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RÉSUMÉ

Il est crucial pour la cellule de transmettre à sa descendance une copie complète et fidèle de
son patrimoine génétique. Pour cela, il existe plusieurs mécanismes de contrôle, appelés
« checkpoints », dont la fonction est de coordonner une réponse globale afin de maintenir
l’intégrité du génome. Deux checkpoints sont actifs durant la phase S. Il s’agit du checkpoint
de réplication et du checkpoint de dommage à l’ADN, regroupés sous le nom de checkpoint
intra-S. Chez S. cerevisiae, les adaptateurs Mrc1 et Rad9 permettent d’activer respectivement
le checkpoint de réplication et le checkpoint de dommage à l’ADN. De nombreuses études ont
analysé le rôle du checkpoint intra-S sur le contrôle du timing de réplication en présence de
stress réplicatif induit pas l’HU. Cependant, la contribution de ces deux voies dans la réponse
aux dommages à l’ADN reste peu connue. Nos données suggèrent que, contrairement au
stress réplicatif induit par l’HU, la réponse au MMS (lésions simple-brin) ou à la Zéocine
(cassure double-brin), fait intervenir les deux voies du checkpoint intra-S. En effet, nous
avons montré que Mrc1 et dans une moindre mesure Rad9 contribuent tous deux au
ralentissement du programme de réplication en présence de MMS, tandis que Rad9 est le
principal régulateur de la réplication en réponse à la Zéocine. De plus, nos données indiquent
que la voie Rad9 contrôle la vitesse des fourches en présence de cassures double-brin, ce qui
représente la première démonstration formelle de l’existence d’un checkpoint d’élongation
chez la levure. Enfin, nos données suggèrent également que la kinase Cdc7, impliquée dans
l’initiation de la réplication, pourrait également avoir un rôle dans le contrôle de la
progression des fourches. L’ensemble de nos données suggère l’existence d’un mécanisme
actif de régulation de la vitesse des fourches de réplication chez S. cerevisiae.

Mots-clés : Levure S. cerevisiae, réplication de l’ADN, dommage, checkpoint
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Liste des sigles et des abréviations

ACS : ARS consensus sequence
ADN : Acide désoxyribonucléique
ARN : Acide ribonucléique
ARS : Autonomously Replicated Sequence
BER : Base Excision Repair
BrdU : Bromodeoxyuridine
CDB : Cassure double brin
CDA : Checkpoint de dommage à l’ADN
CDK : Cyclin dependant kinase
ChIP: Chromatin Immunoprecipitation
CldU : Chlorodeoxyuridine
CR : Checkpoint de réplication
DDK : Dbf4-Dependent Kinase
dNTP : deoxyribonucleotide
HU : Hydroxyurée
IdU : Iododeoxyuridine
MCM : Mini Chromosome Maintenance
MMR : DNA Mismatch Repair
NER : Nucleotide Excision Repair
NHEJ : Non Homologous End Joining
ORC : Origin Recognition Complex
Pb : Paire de Base
PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen
Pre IC : Pre-initiation Complex
Pre RC : Pre-replication Complex
RH : Recombinaison homologue
RNR : Ribonucleotide Reductase
RPA : Replication Protein A
S-CDK: S phase specific CDK
ssDNA: single stranded DNA
UV: Rayonnement Ultra violet
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                                       Chapitre 1 : Introduction

I. La réplication de l’ADN
A. Introduction au cycle cellulaire
a) Les différentes étapes du cycle cellulaire
Le cycle cellulaire est l’ensemble des mécanismes qui permettent à une cellule mère de se
diviser en deux cellules filles identiques. Au cours de ce processus, une cellule doit répliquer
l’ensemble de son génome au cours de l’interphase puis effectuer un partage équitable de ses
chromosomes au cours de la phase de division appelée mitose. L’interphase est la période qui
s’écoule entre deux mitoses successives, elle est divisée en trois phases : une phase de
croissance et de préparation à la réplication de l’ADN (G1), une phase de réplication de
l’ADN (S), et une phase de croissance et de préparation à la mitose (G2).

