fig 5E). This

mild overexpression of Hxt3 also increased resistance to 2DG of WT cells but also of the already

resistant rod1∆ strain. Thus, glucose transport correlates with 2DG resistance. Structure/function

studies of transporters ​​(reviewed in Yan, 2017) identified residues critical for hexose binding and

translocation. In particular, residue N317 of the human glucose transporter GLUT1 binds glucose

(Deng et al., 2014; Mueckler and Makepeace, 2009) and mutation of the corresponding residue in

yeast transporters alters substrate specificity and transport (Farwick et al., 2014; Nijland et al., 2014;

Shin et al., 2015). Particularly, mutation of this residue in Hxt1 (N370A) abolished glucose uptake

(Roy et al., 2015). We mutated the corresponding residue in Hxt3 (N367A) and evaluated its

functionality in 2DG resistance. We observed that expression of the Hxt3-N367A mutant no longer

rescued growth on 2DG, suggesting that transport is required for 2DG resistance (Fig 5E). Since 2DG

and glucose use the same transporters to go across the membrane, whether (1) it is glucose or 2DG

transport and (2) with which directionality (import or export) will need to be established in the near

future.

(Next page) Figure 5 - Low affinity glucose transporters are required for the resistance of the rod1∆ mutant
to 2DG (A) Beta-galactosidase assays of WT and rod1∆ cells expressing LacZ under the control of the pDOG1 or
pDOG2 promoters, before and after 2DG treatments for 4h (+- SEM, n=3 independent experiments, t test).
A.U., arbitrary units. (B-E) Serial dilutions of cultures of the indicated strains were spotted on SC medium or SC
+ 0,2% 2DG medium and grown for 3 days at 30°C.
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Discussion

Several strategies are known to modulate 2DG sensitivity/resistance in yeast (Laussel and Leon,

2020). The most common mechanism is through the aberrant activation of the AMPK orthologue,

Snf1, either by gain-of-function mutation in constituents of the AMPK heterotrimeric complex, or by

loss-of-function mutations of its inhibitory phosphatase (PP1: Glc7/Reg1) (Laussel and Leon, 2020;

Soncini et al., 2020). Although it is unclear how AMPK hyperactivation contributes to 2DG resistance,

it seems that this partially occurs through the expression of the detoxification enzyme Dog2, which is

overexpressed in conditions of AMPK activation (Defenouillėre et al., 2019). Mutations in other

genes such as that encoding the arrestin Rod1 also cause 2DG resistance but do not impact on Snf1

activity - rather, Rod1 is a substrate of Snf1 (Shinoda and Kikuchi, 2007) and thus could contribute to

the resistance mechanism observed when Snf1 is hyperactive.
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In this study, we reveal that 2DG acts as a strong endocytosis signal, leading to the endocytosis

of many plasma membrane proteins. These include a GPCR (Ste2) as well as various classes of

transporters, such as permeases for glucose, amino-acids or other nutrients, and other types of

solute carriers such as multidrug transporters of the major facilitator superfamily (MFS) or

ATP-binding cassette (ABC) types. Additionally, we show that Ina1, a protein of unknown function

and member of the SUR7/PalI family, is also endocytosed in this condition and is thus the first

member of this family for which endocytosis is described. Our results show that endocytosis of Ina1

follows a canonical Rsp5- and arrestin-dependent route, thus extending the mechanism of

endocytosis initially described for transporters (Egner and Kuchler, 1996; Galan et al., 1996; Hein et

al., 1995; Lin et al., 2008; Nikko and Pelham, 2009; Nikko et al., 2008) and receptors (Alvaro et al.,

2016; Alvaro et al., 2014; Hicke and Riezman, 1996) to this new class of proteins. The metabolic

blockade caused by 2DG thus triggers a major remodeling of the plasma membrane proteome, which

could contribute to the toxicity of this drug. This massive endocytosis and degradation of membrane

proteins is also reminiscent of that observed in other situations of metabolic stresses such as acute

glucose (Lang et al., 2014) or nitrogen (Müller et al., 2015) starvation. Because 2DG is an artificial

molecule, the observed endocytosis is unlikely to originate from an adaptation strategy but rather

informs us that 2DG unleashes endocytosis by means that had remained to be explored.

Our work highlights a major role of the arrestin Rod1 in 2DG-induced endocytosis. It was

previously found that Rod1 participates in the endocytosis of the glucose transporters Hxt1 and Hxt3

upon 2DG treatment (O'Donnell et al., 2015). We extend these findings and found that many other

membrane proteins require Rod1 for their 2DG-induced downregulation. Thus, a sudden activation

of Rod1 might at least partially explain the observed endocytosis in response to 2DG. Rod1 is known

to be regulated by phosphorylation and ubiquitylation (Alvaro et al., 2016; Becuwe et al., 2012;

Llopis-Torregrosa et al., 2016; Shinoda and Kikuchi, 2007) and previous work showed that Rod1

post-translational modifications are altered after 2DG treatment (O'Donnell et al., 2015) which could

thus regulate its activity in these conditions, as detailed below.

Several reports focusing on the regulation of Rod1 by glucose availability showed that

phosphorylated Rod1 is inactive, and that Rod1 dephosphorylation and its subsequent ubiquitylation

are required for its activity in endocytosis (Becuwe et al., 2012; Llopis-Torregrosa et al., 2016).

Phosphorylation is a frequent mechanism for arrestin inhibition (Becuwe et al., 2012; Lee et al.,

2019; MacGurn et al., 2011; Merhi and André, 2012), perhaps by introducing negative charges that

may hinder transporter interactions (Ivashov et al., 2020) (reviewed in Kahlhofer et al., 2021). On the

other hand, arrestin ubiquitylation is often required for their function (Becuwe et al., 2012; Lin et al.,

2008; Merhi and André, 2012) and this may favor interaction with Rsp5 and thus the Rsp5-mediated

ubiquitylation of transporters (MacDonald et al., 2020). Thus, the observed dephosphorylation and
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ubiquitylation of Rod1 in response to 2DG (this study and O'Donnell et al., 2015) likely provides the

basis for the observed increase in Rod1-dependent endocytic trafficking.

One question that remained open was how 2DG can trigger these changes, given that the

precise effect of 2DG on Rod1 regulatory kinases or phosphatase is unclear. 2DG triggers AMPK

activation in mammalian cells [REF], and a similar but milder effect was reported for Snf1 in yeast

(McCartney et al., 2014). Yet, this 2DG-mediated activation of Snf1 did not translate into an increased

phosphorylation of its well-established substrate Mig1, and the observed post-translational

modifications on its other target, Rod1, in response to 2DG are not in line with an increased Snf1

activity. Instead, we observed that shortly after 2DG addition, Snf1 phosphorylation was instead

decreased, suggesting Snf1 is inhibited. This likely occurred through an increased activity of (or

accessibility to) its cognate phosphatase PP1 (Reg1/Glc7) (Rubenstein et al., 2008; Tu and Carlson,

1994) and accordingly, phosphorylation of the Snf1/PP1 target Mig1 also decreased in response to

2DG. Since Rod1 requires PP1 for its dephosphorylation in response to glucose (Becuwe et al., 2012;

Llopis-Torregrosa et al., 2016) or 2DG (this study and O'Donnell et al., 2015), we believe that a

sudden 2DG-mediated increase in PP1 activity could explain why Rod1 is activated in this condition.

This is reminiscent of the activation of PP1 observed when glucose is added to cells deprived of

glucose (Castermans et al., 2012). However, PP1 (Glc7/Reg1) activity in glucose-grown cells is already

high (Rubenstein et al., 2008; Tu and Carlson, 1994), so how may 2DG further increase this activity ?

We found that the 2DG-mediated dephosphorylation of Rod1 did not occur in the hxk2∆ strain,

lacking the main hexokinase isoform which phosphorylates 2DG into 2DG-6-P, nor in strains

overexpressing the 2DG-6-P phosphatase Dog2, which converts 2DG-6-P back into 2DG. This suggests

that 2DG-6-P, or a derived metabolite, promotes this surge of PP1 activity, perhaps because 2DG6P

accumulates at high levels in cells following its almost complete lack of metabolism (reviewed in

Laussel and Leon, 2020). However, the molecular mechanism by which PP1 could be activated in

these conditions is not elucidated. Altogether, our data strongly suggest that shortly after treatment,

2DG mimics glucose excess rather than starvation, and that part of the early 2DG response involves a

boost in PP1 activity. However, other mechanisms are at stake because endocytosis was still triggered

by 2DG even in reg1∆ cells, suggesting that other signaling pathways contribute to 2DG sensing and

response. This includes, but may not be limited to, stress-signaling pathways such as the UPR or

cell-wall integrity signaling (Defenouillėre et al., 2019).

Whether the 2DG resistance observed in the rod1∆ strain was directly linked to the role of Rod1

in 2DG-mediated endocytosis was not fully demonstrated. Evidence obtained using point mutants of

Rod1 affected for its function in endocytosis suggested a correlation between the loss of

Rod1-mediated endocytosis and 2DG resistance. Of all the transporters that are downregulated upon

2DG treatment, we show that the stabilization of Hxt1 and Hxt3 at the plasma membrane is

necessary for the 2DG resistance observed in the rod1∆ strain. This is in line with previous studies
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demonstrating that overexpression of low-affinity glucose transporters contributes to 2DG resistance

(O'Donnell et al., 2015).

A previously proposed hypothesis suggests that the maintenance of transporters at the plasma

membrane may allow the continuation of glucose import and thus prevent a potential 2DG-induced

glucose starvation (O'Donnell et al., 2015). While this remains possible, we believe that this is

unlikely because 2DG6P inhibits hexokinase and thus blocks glucose phosphorylation, which itself

drives glucose import (Bisson and Fraenkel, 1983; reviewed in Lagunas, 1993). Thus, increasing

transporter availability should not increase glucose import nor glycolysis. Rather, we propose that

maintenance of low affinity glucose transporters at the membrane allows 2DG export from the cells,

after it has been generated by dephosphorylation of 2DG-6-P. Indeed, we previously found that 2DG

triggers the induction of the Dog1 and Dog2 phosphatases which detoxicate 2DG-6-P into 2DG

(Defenouillėre et al., 2019). 2DG could then presumably be exported when its cytosolic

concentration is higher than that of the medium, but this is only possible if transporters are

maintained at the plasma membrane. Preventing Hxt3 endocytosis could thus allow cells to complete

the detoxification initiated by the 2DG6P phosphatases. This hypothesis is supported by the fact that

(i) we showed transport across the membrane is required to confer resistance, (ii) the same transport

systems are used both for 2DG and glucose (van Steveninck, 1968), and (iii) proteins of the GLUT/HXT

family support bidirectional fluxes across the membrane (as shown for GLUT2 in hepatocytes,

reviewed in Mueckler and Thorens, 2013). Further work aimed at measuring 2DG release from cells

will allow testing of this model (Fig 6).
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Figure 6 - Hypothetical model for a role of hexose transporters in 2DG detoxification. Treatment of cells with
2DG triggers the accumulation of intracellular 2DG6P. This activates stress-signaling pathways such as cell-wall
integrity signaling (CWI) or the unfolded protein response (UPR), converging onto DOG2 expression (1)
(Defenouillėre et al., 2019). On the other hand, 2DG6P elicits a fast PP1 activation (2) which causes Rod1
dephosphorylation. By the time Dog2 is induced and begins to dephosphorylate 2DG6P (3), Rod1 has already
triggered the endocytosis of many plasma membrane proteins (4), including that of low affinity glucose
transporters. (5) This may prevent 2DG exit and detoxification.
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Materials and Methods

Yeast strain construction and growth conditions
All yeast strains used in this study derive from the Saccharomyces cerevisiae BY4741 or BY4742
background and are listed in table S1. Apart from the mutant strains obtained from the yeast
deletion collection (Euroscarf) and the fluorescent GFP-tagged strains originating from the yeast GFP
clone collection (Huh, 2003 #123), all yeast strains were constructed by transformation with the
standard lithium acetate–polyethylene glycol protocol using homologous recombination and verified
by polymerase chain reaction (PCR) on genomic DNA prepared with a lithium acetate (200 mM)/SDS
(0.1%) method (104). Yeast cells were grown in YPD medium (2%) or in SC medium [containing yeast
nitrogen base (1.7 g/liter; MP Biomedicals), ammonium sulfate (5 g/liter; Sigma-Aldrich), the
appropriate drop-out amino acid preparations (MP Biomedicals), and 2% (w/v) glucose, unless
otherwise indicated]. Alternatively, SC medium could contain 0.5% lactate as a carbon source (from a
5% stock adjusted to pH 5; Sigma-Aldrich). Precultures of 4 ml were incubated at 30°C for 8 hours
and diluted in fresh medium on the evening to 20-ml cultures grown overnight with inoculation
optical densities at 600 nm (OD600) of 0.0003 for YPD and 0.001 for SC medium, giving a culture at
mid-log phase the next morning. For glucose-depletion experiments, cultures were centrifuged and
resuspended in an equal volume of SC/lactate medium and incubated at 30°C during the indicated
times. For 2DG treatment, the compound was added to mid-log phase yeast cultures grown
overnight to final concentrations of 0.2% (w/v) and incubated for the indicated times. 2DG was
purchased from Sigma-Aldrich. All reagents are listed in table S3.

Plasmid construction
All plasmids used in this study are listed in table S2.
Plasmid pSL553 (pRS313-based, pROD1:ROD1-NcoI-Flag) was generated by site-directed mutagenesis
on pSL234 (pRS313-based, pROD1:ROD1-Flag, a kind gift of O. Vincent, CSIC, Madrid, Spain) to integrate
a NcoI site between ROD1 and the Flag-tag, allowing to substitute the WT ORF of ROD1 by mutated
versions at SalI-NcoI sites as follows.
The inserts pROD1:ROD1-WT-NcoI-Flag (pSL559), pROD1:ROD1-PYm-NcoI-Flag (pSL560)
pROD1:ROD1-S12A-NcoI-Flag (pSL561) and pROD1:ROD1-KR-NcoI-Flag (pSL563) were PCR amplified
(oSL1662/oSL1663) using as templates pSL94 (pROD1:ROD1-3HA) (Becuwe et al., 2012), pSL119
(pROD1:ROD1-PYm-3HA) (Becuwe et al., 2012), pSL152 (pROD1:ROD1-S12A-3HA) (unpublished), and
pSL147 (pROD1:ROD1-KR-3HA) (Becuwe et al., 2012) respectively. They were digested with SalI/NotI
and cloned at these sites into pSL553 (pROD1:ROD1-NcoI-Flag).
Plasmid pSL152 was made from a synthetic gene designed to mutate S125, S138, S315, S358, S447,
S623, S641, S706, S720, S734, S781, and S821 residues into A, and cloned into pSL94 at the place of
WT ROD1 (pROD1:ROD1-3HA) (Becuwe et al., 2012) (kind gift of M. Becuwe).
All constructs were verified by sequencing.

Protein extracts and immunoblotting
Yeast were always grown in SC medium. For each protein sample, 1.4 ml of culture was incubated
with 100µl of 100% TCA for 10 min on ice to precipitate proteins, centrifuged at 16,000g at 4°C for 10
min, and broken for 10 min with glass beads. Lysates were transferred to another 1.5-ml tube and
centrifuged for 5 min at 16,000g at 4°C, supernatants were discarded, and protein pellets were
resuspended in sample buffer [50 mM tris-HCl (pH 6.8), 100 mM dithiothreitol, 2% SDS, 0.1%
bromophenol blue, and 10% glycerol, complemented with 50 mM tris-base (pH 8.8)] in 50µl/OD.
Protein samples were heated at 37°C for 5 min and 10 µl was loaded on SDS–polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) gels (4 to 20% Mini-PROTEAN TGX Stain-Free, Bio-Rad). After electrophoresis
for 30 min, total proteins were visualized by in-gel fluorescence using a trihalo compound
incorporated in SDS–PAGE gels (stain-free TGX gels, 4–20%; Bio-Rad) after 45 sec UV-induced
photoactivation using a ChemiDoc MP imager (BioRad), serving as a loading control. Gels were
transferred on nitrocellulose membranes for 60 min in a liquid transfer system (Bio-Rad). Membranes
were blocked in 2% milk for 30 min and incubated for at least 2 hours with the corresponding
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primary antibodies. Membranes were washed 3x10 min in Tris-buffered saline solution containing
0.5% Tween-20 (TBST) and incubated for at least an hour with the corresponding secondary antibody
(coupled with horseradish peroxidase). Membranes were washed 3x10 min in Tris-buffered saline
solution containing 0.5% Tween-20 (TBST) and incubated with SuperSignal™ West Femto reagent
(Thermo). Luminescence signals were acquired using a ChemiDoc MP imager (BioRad). Primary and
secondary antibodies used in this study as well as their dilutions are listed in table S3.

Treatment of protein extracts with calf intestinal phosphatase (CIP) or Endoglycosidase H
(EndoH)
Calf Intestine Phosphatase (Roche ref 11097075001) was used to dephosphorylate proteins prior to
electrophoresis. Samples were prepared using 20 μL of TCA protein extract (see “Protein extracts and
immunoblotting”, above), to which 20 μL of 10X CIP buffer supplied with the enzyme, as well as 0.6
μL of 1.5M Tris pH 8.8, 0.2 μL 0.1M MgSO4, and 17.2 μL of H2O were added. The extract was split in
2 and 0.6U CIP was added to one of the samples. Samples were incubated at 37°C for 3 h, and loaded
on SDS-PAGE.
Endoglycosidase H (EndoH) (Promega V4871, 500 U/μL) was used to deglycosylate Ina1. Samples
were prepared using 10 μL of TCA protein extract (see “Protein extracts and immunoblotting”, above)
to which 2 μL of the supplied buffer, 1 μL of EndoH and 7 µL of water were added. A control sample
without EndoH was also prepared. Samples were incubated for 2 h at 37°C and loaded on SDS-PAGE.

Purification of Ina1-GFP for ubiquitylation analysis
Strains expressing Ina1-GFP were transformed with an empty plasmid or a plasmid containing
6xHis-tagged ubiquitin under the control of the promoter of the copper-inducible CUP1 gene
(pSL205). They were grown to the exponential phase before induction with 100µM CuS04 and 2DG
0.2% for 1h at 30°C. Around 20 OD of cells were centrifuged at 4,000 g for 5 minutes, the pellets
were washed with sterile water and resuspended with 200µl of RIPA buffer (50 mM TRIS /HCl pH 7.5.
150 mM NaCl. 0,1% SDS, 2 mM EDTA, 50 mM NaF, 1% NP-40, 0,5% Na-Deoxycholate, 1% Glycerol)
supplemented with protease inhibitor (Roche), 1mM PMSF, 10mM NEM (Sigma) and 0.1mM MG-132
and broken with glass beads for 8 min at 4°C. Lysates were then rotated at 4°C for 15 minutes and
centrifuged at 10,000g for 10 min at 4°C. 10µl of GFP-Trap magnetic beads were added to the lysates
and rotated overnight at 4°C. After 2 washes with 1.5 mL of wash buffer (50 mM TRIS /HCl pH 7.5,
150 mM NaCl, 1% NP-40, 5% Glycerol) at 4°C and 1 wash with 1.5mL TBST 0.1% at RT, the beads

were resuspended with 25µl of boiling buffer (50 mM TRIS, pH =7,5, 1 mM EDTA, 1% SDS, 20%
Glycerol) and incubated at 37°C for 30 minutes. 25µl of Urea SDS buffer (150mM TRIS, pH =6.8, 6M
Urea, 6% SDS, bromophenol blue) were added and the proteins were incubated for another 30
minutes at 37°C before loading on a 4-12% SDS-PAGE.

beta-Galactosidase assays
beta-Galactosidase assays were performed using 1 ml of mid-log phase yeast cultures carrying the
pDOG1-LacZ (pSL409) or pDOG2-LacZ plasmids (pSL410) (Defenouillėre et al., 2019), grown overnight
in SC medium without uracil with 2% glucose and switched to the specified conditions. The OD (600
nm) of the culture was measured, and samples were taken and centrifuged at 16,000g at 4°C for 10
min. Cell pellets were snap-frozen in liquid nitrogen and resuspended in 800 l of buffer Z (pH 7, 50
mM NaH2PO4, 45 mM Na2HPO4, 10 mM MgSO4, 10 mM KCl, and 38 mM beta-mercaptoethanol).
After addition of 160µl of ONPG (ortho-nitrophenyl-d-galactopyranoside, 4 mg/ml; Sigma-Aldrich -
N1127), samples were incubated at 37°C. Enzymatic reactions were stopped in the linear phase
(60-min incubation for pDOG2-LacZ and 120-min incubation for the pDOG1-LacZ plasmid, as per
initial tests) (Defenouillėre et al., 2019) by addition of 400 µl of Na2CO3, and cell debris were
discarded by centrifugation at 16,000g. The absorbance of clarified samples was measured with a
spectrophotometer set at 420 nm.
Galactosidase activities (arbitrary units) were calculated using the formula 1000*[A420/(A600*t)],
where A420 refers to the enzyme activity, A600 is the turbidity of the culture, and t is the incubation
time. Each enzymatic assay was repeated independently at least three times.
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Drop tests
Yeast cells grown in liquid-rich or SC medium for at least 6 hours at 30°C were adjusted to an optical
density (600 nm) of 1. Serial 10-fold dilutions were prepared in 96-well plates and spotted on plates
containing rich or SC medium containing 2% (w/v) agar and, when indicated, 2DG [0.05 or 0.2%
(w/v)]. Plates were incubated at 30°C for 3 to 4 days before scanning.

Microscopy
Widefield microscopy. Cells were mounted in synthetic complete medium with the appropriate
carbon source and observed with a motorized Olympus BX-61 fluorescence microscope equipped
with an Olympus PlanApo 100× oil-immersion objective (1.40 NA), a Spot 4.05 charge-coupled device
camera and the MetaVue acquisition software (Molecular Devices; Sunnyvale, CA) and imaged at
room temperature. GFP-tagged proteins were visualized using a Chroma GFP II filter (excitation
wavelength 440–470 nm). mCh-tagged proteins were visualized using an HcRed I filter (excitation
wavelength 525–575 nm). Images were processed in ImageJ (NIH).

Spinning disk. For Fig. S4C, Spinning disk microscopy was used to look at Ina-GFP Pil1-mCherry strain.
1 mL of exponential phase yeast culture was collected in Glc ON and 2DG 4h and centrifuged with
1µL of 0.1% NP-40 to facilitate sedimentation. Cells were then observed with an Axio Observer Z1
microscope (Zeiss), equipped with an oil immersion plan apochromat 100× objective NA 1.4, an
sCMOS PRIME 95 camera (Photometrics) and a spinning-disk confocal system CSU-X1 (Yokogawa)
with the GFP and mCherry filter. The images obtained were then processed with ImageJ and Adobe
Illustrator CS5.

CMAC labeling of yeast vacuoles. Vacuolar staining was obtained by incubating cells grown in the
desired condition with 100 µM CMAC (stock at 10mM in DMSO - Life Technologies) for 10 min under
agitation at 30°C. Cells are then washed twice with water before observations with a fluorescence
microscope equipped with a DAPI filter.

FM4-64 labeling of yeast vacuoles (Vida and Emr, 1995). FM4-64 is a dye used to follow the endocytic
pathway and to colore vacuoles membranes. Cells were grown overnight in exponential phase,
centrifuged and washed twice with minimal medium, and resuspended in 100 µl of MM. 1 µl of
FM4-64 stock solution (Invitrogen - 8 mM) was added to the cells. The cells were incubated for 15
min on ice and then centrifuged at 4°C to remove excess FM4-64. They were washed 3 times with
water at 4°C and the cell pellets were resuspended in 1 mL of water. A first aliquot of 250 µl at t = 0
min was collected, transferred to 1 tube on ice and 1 mL of water was added to this tube. The cells
were centrifuged at 4°C and resuspended in 1 mL of MM and observed directly under the
microscope with the mCherry exposure filter. Aliquots were then collected at 15 min, 30 min, 1h, 2h
and 4h and the cells were observed under the microscope.

Statistical analysis
Mean values were calculated using a minimum of three independent measurements from three
biological replicates and were plotted with error bars representing SEM. Statistical significance was
determined using a t test for paired variables assuming a normal distribution of the values, as
follows: *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001; ns, P > 0.05 using GraphPad Prism7.

Quantification of endocytosis
Quantification of endocytosis was performed with ImageJ. For each cell, the background of the
image was subtracted from the integrated density (area of the region of interest multiplied by the
average of the pixel intensity of the region of interest) of the cell and its vacuole. This gives the
corrected integrated densities of the cell and its vacuole. The corrected integrated density of the cell
was divided by the corrected integrated density of the vacuole. This gives the ratio of fluorescent
proteins in the vacuole, and by subtraction, the final ratio of membrane fluorescent proteins. The
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ratio of fluorescent proteins at the membrane to fluorescent proteins in the vacuole is shown. At
least 100 cells per condition were used to calculate these ratios.
Datas were analyzed and processed with Prism7 software (GraphPad). The statistical test performed
was a one-way analysis of variance (ANOVA) test. *: 0.01<P-value<0.05; **: 0.001<P-value<0.01; ***:
0.0001<P-value<0.001; ****: P-value<0.0001.

Quantification of vacuolar fragmentation
Quantification of vacuolar fragmentation was performed with ImageJ. For each condition and each
strain, at least 30 cells were used. Cells with more than 3 vacuoles were considered as cells with
highly fragmented vacuoles. The ratio between the number of cells counted and the number of cells
with a fragmented vacuole was then made and reported on a graph. This quantification was done
blindly, the person performing the quantifications does not know which conditions or strains they are
quantifying.

Quantification of Western-blots
Western blot quantifications were performed with ImageJ. The integrated density of proteins of
interest was divided by the integrated density of total proteins. Results were normalized to the Glc
ON condition of each protein. The ratio of undegraded protein is shown. The experiments were
repeated three times.
Datas were analyzed and processed with Prism7 software (GraphPad). The statistical test performed
was a one-way analysis of variance (ANOVA) test. *: 0.01<P-value<0.05; **: 0.001<P-value<0.01; ***:
0.0001<P-value<0.001; ****: P-value<0.0001.
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Supplementary materials

Table S1 : Yeast strains used in this study

Name Genotype & Description Origin & Reference

ySL0046: npi1 MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

pRSP5:KANMX

Bruno André

ySL0066: BY4741 (WT) MAT a ; ura3Δ0, his3Δ1,leu2Δ0, met15Δ0 (Brachmann et al.,

1998)

ySL0534: rod1Δ MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

rod1∆::KANMX

Euroscarf

ySL0541: reg1Δ MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

reg1∆::HIS3MX

Léon lab

ySL0567: snf1Δ Mat alpha, leu2∆0,lys∆0, ura3∆0, his3∆0

snf1∆::kanMX4

Euroscarf

ySL0854:cnb1Δ MAT a, leu2∆0, lys∆0, ura3∆0, his3∆0

cnb1∆::KANMX

Euroscarf

ySL1027:Hxt3-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

HXT3::GFP-His3MX

(Huh et al., 2003)

ySL1140: Hxt2-GFP MAT a ;his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

HXT2::GFP-HIS3MX

(Huh et al., 2003)

ySL1184: Hxt6-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

HXT6::GFP-His3MX

(Huh et al., 2003)

ySL1186: Hxt1-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

HXT1::GFP-His3MX

(Huh et al., 2003)

ySL1551:Hxt7-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

HXT7::GFP-His3MX

(Hovsepian et al.,

2017)

ySL1690: hxk2Δ MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

hxk2∆::KANMX

Euroscarf

ySL1961: slt2Δ MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

slt2∆::KANMX

Euroscarf

ySL2092:Vht1-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

VHT1::GFP-His3MX

(Huh et al., 2003)
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ySL2110:Pdr12-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

PDR12::GFP-His3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2119: Bap2-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

BAP2::GFP-His3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2123: Fps1-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

FPS1::GFP-HIS3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2132: Mid2-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

MID2::GFP-HIS3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2142: Qdr3-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

QDR3::GFP-His3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2169: Slg1-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

SLG1::GFP-His3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2175: Ste2-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

STE2::GFP-His3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2204: hac1Δ MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

hac1∆::KANMX

Euroscarf

ySL2216: Itr1-GFP

snf1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

snf1∆hphNT1 ITR1::GFP-HIS3MX

Léon lab

ySL2219: Tat1-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

TAT1::GFP-HIS3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2219: Tat1-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

TAT1::GFP-His3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2221: Can1-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

CAN1::GFP-His3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2222: Lyp1-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

LYP1::GFP-His3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2223: Fui1-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

FUI1::GFP-His3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2224: Itr1-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

ITR1::GFP-His3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2237:Pdr12-GFP

snf1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

PDR12::GFP-His3MX snf1∆::NATNT2

Léon lab
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ySL2245: Itr1-GFP

reg1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

reg1∆hphNT1 ITR1::GFP-HIS3MX

This study

ySL2275: Hxt6-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

HXT6::GFP-HIS3MX rod1∆::HPHNT1

Léon Lab

ySL2288: Ina1-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

INA1::GFP-HIS3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2315: hog1Δ MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

hog1∆::KANMX

Euroscarf

ySL2323: Ina1-GFP

6arrΔ
Mat alpha ; his3∆1 leu2∆0 lys∆0 ura3∆0

art1∆::hisG art3∆::hisG rod1∆::hisG art5∆::hisG

art6∆::hisG art7∆::KANMX INA1::GFP-HIS3MX

This study

ySL2325: Ina1-GFP npi1 MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

INA1::GFP-HIS3MX pRSP5::KANMX

This study

ySL2395: Ina1-GFP

snf1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

snf1∆::HIS3MX INA1::GFP-HPHNT1

This study

ySL2401: Ina1-GFP

ldb19Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

INA1::GFP-HPHNT1 ldb19∆::Kan

This study

ySL2406: Ina1-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

INA1::GFP-HPHNT1 rod1∆::Kan

This study

ySL2412: Ina1-GFP

rvs167Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

rvs167∆KANMX4  INA1::GFP-HPHNT1

This study

ySL2433: Ina1-GFP

reg1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

reg1∆::HIS3MX INA1::GFP-HPHNT1

This study

ySL2434: Ina1-Δ5-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

INA1-∆5::GFP-KanMX

This study

ySL2443: Pil1-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

PIL1::GFP-HIS3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2444: Sur7-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

SUR7::GFP-HIS3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2445: Lsp1-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

LSP1::GFP-HIS3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2446: Seg1-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

SEG1::GFP-HIS3MX

(Huh et al., 2003)
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ySL2448: Slg1-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

SLG1::GFP-His3MX rod1∆::HPHNT1

This study

ySL2450: Hxt7-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

HXT7::GFP-HPHNT1  rod1∆::KANMX

This study

ySL2451: Lyp1-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

LYP1::GFP-His3MX rod1∆::KANMX

This study

ySL2452: Qdr3-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

QDR3::GFP-His3MX rod1∆::KANMX

This study

ySL2541: Hxt2-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

HXT2::GFP-HIS3MX rod1∆::HPHNT1

This study

ySL2545: Tat1-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

TAT1::GFP-His3MX rod1∆::KANMX

This study

ySL2546: Fui1-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

FUI1::GFP-His3MX rod1∆::KANMX

This study

ySL2548: rvs167Δ MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

rvs167∆::KANMX

Euroscarf

ySL2580: Vht1-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

VHT1::GFP-His3MX rod1∆::URA3

This study

ySL2591: Ste2-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

STE2::GFP-His3MX rod1∆::URA3

This study

ySL2592: Can1-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

CAN1::GFP-His3MX rod1∆::URA3

This study

ySL2623: Wsc3-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

WSC3::GFP-HIS3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2628: Wsc2-GFP MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

WSC2::GFP-HIS3MX

(Huh et al., 2003)

ySL2671: Ina1-GFP

hxk2Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0;

INA1::GFP-HIS3MX  hxk2∆::KANMX

This study

ySL2711: Hxt2-GFP

reg1Δ
MAT a, his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

HXT2::GFP-HIS3MX; reg1∆::LEU2

This study

ySL2724: Hxt1-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

HXT1::GFP-HIS3MX rod1∆::HPHNT1

This study

ySL2725: Hxt3-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

HXT3::GFP-HIS3MX rod1∆::HPHNT1

This study
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ySL2726: Itr1-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

ITR1::GFP-His3MX rod1∆::HPHNT1

This study

ySL2727: Pdr12-GFP

rod1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

PDR12::GFP-His3MX rod1∆::HPHNT1

This study

ySL2728: Lyp1-GFP

rod1Δ rog3Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

LYP1::GFP-His3MX rod1∆::KANMX;

rog3∆::NATNT2

This study

ySL2739:Vph1-mCherry MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0;

VPH1::mCherry-Nat

This study

ySL2768:Ina1-GFP

hac1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

hac1∆::LEU2 INA1::GFP-HPHNT1

This study

ySL2865: Ina1-GFP

rod1Δ reg1Δ
MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

reg1∆::HIS3MX  rod1∆::KANMX

INA1::GFP-HPHNT1

This study

ySL2880: Ina1-GFP

Pil1-mCherry

MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

INA1::GFP-HIS3MX PIL1::mCherry-NATNT2

This study

ySL3003: rod1Δ
Hxt3-GFP

MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

rod1∆::KANMX Hxt3::GFP-HPHNT1

This study

ySL3026: hxt3Δ MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

hxt3∆::KANMX

Euroscarf

ySL3027: rod1Δhxt3Δ MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

hxt3∆::KANMX rod1∆::HphNT1

This study

ySL3029: rod1Δhxt1Δ MAT a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

hxt1∆::KANMX rod1∆::HphNT1

This study

Table S2 : Plasmids used in this study

Name Description Origin & Reference

pJMG383 pRS415 empty vector (CEN, LEU2) Leon lab

pRHT93 pRS425 empty vector (2μ, LEU2) Leon lab

pRHT95 pRS416 empty vector (CEN,URA3) Leon lab
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pSL093 pRS416-derived (CEN, URA3)

pROD1:ROD1-GFP

(Becuwe et al., 2012)

pSL094 pRS415-derived (CEN, LEU2)

pROD1:ROD1-3HA

(Becuwe et al., 2012)

pSL112 pGP564-based genomic clone YGPM2p12 containing

ROD1; 2μ, LEU2 (genomic tiling collection - chr XV:

357634 - 372838)

(Jones et al., 2008)

pSL205 pCUP1:6xHis-Ub (2µ, LEU2) (pJD421) (Dohmen et al., 1995)

pSL237 pRS316-derived (CEN, URA3)

pRod1:Rod1-3Flag

Olivier Vincent

pSL374 pGP564-based genomic clone YGPM14o15 containing

LDB19; 2μ, LEU2 (genomic tiling collection - chr XV:

917822 - 931375)

(Jones et al., 2008)

pSL376 pGP564-based genomic clone YGPM14o18 containing

ALY2; 2μ, LEU2 (genomic tiling collection - chr X:

271628 - 284025)

(Jones et al., 2008)

pSL377 pGP564-based genomic clone YGPM29l08 containing

ART5; 2μ, LEU2 (genomic tiling collection - chr VII:

618367 - 628321)

(Jones et al., 2008)

pSL378 pGP564-based genomic clone YGPM22k12 containing

ALY1; 2μ, LEU2 (genomic tiling collection - chr XI:

473556 - 485397)

(Jones et al., 2008)

pSL379 pGP564-based genomic clone YGPM3n06 containing

ROG3; 2μ, LEU2 (genomic tiling collection - chr VI:

182842 - 201397)

(Jones et al., 2008)

pSL409 Yep358-based (2μ, URA3)

pDOG1(1000bp):LacZ

(Defenouillėre et al., 2019)

pSL410 Yep358-based (2μ, URA3)

pDOG2(1000bp):LacZ

(Defenouillėre et al.,

2019)

pSL412 pRS426-derived (2μ, URA3)

pGPD:DOG2

(Defenouillėre et al.,

2019)

pSL436 pRS426-derived (2μ, URA3)

pGPD:DOG2(DD>AA)