b) Régulation du cycle cellulaire par les CDKs
Pour les organismes eucaryotes vivants, il est indispensable que les différentes phases du
cycle cellulaire soient coordonnées de façon précise. Les phases doivent suivre un ordre
correct et une phase doit être terminée avant que la phase suivante ne démarre. Les erreurs de
coordination peuvent conduire à des altérations chromosomiques. Des chromosomes ou des
parties de chromosome peuvent être perdus, réarrangés ou distribués de manière inéquitable
entre les deux cellules filles. Ces types d'altérations chromosomiques sont souvent observés
dans les cellules cancéreuses (Malumbres and Barbacid, 2001).

L’enchaînement coordonné du cycle cellulaire est assuré par les CDKs (Cyclin-dependent
kinases) et les cyclines (Morgan, 1995). CDKs et cyclines s’associent en complexes hétéro-
dimériques, les CDK constituant la sous-unité catalytique et les cyclines la sous-unité
régulatrice. Une CDK peut former des complexes avec plusieurs cyclines différentes, et
inversement. À chaque phase du cycle cellulaire correspond un ou plusieurs complexes
CDK/cycline. Les cyclines ne sont pas présentes pendant tout le cycle, elles apparaissent puis
disparaissent à des moments précis du cycle, de façon périodique. Les CDKs peuvent être
sous forme active ou inactive, selon leur association ou non à leur cycline. Le cycle cellulaire
est contrôlé par au moins six complexes CDK/cyclines différents qui interviennent pour
contrôler des étapes précises du cycle cellulaire. La mise en place séquentielle des activités
kinases CDK-cyclines est à la base de l’enchaînement des phases du cycle cellulaire.

Chez les vertébrés, la progression en G1 est coordonnée par les activités de CDK4/cycD et
CDK6/cycD. Ces complexes vont d’une part stimuler l’expression de gènes nécessaires à la
progression en G1 en phosphorylant la protéine Rb, et d’autre part séquestrer des protéines
inhibitrices de CDK2. Grâce à cela et à la synthèse de cycline E, l’activité CDK2 augmente en
fin de G1, ce qui entraîne la phosphorylation de substrats nécessaires aux premières étapes de
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la réplication (Mailand and Diffley, 2005). L’expression de cycline E chute ensuite
rapidement en fin de G1 et CDK2 va former un complexe avec cycline A, ce qui permet
l’entrée en phase S. Ensuite CDK1, majoritairement associée à cycline B, va entraîner les
cellules en mitose.

La dégradation des cyclines en dehors de leur fenêtre d’expression constitue le moteur du
cycle cellulaire. Celles-ci sont dégradées par la voie du protéasome, grâce à leur
ubiquitination par les protéines APC/C et SCF.

B. La réplication de l’ADN

La réplication est la phase du cycle cellulaire au cours de laquelle la double hélice d’ADN est
dupliquée par les ADN polymérases. Ce processus est dit « semi-conservatif » car les deux
brins de l’ADN parental sont séparés pour permettre la synthèse des brins complémentaires.

a) Les origines de réplication
Chez tous les eucaryotes, la réplication démarre au niveau de sites spécifiques appelés
« origines de réplication ». Chez les eucaryotes supérieurs, les caractéristiques des origines de
réplication ne sont pas clairement établies, bien qu’une étude récente mette en évidence la
présence de motifs nucléotidiques spécifiques autour des origines de réplication (Cayrou et
al., 2011).

Chez Saccharomyces cerevisiae, les origines de réplication sont mieux caractérisées. Elles
sont spécifiées par des séquences d’environ 150 pb appelées « autonomous replication
sequences » ou ARS. Les ARS contiennent une séquence consensus de 11 pb appelée ACS
(pour ARS Consensus Sequence) qui est reconnue par ORC pour recruter les protéines du
complexe pré-réplicatif (Pre-RC). Cependant, seulement une fraction des ARS agissent
comme des origines de réplication dans leur contexte naturel (Newlon and Theis, 1993). Le
génome de la levure contient environ 12000 ACS (soit environ une par kb) mais seulement
5% d’entre elles sont capables de permettre la réplication d’un plasmide (1/20 kb). Des
analyses sur des origines précises (par gel 2D) ou à l’échelle du génome (par puce à ADN) ont
montré que seulement une fraction de ces origines étaient actives sur chaque chromosome au
sein d’une population (1/35kb) (Newlon and Theis, 1993; Raghuraman et al., 2001). Enfin des
analyses sur molécule unique, par peignage moléculaire d’ADN, ont montré que seulement
une fraction de celles-ci était active dans une cellule donnée (1/45kb) (Tuduri et al., 2009).

b) L’initiation de la réplication
Le processus de réplication débute en G1 avec la fixation séquentielle aux origines de
plusieurs protéines qui forment le complexe pré-réplicatif (pré-RC). A la transition G1/S,
l’action des S-CDK (CDKs spécifiques de phase S) et de DDK (DBF4-dependent kinases)
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permet le recrutement de facteurs d’initiation au niveau des origines, l’ouverture de l’ADN et
l’engagement des ADN polymérases réplicatives (Labib 2010).

c) Structure du pré-RC et du pré-IC
La fixation du complexe ORC (Origin Recognition Complex) sur l’origine de réplication est
la première étape de la formation du pré-RC. ORC est un complexe de six sous-unités qui a
un rôle de plateforme pour l’assemblage des autres protéines du complexe. En G1, ORC
recrute Cdc6 et Cdt1 qui permettent le recrutement du complexe hélicase MCM2-7. Le
complexe pré-RC ainsi formé est activé pour créer le pré-IC via le recrutement de plusieurs
facteurs incluant Mcm10, Cdc45, Sld2–3, Dpb11 et le complexe GINS (Aladjem, 2007).

Le premier facteur d’initiation recruté est Mcm10, qui est nécessaire pour charger Cdc45
(Sawyer et al., 2004). Mcm10 interagit avec l’ADN polymérase _ et assure sa stabilité (Ricke
and Bielinsky, 2004), La fixation de Cdc45 est également nécessaire au chargement des
polymérases réplicatives (Mimura and Takisawa, 1998). Cdc45 se lie au pré-RC et aux
polymérases, formant un lien physique entre les facteurs d’initiation et d’élongation. Pendant
toute la phase S, Cdc45 se lie aux origines au moment de leur activation. Cette protéine est
indispensable pour l’initiation mais aussi l’élongation de la réplication car elle interagit aussi
avec les MCMs (Pacek and Walter, 2004). Dpb11 est nécessaire au chargement des
polymérases, mais ne semble pas se déplacer avec la fourche de réplication. Cette protéine
possède aussi une fonction dans l’activation du checkpoint (voir chapitre Checkpoint). Sld2
forme un complexe avec Dpb11, Pol_ et GINS après activation par les CDKs (Muramatsu et
al.). Sld3 forme avec Cdc45 un complexe qui se fixe aux MCM2-7 avant l’initiation mais
contrairement à Cdc45, Sld3 ne reste pas liée à la fourche de réplication lors de sa progression
(Kanemaki and Labib, 2006). Quatre protéines, Sld5, PSsf1, 2 et 3 forment le complexe
GINS, qui interagit avec Mcm2-7. GINS est nécessaire à la fois à l’initiation et à l’élongation
de la réplication (Gambus et al., 2006).