(Defenouillėre et al.,

2019)

pSL559 pRS313-derived (CEN, HIS3)

pROD1:ROD1-Flag

This study
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pSL560 pRS313-derived (CEN, HIS3)

pROD1:ROD1-PYm-Flag

This study

pSL561 pRS313-derived (CEN, HIS3)

pROD1:ROD1-S12A-Flag

This study

pSL563 pRS313-derived (CEN, HIS3)

pROD1:ROD1-KR-Flag

This study

pSL589 pUG35-derived (ARS/CEN, URA3)

pHXT3:HXT3-GFP

This study

pSL591 pUG35-derived (ARS/CEN, URA3)

pHXT3:HXT3(N370A)-GFP

This study

Table S3 : Reagents and compound used this study

Reagent type Name Description Information Reference/Origin

Antibody 𝛼 GFP Mouse monoclonal against
GFP, clones 7.1 and 13.1

1/5000 11814460001 -
Roche

Antibody 𝛼 Flag Mouse monoclonal against
Flag

1/5000 F3165 - Sigma

Antibody 𝛼 ⓅAMPK /
ⓅSnf1

Rabbit polyclonal against
Thr172-phosphorylated
human AMPKα

1/1000 #2535 – Cell
Signaling
Technology

Antibody 𝛼 polyHIS tag Mouse monoclonal antibody
used to reveal endogenous
Snf1 which contains a stretch
of 13 His residues

1/2000 H1029 - Sigma

Antibody 𝛼 Ubiquitin Mouse monoclonal antibody
against ubiquitin

1/1000 P4D1 - Santa Cruz

Antibody 𝛼 Rabbit IgG Goat secondary antibody
against Rabbit IgG

1/5000 A6154 - Sigma
Aldrich

Antibody 𝛼 Mouse IgG Goat secondary antibody
against Mouse IgG

1/5000 A5278 - Sigma
Aldrich

Chemical
compound,
drug

2DG 2-Deoxyglucose 20% stock D8375-5G /
D8375-25G -
Merck

Chemical
compound,
drug

CIP Calf Intestinal Phosphatase 11097075001 -
Roche
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Chemical
compound,
drug

EndoH Endoglycosidase H V4871A -
Promega

Carbon source Lactate pH 5 - 0,5%
from 5% stock

W261114-5KG-K -
Merck
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3 - Autres observations sur les effets
cellulaires du 2DG et les mécanismes de
résistance

A - Régulation de l’endocytose d’Ina1-GFP par le 2DG

A.1 - L’endocytose d’Ina1-GFP en réponse au 2DG n’est pas dû à
l’induction d’un stress du RE

La protéine Ina1, dont la fonction est inconnue, est prédite comme ayant de
nombreux sites de glycosylation, principalement au niveau de la partie N-terminale de la
protéine (“SIB Swiss Institute of Bioinformatics | Expasy,” n.d.). La protéine migre à un poids
moléculaire apparent de plus de 250 kDa, bien supérieur à son poids moléculaire prédit (102
kDa) (Figure 3.1A). La déglycosylation de l'échantillon protéique avec l'endoglycosidase H
montre que cette différence de migration est sûrement liée à une forte N-glycosylation
(Figure 3.1A). Le 2DG interfère avec la glycosylation des protéines et déclenche la voie de
réponse aux protéines mal repliées (UPR, Unfolded protein response) (Andresen et al.,
2012; Defenouillère et al., 2019; Kurtoglu et al., 2007). Un traitement au 2DG conduit à une
dégradation progressive d’Ina1-GFP (Figure 3.1B), avec la génération d'un produit de
dégradation à la taille de la GFP, correspondant à une protéolyse vacuolaire d’Ina1. Pour
voir si l'endocytose d'Ina1 après le traitement au 2DG est déclenchée par un stress du
réticulum endoplasmique (RE), nous avons traité les cellules exprimant Ina1-GFP avec la
tunicamycine (Tn), un inhibiteur de N-glycosylation qui provoque également une induction de
l'UPR. Contrairement au 2DG, le traitement à la Tn déclenche l'apparition d'Ina1-GFP non
glycosylée (102 kDa), en accord avec une altération globale de la N-glycosylation lors d’un
traitement à la Tn, mais ne conduit pas à une dégradation majeure d'Ina1-GFP (Figure
3.1B). Ces résultats ont été confirmés par l'examen de la localisation d’Ina1-GFP (Figure
3.1C) lors d’un traitement au 2DG ou à la Tn. Ainsi, l'induction de l'UPR est peu susceptible
d'expliquer l'endocytose d'Ina1 en réponse au 2DG. En conséquence, l'endocytose
d'Ina1-GFP induite par le 2DG se produit toujours dans les cellules du mutant hac1∆, un
mutant déficient pour  l’UPR (Figure 3.1D).

Le 2DG étant un inhibiteur connu de la glycolyse, nous avons testé si une altération
du métabolisme pouvait être responsable de l'endocytose d'Ina1. En effet, les transporteurs
de glucose Hxt1 et Hxt3 sont endocytés en réponse au 2DG (O’Donnell et al., 2015) mais
également lors du transfert des cellules d’un milieu glucose vers une autre source de
carbone, comme le lactate (source de carbone non fermentescible) (Hovsepian et al., 2017;
Roy et al., 2014; Snowdon and van der Merwe, 2012). Il est intéressant de noter que
l'endocytose et la dégradation de Ina1-GFP sont aussi déclenchées dans ces conditions
(Figure 3.1B/C). Ainsi, comme pour Hxt1 et Hxt3, l'exposition au 2DG mais aussi une
carence en glucose déclenchent l'endocytose d'Ina1-GFP.
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Figure 3.1 - La protéine hyperglycosylée Ina1 n’est pas endocytée en réponse au 2DG via
l’UPR mais via un autre mécanisme induit par le 2DG. (A) Western blot sur extraits protéiques
totaux de levures exprimant Ina1-GFP avant et après traitement des extraits à l’endoglycosidase H.
Utilisation d’un anticorps anti GFP. (B) Western blot sur extraits protéiques totaux de levures
exprimant Ina1-GFP avant et après un traitement au 2DG, à la tunicamycine ou au lactate jusqu’à 6h.
Utilisation d’un anticorps anti GFP. (C) Localisation d’Ina1-GFP par microscopie à fluorescence avant
et après un traitement au 2DG, à la tunicamycine ou au lactate, aux temps indiqués. Barre d’échelle :
5µm (D) Localisation d’Ina1-GFP dans les souches WT ou hac1∆ par microscopie à fluorescence
avant et après 4h de traitement au 2DG. Barre d’échelle : 5µm
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A.2 - L'endocytose d'Ina1 en réponse au 2DG ou la carence en glucose
fait intervenir des mécanismes distincts

Chez la levure, l'endocytose des transporteurs de nutriments est déclenchée par leur
ubiquitylation à la membrane plasmique, qui repose sur l'action de l’ubiquitine ligase Rsp5 et
des protéines adaptatrices, les arrestines (Kahlhofer et al., 2021).

Nous avons donc étudié la dépendance de l'endocytose d'Ina1 vis-à-vis de Rsp5, de
l'ubiquitylation d'Ina1 et des arrestines. Comme vu dans le chapitre précédent, (Figure 2.2D)
l'endocytose d'Ina1 induite par la 2DG ne se produit plus dans un mutant hypomorphe (npi1)
du gène essentiel RSP5 (Catherine Hein et al., 1995) ni dans une souche dans laquelle
plusieurs gènes codant pour les arrestines sont délétés (6arr∆ : ldb19∆ aly1∆ aly2∆ rod1∆
rog3∆ art5∆) (Nikko and Pelham, 2009) (Figure 3.2A et 3.2B). En revanche, l'endocytose
d'Ina-GFP se produit encore chez le mutant 6arr∆ lors du passage des cellules du milieu
glucose au milieu lactate, ce qui suggère que l'endocytose dans cette condition diffère de
celle qui se produit en réponse au 2DG.

La topologie prédite d’Ina1 suggère que 4 lysines sont exposées dans le cytosol,
dont l'une (K671) a été signalée comme étant ubiquitylée dans les bases de données
(“GPMDB Proteome Database,” n.d.) et est située dans les 5 derniers résidus en C-terminal
d'Ina1. La délétion de ces 5 résidus n'a pas d'effet sur l'endocytose d'Ina1 lors du transfert
en milieu lactate, mais elle abolit l'endocytose de la protéine en réponse à la 2DG (Figure
3.3), ce qui suggère que ces événements impliquent des mécanismes distincts. Dans
l'ensemble, ces résultats confirment que l'endocytose d'Ina1 en réponse au 2DG dépend
bien de Rsp5, des arrestines et montrent que cela est corrélé à l’ubiquitylation de la protéine
membranaire.

Figure 3.2 - L’endocytose d’Ina1-GFP en réponse au 2DG dépend de Rsp5 et des arrestines. En
réponse au lactate, Ina1-GFP est également endocytée dépendamment de Rsp5 mais pas des
arrestines délétées dans la souche 6arr∆. (A) Localisation d’Ina1-GFP, Ina1-GFP npi1 et Ina-GFP
6arr∆ par microscopie à fluorescence avant et après un traitement au 2DG ou au lactate pendant 4h.
Barre d’échelle : 5µm (B) Quantification de la fluorescence à la membrane plasmique sur la
fluorescence totale dans les souches observées en microscopie en (A) (n = 100).
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Figure 3.3 - La délétion des 5 derniers acides aminés, contenant une lysine, inhibe
l’endocytose d’Ina1-GFP en réponse au 2DG mais pas en réponse au lactate. Localisation
d’Ina1-GFP et Ina-∆5-GFP par microscopie à fluorescence avant et après un traitement au 2DG ou
au lactate pendant 4h. Barre d’échelle : 5µm.

A.3 - Rod1 contrôle le trafic de Ina1 en réponse au 2DG mais pas en
réponse à une carence en glucose

Comme montré dans le chapitre précédent, nous avons identifié que l’arrestine
impliquée dans l’endocytose d’Ina1-GFP en réponse au 2DG est Rod1 (Figure 2.2F). Afin
d’arriver à cette conclusion, nous avons utilisé une approche classique en complémentant le
défaut de trafic d'Ina1 observé dans la souche 6arr∆ (Figure 3.2A) avec des clones
génomiques contenant chacun des gènes d'arrestine manquants, et évalué si leur
expression restaurait l'endocytose et la dégradation d'Ina1-GFP en réponse au 2DG (Figure
3.4A). Ceci a révélé que l'expression de l'arrestine Rod1 était suffisante pour restaurer le
trafic d'Ina1 vers la vacuole. Une autre arrestine, Ldb19, restaure l'endocytose dans une
moindre mesure. En revanche, la seule délétion de ROD1 abolit presque totalement
l'endocytose et la dégradation d'Ina-GFP, alors que celle de LDB19 n’entraîne qu'un défaut
partiel de cette endocytose en réponse au 2DG (Figure 3.4B-C). Par conséquent, Rod1 agit
comme la principale arrestine pour l'endocytose d'Ina1 induite par la 2DG, ce qui rappelle
les travaux précédents sur l'endocytose des transporteurs de glucose Hxt1 et Hxt3 dans ces
conditions (O’Donnell et al., 2015).
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Figure 3.4 - L’endocytose d’Ina1-GFP en réponse au 2DG dépend de Rod1 et l’arrestine Ldb19
y participe un peu. (A) Localisation d’Ina1-GFP WT, npi1, 6arr∆ + LDB19 / ALY2 / ROD1 / ART5 /
ALY1 / ROG3 et Ina-∆5-GFP par microscopie à fluorescence avant et après un traitement au 2DG ou
au lactate pendant 4h. Barre d’échelle : 5µm (B) Localisation d’Ina1-GFP WT, Ina1-GFP rod1∆ et
Ina1-GFP ldb19∆ par microscopie à fluorescence avant et après un traitement au 2DG pendant
4h.Microscopie de cellules Ina1-GFP WT, Ina1-GFP rod1∆ et Ina1-GFP ldb19∆ avant et après un
traitement au 2DG pendant 4h. Barre d’échelle : 5µm (C) Quantification de la fluorescence à la
membrane plasmique sur la fluorescence totale dans des cellules des souches observées par
microscopie en (B) (n = 100).

A.4 - Le paralogue d’Ina1, Fat3, n’est pas observable par microscopie
dans les conditions testées

Ina1-GFP, dont l’endocytose en réponse au 2DG a été étudiée, possède un
paralogue qui vient de la duplication du génome de Saccharomyces cerevisiae (Kellis et al.,
2004) : Fat3. Cette protéine a été identifiée comme présente à la membrane, dans des
patches corticaux, et est nécessaire pour l’absorption d’acide gras (Jung et al., 2013). Nous
avons donc cherché à étudier la localisation de Fat3 en réponse au 2DG (Figure 3.5).
Cependant; cette protéine n’est pas visible/exprimée lorsque les cellules sont cultivées dans
un milieu contenant du glucose (Figure 3.5). Pour observer Fat3, les cellules doivent être
mises en culture en présence de glycérol ou d’oléate (Jung et al., 2013). Un signal
fluorescent est observé lorsque les cellules sont en présence de glycérol pendant 24h.
Cependant, la protéine n’est pas localisée au niveau de la membrane, contrairement à ce
qui était attendu. Lorsqu’on traite les cellules avec du 2DG ou du glucose pendant 4h, on ne
remarque pas de changement dans la distribution de fluorescence. Il est possible qu’un
changement de promoteur permettrait une expression constitutive de Fat3 même en milieu
glucose, et ainsi de tester les effets du 2DG sur la localisation; cependant nous avons
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préféré nous focaliser sur l’étude des effets du 2DG dans de conditions physiologiques donc
cet axe a été abandonné.

Figure 3.5 - Etude de la localisation du paralogue d’Ina1, Fat3-GFP. Localisation de Fat3-GFP par
microscopie à fluorescence après un un traitement de 24h au glycérol puis l’ajout de 2DG ou glucose
aux temps indiqués. Barre d’échelle : 5µm

A.5 - Discussion
La protéine membranaire Ina1 est endocytée en réponse au 2DG et cette

endocytose dépend de l’E3 ubiquitine ligase Rsp5 (Figure 3.2), de l’arrestine Rod1 (Figure
3.3) ainsi que des 5 derniers acides aminées de la protéine (Figure 3.3) indépendamment
de l’induction du stress du RE (Figure 3.1) déclenché lors d’un traitement des cellules au
2DG (Defenouillère et al., 2019). Cette drogue déclenche un stress du RE et l’UPR
(Unfolded Protein Response) chez Saccharomyces cerevisiae (Defenouillère et al., 2019)
ainsi que dans les cellules cancéreuses humaines (Xi et al., 2011). De par
l’hyperglycosylation d’Ina1, on pouvait faire l’hypothèse qu’un traitement au 2DG induirait un
défaut de glycosylation de la protéine, ce qui peut déclencher l’UPR. Nous nous sommes
donc demandé si l’endocytose d’Ina1 en réponse au 2DG était dû au déclenchement de
l’UPR. Cependant, dans des cellules où l’UPR ne se déclenche pas, mutées pour HAC1, on
remarque que l’endocytose se déclenche tout de même en réponse au 2DG (Figure 3.1D).
De plus, la protéine Ina1 est également endocytée lors d’une carence en glucose. On sait
qu’une carence en glucose induit une importante endocytose des protéines membranaires
via l’activation du facteur de transcription Mig1 ainsi qu’une inhibition du recyclage des
protéines membranaires des endosomes précoces à la membrane plasmique (Laidlaw et al.,
2021). On peut donc faire l’hypothèse qu’en présence de lactate, Ina1 est endocytée via
l’activation de Mig1. De plus, il intéressant de voir qu’Ina1 est endocytée en réponse au
lactate même dans une souche 6arr∆ (Figure 3.2A) bien qu’elle dépende de Rsp5, montrant
une fois de plus que l’identité des arrestines mobilisées pour l’endocytose dépend du signal
induisant cette endocytose.

L’endocytose d’Ina1 en réponse au 2DG dépend donc de Rod1 (Figure 3.4B) ainsi
que de Rsp5 (Figure 3.2A). On remarque également que la surexpression de l’arrestine
LDB19 dans une souche 6arr∆ restaure l’endocytose d’Ina1 en réponse au 2DG (Figure
3.4A) sans que sa délétion (Figure 3.4B) n’inhibe son endocytose dans ces mêmes
conditions. Concernant l’arrestine Ldb19, il semblerait qu’elle joue un rôle dans l’endocytose
d’Ina1 lorsque Rod1 est absente. Ainsi, comme pour l’arrestine Bul1 qui participe à
l’endocytose du transporteur de lactate Jen1 en réponse au glucose lorsque Rod1 est
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délétée (Hovsepian et al., 2018), on peut faire l’hypothèse que l’arrestine Ldb19 participe à
l’endocytose d’Ina1 en absence de Rod1 en réponse au 2DG.

Enfin, l’endocytose d’Ina1 en réponse au 2DG est également dépendante des 5
derniers acides aminés de la protéine, leur délétion induisant une absence d'endocytose de
la protéine en réponse au 2DG (Figure 3.3). Parmi ces 5 derniers acides aminés, on
retrouve une lysine potentiellement ubiquitylée selon (“GPMDB Proteome Database,” n.d.).
L’ubiquitylation des protéines membranaires est un signal d’endocytose (Kölling and
Hollenberg, 1994). Ina1, dont la fonction est inconnue, semble donc endocytée comme la
plupart des autres transporteurs membranaires. Il reste cependant à déterminer si cette
lysine est bien ubiquitylée en réponse au 2DG. De plus, en réponse au lactate, la délétion
des 5 derniers acides aminés n’inhibe pas l’endocytose d’Ina1. Ainsi, il est probable qu’une
autre lysine soit ciblée dans ces conditions, montrant une fois de plus, qu’en fonction du
signal, le mécanisme d’endocytose et les arrestines sont différents.