Le chargement de ces facteurs aux origines de réplication nécessite la présence de deux
kinases de phase S, les S-CDKs et les DDKs afin d’activer l’hélicase réplicative. Chez S.
cerevisiae Sld2 et Sld3 sont phosphorylées par les CDKs pour permettre l’initiation de la
réplication. Des cellules ayant des mutations phosphomimétiques de leurs sites de
phosphorylation par les CDKs  au niveau de Sld2 et Sld3 peuvent s’affranchir totalement des
CDKs pour entrer en phase S (Zegerman and Diffley, 2006).

La kinase DDK est un complexe composé de la sérine/thréonine kinase Cdc7 et de la sous-
unité régulatrice Dbf4. Cdc7/Dbf4 est requis pour l’initiation des origines de réplication. Dbf4
se lie à la chromatine à la transition G1/S et reste liée durant toute la phase S, tandis que Cdc7
est associée à la chromatine durant tout le cycle cellulaire (Pasero et al., 1999; Weinreich and
Stillman, 1999). Plusieurs études suggèrent que les MCM2-7 seraient une cible de Cdc7/Dbf4
(Labib, 2010). Différentes mutations des MCMs permettent de se passer de Cdc7 : une
mutation ponctuelle de la proline 83 de MCM5, appelé mcm5-bob1 (Hardy et al., 1997), ainsi
qu’une délétion des résidus 74 à 174 de MCM4 (Sheu and Stillman, 2010). De plus, plusieurs
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études ont montré que MCM2-7 interagit physiquement avec Cdc7 (Jares and Blow, 2000;
Jiang et al., 1999; Lei et al., 1997; Roberts et al., 1999; Sato et al., 1997).

d) L’élongation de la réplication
L’ADN polymérase _ associée à la primase initie une courte amorce d’ARN, qui va permettre
la synthèse initiale d’ADN. Le complexe RFC se lie à la jonction entre l’amorce et la matrice
et catalyse le recrutement de PCNA (Pol30 chez S cerevisiae) qui encercle l’ADN. PCNA sert
de plateforme au niveau de la fourche de réplication dans le but de coordonner la réplication
avec plusieurs autres mécanismes tels que l’assemblage des nucléosomes ou l’établissement
de la cohésion (Moldovan et al., 2007). Les polymérases Pol_ ou Pol_, plus processives que
Pol_, sont alors recrutées pour synthétiser la majorité de l’ADN. Ces polymérases possèdent
une activité 3’-5’exonucléase de « proof-reading » qui réduit fortement les erreurs
d’incorporation de nucléotides. Les deux brins d’ADN sont synthétisés par des mécanismes
différents. Le brin précoce est synthétisé de façon continue dans le sens 5’-3’ par Pol_
(Pursell et al., 2007). Le brin retardé orienté 3’-5’ est synthétisé de manière discontinue, par
Pol_ sous forme de fragments d’Okazaki, dans le sens inverse de progression de la fourche
(Nick McElhinny et al., 2008). Les fragments d’Okazaki sont ensuite maturés et fusionnés par
l’ADN ligase I (Cdc9 chez S. cerevisiae). Bien que la synthèse des deux brins ait lieu en sens
opposé, la fourche forme un seul complexe homogène : le réplisome.

C. Le programme de réplication
a) Programme temporel d’activation des origines
Il est connu depuis longtemps chez les eucaryotes que la duplication des chromosomes suit un
programme temporel bien défini. En effet, chaque région du génome est répliquée à un
moment précis de la phase S. Chez la levure S. cerevisiae, il a été montré que le programme
temporel est contrôlé au niveau de l’activation des origines. Certaines origines sont activées
très précocement au cours de la phase S tandis que d’autres sont activées plus tardivement
(Raghuraman et al., 1997). Chez S. cerevisiae, des études pan-génomiques ont permis de
montrer que les origines sont activées tout au long de la phase S, avec un pic en milieu de
phase S (Raghuraman et al., 2001). Les expériences utilisant des puces à ADN ne permettent
pas de différencier le temps et l’efficacité d’activation d’une origine (Raghuraman et al.,
2001). Malgré cela, il a été montré par peignage moléculaire que l’activation des origines
dans une région donnée varie entre deux cellules chez la levure (Tuduri et al., 2009), comme
chez les cellules humaines (Lebofsky et al., 2006). Le timing d’activation des origines est
déterminé dès la phase G1 (Raghuraman et al., 1997), en grande partie par le contexte
chromatinien des origines (Vogelauer et al., 2002). Le checkpoint de réplication contrôle aussi
le programme temporel de réplication au cours d’une phase S normale (Shirahige et al., 1998).