La protéine Ina1 étudiée dans le chapitre précédent a un paralogue issu de la
duplication du génome de Saccharomyces cerevisiae (Kellis et al., 2004), Fat3. Nous
n’avons pas réussi à observer cette protéine par microscopie (Figure 3.5). La souche que
nous avons utilisée provient de la collection de souches fusionnées à la GFP (Huh et al.,
2003). Peut-être faudrait-il construire nous-même la souche avec une étiquette GFP ou une
autre étiquette. Une étude de 2013 (Jung et al., 2013) a permis d’en savoir plus sur cette
protéine. Observable uniquement en présence de glycérol ou d’acide oléique, un acide gras,
la protéine est localisée au niveau de la membrane plasmique, au niveau des patchs
corticaux, en dehors des MCCs/eisosomes, comme l’est Ina1 (Figure 2.S4C). De plus, cette
protéine a également été identifiée comme indispensable à la croissance des levures en
présence d’acides gras (Smith et al., 2006) et aurait un rôle dans le transport d’acides gras
dans les cellules. Fat3 étant le paralogue d’Ina1, on peut donc se demander si les deux
protéines ont la même fonction dans les cellules et il serait donc intéressant de regarder si
Ina1 a également un rôle dans le transport d’acides gras.

B - Les différents effets du 2DG observés dans les cellules de
Saccharomyces cerevisiae

B.1 - Le 2DG induit une fragmentation de la vacuole
Lors de l’observation de cellules au microscope, nous avons remarqué qu’un

traitement au 2DG de 4h induisait une importante fragmentation de la vacuole. Cet effet du
2DG a également été observé récemment lors d’une étude sur l'endocytose d’Hxt3 (Yang et
al., 2021). Afin d'observer cela, nous avons, dans un premier temps, utilisé le colorant
FM4-64 qui permet d’observer la dynamique d’endocytose mais également des membranes
de la vacuole (Vida and Emr, 1995). Afin de quantifier cette fragmentation lors d’un
traitement au 2DG, nous avons utilisé une souche dans laquelle la protéine Vph1, une
sous-unité d’un domaine de l’ATPase vacuolaire, est étiquetée avec mCherry. Cette protéine
est localisée au niveau de la membrane vacuolaire et permet ainsi d’observer la dynamique
membranaire des vacuoles. Dans une souche sauvage (WT : Wild-Type), on observe une
fragmentation des vacuoles lors d’un traitement de 4h au 2DG (Figure 2S1 - Chapitre 2 et
Figure 3.6A). En présence de tunicamycine, on observe également une augmentation du
nombre de vacuoles fragmentées par rapport à des levures en présence de glucose. Cela
avait également été observé par (Stauffer and Powers, 2015). Afin de déterminer les
protéines et voies de signalisation impliquées dans la fragmentation vacuolaire, nous avons
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étudié ce phénomène dans différents mutants résistants (rod1∆, hxk2∆, reg1∆ et
surexpression de la 2DG6P phosphatase DOG2) ou sensibles (snf1∆) au 2DG ainsi qu’en
présence de Tn et de lactate (Figure 3.6). On remarque que dans certaines souches
résistantes au 2DG (hxk2∆, reg1∆ et surexpression de DOG2), le nombre de vacuoles
fragmentées est moins important en comparaison à une souche WT ou aux souches
sensibles au 2DG (Figure 3.6B) mais ce n’est cependant pas le cas pour une souche rod1∆.
Il sera donc essentiel de déterminer comment le 2DG induit cette fragmentation et comment
les différents mécanismes de résistance au 2DG chez différents mutants permettent, ou non,
d’éviter la fragmentation des vacuoles lors d’un traitement au 2DG.

Figure 3.6 - Un traitement au 2DG induit une fragmentation vacuolaire dans des cellules WT,
qui est diminuée chez certains mutants résistants au 2DG. (A) Localisation de Vht1-mCherry par
microscopie à fluorescence avant et après 4h de traitement au 2DG, au glucose, au lactate ou à la
tunicamycine. Quantification du nombre de cellules avec plus de 3 vacuoles (n = 35). Barre d’échelle :
5µm (B) Localisation de Vht1-mCherry WT, rod1∆, hxk2∆, GPD-DOG2, reg1∆ et snf1∆ par
microscopie à fluorescence avant et après 4h de traitement au 2DG. Quantification du nombre de
cellules avec plus de 3 vacuoles (n = 100). Barre d’échelle : 5µm

B.2 - Un traitement des cellules au 2DG induit la formation de
gouttelettes lipidiques

Lors d’observation de cellules au microscope après un traitement des levures au
2DG pendant 4h, nous avons remarqué la présence de corps granuleux en lumière visible
qui correspondent à des gouttelettes lipidiques (LDs : Lipid Droplets) (Figure 3.7A). Les LDs
sont des organites de stockage de lipides neutres dans les cellules qui se forment lorsque
les cellules sont en situation de carence ou en situation d’important stress, tels qu’une
augmentation de pH ou de température (Hariri et al., 2018). Dans des fibroblastes
embryonnaires de souris cultivées dans un milieu sans acides aminés, sans glucose, sans
glutamine et sans sérum, le nombre de LDs atteint un plafond après 16h d’incubation (Li et
al., 2017). Afin de comprendre quel pouvait être les protéines et voies de signalisation
impliquées dans la formation de ces organites, nous les avons étudiés à l’aide d’un colorant
fluorescent vert, le bodipy (Treibs and Kreuzer, 1968) qui s’accumule dans les LDs. Nous
avons ainsi étudié la formation de ces organites dans une souche WT et des souches
mutées (atg8∆, hac1∆, rvs167∆ et pep4∆). Chez Saccharomyces cerevisiae, la délétion de
HAC1 rend les cellules sensibles au 2DG de par l’absence d’activation de l’UPR.
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L’autophagie, via la protéine Atg8, joue un rôle dans la formation et le maintien des LDs
(Maeda et al., 2017). Enfin, la protéine Rvs167 joue un rôle dans la survie cellulaire en
réponse à une carence (Lee et al., 1998). Dans les différentes souches traitées au 2DG et
observées au microscope, on ne remarque pas de différence évidente dans le nombre de
LDs par rapport à une souche WT (Figure 3.7B). Cette étude n’a pas été continuée et les
protéines et voies de signalisation régulant la formation de ces organites en réponse au 2DG
restent donc encore à déterminer.

Figure 3.7 – Le traitement de cellules au 2DG entraîne la formation de gouttelettes lipidiques.
(A) Microscopie de cellules WT et hac1∆ avant et après un traitement de 4h au 2DG. Observées au
microscope au DIC. Barre d’échelle : 5µm (B) Localisation du bodipy dans des cellules WT, atg8∆,
hac1∆, rvs167∆ et pep4∆ par microscopie à fluorescence avant et après un traitement de 4h au 2DG.
Barre d’échelle : 5µm

B.3 - Le 2DG n’induit pas l’autophagie dans des cellules de levures
Il a été montré que le 2DG induit l’autophagie dans des cellules cancéreuses

humaines via l’activation d’un stress du RE et de la voie de l’UPR (Xi et al., 2011). Il est
connu que chez Saccharomyces cerevisiae, un traitement des cellules au 2DG induit un
stress du RE ainsi que l’UPR (Defenouillère et al., 2019). Nous nous sommes donc
demandé si le 2DG induisait l’autophagie également chez la levure. Chez Saccharomyces
cerevisiae, afin de détecter l’activation de l’autophagie, on étudie la dégradation de
GFP-Atg8 (Torggler et al., 2017) par immunoblot ou sa localisation vacuolaire par
microscopie à fluorescence. Pour cela, nous avons utilisé une souche avec Atg8 étiquetée
avec la GFP en N-terminal (Klionsky, 2011) et nous nous sommes intéressés à l’activation
de l’autophagie par immunoblot et microscopie en réponse au glucose, au 2DG et lors d’une
carence en acides aminés (aa) (Figure 3.8). On remarque ainsi que lors d’une carence en
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aa, il y a une dégradation d’Atg8 observable par immunoblot contrairement aux autres
conditions (Figure 3.8A). De plus, par microscopie, on observe dans toutes les conditions la
formation de puncta correspondant sans doute à la formation de phagophores, le précurseur
de l’autophagosome, dont Atg8 contrôle la formation (Xie et al., 2008) (Figure 3.8B). On
n’observe cependant pas d’adressage d’Atg8 au niveau des vacuoles commes attendu lors
d’une carence en aa (Yin et al., 2016). D’après les données obtenues, le 2DG ne semble
pas déclencher l’autophagie chez Saccharomyces cerevisiae. Cependant, les expériences
ont été réalisées une seule fois. Il sera donc essentiel de les répéter afin de confirmer ce
résultat en ajoutant un contrôle marquant la vacuole afin d’observer s’il existe un adressage
d’Atg8 à la vacuole dans les conditions testées.

Figure 3.8 - Contrairement à une carence en glucose, un traitement au 2DG n’induit pas
l’autophagie dans des cellules. (A) Western blot sur extraits protéiques totaux de levures exprimant
GFP-Atg8 avant et après une carence en acides aminés, un traitement au 2DG ou au glucose aux
temps indiqués. Utilisation d’un anticorps anti GFP. (B) Localisation de GFP-Atg8 par microscopie à
fluorescence avant et après une carence en acides aminés, un traitement au 2DG ou un traitement au
glucose, aux temps indiqués. Barre d’échelle : 5µm

B.4 - Le 2DG n’induit pas de changement de profil d’ubiquitination totale
chez la levure

Le 2DG induit une déphosphorylation et l'ubiquitination de l’arrestine Rod1 (Figure
2.3A). Cette modification post-traductionnelle (MPT) induit l’activation de la protéine. Les
MPT régulent fortement l’activation et l’inhibition des protéines et l’ubiquitination joue un rôle
important dans cette régulation, principalement dans la dégradation des protéines. Nous
avons donc regardé si le 2DG induisait un changement important dans les MPT et donc
dans le profil total d’ubiquitination des protéines. Des données préliminaires obtenues au
laboratoire suggéraient en effet un remodelage important du protéome ubiquitiné en réponse
au 2DG (Q. Defenouillère, non publié). Pour confirmer cela, nous avons étudié le profil
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d’ubiquitination totale des protéines dans des cellules WT et chez différents mutants (Figure
3.9). Nous avons donc observé l’ubiquitination totale des protéines dans des mutants snf1∆,
hac1∆ et mig1∆mig2∆ connus pour être sensibles au 2DG et des mutants hxk2∆ et reg1∆
connus pour y être résistants. Nous avons également observé cette ubiquitination dans un
mutant ubc6∆ubc7∆. UBC6 et UBC7 codent pour des enzymes qui conjuguent l’ubiquitine
sur les protéines et sont impliquées dans l’ERAD (Endoplasmic Reticulum-Associated
Degradation), une voie de dégradation des protéines mal repliées dans la voie de sécrétion,
au niveau du RE (Thibault and Ng, 2012). En effet, nous avons fait l’hypothèse que si des
changements sont observés, ils pourraient être une conséquence de l’activation de cette
voie de contrôle-qualité au niveau du RE suite au traitement au 2DG et les conséquences
connues sur la glycosylation des protéines. Cependant, on remarque que dans les
différentes souches traitées ou non au 2DG, il n’y a pas de différence d’ubiquitination totale
des protéines (Figure 3.9). Ainsi, les résultats préliminaires n’ont pas été reproduits et le
2DG ne semble pas induire un changement de profil de l’ubiquitination totale des protéines
chez Saccharomyces cerevisiae. Cette expérience n’a été réalisée qu’une seule fois, il sera
donc essentiel de la répéter afin de confirmer les résultats obtenus.

Figure 3.9 - Le traitement au 2DG de cellules WT ou mutées pour différents gènes ne modifie
pas le profil d’ubiquitination des protéines. Western blot sur extraits protéiques totaux de levures
WT, snf1∆, hxk2∆, reg1∆, hac1∆, mig1∆mig2∆ et ubc6∆ubc7∆ avant et après ajout de 2DG pendant
4h. Utilisation  d’un anticorps anti ubiquitine

B.5 - Discussion
Le 2DG, lors de son import dans les cellules semble donc avoir plusieurs

conséquences cellulaires. Il existe surement d’autres effets non-identifiés du 2DG qui
permettraient de comprendre un peu plus les mécanismes de résistance et toxicité des
cellules à cette drogue.
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B.5.1 - Comment un traitement au 2DG peut induire une fragmentation vacuolaire et
la formation de gouttelettes lipidiques ?

Parmi les effets identifiés, on a remarqué qu’un traitement des levures au 2DG
entraîne une fragmentation de la vacuole des cellules; un traitement à la tunicamycine
induisant également une fragmentation des vacuoles (Figure 3.6) et ce via le
déclenchement de l’UPR et l’activation du complexe TORC1 (Stauffer and Powers, 2015).
Dans des mutants de ce complexe, on observe un défaut de fragmentation des vacuoles.
On peut donc faire l’hypothèse que l’UPR, déclenché par un traitement au 2DG
(Defenouillère et al., 2019), induit une fragmentation vacuolaire dans des cellules WT. Afin
de tester cette hypothèse, il serait intéressant d’observer la fragmentation des vacuoles
dans des cellules mutées pour Hac1 ou Ire1, des protéines participant à l’UPR chez
Saccharomyces cerevisiae. On s’attend à ce que la fragmentation vacuolaire soit moins
importante dans ces mutants que dans des cellules WT si lors d’un traitement au 2DG, le
stress du RE qui est déclenché entraîne une forte fragmentation vacuolaire via la voie UPR.
De plus, un stress du RE et une carence en glucose induisant la formation des gouttelettes
lipidiques (Henne et al., 2018), cela pourrait expliquer comment un traitement au 2DG induit
la formation de ces gouttelettes (Figure 3.7).

Une autre hypothèse peut également expliquer cette importante fission vacuolaire
lors d’un traitement des cellules au 2DG. En effet, chez Saccharomyces cerevisiae, la fission
et la fusion vacuolaire sont des phénomènes dynamiques dans les cellules et un défaut de
fusion entraîne une fission de la vacuole (Baars et al., 2007). De plus, de nombreux lipides
sont impliqués dans ce phénomène : le diacylglycérol (DAG) et des phosphoinositides sont
nécessaires pour la fusion de vacuoles (Starr and Fratti, 2019). Il est connu que dans des
cellules humaines, le 2DG entraîne un changement de niveaux de distribution des lipides
dès 4h de traitement avec des changements encore plus importants après 24h de
traitement. Ainsi, après que les cellules aient été en contact avec le 2DG pendant 1 jour, on
observe une augmentation de 1,5 fois le niveau de phosphoinositides et une diminution de
presque 1,5 fois le niveau de DAG par rapport à des cellules non traitées au 2DG
(Kavaliauskiene et al., 2015). On peut donc faire l’hypothèse qu’un traitement au 2DG
entraîne des changements de niveaux de certains lipides (DAG et phosphoinositides) dans
les cellules induisant un défaut de fusion des vacuoles et donc une fission de ces dernières.
De plus, ces lipides sont essentiels pour la biogenèse et formation des gouttelettes
lipidiques (Gao et al., 2019). Un changement du niveau d’expression de ces lipides pourrait
expliquer la formation des gouttelettes lipidiques observée lors d’un traitement au 2DG
(Figure 3.7).

On a remarqué également que dans certains mutants résistants au 2DG, c’est-à-dire
reg1∆, hxk2∆ ou la surexpression de DOG2 la fragmentation des vacuoles est moins
importante que dans des cellules WT (Figure 3.6B). Cependant, dans des mutants rod1∆
qui sont également résistantes au 2DG, on observe toujours une fragmentation vacuolaire.
Ceci suggère que les mécanismes à l’origine de la résistance sont différents. Le mutant
rod1∆ présente essentiellement un défaut d’endocytose (Chapitre 2). Les autres mutants
agissent soit directement sur la toxicité du 2DG (hxk2∆ ou surexpression de DOG2), soit via
une augmentation de l’activité de Snf1, qui a de nombreuses conséquences cellulaires
(reg1∆). Les stratégies de résistance au 2DG sont donc différentes et il est possible que
celle présente dans le mutant rod1∆ ne permette pas d’éviter la fragmentation vacuolaire.
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B.5.2 - A l’inverse de son effet dans les cellules humaines, le 2DG ne semble pas
induire l’autophagie chez Saccharomyces cerevisiae

Le 2DG déclenchant l’autophagie chez l’humain (Xi et al., 2011), nous nous sommes
intéressés à l’effet du 2DG sur l’autophagie chez Saccharomyces cerevisiae. On remarque
que le 2DG ne semble pas induire l’autophagie chez la levure contrairement à une carence
en aa (Figure 3.8). Chez l’humain, le 2DG entraîne un stress du RE qui déclenche
l’autophagie (Xi et al., 2011). Chez Saccharomyces cerevisiae, on sait que le 2DG induit un
stress du RE (Defenouillère et al., 2019) et qu’un stress du RE induit par la Tn déclenche
l’autophagie chez les levures (Yorimitsu et al., 2006). On aurait pu s'attendre à ce qu’un
traitement au 2DG déclenche l’autophagie chez Saccharomyces cerevisiae. Cependant,
l’expérience ayant été effectuée une seule fois, il faudrait la refaire afin de confirmer ou
infirmer le résultat obtenu en variant les paramètres de concentrations de 2DG et de temps
de traitement ainsi que d’ajouter un contrôle avec un traitement des cellules à la Tn.

C - Cribles génétiques pour comprendre les différents
mécanismes de résistance et sensibilité des cellules au 2DG

C.1 - Exploitation d’un crible génétique publié (Hoepfner et al., 2014)
En 2014, Hoepfner et al. testent la croissance de près de 4500 mutants

hétérozygotes et homozygotes de Saccharomyces cerevisiae sur près de 1800 composés
biologiques dont le 2DG (Hoepfner et al., 2014). Parmi les différents mutants testés, on
retrouve, par exemple, le mutant reg1Δ, résistant au 2DG comme attendu ainsi que d’autres
mutants identifiés comme sensibles, hac1Δ, ire1Δ, dog2Δ (Defenouillère et al., 2019). Des
résultats obtenus, nous avons sélectionné 24 mutants, sensibles ou résistants au 2DG
(Tableau 3.1). Les mutants choisis l’ont été car leur sensibilité à 300µM de 2DG est
supérieure ou inférieure à 4 (unité arbitraire) ou bien parce qu’ils faisaient partie de la voie
TOR.
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Tableau 3.1 – Liste des mutants sélectionnés à partir de l’article (Hoepfner et al., 2014) comme
étant sensibles ou résistants au 2DG. Mutants classés en fonction de leur score de sensibilité au
2DG à différentes concentrations de la drogue (300 et 500 µM) - Rouge : sensibilité élevée - Vert :
résistance élevée

Afin de vérifier leur résistance ou sensibilité, nous avons fait pousser ces mutants
pendant 3 jours sur un milieu contenant 0,05% ou 0,2% de 2DG (Figure 3.10). Ce test de
croissance nous a permis de confirmer la sensibilité de 3 mutants au 2DG : les mutants
sla1Δ, bni4Δ et ngg1Δ. Afin de confirmer cette sensibilité, les mutants ont été complémentés
avec des plasmides contenant une région génomique incluant les gènes manquants, afin de
vérifier que les souches retrouvent leur résistance au 2DG (Figure 3.11). Ces
complémentations ont confirmé que les mutants sla1Δ, bni4Δ et ngg1Δ sont sensibles au
2DG. SLA1 code pour une protéine impliquée dans l’endocytose qui se lie aux protéines du
cytosquelette (Warren et al., 2002). BNI4 code pour une protéine d'échafaudage impliquée,
notamment, dans la localisation de la phosphatase Glc7 au niveau du bourgeon lors de
l’émergence de ce dernier au cours de la division cellulaire (Kozubowski et al., 2003). Enfin,
NGG1 code pour une sous-unité protéique du complexe acétyltransférase SAGA,
modificatrice d’histones (Brandl et al., 1993; Saleh et al., 1997) (Figure 3.12). Nous avons
regardé dans un premier temps la localisation des protéines ainsi que leurs expressions par
immunoblot afin de voir si un traitement au 2DG des cellules induisait un relocalisation, des
MPT ou une dégradation de ces protéines (Figure 3.13). Nous avons pour cela utilisé les
souches de la collection GFP (Huh et al., 2003). On observe qu’un traitement au 2DG
n’induit pas de changement de localisation des 3 protéines. Quant à des potentielles MPT
ou une potentielle dégradation, uniquement Sla1-GFP a pu être observé par immunoblot et
on n’observe aucune MPT ou dégradation évidentes de la protéine lors d’un traitement au
2DG. Pour les 2 autres protéines, il sera essentiel de répéter l’expérience ou de construire
des souches avec les protéines avec d’autres étiquettes, permettant de les observer par
immunoblot.
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Figure 3.10 – Plusieurs mutants identifiés dans l’article Hoepfner et al. sont sensibles au
2DG. Dilutions en séries de culture des différents mutants indiqués déposées sur milieu minimum
(MM), MM + 0,05 % 2DG ou MM + 0,2 % 2DG et cultivées pendant 3 jours à 30°C

Figure 3.11 - Les mutants sla1Δ, bni4Δ et ngg1Δ sont sensibles au 2DG. Dilutions en séries de
culture des différents mutants indiqués déposées sur milieu minimum (MM), MM + 0,05 % 2DG ou
MM + 0,2 % 2DG et cultivées pendant 3 jours à 30°C
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Figure 3.12 - Schéma de l’organisation du complexe SAGA (Cheon et al., 2020). Hfi1 est
nommée Ada1 et Ngg1 est nommée Ada3 sur ce schéma.

Figure 3.13 - La localisation de Bni4, Sla1 et Ngg1 ne change pas en réponse au 2DG et
l’observation de ces protéines par immunoblot n’est pas convaincante. (A) Localisation de
Bni4-GFP, Sla1-GFP et Ngg1-GFP par microscopie à fluorescence avant et après un traitement au
2DG, aux temps indiqués. Barre d’échelle : 5µm (B) Western blot sur extraits protéiques totaux de
levure exprimant Bni4-GFP, Sla1-GFP et Ngg1-GFP avant et après un traitement au 2DG, aux temps
indiqués. Utilisation d’un anticorps anti-GFP
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Un mutant connu pour être hypersensible au 2DG est le mutant snf1∆. Une des
raisons de cette hypersensibilité est l’absence d’expression de la phosphatase Dog2
(Defenouillère et al., 2019). De même, le mutant dog1∆dog2∆ est hypersensible au 2DG.
Pour essayer de comprendre la sensibilité des mutants sla1Δ, bni4Δ et ngg1Δ au 2DG, nous
avons vérifié l’activité du promoteur de DOG2 fusionné au rapporteur LacZ dans ces
mutants, après une nuit de culture en milieu glucose et suite à un traitement au 2DG (Figure
3.14A). On remarque que suite à un traitement au 2DG, dans des cellules WT ou mutées
pour SLA1 et BNI4, l’expression de DOG2 augmente en comparaison à la condition contrôle
Glc ON. Chez le mutant ngg1Δ, on remarque, au contraire, qu'il n’y a pas de changement
d’expression de DOG2 en réponse au 2DG. Ainsi, la sensibilité de ce mutant au 2DG
pourrait être due à l’absence d’expression de DOG2. Afin de vérifier si la protéine Dog2 était
exprimée dans ce mutant, nous avons regardé son expression par immunoblot en réponse
au 2DG. Dans des cellules WT, on observe une augmentation d’expression de la protéine en
réponse au 2DG, comme attendu (Defenouillère et al., 2019). Dans les mutants ngg1Δ, il n’y
a aucune expression de la phosphatase (Figure 3.14B). De plus, nous avons également
regardé l’expression de la protéine Dog2 chez les mutants bni4Δ et sla1Δ. On remarque
alors que Dog2 est exprimée chez ces 2 mutants (Figure 3.14C). Ainsi, ce n’est pas
l’absence d’expression de Dog2 qui permet d’expliquer la sensibilité des mutants bni4Δ et
sla1Δ au 2DG.

Figure 3.14 - La sensibilité du mutant ngg1Δ est peut-être due à l’absence d’expression
transcriptionnelle et de la protéine DOG2. (A) Test ß-galactosidase de cellules WT, bni4Δ, sla1Δ et
ngg1Δ exprimant LacZ sous le contrôle des promoteurs de DOG1 ou DOG2 avant et après un
traitement au 2DG pendant 3h (± SEM, n = 3 expériences indépendantes). (B-C) Western blot sur
extraits protéiques totaux de levures exprimant Dog2-GFP, bni4Δ Dog2-GFP, sla1Δ Dog2-GFP et
ngg1Δ Dog2-GFP avant et après un traitement au 2DG, aux temps indiqués. Utilisation d’un anticorps
anti-GFP
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Comme dit précédemment, Ngg1 est une sous-unité du complexe SAGA, une
acétyltransférase modificatrice d’histones. L’acétylation des histones permet un relâchement
de la structure de la chromatine pour l’activation transcriptionnelle de loci génomique. Ce
complexe multi-protéique est constitué de 2 modules enzymatiques médiant l’acétylation et
la déubiquitination des histones, participant ainsi à l'activation de certains gènes. Dans ce
complexe, Ngg1 fait partie du module HAT (Histone AcetylTransferase) du complexe
(Revue : Koutelou et al., 2010) (Figure 3.12). Nous avons testé la croissance de 13 souches
mutées pour différentes sous-unités de SAGA pendant 3 jours sur 0,05% et 0,2% de 2DG
(Figure 3.15A). On remarque que deux autres mutants de sous-unités de SAGA sont
également sensibles au 2DG : sus1Δ et hfi1Δ. Sus1 est une sous-unité du module de
déubiquination de SAGA et Hfi1 est une sous-unité architecturale de ce complexe (Figure
3.12).

Figure 3.15 - Les mutants sus1Δ et hfi1Δ, du complexe SAGA, sont sensibles au 2DG. (A)
Dilutions en séries de culture des différents mutants indiqués déposées sur milieu minimum (MM),
MM + 0,05 % 2DG ou MM + 0,2 % 2DG et cultivées pendant 3 jours à 30°C. (B) Western blot sur
extraits protéiques totaux de cellules WT ou sus1∆ exprimant Dog2-GFP, avant et après un traitement
au 2DG, aux temps indiqués. Utilisation d’un anticorps anti-GFP

Pour comprendre comment ces mutants sont sensibles au 2DG, nous nous sommes
intéressés à l’expression de Dog2 dans ces mutants. L’expression de la phosphatase a donc
été étudiée dans un mutant sus1Δ après une nuit de culture en milieu glucose et après un
traitement au 2DG de 2h et 4h (Figure 3.15B). On remarque alors que chez ce mutant,
l’expression de Dog2 est identique à celle dans une souche WT, puisqu’il y a une
augmentation de l’expression de la phosphatase en réponse au 2DG. La sensibilité de la
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souche sus1Δ n’est pas due à un défaut d’expression de la 2DG6P phosphatase et reste
donc à déterminer. Il reste également à déterminer si la sensibilité de la souche hfi1Δ est
due à un défaut d’expression de DOG2 comme le mutant ngg1Δ.

C.2 - Crible génétique pour déterminer l’origine de la résistance du
mutant rod1Δ au 2DG

Le travail qui suit a été réalisé en parallèle aux travail sur Ina1, et avant d’avoir
réalisé que la résistance du mutant rod1∆ peut être attribuée à la stabilisation d’Hxt3 et
d’Hxt1 à la membrane plasmique (Chapitre 2).

Dans cette partie, nous avons cherché à comprendre l’origine de la résistance du
mutant rod1∆ au 2DG. Un moyen commun pour un mutant de devenir résistant au 2DG est
via la surexpression de la phosphatase DOG2 (Defenouillère et al., 2019). En utilisant un
rapporteur pDOG2:LacZ, nous avons remarqué que ce n’était pas le cas pour un mutant
rod1∆. La résistance de ce mutant ne peut donc pas être expliquée par une augmentation
de l’expression de DOG2, qui détoxifierait les cellules (Figure 2.5A).

Afin d’essayer de comprendre comment un mutant rod1∆ peut être résistant au 2DG,
nous avons réalisé un crible génétique. Le déroulé précis de ce crible génétique est expliqué
en (Figure 3.16). En résumé, nous avons transformé la souche rod1Δ avec des plasmides
surexprimant les différents gènes présents chez Saccharomyces cerevisiae (Jones et al.,
2008). Les différentes souches obtenues ont été déposées à l’aide d’un robot sur deux
séries de boîtes avec un milieu minimum (MM) et contenant ou non 0,2% 2DG. Les cellules
ont été cultivées pendant 3 jours. Pour les souches sensibles au 2DG, les plasmides ont été
extraits et séquencés afin d’identifier les gènes qui restaurent la sensibilité du mutant rod1∆
au 2DG. Ainsi, plusieurs plasmides ont été séquencés et cela nous a permis d’identifier des
gènes dont la surexpression restaure la sensibilité au 2DG (Tableau 3.2).

Figure 3.16 - Déroulé du crible génétique. La souche mutée pour ROD1 a été transformée avec
une banque d’ADN génomique (Jones et al., 2008) contenant des plasmiques permettant la
surexpression de différents gènes de chez Saccharomyces cerevisiae (plusieurs gènes par
plasmides). Les levures obtenues ont été cultivées sur des boîtes de Pétri contenant un milieu
minimum (MM) sélectif pendant 3 jours à 30°C pour sélectionner les transformants. Les colonies
isolées ont été repiquées dans des plaques 96 puits contenant un MM sélectif et cultivées pendant 3
jours à 30°C. A l’aide d’un robot (RoToR, Singer), les levures ont été répliquées sur deux séries de
boîtes de MM sélectif contenant ou non 0,2% 2DG et cultivées 2 à 3 jours à 30°C. Les levures ne
poussant pas sur 2DG ont été isolées et l’absence de croissance à été vérifiée sur de nouvelles
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boîtes contenant 0,2% de 2DG. L’ADN de ces levures a ensuite été isolé et les plasmides ré-isolés
ont été séquencés afin d’identifier les gènes restaurant la sensibilité du mutant rod1Δ au 2DG.

Tableau 3.2 - Résultats du crible génétique réalisé dans une souche rod1∆. Plusieurs plasmides
ont été retrouvés plusieurs fois. Pour GPD1, le même plasmide (YGPM31g24) a été retrouvé 2 fois
(27H7 et 36A5) et 1 autre plasmide avec le même gène (YGPM14g08) a été retrouvé une fois (16D5).
Les autres gènes présents sur les plasmides sont indiqués. Légende : ‘[ ]*’ = 3’ du gène manquant ; ‘[
]&’ = 5’ du gène manquant; ‘[ ]’ : ORF intacte, mais certaines régions régulatrices peuvent manquer.

Suppresseur Plasmide (cf
Jones et al.,

2008)

Gènes présents sur le plasmide
(gras : gène d’intérêt potentiel)

Commentaire

27H7, 36A5 YGPM31g24 MRX9 / YDL026W / RTK1 / YDL025W-A
/ DIA3 / YDL022C-A / tA(AGC)D / SRF4 /
GPD1 / [GPM2]*

La surexpression de Gpd1
restaure la sensibilité de la
souche rod1Δ au 2DG

16D5 YGPM14g08 [DIA3]* / YDL022C-A / tA(AGC)D / SRF4
/ GPD1 / GPM2 / RPN4 / [OSH2]&

La surexpression de Gpd1
restaure la sensibilité de la
souche rod1Δ au 2DG

1D6, 8C10 YGPM31e15 [YMR265C]* / RSN1 / PPA2 / PRP24 /
TMA23 / RRN9 / URA10 / tQ(CUG)M

8H8, 11B8 YGPM3o05 [MEP1]* / YGR121W-A / YGR122W /
YGR122C-A / tR(UCU)G3 / PPT1 /
tI(AAU)G / [ASN2]*

10E11, 11H5 YGPM12d11 VAC7 / MSG5 / COX5A / [COG5]*

4C11 YGPM11a13 [YDR026C]* / VPS54 / REG1 /
YDR029W / [RAD28]&

Reg1 est la sous-unité
régulatrice  de PP1. La
surexpression de REG1 avec un
autre plasmide 2µ restaure la
sensibilité de rod1∆ au 2DG

3A12 YGPM14o10 [PMD1]* / snR52 / GLC7 / tH(GUG)E2 /
tK(CUU)E2 / YER133W-A / YER134C /
YER135C / tV(AAC)E1 / [GDI1]*

Glc7 est la sous-unité
catalytique de PP1.

38B7 YGPM31d19 [SET2]* / ERG20 / QCR8 / HAL5 / TPK1
/ [YJL163C]

La surexpression de Tpk1
restaure la sensibilité de la
souche rod1Δ au 2DG

18F3 YGPM7b21 [DIP2]& / ZRT2 / ACE2 / USB1 / [CKI1]* La surexpression d’Ace2 ne
restaure pas la sensibilité de la
souche rod1Δ au 2DG

1F11 YGPM28b16 [NUP159]* / POR2 / SDP1 / HOS4 /
COX5B / HPM1 / SEC24

1H7 YGPM23k07 [tD(GUC)J4] / YJR056C / tY(GUA)J2 /
CDC8 / APS2 / PTK2 / CBF1 /
[YJR061W]*

4A7 YGPM11g11 BNI1 / ALP1 / BSC4 / LYP1 / [PIK1]*

4G11 YGPM15k17 SCS7 / YMR272W-A / YMR272W-B /
ZDS1 / RCE1 / [BUL1]&
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8G8 YGPM32j19 [MSY1]& / ERI1 / PNG1 / YPL095C /
SEC62 / NOG1 / [SSU1]*

8H11 YGPM33m11 [YDR291W]& / SRP101 / SSD1 / [DPL1]
/ [HDA2]&

11B7 YGPM9i05 [KAR1]& / SWT21 / UBP10 / MRPL19 /
YNL184C / NPR1 / [IPI3]&

16C10 YGPM20f06 [PUB1]& / PBI2 / HEF3 / YNL013C /
SPO1 / YNL011C / [YNL010W]*

20D3 YGPM19m03 [LST7]* / YGR058W / SPR3 / snR48 /
ERG25 / [ADE6]&

20D6 YGPM20a07 [MTO1]* / YGL235W / ADE57 / SEC15 /
[TAN1]*

21A4 YGPM3e23 [YPR117W]& / YPR118W / tK(UUU)P /
CLB2 / [CLB5]&

23E2 YGPM29d04 SPG4 / ILV2 / MYO5 / YMR110C /
[YMR111C]&

26E3 YGPM19a16 MPT5 / YGL177W / YGL176C / SAE2 /
BUD13 / [KEM1]&

28B8 YGPM12f17 [YOL111C]* / [SHR5] / ZEO1 / tG(UCC)O
/ INO4 / YOL107W / YOL106W /
tT(AGU)O1 / WSC3 / NDJ1 /
[YOL103W-B]* / [YOL103W-A]*

29A10 YGPM17m20 [YAL019W-A]& / [FUN30] / YAL018C /
PSK1 / YAL016C-B / YAL016C-A /
[TPD3]*

3F1, 20C5,
23G11, 26D6

Séquençage
échoué

Étonnamment, nous n’avons pas trouvé de plasmide contenant ROD1, qui devrait
pourtant restaurer la sensibilité de la souche au 2DG. Cependant, parmi les gènes identifiés,
on retrouve 2 sous-unités de PP1 (Protein Phosphatase 1), REG1 et GLC7. Le complexe
PP1 inhibe Snf1 dont l’activité est essentielle pour la résistance au 2DG. Ainsi, identifier ces
2 gènes comme restaurant la sensibilité n’est pas étonnant et sert de contrôle pour ce crible.