Il a été proposé un modèle dans lequel l’activation des origines est stochastique, mais chaque
origine a une probabilité d’activation propre et cette probabilité augmente au cours de la
phase S (Rhind et al., 2009). Une origine avec une forte probabilité d’activation aura tendance
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à être activée précocement alors qu’une origine avec une faible probabilité d’activation aura
tendance à s’activer plus tardivement ou à être répliquée passivement. En effet, une grande
partie des origines ayant formé un pré-RC en G1 ne s’active pas au cours d’une phase S
normale et est répliquée passivement par des fourches issues d’origines adjacentes. Ces
origines sont appelées « origines dormantes ». Les mécanismes définissant ces origines
comme « dormantes » sont actuellement très mal connus. En revanche, chez les eucaryotes
supérieurs, ces origines peuvent s’activer en réponse au ralentissement des fourches de
réplication (Courbet et al., 2008) ou lors de l’activation du checkpoint de phase S (Ge et al.,
2007; Ibarra et al., 2008; Tuduri et al., 2009). Elles sont nécessaires à la survie des cellules en
condition de stress en constituant des origines de secours (Ge et al., 2007).

b) Corrélation du timing de réplication avec le niveau de compaction de
la chromatine
Il est maintenant bien établi que les régions répliquées précocement correspondent à des zones
de chromatine décondensée (Gilbert et al., 2004). Ainsi, l’accessibilité de la chromatine,
mesurée par des expériences de cartographie de la sensibilité à la DNase I, a montré une forte
corrélation entre euchromatine et réplication précoce (Hansen et al., 2010). En revanche, on
ignore toujours si l’hétérochromatine est une cause ou une conséquence de la réplication
tardive. La réplication en fin de phase S pourrait en effet servir de repère pour l’établissement
de l’hétérochromatine en fin de phase S (Farkash-Amar and Simon, 2010)

II. Mécanismes de surveillance de l’intégrité du génome : les checkpoints

Il est crucial pour la cellule de transmettre à sa descendance une copie complète et fidèle du
patrimoine génétique. Pour cela, il existe plusieurs mécanismes de contrôle, appelés
« checkpoints », dont la fonction est de coordonner une réponse globale afin de maintenir
l’intégrité du génome. Celle-ci est profondément affectée lorsque le checkpoint est inactif.
Ainsi une augmentation importante des réarrangements chromosomiques a lieu dans des
cellules mutées pour plusieurs protéines impliquées dans les checkpoints (Kolodner et al.,
2002); (Myung et al., 2001). Les mécanismes de surveillance de la phase S sont séparés en
deux voies qui partagent en partie la même cascade de signalisation mais qui sont activées ou
non en fonction du type de lésion reconnu. Ainsi les fourches de réplication arrêtées activent
le checkpoint de réplication (CR). Les cassures ou lésions de l’ADN sont quant à elles
responsables de l’activation de la voie de surveillance des dommages de l’ADN (checkpoint
de dommage à l’ADN ou CDA). De plus, elles ne sont pas actives au même moment, le
checkpoint de réplication est surtout efficace en phase S, tandis que le checkpoint de
dommage à l’ADN peut être activé tout au long du cycle cellulaire.

A. Le checkpoint de réplication

Chez tous les eucaryotes, le checkpoint de réplication (CR) empêche le désassemblage (ou
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collapse) des fourches de réplication arrêtées et ralentit la progression en phase S (Nyberg et
al., 2002). En l’absence du checkpoint de réplication l’arrêt des fourches induit par des agents
génotoxiques comme l’Hydroxyurée (HU) ou le Methyl MethaneSulfonate (MMS) est
irréversible (Lopes et al., 2001; Tercero and Diffley, 2001). Ceci est dû à la formation
d’intermédiaires de réplication anormaux (Sogo et al., 2002). Le checkpoint stabilise les ADN
polymérases des fourches arrêtées et empêche le désassemblage du réplisome (Lopes et al.,
2001; Tercero et al., 2003).

La cascade de transduction du signal du checkpoint de réplication implique trois types de
partenaires. Tout d’abord, des senseurs détectent la lésion sur l’ADN, puis des médiateurs
transmettent et amplifient le signal, activant les protéines effectrices qui agissent enfin sur les
différentes cibles (Nyberg et al., 2002). En présence d’HU, l’arrêt de la fourche de réplication
provoque un découplage entre le complexe hélicase MCM et les polymérases, ce qui expose
de larges portions d’ADN simple brin ou ssDNA (300bp par fourche chez la levure). En
présence de MMS, le découplage se produit entre la synthèse des brins avancé et retardé de la
fourche (Branzei and Foiani, 2005; Byun et al., 2005). Le ssDNA exposé est rapidement
couvert par RPA, un complexe hétérotrimérique ayant une forte affinité pour l’ADN simple
brin. RPA lié au simple brin est un signal d’activation du checkpoint. Des études ont mis en
évidence qu’une quantité minimale de RPA, fixée à l’ADN simple brin est nécessaire pour
activer le checkpoint. Ceci permettrait donc de bloquer la progression de la phase S
uniquement lorsqu’une quantité critique de fourches est bloquée (Shimada et al., 2002;
Tercero et al., 2003). Le complexe RPA recrute le complexe Ddc2p-Mec1p (ATRIP-ATR
chez l’Homme) à la fourche de réplication (Namiki and Zou, 2006; Zou and Elledge, 2003).
Ceci permet la phosphorylation de la protéine Mrc1 (Claspin chez l’Homme), qui est le
médiateur du checkpoint de réplication et la monophosphorylation de la kinase effectrice
Rad53. Mrc1 permet ensuite l’autophosphorylation de Rad53 en agissant comme un
adaptateur (Alcasabas et al., 2001; Tanaka and Russell, 2001). La forme hyperphosphorylée
de Rad53 va alors agir au niveau d’un très grand nombre de cibles afin de réguler la
progression dans le cycle cellulaire et la réparation des fourches bloquées. Il est important de
noter que Mrc1 est associée de façon permanente à la fourche, même en l’absence de lésions
sur l’ADN (Katou et al., 2003).

B. Le checkpoint de dommage à l’ADN

Le checkpoint de dommage à l’ADN (CDA) diffère du checkpoint de réplication par les
senseurs et/ou les médiateurs utilisés (Jazayeri et al., 2006). En effet, les cassures double brin
de l’ADN sont détectées par Tel1p (ATM chez l’Homme), associée au complexe Mre11-
Rad50-Xrs2 (Mre11-Rad50-Nbs1 chez l’Homme) (D'Amours and Jackson, 2001). Après
résection de la cassure, RPA est recrutée au niveau de l’ADN simple brin. Mec1 est alors
recrutée par RPA (Nakada et al., 2003) où elle interagit avec d’autres complexes tels que :
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Rad17/Mec3/Ddc1 et un complexe RFC-like où Rad24 remplace RFC1. (Majka and Burgers,
2003). L’ensemble de ces interactions permet le recrutement de Rad9, le médiateur spécifique
du checkpoint de dommage à l’ADN. Mec1 phosphoryle Rad9, entraînant le recrutement de
Rad53 et sa phosphorylation par Mec1. Rad9 en tant qu’adaptateur permet à Rad53 de
s’autophosphoryler afin d’être totalement activée (Pellicioli and Foiani, 2005; Zhou and
Elledge, 2000).