Parmi les autres gènes identifiés, on retrouve GPD1 et TPK1 (Figure 3.17). GPD1
code pour une glycérol-3-phosphate déshydrogénase dépendante du NAD (Albertyn et al.,
1994) et participe à la formation de glycérol. Régulée transcriptionnellement par la voie de
signalisation basée sur la MAPK Hog1 (Albertyn et al., 1994), elle participe à la régulation de
l'osmolarité des cellules et est nécessaire lors de la réponse à un stress osmotique, pour
générer du glycérol intracellulaire (Lee et al., 2012). Quant à TPK1, il code pour une
sous-unité de PKA (Protein Kinase A). PKA est une kinase constituée de 2 sous-unités :
Bcy1, et une sous-unité catalytique: Tpk1, Tpk2 ou Tpk3. La fixation d’AMPc sur Bcy1 induit
l’activation de Tpk1/Tpk2/Tpk3. Activée par une concentration élevée de glucose et lors d’un
métabolisme prolifératif, PKA inhibe la transcription des gènes de réponse aux stress ainsi
que l’autophagie et le stockage de carbohydrates chez Saccharomyces cerevisiae (Wilson
and Roach, 2002).
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Figure 3.17 - La surexpression de TPK1 et GPD1 dans un mutant rod1Δ restaure la sensibilité
de la souche au 2DG. Dilutions en séries de culture des différentes souches indiquées déposées sur
milieu minimum (MM) ± 0,2 % 2DG et cultivées pendant 3 jours à 30°C

Ainsi, la surexpression de ces 2 gènes dans un mutant rod1Δ restaure la sensibilité
de cette souche au 2DG. Afin de continuer cette étude, il serait nécessaire de vérifier si la
surexpression de ces deux gènes affecte la sensibilité d’une souche WT afin de vérifier la
spécificité de ce phénotype au mutant rod1Δ. De plus, il serait également intéressant de
poursuivre ce crible et continuer à identifier les différents gènes restaurant la sensibilité du
mutant rod1Δ au 2DG afin de mieux comprendre la résistance au 2DG dans ce mutant. Cela
permettrait aussi peut-être d’identifier de nouveaux mécanismes de résistance et sensibilité
à cet inhibiteur métabolique.

C.3 - Discussion

C.3.1 - Identification de nouveaux mutants sensibles au 2DG

Parmi les 24 mutants isolés du crible génétique réalisé en 2014 (Hoepfner et al.,
2014) (Tableau 3.1) dont nous avons retesté la croissance sur 2DG, nous avons pu
identifier 3 nouveaux mutants sensibles au 2DG, sla1Δ, bni4Δ et ngg1Δ (Figure 3.11).

C.3.1.1 - Le complexe SAGA participe à la résistance au 2DG

Le mutant ngg1Δ est hypersensible au 2DG et présente un défaut d’induction
transcriptionnelle de DOG2 en réponse au 2DG, ainsi qu’un défaut d’expression de la
protéine Dog2 (Figure 3.14A/B). La protéine Ngg1 appartient au complexe SAGA, un
co-facteur de l’ARN polymérase II (ARN pol II), qui participe à l’activation de la transcription
de certains gènes en acétylant et déubiquitinant les histones (Cheon et al., 2020) (Figure
3.12). Notre première hypothèse a donc été que SAGA contrôle l’expression du gène DOG2
et contrôle ainsi la résistance au 2DG.

Les mutants de plusieurs autres membres du complexe HAT dont nous avons testé
la résistance au 2DG (GCN5, ADA2 et SGF29) ne sont pas sensibles au 2DG (Figure
3.15A). Gcn5 est la sous-unité catalytique du complexe SAGA lui permettant d’acétyler les
histones (Ruiz-García et al., 1997). On pouvait donc s’attendre à ce que sa délétion rende
les cellules sensibles au 2DG. Ainsi, la contribution de SAGA dans la résistance au 2DG est
plus complexe qu’anticipée.
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Cependant, le complexe SAGA participe à l’acétylation mais aussi à la
déubiquitination (DUB) des histones (Figure 3.12). Dans le module DUB du complexe
SAGA, on retrouve la protéine Ubp8, la protéase ubiquitine-spécifique de ce complexe
(Henry et al., 2003) dont la délétion induit une diminution du nombre de gènes transcrits,
diminution accentuée lorsque GCN5 est également délétée. On peut faire l’hypothèse que la
délétion des gènes codant les 2 sous-unités nécessaires pour ces deux fonctions, Gcn5 et
Ubp8, soit requise pour rendre les cellules sensibles au 2DG. Il faut noter que le double
mutant gcn5Δ ubp8Δ montre un métabolisme altéré, redirigeant le flux glycolytique vers la
fermentation (De Palma et al., 2020), inhibant potentiellement l’expression des gènes
réprimés par le glucose et donc la résistance des cellules au 2DG.

La délétion de 2 autres gènes, SUS1 et HFI1, codant d'autres sous-unités de ce
complexe, rend également les cellules sensibles au 2DG. Sus1 et Hfi1 sont respectivement
une sous-unité du module de déubiquitylation (DUB) du complexe SAGA et un adaptateur
de ce complexe requis pour son intégrité (Figure 3.12). Cependant, la délétion de ces gènes
ne s’accompagne pas d’une baisse d’expression de Dog2 (Figure 3.15), au moins pour le
mutant sus1Δ. La protéine Sus1 appartient aussi à un complexe situé au niveau des pores
nucléaires qui participe à l’export des ARNm du noyau après leur transcription
(García-Molinero et al., 2018). On peut donc faire l’hypothèse que la délétion de SUS1 agit
sur la transcription globale et induit cette sensibilité importante du mutant sus1Δ au 2DG.
Quant à Hfi1, cette protéine est nécessaire au recrutement du complexe SAGA aux
promoteurs de différents gènes (GAL1, ADH1, PHO84, …) (Bhaumik and Green, 2002) et
on peut donc faire l’hypothèse que Hfi1 est nécessaire pour le recrutement de SAGA au
promoteur de DOG2 afin d’induire sa transcription. Ceci devra être vérifié au niveau
expérimental.

C.3.1.2 Le rôle des protéines Sla1 et Bni4 dans la résistance au 2DG

En plus du mutant ngg1Δ, nous avons confirmé 2 autres gènes dont la délétion rend
les levures sensibles au 2DG : SLA1 et BNI4. Cependant, pour ces 2 mutants de délétion,
on n’observe pas de diminution de l’activité du promoteur de DOG2 nous indiquant qu’il
existe donc d’autres mécanismes de sensibilité au 2DG que la diminution de l’expression de
DOG2.

Bni4 est une protéine d’échafaudage formant un complexe avec la sous-unité
catalytique de la phosphatase PP1, Glc7, et permettant sa localisation au niveau du
bourgeon (Kozubowski et al., 2003). Cela permet l’activation de la chitine synthase III et
donc la synthèse de chitine au niveau du bourgeon émergent (Larson et al., 2008). Chez
Candida albicans, l’orthologue CaBni4p possède 20% d’homologie avec la protéine de
Saccharomyces cerevisiae et près de 75% au niveau du site de liaison avec Glc7
(Rowbottom et al., 2004). La délétion du gène correspondant entraîne la diminution de 30%
de la chitine, élément donnant de la rigidité à la paroi. Ainsi, on peut s’attendre à ce que
dans un mutant bni4Δ chez Saccharomyces cerevisiae, il y ait également une diminution de
la quantité de chitine dans la paroi. Associée aux défauts que le 2DG induit au niveau de la
paroi cellulaire (Defenouillère et al., 2019), cela pourrait expliquer la sensibilité du mutant
bni4Δ au 2DG.

Sla1 est une protéine impliquée dans l’endocytose se liant au cytosquelette (Warren
et al., 2002). Chez un mutant de Sla1 ne pouvant se lier à l’actine (substitution de 3 aa dans
le motif de liaison de la clathrine de la protéine), on observe un délai de progression de
l’endocytose (Tolsma et al., 2018) mais pas une inhibition totale de l’endocytose. Plusieurs
mutants d’endocytose étant sensibles au 2DG, npi1, rvs167Δ (Figure 2.5C), cela pourrait
expliquer la sensibilité du mutant de délétion au 2DG. De plus, on sait que Sla1 forme un
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complexe avec la protéine Rvs167 et que la formation de ce complexe permet
l’ubiquitination de Rvs167 (Stamenova et al., 2004), ce qui induit son activation et initiation
de son rôle dans l’endocytose (Weinberg and Drubin, 2012). En absence de Sla1, l'inhibition
de l’ubiquitination de Rvs167 et de son rôle dans l’endocytose pourrait contribuer à la
sensibilité au 2DG, le mutant rvs167Δ étant lui-même hypersensible au 2DG (Figure 2.5C).

C.3.2 - Un crible génétique permet d’identifier des protéines jouant un rôle dans la
résistance au 2DG

Afin de comprendre les mécanismes de résistance du mutant rod1Δ, nous avons
commencé un crible de type “multicopy suppressor” dans ce mutant sur 2DG afin d’identifier
des gènes dont la surexpression restaurerait la sensibilité de ce mutant au 2DG (Figure
3.16). Étonnamment, nous n’avons pas trouvé le plasmide contenant ROD1 qui devrait
pourtant restaurer la sensibilité de la souche au 2DG. Sur le plasmide permettant la
surexpression de ROD1 dans les cellules, on retrouve d’autres gènes, adjacents à ROD1 et
on peut faire l’hypothèse que la surexpression de ces gènes induit une résistance au 2DG
qui compenserait la toxicité gagnée par la réintroduction de Rod1. Une autre hypothèse
vient du fait que la surexpression d’adaptateurs de Rsp5 perturbe l'homéostasie de Rsp5
(Léon et al., 2008). La surexpression d’un adaptateur en particulier revient à dépléter le pool
de Rsp5 libre, et il est possible que cela perturbe l’endocytose. Il sera donc essentiel de
regarder l’effet de ce plasmide en présence de 2DG dans des cellules sauvages afin de voir
si les cellules sont résistantes au 2DG.

Parmi les plasmides suppresseurs identifiés, deux d’entre eux portent les gènes
codant les sous-unités de la phosphatase PP1, REG1 et GLC7. Il est attendu que la
surexpression de ces protéines inhibe l’activité de Snf1, dont on sait qu’elle corrèle avec la
résistance au 2DG. Ainsi, l’inhibition de Snf1 rend la souche rod1∆ sensible au 2DG, comme
attendu, le mutant mutant rod1∆ snf1∆ étant sensible au 2DG (O’Donnell et al., 2015).

Parmi les autres gènes identifiés dont la surexpression restaure la sensibilité au 2DG
de la souche rod1Δ, on retrouve les gènes TPK1 et GPD1 (Figure 3.17). Cependant, la
surexpression de ces gènes n’a été testée que dans une souche délétée pour ROD1. Il
faudrait donc, afin de confirmer que les résultats obtenus sont spécifiques au mutant rod1Δ,
tester la croissance de cellules WT transformées avec des plasmides permettant la
surexpression de TPK1 et GPD1 afin de vérifier que cette surexpression de ne rend pas les
cellules WT encore plus sensibles au 2DG.

Tpk1 est une sous-unité de PKA, protéine activée par la fixation d’AMPc en réponse
à de fortes concentrations de glucose. Constituée d’une sous-unité régulatrice, Bcy1, et
d’une sous-unité catalytique, Tpk1, Tpk2 ou Tpk3, PKA inhibe l’autophagie, la synthèse de
glycogène ou encore le stockage de carbohydrates (Wilson and Roach, 2002) et participe à
l’évolution du cycle cellulaire de la phase G1 à la phase S (Mizunuma et al., 2013). Le fait
que la surexpression de Tpk1 induit une sensibilité des cellules au 2DG est en accord avec
des résultats obtenus précédemment. En effet, des cellules qui présentent une forte activité
de PKA sont sensibles à de nombreux stress, comme la température ou encore une carence
en nutriment (Cameron et al., 1988; Cannon and Tatchell, 1987). De plus, PKA inhibe
l’activation des gènes de réponse au stress (Smith et al., 1998). On peut donc faire
l’hypothèse que la surexpression de TPK1 dans les cellules rend les cellules hypersensibles
au stress que le 2DG induit dans les levures. Cependant, le fait que TPK1 restaure la
sensibilité dans des cellules mutées pour ROD1 ne permet pas de comprendre les
mécanismes de résistance de la souche délétée pour ROD1.

L’autre gène identifié comme permettant de restaurer la sensibilité d’une souche
rod1Δ lorsqu’il est surexprimé est GPD1. Ce gène code pour une glycérol-3-phosphate
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déshydrogénase dépendante du NAD (Albertyn et al., 1994) qui participe à la formation de
glycérol dans les cellules. Régulée transcriptionnellement par la voie MAPK Hog (Albertyn et
al., 1994), elle participe à la régulation de l’osmolarité des cellules et est nécessaire lors de
la réponse à un stress osmotique (Lee et al., 2012). Dans des levures surexprimant GPD1,
on observe une augmentation de la production de glycérol de près de 3 fois plus que dans
des levures WT ainsi qu’une augmentation de la capacité de fermentation en présence de
fortes concentrations de glucose (Aslankoohi et al., 2015). De plus, chez le champignon
Mortierella alpina, la surexpression des glycérol-3-phosphate déshydrogénase induit une
accumulation d’acides gras dans les cellules (Yang et al., 2016), accumulation qui peut être
toxique chez Saccharomyces cerevisiae (Eisenberg and Büttner, 2014). La surexpression de
GPD1 n’induit cependant pas forcément une accumulation de glycérol mais peut également
induire une accumulation d’un métabolite intermédiaire, le glycérol-3-phosphate (G3P)
(Påhlman et al., 2001). On peut donc se demander si cette accumulation n’est pas toxique
pour les cellules, ce qui permettrait de comprendre en partie la sensibilité des cellules rod1Δ
dans lesquelles GPD1 est surexprimée, sachant que dans des cellules cancéreuses
humaines, la surexpression de GPD1 améliore l’effet anticancéreux de la metformine, en
augmentant la concentration intracellulaire de G3P (Xie et al., 2020).

Le mécanisme restaurant la sensibilité au 2DG de cellules rod1Δ surexprimant GPD1
n’est donc pas encore défini et il serait intéressant de comprendre ce mécanisme afin de
peut-être identifier de nouvelles voies de signalisation ou protéines participant à la
résistance ou toxicité des cellules au 2DG.

D’autre part, de nombreux autres gènes restent à tester vis-à-vis de leur capacité à
rendre les levures sensibles au 2DG. Afin de se concentrer seulement sur ceux qui
contournent spécifiquement le mécanisme de résistance du mutant rod1∆, ces plasmides
pourraient être transformés dans une souche sauvage pour voir leur effet sur la tolérance au
2DG.
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4 - Conclusion générale et perspectives

Dans le chapitre 2, nous nous sommes intéressés à l’effet du 2DG sur l’endocytose
de la protéine membranaire Ina1 ainsi que sur l’arrestine Rod1 et sa résistance au 2DG.
Nous avons montré que la plupart des protéines membranaires sont endocytées en réponse
au 2DG et que cette endocytose est dépendante, dans la plupart des cas, de l’arrestine
Rod1 (Figure 2.1D). Il pourrait être intéressant, afin de classifier ces protéines et ces
transporteurs membranaires, d’utiliser la technique du “High Content Imaging”
(Gabay-Maskit et al., 2020), ou “criblage à haut contenu” (criblage phénotypique avec
analyse de plusieurs paramètres simultanément sur des cellules entières), avec les
protéines et transporteurs membranaires fusionnés à la GFP et vérifier leur localisation en
réponse au 2DG et ce, dans des cellules WT ou délétées pour ROD1.

Nous nous sommes également intéressés à la protéine Ina1, de fonction inconnue,
et avons montré que son endocytose en réponse au 2DG est dépendant de l’arrestine Rod1
(Figure 2.1F) et de Rsp5 (Figure 2.1D), comme c’est le cas pour la plupart des
transporteurs endocytés. Pour continuer l’étude de cette endocytose, il sera donc essentiel
de confirmer que l’ubiquitylation d’Ina1 en réponse au 2DG participe à son endocytose.
Ainsi, muter la lysine K671 d’Ina1, ubiquitylée selon les banques de données (“GPMDB
Proteome Database,” n.d.), permettrait de confirmer qu’il s’agit bien de cet acide aminé qui
est ubiquitylé par Rsp5 en réponse au 2DG.

Concernant l’arrestine Rod1, nous avons montré que son activation est nécessaire
pour l’endocytose d’Ina1 (Figure 2.4) en réponse au 2DG et qu’en réponse à cette drogue,
l’arrestine est régulée par les protéines antagonistes Reg1 (active Rod1) et Snf1/AMPK
(inactive Rod1) (Figure 2.3). Enfin, le mutant rod1Δ étant résistant au 2DG, nous avons pu
mettre en évidence que cette résistance n’était pas dû à un blocage général de l’endocytose
mais à la rétention des transporteurs de glucose Hxt1 et Hxt3 à la membrane plasmique
chez ce mutant (Figure 2.5). Suite à ce résultat, nous avons fait l’hypothèse que la
résistance au 2DG de la souche rod1Δ était dû à l’export du 2DG des cellules via les
transporteur de glucose, permettant de détoxifier les cellules. Afin de confirmer cela, il
faudrait donc étudier le flux de 2DG dans différents mutants. Pour cela, on pourrait utiliser le
2-NBDG, un analogue fluorescent du glucose déjà utilisé pour l’étude de l’import de glucose
dans les cellules de levure (Roy et al., 2015). Les essais réalisés dans l’équipe pour le
moment sont infructueux (V. Albanèse, non publié). Du 2DG radioactif pourrait également
être utilisé pour mesurer ces flux (Matsunami and Kawashima, 1995). Une autre possibilité à
l’étude est d’utiliser des sondes FRET qui permettraient d’accéder à un dosage
intracellulaire du 2DG par fluorescence. Ces outils ont été développés pour le glucose
(Bermejo et al., 2010) et il reste à tester s’ils sont compatibles avec le 2DG. Puisque nous
proposons que la résistance du mutant rod1Δ est due à l’export de 2DG par le transporteur
Hxt3 ou Hxt1, il serait également intéressant de trouver un mutant des transporteurs de
glucose incapable d’induire l’export de 2DG des cellules et d’étudier la résistance des
cellules au 2DG chez ce mutant.

Dans le chapitre 3 concernant les autres effets cellulaires du 2DG et les mécanismes
de résistance, nous avons donc pu voir différents effets qu’un traitement au 2DG a sur les
cellules de Saccharomyces cerevisiae. Ainsi, un traitement de 4h au 2DG induit une
fragmentation vacuolaire (Figure 3.6), une accumulation de LDs dans les cellules (Figure
3.7) sans pour autant induire l’autophagie (Figure 3.8) ou encore un changement
d’ubiquitination totale des protéines (Figure 3.9), même si ces deux derniers résultats sont
encore à confirmer. Suite à ces résultats, il sera donc essentiel de continuer l’étude de la
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fragmentation vacuolaire et de la formation des LDs afin de comprendre comment se
mettent en place ces phénotypes dans les cellules.

Concernant les LDs, ces dernières participeraient à la mise en place initiale des
tumeurs ou encore à la protection des cellules cancéreuses de l’hypoxie (Cruz et al., 2020).
Le 2DG semble favoriser la formation de LDs chez Saccharomyces cerevisiae, on peut se
demander si c’est également le cas dans les cellules humaines. De plus, si c’est le cas, il
pourrait être intéressant d’étudier l’effet du 2DG combiné avec une drogue inhibant la
formation de ces LDs afin d'améliorer l’effet inhibiteur du 2DG sur la croissance des cellules
cancéreuses.

Pour la fragmentation vacuolaire, l’étude des différents mutants dans lesquels on
n’observe pas ou peu de fragmentation vacuolaire en réponse au 2DG devra être continuée.
Cette étude nous permettra d’identifier le mécanisme qui induit cette forte fission de la
vacuole lorsqu’on traite les cellules au 2DG. Les changements de niveau d’expression de
certains lipides en réponse au 2DG sera étudié. En effet, dans des souches dans lesquelles
des protéines impliquées dans la modification des lipides, on observe d’importants défauts
de fragmentation de la vacuole (Michaillat and Mayer, 2013). On peut donc faire l’hypothèse
que le 2DG induit des changements de concentration de certains lipides induisant une
importante fission vacuolaire.

Enfin, nous avons pu identifier de nouvelles protéines participant à la résistance au
2DG : Ngg1, Sla1 et Bni4 (Figure 3.11) à l’aide des résultats d’un criblage génétique
effectué préalablement par (Hoepfner et al., 2014) ainsi que Gpd1 et Tpk1 à l’aide d’un
criblage que nous avons réalisé afin d’identifier les mécanismes de résistance au 2DG de
cellules dans lesquelles l’arrestine ROD1 est délétée (Figure 3.17). Ces deux études nous
ont permis d’identifier de nouvelles protéines impliquées dans la résistance au 2DG mais
leur étude n’est pas terminée. De plus, ces cribles génétiques pourraient nous permettre
sans doute d’identifier de nouveaux mécanismes de résistance ou toxicité au 2DG chez
Saccharomyces cerevisiae. Ainsi, on sait que les mutants bni4Δ et sla1Δ sont sensibles au
2DG via un mécanisme que l’on ne connaît pas pour le moment (Figure 3.14A) et il serait
donc intéressant de l’identifier. Pour le mutant ngg1Δ, la suite de son étude permettrait de
décrypter encore plus précisément comment la 2DG6P-phosphatase Dog2 est régulée en
réponse au 2DG.

De plus, en continuant d’étudier les mutants de résistance et toxicité au 2DG
identifiés par (Hoepfner et al., 2014), nous pourrions sans doute identifier de nouvelles voies
de signalisation impliquées dans la résistance ou la sensibilité des cellules de
Saccharomyces cerevisiae au 2DG.

Les résultats obtenus au cours de ma thèse ont ainsi permis d’identifier de nouveaux
mécanismes de résistance et de toxicité à l’inhibiteur métabolique, le 2-Deoxyglucose chez
la levure Saccharomyces cerevisiae. Cette étude a été réalisée dans cet organisme modèle
de par son métabolisme semblable au métabolisme Warburg que l’on retrouve dans des
cellules tumorales.

Différents effets cellulaires du 2DG ont pu être identifiés. Parmi ces effets,
l’endocytose massive de transporteurs et protéines membranaires est l’effet sur lequel je me
suis principalement concentrée. Ainsi, on peut se demander si le 2DG a un effet sur
l’endocytose dans des cellules humaines et précisément dans des cellules cancéreuses.

On sait que dans des cellules cancéreuses, il y a une augmentation de la rapidité de
la CME en comparaison avec des cellules saines (López-Hernández et al., 2020). De plus,
dans des cellules cancéreuses, la CME est altérée induisant une augmentation de la
signalisation de la protéine Akt, qui favorise la survie des cellules cancéreuses (Schmid,
2017). Ce turn-over des cellules à la membrane des cellules cancéreuses participent à leur
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développement et on peut donc se demander quel effet le 2DG peut avoir sur l’endocytose
dans ces cellules et sur leur survie et croissance.

Matériels et méthodes
Souches de levures, milieu et conditions de croissance

Les souches de levure Saccharomyces cerevisiae utilisées dérivent toutes de la
souche BY4741 (Mata, his3∆1, leu2∆0, ura3∆0, met15∆0) dérivée de la souche S288C
(Brachmann et al., 1998) et sont indiquées en Tableau S1. Les cellules sont mises à pousser
en milieu minimum (MM : YNB [Yeast Nitrogen Base], ammonium de sulfate et tous les
acides aminés sauf ceux requis pour appliquer une sélection + 2% de glucose) pendant 15h
sur la nuit à 30°C à une densité optique (DO) DO600nm = 0,001. Cette DO permet d’avoir le
lendemain des cellules en phase exponentielle de croissance (DO600nm = 0,1-0,5). Pour
transférer les cellules d’un MM avec du glucose à un MM contenant du lactate, les cellules
sont centrifugées et resuspendues dans le même volume de MM contenant 0,5% de lactate.
Les cellules peuvent également être cultivées dans un milieu riche YPD (Yeast extract
Peptone Dextrose). Le milieu utilisé pour chaque expérience est indiqué.

Pour déclencher l’autophagie, un milieu carencé en acides aminés (aa) est utilisé
avec du YNB et 20% de glucose sans aa. Pour transférer les cellules d’un MM avec du
glucose à un MM contenant du 2-Deoxyglucose (2DG), ce dernier est ajouté directement
dans le milieu de culture. La concentration de 2DG utilisée est indiquée (0,2 ou 0,05%). Pour
transférer les cellules d’un MM avec du glucose à un MM contenant du lactate, les cellules
sont centrifugées à 4000 g pendant 4 min et resuspendues dans un même volume de MM
avec du lactate 1%. Pour transférer les cellules d’un MM avec du lactate à un MM contenant
du glucose, le glucose est ajouté directement dans le milieu de culture. Pour la tunicamycine
(Merck - T7765 - stock à 10 mg/mL), 1 µL est ajouté pour 1 mL de culture. Les réactifs
utilisés sont indiqués en Tableau S3.

Extraction de protéines
1,4 mL de culture de levures en phase exponentielle est récupéré et mis à précipiter

en présence de 100µL d’acide trichloracétique (TCA) 100% sur la glace pendant au moins
10 minutes. Les cellules sont centrifugées à 4°C pendant 2 minutes à 16000 g et les culots
cellulaires sont resuspendus dans 100µL de TCA 10%. Les cellules sont cassées avec des
billes de verre sur un vortex pendant 10 minutes. Les protéines sont séparées des billes de
verre et centrifugées pendant 2 minutes à 4°C à 16000 g. Les protéines sont ensuite
resuspendues dans du tampon solution 1X (50 mM Tris-HCl, pH 6.8, 100 mM DTT, 2% SDS,
0,1% bleu de bromophénol et 10% de glycérol contenant 200 mM de Tris-Base) à une
concentration de 50µL par unité de DO600nm puis dénaturées à 37°C pendant 5 minutes.

Traitement des extraits protéiques avec l’Endoglycosidase H
L’enzyme Endoglycosidase H (EndoH) de chez Promega (V4871) 500 U/μL est

utilisée pour enlever les glycosylations présentes sur les protéines d’intérêt. Après extraction
des protéines et dénaturation à 37°C pendant 5 min, les échantillons sont laissés à
température ambiante pendant 5 minutes. 2 μL de tampon de réaction, fourni avec l’enzyme
(ou préparé : 0.5M Sodium citrate pH 5.5), est ajouté dans l’échantillon. 1 μL d’EndoH est
ajouté à l’échantillon et de l’eau afin d’obtenir un volume final de 20 μL. Un échantillon
contrôle sans EndoH est également préparé. Les échantillons sont incubés pendant 2h à
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37°C pour observer Ina1-GFP, la totalité est ensuite déposée sur gel et les protéines sont
observées par Western blot.

Immunoblot
10µL d’extrait protéique (comme préparé ci-dessus) sont déposés sur un gel

SDS-PAGE en gradient 4-20% (BioRad). Après une électrophorèse à 200 Volts pendant 30
minutes, les quantités de protéines chargées sont vérifiées par fluorescence (technologie
Stain Free) avec l’appareil Gel Doc EZ Imager (BioRad), servant de contrôle de charge puis
les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose à 100 Volts pendant 1
heure. La membrane est ensuite incubée pendant 45 minutes avec du lait (5%) dans du
TBST (Tris-Buffered Saline avec 0,05% Tween-20). Elle est ensuite incubée avec l’anticorps
primaire à 4°C sur la nuit. Les anticorps utilisés sont indiqués en Tableau S3. Le lendemain,
la membrane est lavée 3 fois pendant 10 minutes au TBST puis incubée avec un anticorps
secondaire pendant 1 heure. La membrane est lavée 3 fois pendant 10 minutes au TBST
puis révélée par chemiluminescence en utilisant le réactif ECL (GE Healthcare, RPN2235).
L’acquisition des images est réalisée avec un appareil Gel Doc EZ Imager (BioRad). Pour
l’anti-ubiquitine HRP (1/1000 - Santa Cruz - sc-8017 HRP), la membrane est mise à incuber
pendant 3h avec l’anticorps, lavée 3 fois au TBST puis révélée par chemiluminescence de la
même façon que pour les autres anticorps.

Microscopie
Microscopie

1 mL de culture de levures en phase exponentielle est récupéré et mis à centrifuger
avec 1µL de NP-40 0,1% pour faciliter la sédimentation. Les cellules sont observées grâce à
un microscope à fluorescence Olympus BX61, un objectif 100X avec le filtre GFP ou le filtre
mCherry. Les images obtenues sont ensuite traitées avec les logiciels ImageJ et Adobe
Illustrator CS5.

FM4-64
Le FM4-64 est un colorant permettant de suivre la voie endocytaire des levures et

qui colore la membrane des vacuoles. Le protocole utilisé pour observer les cellules de
levures avec le FM4-64 provient de l’article (Vida and Emr, 1995). Les cellules sont mises à
pousser sur la nuit en YPD. Le matin, elles sont centrifugées et lavées deux fois avec du
milieu minimum puis resuspendues dans 100 µl de MM. 1 µl de solution stock de FM4-64
(Invitrogen - 8 mM) est ajouté aux cellules. Les cellules sont mises à incuber pendant 15
minutes sur la glace puis sont centrifugées à 4°C pour retirer l’excès de FM4-64. Elles sont
lavées 3 fois avec de l’eau à 4°C et les culots de cellules sont resuspendues dans 1 mL
d’eau. Un premier aliquot de 250 µl à t = 0 min est récupéré, transféré dans 1 tube sur glace
et 1 mL d’eau est ajouté dans ce tube. Les cellules sont centrifugées à 4°C et resuspendues
dans 1 mL de MM et observées directement au microscope avec le filtre d’exposition
mCherry. Des aliquots sont ensuite récupérés à 15 min, 30 min, 1h, 2h et 4h et les cellules
sont observées au microscope.

Bodipy
Le Bodipy est un colorant permettant de colorer les lipides neutres et qui peut être

utilisé comme traceur pour l’huile et les lipides non polaires. Le protocole utilisé pour
observer les cellules de levures avec le Bodipy provient de l’article (Treibs and Kreuzer,
1968). Les cellules sont mises à pousser sur la nuit en MM. Dans les différentes conditions

118



d’observation (Glc ON et 2DG 4h), 1 mL de culture est mis dans un tube dans lequel est
ajouté le Bodipy 493/503 (ThermoFisher) à 1µg/mL. Les cellules sont laissées à température
ambiante puis lavées deux fois avec de l’eau puis observées directement au microscope
avec le filtre vert.
Test béta-galactosidase

1 mL de culture en phase exponentielle est récupéré dans lequel est ajouté 1μL de
NP40 0,1% (0,1mL/100mL). Une centrifugation à 16000 g à 4°C est effectuée et le culot
cellulaire est ensuite congelé dans de l’azote liquide. Le culot est resuspendu dans 800 μL
de Tampon Z (NaH2PO4 50mM, Na2HPO4 45mM, KCl 10mM, MgSO4 10mM) avec 27 μL
béta-mercaptoéthanol (0,5 μM) pour 10 mL de tampon Z. 160μL d’ONPG
(Ortho-nitrophényl-β-galactoside) est ensuite ajouté et les cellules sont mises à incuber à
37°C (pDOG1 : 167 min ; pDOG2 : 68 min). La réaction est arrêtée en ajoutant 400μL de
Na2CO3 (40 μM). Les tubes sont ensuite centrifugés et l'absorbance à 420 nm est mesurée.
Afin de normaliser les résultats des expériences, on utilise la formule suivante :
(A420/(temps d’incubation en minutes*DO600))*1000. Les résultats sont répétés 3 fois puis
normalisés spécifiquement par rapport à une des valeurs pour chaque réplicat (2-DG 3
heures ou WT 3 heures).

Extraction d'ADN génomique
Deux techniques d’extraction d’ADN génomique sont utilisées. La première est

utilisée lors de la vérification de souches de levure par PCR et la seconde pour toutes autres
expériences nécessitant l’extraction d’ADN génomique de levures.

Première technique
Des cellules fraîchement striées sur boîte sont resuspendues dans 100µL de

Lithium-Acétate (200mM) + SDS (1%) et vortexées. Elles sont mises à incuber pendant 15
minutes à 70°C. 300 µL d’éthanol 100% sont ensuite ajoutés au lysat cellulaire qui est
vortexé puis mis à centrifuger pendant 10 minutes à 16000 g à 4°C. Le surnageant est retiré
et le culot est resuspendu dans 100µL d’éthanol 70% et centrifugé pendant 5 minutes à
16000 g à 4°C. Le surnageant est retiré et l’ADN précipité est séché à 37°C puis resuspendu
dans 50 µL de Tris-EDTA 1X (Tris-HCl 100 m ; EDTA 50 mM) et chauffé à 65°C pendant 5
minutes.

Seconde technique
Des cellules fraîchement striées sur boite sont resuspendues dans 1 mL d’eau,

centrifugées et resuspendues dans 250 μL de tampon de resuspension A1 (Macherey Nagel
- 740588.250). 100 μL de billes de verre de 0.5mm (Sigma - Z250465-1PAK) sont ajoutées à
l'échantillon qui est mis à agiter pendant 10 minutes sur un vortex. Les cellules sont
centrifugées 1 minute à 500 g et le lysat est transféré dans un nouveau tube. 250 μL de
tampon de lyse (A2) et 350 μL de tampon de neutralisation (A3) sont ajoutés. L’échantillon
est centrifugé 10 minutes à 16000 g. Le surnageant est transféré dans un nouveau tube et
l’échantillon est centrifugé de nouveau pendant 10 minutes à 16000 g. Le surnageant est
transféré dans une colonne de miniprep. L’échantillon est lavé, suivant le protocole du kit
Macherey Nagel - 740588.250 et l’élution se fait dans 25 μL de tampon d’élution (AE).

Transformation d’ADN génomique dans la levure
Des levures fraîchement striées sont inoculées dans 10 mL de milieu YPD le matin,

cultivées à 30ºC et centrifugées l’après-midi lorsque la DO est autour de 2. 1 mL de TEL 1X
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(Tris-HCl 100 mM ; EDTA 50 mM ; Lithium Acétate 100 mM) est ajouté et les cellules sont
centrifugées. Le culot est resuspendu dans 50 µL de TEL 1X. 3 µL d’ADN simple brin de
saumon est ajouté ainsi que 5 µL de cassette PCR (recombinaison homologue) ou 1 µL de
plasmide. 300 µL de solution PEG (Poly-Ethylène-Glycol) 4000 (40% dans du TEL 1X) sont
ajoutés et les cellules sont mises à incuber pendant 30 minutes à 30°C. Un choc thermique
à 42°C pendant 20 minutes est ensuite effectué et les cellules sont centrifugées pendant 1
minute à 8000 g. Pour une sélection par auxotrophie, les cellules sont resuspendues dans
100 µL de milieu YPD puis étalées sur un milieu sélectif. Pour une sélection avec un
antibiotique, les cellules sont resuspendues dans 600 µL de milieu YPD, incubées pendant 1
heure à 30°C afin de permettre l’expression du marqueur puis étalées sur un milieu sélectif.

Test de croissance sur boîtes
Des levures fraîchement striées sont inoculées dans 5 mL de milieu minimum le

matin et cultivées à 30ºC sur la journée. Le soir, pour chaque culture de levure en culture
exponentielle, la DO est ajustée à 1. Des dilutions en série avec un facteur 10 de dilution
sont effectuées dans une plaque de culture cellulaire à 96 puits et 8 µL correspondant à ces
différentes solutions sont déposées sur des boîtes contenant un milieu minimum (sélectif ou
non), avec ou sans 2DG (concentrations indiquées). Les levures sont observées après 72h
de croissance à 30ºC.

Crible génétique pour déterminer l’origine de la résistance du mutant
rod1Δ

La souche rod1Δ a été transformée avec la banque d’ADN génomique contenant des
plasmides permettant la surexpression de différents gènes de chez Saccharomyces
cerevisiae avec plusieurs gènes par plasmide (Jones et al., 2008). Les levures obtenues ont
été cultivées sur des boîtes de Pétri contenant un MM sélectif pendant 3 jours à 30°C pour
sélectionner les transformants. 3800 colonies isolées ont été repiquées dans 40 boites 96
puits contenant un MM sélectif et cultivées pendant 3 jours à 30°C. Avec un robot (RoToR,
Singer), les levures ont été répliquées sur deux séries de 40 boîtes de MM sélectif contenant
ou non 0,2% de 2DG et cultivées 2 à 3 jours à 30°C. 94 colonies de levures ne poussant pas
sur 2DG ont été isolées. L’absence de croissance a été vérifiée sur de nouvelles boîtes
contenant 0,2% de 2DG et 32 colonies de levure ont été sélectionnées.