L’activation du checkpoint de dommage à l’ADN et du checkpoint de réplication conduisent
tous deux à la phosphorylation de la même protéine Rad53. En phase S, ces deux checkpoints
étant actifs, on les regroupe sous le nom de « checkpoint intra-S ».

C. Fonctions du checkpoint intra-S

Les fonctions du checkpoint de phase S sont multiples mais convergent toutes vers un but
commun qui est le maintien de la stabilité du génome. Les mécanismes d’action du
checkpoint, essentiellement par l’action des kinases Mec1 et Rad53, consistent à coordonner
la réplication avec les processus de réparation, de recombinaison, de cohésion et de
ségrégation des chromosomes (Branzei and Foiani, 2006).

Maintien de la stabilité du réplisome

La fonction principale du checkpoint intra-S est le maintien de la stabilité du réplisome (Cobb
et al., 2003; Lopes et al., 2001; Lucca et al., 2004; Sogo et al., 2002; Tercero and Diffley,
2001) afin de permettre le redémarrage de la fourche en coordonnant la réplication et les
processus de réparation de l’ADN (Foiani et al., 2000).

Transcription des gènes de la réparation

Mec1 et Rad53 phosphorylent de nombreuses cibles impliquées dans la réplication et la
réparation de l’ADN. Par exemple la phosphorylation de la kinase Dun1 par Rad53 permet
l’activation de la transcription de gènes impliqués dans la réparation de l’ADN. Ces voies de
réparation incluent le BER (Base excision Repair), qui permet la suppression d’une base
incorrecte (Barnes and Lindahl, 2004), le NER (Nucléotide Excision Repair), qui réalise
l’excision d’un nucléotide, comme dans le cas d’un dommage induit par la lumière UV
(Hoeijmakers, 2001) et le MMR (MisMatch Repair), qui a pour rôle de corriger les erreurs
d’incorporation de nucléotides effectuées par la polymérase lors de la réplication (Kunkel,
2003).

Régulation de la quantité de dNTPs

Rad53 et Mec1 contrôlent également la quantité de nucléotides (dNTPs) mis à disposition des
polymérases. Sous l’action de la kinase Dun1, la protéine Sml1, un régulateur négatif de la
synthèse de dNTPs , est dégradée (Zhao and Rothstein, 2002).
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Inhibition de l’entrée en mitose

Le checkpoint de phase S inhibe l’entrée des cellules en mitose (Zhou and Elledge, 2000).
Cette fonction fait appel à différents mécanismes dans le but de prévenir la séparation
prématurée des chromatides sœurs avant la réplication complète des chromosomes (Clarke,
2003). Par exemple, la dégradation des cohésines, protéines qui maintiennent les chromatides
sœurs associées, est réprimée en cas de dommage à l’ADN (Agarwal et al., 2003).

Répression des origines tardives

Rad53 inhibe l’activation des origines tardives en présence d’HU (Santocanale and Diffley,
1998; Shirahige et al., 1998). Une étude récente (Zegerman and Diffley, 2010) a montré que
le mécanisme de cette inhibition reposait sur la phosphorylation de DbF4 et Sld3 par Rad53.
La phosphorylation de Sld3 empêche l’interaction entre Cdc45 et Dpb11. La phosphorylation
de Dbf4 inhibe DDK, mais le mécanisme de cette inhibition reste incertain. La
phosphorylation de Dbf4 via Rad53 constatée dans cette étude vient renforcer plusieurs autres
études qui font de Cdc7/DbF4 une cible important du checkpoint de réplication (Dohrmann et
al., 1999; Pasero et al., 1999; Weinreich and Stillman, 1999).
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I. III. Checkpoint et cancer