L’ADN de ces levures a été isolé par rescue/sauvetage. Les plasmides obtenus ont
été digérés avec les enzymes de restriction EcoRI et BamHI afin de faire des groupes de
digestion et d'identifier des plasmides identiques présents dans différentes souches de
levures. Les plasmides ont ensuite été séquencés avec l’oligo M13 univ-43
(AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT) et, en parallèle, transformés dans une souche rod1Δ
afin de reconfirmer la sensibilité de cette souche transformée avec ces plasmides et ce par
test de croissance sur boite contenant un MM sélectif avec ou non 0,2% de 2DG.

Suite au séquençage permettant d’identifier les différents gènes sur les plasmides,
les gènes d’intérêt ont été digérés avec les enzymes de restriction BamHI et XhoI puis
clonés dans un plasmide pRS425 avec leur propre promoteur et les plasmides obtenus ont
été transformés dans une souche rod1Δ. Un test de croissance a ensuite été réalisé pour
confirmer ou non que le gène d’intérêt restaure la sensibilité de la souche rod1Δ au 2DG.

Rescue/sauvetage de plasmide de la levure
Des levures fraîchement striées sont mises à pousser le matin dans 5 à 10 mL de

MM. Après 5 à 6h, les cellules sont centrifugées, resuspendues dans 1 mL d’eau et
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transférées dans un tube de 1,5 mL. Elles sont de nouveau centrifugées et resuspendues
dans 250 mL de tampon de resuspension de miniprep (A1 du kit Macherey Nagel -
740588.250). 100 µL de billes de verre sont ajoutés aux cellules qui sont mises à agiter au
vortex pendant 10 min. Les protéines sont centrifugées (1 min à 500 g) et le lysat est
transféré dans un nouveau tube. Ensuite, le protocole du kit Macherey Nagel est suivi avec
l’ajout de tampon de lyse (250 µL d’A2) et de tampon de neutralisation (350 µL d’A3). La
réaction est mise à incuber pendant 10 min sur glace. Elle est centrifugée pendant 10 min à
4°C à vitesse maximale, le surnageant est récupéré dans un nouveau tube et remis à
centrifugé pendant 10 min à 4°C à vitesse maximale. Le surnageant est transféré dans une
colonne de miniprep, lavé selon le protocol du kit Macherey Nagel et l’ADN est élué dans 25
µL d’eau. L’ADN obtenu est ensuite transformé dans 15 µL bactéries électrocompétentes.

Quantifications
Quantification de l’endocytose

Les quantifications d’endocytose ont été réalisées avec ImageJ. Pour chaque cellule,
le bruit de fond de l’image est soustrait à la densité intégrée (aire de la région d’intérêt
multipliée par la moyenne de l’intensité des pixels de la région d’intérêt) de la cellule et de sa
vacuole. Cela permet d’obtenir les densités intégrées corrigées de la cellule et de sa
vacuole. La densité intégrée corrigée de la cellule est divisée par la densité intégrée corrigée
de la vacuole. Cela permet d’obtenir le ratio de protéines fluorescentes dans la vacuole, et
par soustraction, d’en déduire le ratio final de protéines fluorescentes membranaires. Le
ratio de protéines fluorescentes à la membrane par rapport aux protéines fluorescentes dans
la vacuole est indiqué. 50 cellules par conditions ont été utilisées pour calculer ces ratios.

Quantification de la fragmentation vacuolaire
Les quantification de fragmentation vacuolaire ont été réalisées avec ImageJ. Pour

chaques conditions et chaques souches, au moins 30 cellules ont été utilisées. Les cellules
avec plus de 3 vacuoles ont été considérées comme cellules avec vacuole très fragmentées.
Le ratio entre le nombre de cellules comptées et le nombre de cellules avec une vacuole
fragmentée est ensuite fait et rapporté sur un graphique. Cette quantification est faite à
l’aveugle, la personne effectuant les quantifications ne sait pas quelles conditions ou quelles
souches elle observe.

Matériels supplémentaires
Tableau S1 : Souches de levure utilisées pour cette étude
Nom Génotype & Description Origine &

Référence

ySL66 : BY4741
(WT)

MATa, ura3Δ0, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0 (Brachmann
et al., 1998)

ySL2288 : Ina1-GFP Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0
Ina1-GFP::HIS3

(Huh et al.,
2003)

ySL2768 : Ina-GFP
hac1Δ

hac1∆::Leu; INA1-GFP<HpH> Mat a ; his3∆1 leu2∆0
met15∆0 ura3∆0

Cette étude

ySL2325 : Ina1-GFP INA1-GFP<HIS3>; pRSP5:KanMX ; Mat a ; his3∆1 Cette étude
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npi1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0

ySL2323 : Ina1-GFP
6arrΔ

Matalpha ; INA1-GFP<HIS3>; his3∆1 leu2∆0 lys∆0
ura3∆0 ; art1∆::hisG ; art3∆::hisG ; art4∆::hisG ;
art5∆::hisG ; art6∆::hisG ; art7∆::KanMX

Cette étude

ySL2434 :
Ina1-Δ5-GFP

INA1-5∆-GFP<Kan>; Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0
ura3∆0

Cette étude

ySL2353 : Ina1-GFP
6arrΔ + pLDB19

Matalpha ; INA1-GFP<HIS3>; his3∆1 leu2∆0 lys∆0
ura3∆0 ; art1∆::hisG ; art3∆::hisG ; art4∆::hisG ;
art5∆::hisG ; art6∆::hisG ; art7∆::KanMX (+ pLDB19
2μ (LEU) - pSL374 : Prelich, YGPM14o15)

Cette étude

ySL2354 : Ina1-GFP
6arrΔ + pALY2

Matalpha ; INA1-GFP<HIS3>; his3∆1 leu2∆0 lys∆0
ura3∆0 ; art1∆::hisG ; art3∆::hisG ; art4∆::hisG ;
art5∆::hisG ; art6∆::hisG ; art7∆::KanMX (+ pALY2 2μ
(LEU) - pSL376 : Prelich, YGPM14o18)

Cette étude

ySL2355 : Ina1-GFP
6arrΔ + pROD1

Matalpha ; INA1-GFP<HIS3>; his3∆1 leu2∆0 lys∆0
ura3∆0 ; art1∆::hisG ; art3∆::hisG ; art4∆::hisG ;
art5∆::hisG ; art6∆::hisG ; art7∆::KanMX (+ pROD1
2μ (LEU) - pSL112 : Prelich : YGPM2p12)

Cette étude

ySL2356 : Ina1-GFP
6arrΔ + pART5

Matalpha ; INA1-GFP<HIS3>; his3∆1 leu2∆0 lys∆0
ura3∆0 ; art1∆::hisG ; art3∆::hisG ; art4∆::hisG ;
art5∆::hisG ; art6∆::hisG ; art7∆::KanMX (+ pART5 2μ
(LEU) - pSL377 : Prelich, YGPM29l08)

Cette étude

ySL2357 : Ina1-GFP
6arrΔ + pALY1

Matalpha ; INA1-GFP<HIS3>; his3∆1 leu2∆0 lys∆0
ura3∆0 ; art1∆::hisG ; art3∆::hisG ; art4∆::hisG ;
art5∆::hisG ; art6∆::hisG ; art7∆::KanMX (+ pALY1 2μ
(LEU) - pSL378 : Prelich, YGPM22k12)

Cette étude

ySL2358 : Ina1-GFP
6arrΔ + pROG3

Matalpha ; INA1-GFP<HIS3>; his3∆1 leu2∆0 lys∆0
ura3∆0 ; art1∆::hisG ; art3∆::hisG ; art4∆::hisG ;
art5∆::hisG ; art6∆::hisG ; art7∆::KanMX (+ pROG3
2μ (LEU) - pSL379 : Prelich, YGPM3n06)

Cette étude

ySL2406 : Ina1-GFP
rod1Δ

INA1-GFP<Hph>; art4∆::Kan; Mat a ; his3∆1 leu2∆0
met15∆0 ura3∆0

Cette étude

ySL2401 : Ina1-GFP
ldb19Δ

INA1-GFP<Hph>; art1∆::Kan; Mat a ; his3∆1 leu2∆0
met15∆0 ura3∆0

Cette étude

ySL2739 :
Vph1-mCherry

Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0;
VPH1-mCherry::Nat

Cette étude

ySL2743 :
Vph1-mCherry
rod1Δ

Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0;
VPH1-mCherry::Nat; art4∆::Kan

Cette étude

ySL2742 :
Vph1-mCherry
hxk2Δ

Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0;
VPH1-mCherry::Nat; hxk2∆::Kan

Cette étude

ySL2744 : Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0; Cette étude
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Vph1-mCherry +
pGPD-DOG2

VPH1-mCherry::Nat + pRS426-derived (2μ, URA3) -
pGPD:DOG2

ySL2741 :
Vph1-mCherry
reg1Δ

Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0;
VPH1-mCherry::Nat; reg1∆::Hph

Cette étude

ySL2740 :
Vph1-mCherry
snf1Δ

Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0;
VPH1-mCherry::Nat; snf1∆::Hph

Cette étude

ySL2663 :
Vph1-mCherry
hac1Δ

Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0;
VPH1-mCherry::NAT; hac1∆::LEU2

Cette étude

ySL2204 : hac1Δ hac1∆KANmx; Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0
ura3∆0

Euroscarf

ySL2547 : atg8Δ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 atg8∆KanMX Euroscarf

ySL2548 : rvs167Δ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0
rvs167∆KanMX

Euroscarf

ySL208 : pep4Δ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 pep4∆KanMX Euroscarf

ySL541 : reg1Δ reg1∆::HisMX ; Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0
ura3∆0

Laboratoire

ySL567 : snf1Δ snf1∆::kanMX4 ; Matalpha, leu2∆0, lys∆0, ura3∆0,
his3∆0

Euroscarf

ySL1690 : hxk2Δ hxk2∆::KAN; Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 Euroscarf

ySL2194 :
mig1Δmig2Δ

mig1∆KANmx; mig2∆HIS3; Mat a ; his3∆1 leu2∆0
met15∆0 ura3∆0

(Defenouillèr
e et al.,
2019)

MHY552
ubc6Δubc7Δ

his3-∆200, leu2-3,112, ura3-52, lys2-801, trp1-1 (Chen et al.,
1993)

ySL2555 : Fat3-GFP Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0
FAT3-GFP::His

(Huh et al.,
2003)

ySL2506 : gtr1∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0, gtr1∆::KanMX Euroscarf

ySL2507 : bni4∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0, bni4∆::KanMX Euroscarf

ySL2508 : htc1∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0, htc1∆::KanMX Euroscarf

ySL2509 : irs4∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0, irs4∆::KanMX Euroscarf

ySL2511 : lst7∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0, lst7∆::KanMX Euroscarf

ySL2512 : mck1∆
Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
mck1∆::KanMX

Euroscarf

ySL2513 : ngg1∆
Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
ngg1∆::KanMX

Euroscarf
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ySL2514 : sap4∆
Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
sap4∆::KanMX

Euroscarf

ySL2515 : sap155∆
Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
sap155∆::KanMX

Euroscarf

ySL2516 : sla1∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0, sla1∆::KanMX Euroscarf

ySL2517 : sur4∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0, sur4∆::KanMX Euroscarf

ySL2518 : tco89∆
Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
tco89∆::KanMX

Euroscarf

gtr2∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
gtr2∆::KanMX

Euroscarf

ySL2549 : bre5∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 bre5∆KanMX Euroscarf

ySL943 : last4∆ lst4∆::kanMX4 ; Mat a, leu2∆0, met15∆, ura3∆0,
his3∆0

Euroscarf

ySL1305 : npr1∆ npr1∆::kanMX ; Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0
ura3∆0

Euroscarf

ySL1782 : sip5∆ SIP5:kanMX4 ; Mat a, leu2∆0, met15∆0, ura3∆0,
his3∆0

Euroscarf

ySL927 : pep12∆ pep12∆::kanMX4 ; Mat a, leu2∆0, lys∆0, ura3∆0,
his3∆0

Euroscarf

ySL865 : vps9∆ vps9∆::kanMX4 ; Mat a, leu2∆0, lys∆0, ura3∆0,
his3∆0

Euroscarf

ySL2544 : rgl1∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 rgl1∆KanMX Euroscarf

ySL1174 : rcy1∆ rcy1∆::NatMX4 ; Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0
ura3∆0

Euroscarf

ySL440 : ubp3∆ Mat a ; ubp3∆::KanMX his3∆1 leu2∆0 met15∆0
ura3∆0

Euroscarf

ySL998 : vps51∆ vps51∆::kanMX4 ; Mat a, leu2∆0, lys∆0, ura3∆0,
his3∆0

Euroscarf

ySL2576 : Bni4-GFP Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
BNI4-GFP<His>

(Huh et al.,
2003)

ySL2577 : Sla1-GFP Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
SLA1-GFP<His>

(Huh et al.,
2003)

ySL2578 :
Ngg1-GFP

Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
NGG1-GFP<His>

(Huh et al.,
2003)

ySL2290 :
Dog2-GFP

Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0
DOG2-GFP::HIS3

(Defenouillèr
e et al.,
2019)

ySL2630 : ngg1∆
Dog2-GFP

Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0;
DOG2-GFP<His>; ngg1∆::KanMX

Cette étude
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ySL2650 : sla1∆
Dog2-GFP

Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
sla1∆::KanMX; DOG2-GFP::HIS

Cette étude

ySL2651 : bni4∆
Dog2-GFP

Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
bni4∆::KanMX; DOG2-GFP::HIS

Cette étude

ySL2616 : gcn5∆
Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
gcn5∆::KanMX

Euroscarf

ySL2617 : spt3∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0, spt3∆::KanMX Euroscarf

ySL2618 : sgf73∆
Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
sgf73∆::KanMX

Euroscarf

ySL2619 : ada2∆
Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
ada2∆::KanMX

Euroscarf

ySL2623 : sgf11∆
Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
sgf11∆::KanMX

Euroscarf

ySL2620 : sgf29∆
Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
sgf29∆::KanMX

Euroscarf

ySL2621 : ahc2∆
Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
ahc2∆::KanMX

Euroscarf

ahc1∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
ahc1∆::KanMX

Euroscarf

ySL2625 : spt8∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0, spt8∆::KanMX Euroscarf

ySL2624 : sus1∆
Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
sus1∆::KanMX

Euroscarf

ySL2626 : spt7∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0, spt7∆::KanMX Euroscarf

ySL2622 : ubp8∆
Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
ubp8∆::KanMX

Euroscarf

ySL2627 : hfi1∆ Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0, hfi1∆::KanMX Euroscarf

ySL2649 : sus1∆
Dog2-GFP

Mat a ; his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0,
sus1∆::KanMX; DOG2-GFP::HIS

Cette étude

Tableau S2 : Plasmides utilisés dans cette étude
Nom Description Origine &

Référence

pSL412 pRS426-derived (2μ, URA3)
pGPD:DOG2

(Defenouillère
et al., 2019)

pRHT619 pRS413-derived (CEN, HIS)
pSLA1-SLA1

Laboratoire

UBP3 pGP564-based genomic clone YGPM18f12 containing UBP3;
2μ, LEU2 (genomic tiling collection - chr V: 464928 - 475865)

(Jones et al.,
2008)

BRE5 pGP564-based genomic clone YGPM18f18 containing BRE5;
2μ, LEU2 (genomic tiling collection - chr XIV: 713318 - 724511)

(Jones et al.,
2008)
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SIP5 pGP564-based genomic clone YGPM2d09 containing SIP5;
2μ, LEU2 (genomic tiling collection - chr XIII: 541863 - 553683)

(Jones et al.,
2008)

NGG1 pGP564-based genomic clone YGPM18d16 containing NGG1;
2μ, LEU2 (genomic tiling collection - chr IV: 804603 - 817629)

(Jones et al.,
2008)

MCK1 pGP564-based genomic clone YGPM18m15 containing MCK1;
2μ, LEU2 (genomic tiling collection - chr XIV: 53233 - 64369)

(Jones et al.,
2008)

BNI4 pGP564-based genomic clone YGPM3f14 containing BNI4; 2μ,
LEU2 (genomic tiling collection - chr XIV: 197804 - 215164)

(Jones et al.,
2008)

SUR4 pGP564-based genomic clone YGPM23l13 containing SUR4;
2μ, LEU2 (genomic tiling collection - chr XII: 861880 - 873343)

(Jones et al.,
2008)

VPS9 pGP564-based genomic clone YGPM2k14 containing VPS9;
2μ, LEU2 (genomic tiling collection - chr XIII: 72454 - 82025)

(Jones et al.,
2008)

pSL409 Yep358-based ((2μ, URA3)
pDOG1(1000bp):LacZ

(Defenouillère
et al., 2019)

pSL410 Yep358-based ((2μ, URA3)
pDOG2(1000bp):LacZ

(Defenouillère
et al., 2019)

pSL527 pRS425-derived (2μ, URA3)
pTPK1:TPK1

Cette étude

GPD1 pGP564-based genomic clone YGPM14g08 containing GPD1; 2μ,
LEU2 (genomic tiling collection - chr IV: 409540 - 420901)

(Jones et al.,
2008)

pJMG437 pRS416-derived (CEN, URA3)
GFP:pATG8:ATG8

Fulvio
Reggiori

Tableau S3 : Réactifs utilisés dans cette étude

Type de
réactif

Nom Description Informations Référence &
Origine

Anticorps 𝛼 GFP Mouse monoclonal against GFP,
clones 7.1 and 13.1

1/5000 1181446000
1 -
Roche

Anticorps 𝛼 Ubiquitin Mouse monoclonal antibody
against ubiquitin

1/1000 P4D1 -
Santa Cruz

Anticorps 𝛼 Rabbit
IgG

Goat secondary antibody against
Rabbit IgG

1/5000 A6154 -
Sigma
Aldrich

Anticorps 𝛼 Mouse
IgG

Goat secondary antibody against
Mouse IgG

1/5000 A5278 -
Sigma
Aldrich

Produit
chimique,
drogue

2DG 2-Deoxyglucose 20% stock D8375-5G /
D8375-25G -
Merck

126



Produit
chimique,
drogue

EndoH Endoglycosidase H V4871A -
Promega

Produit
chimique,
drogue

Tn Tunicamycine 10mg/mL
stock

T7765 -
Merck

Carbon
source

Lactate pH 5 - 0,5% à
partir d’un
stock à 5%

W261114-5K
G-K - Merck
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