En 2000, Hanahan et Weinberg ont suggéré que la transformation d’un tissu sain en tissu
cancéreux passerait par l’acquisition d’au moins 6 propriétés : l’augmentation de
l’angiogenèse, l’invasion tissulaire et la formation de métastases, l’échappement à l’apoptose,
la prolifération indépendante des signaux de croissance, l’insensibilité aux signaux d’arrêt de
croissance et un potentiel prolifératif illimité (Hanahan and Weinberg 2000). Récemment,
d’autres caractéristiques ont été proposées par S. Elledge : l’échappement à la surveillance
immunitaire et la présence de stress métaboliques, protéotoxiques, mitotiques, oxydatifs et de
dommages à l’ADN (Luo et al. 2009).

Des mutations dans trois types de gènes sont sélectionnées par les cellules tumorales : les
oncogènes, les gènes suppresseurs de tumeurs et les gènes gardiens de la stabilité du génome
(caretakers).

Les oncogènes sont des accélérateurs de la prolifération cellulaire tandis que les gènes
suppresseurs de tumeurs, sont au contraire des régulateurs négatifs de la prolifération. Le
suppresseur de tumeur le plus caractérisé est la protéine p53. Une mutation dans un de ces
deux types de gènes a des conséquences physiologiquement similaires, à savoir favoriser la
division des cellules, inhiber la mort cellulaire ou bien induire l’arrêt du cycle cellulaire,
entraînant une prolifération aberrante.

Les caretakers regroupent les gènes responsables de la réparation de mutations ponctuelles,
ainsi que des gènes responsables de la stabilité des chromosomes à plus grande échelle. On
trouve aussi dans ce groupe des gènes impliqués dans les différents checkpoints.

L’équipe de R. Kolodner a montré chez la levure S. cerevisiae que les protéines du checkpoint
de phase S sont essentielles pour limiter l’instabilité génétique. En effet par un test génétique
mesurant le taux de réarrangements chromosomiques, son équipe a pu mettre en évidence que
les protéines du checkpoint de phase S sont celles qui génèrent le plus de réarrangements
lorsqu’elles sont mutées (Myung et al., 2001). De plus, le fait que le checkpoint de phase S
soit extrêmement conservé au cours de l’évolution et que plusieurs de ses composants se
comportent comme des suppresseurs de tumeurs corroborent ces données (Aguilera and
Gomez-Gonzalez, 2008).

L’instabilité génomique et la mutation quasi systématique de la protéine p53 sont les deux
événements majeurs observés dans les tumeurs. Le modèle proposé par J. Bartek et T.
Halazonetis (Halazonetis et al., 2008) a permis d’établir un lien entre ces deux événements au
cours de la progression tumorale. Ce modèle stipule que la réponse aux dommages à l’ADN
constitue une barrière contre la progression tumorale en entraînant l’apoptose ou la
sénescence des cellules. Cependant, l’activation chronique de ce checkpoint crée une pression
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de sélection permettant à tout clone présentant un défaut de ce checkpoint d’être sélectionné
positivement. Des altérations dans les protéines du checkpoint pourraient ainsi réduire la mort
cellulaire et augmenter l’instabilité génétique, favorisant ainsi la progression tumorale.
L’échappement à cette barrière corrèle bien avec les mutations de p53 dans les cancers.

IV. But de l’étude

Chez S. cerevisiae, les adaptateurs Mrc1 et Rad9 sont respectivement impliqués dans le
checkpoint de réplication et le checkpoint de dommage à l’ADN. Ces deux médiateurs
permettent l’activation de la kinase Rad53 par Mec1 en présence d’ADN simple brin
recouvert de RPA, que l’on retrouve aussi bien aux fourches bloquées qu’aux cassures
double-brin. Ces deux voies sont donc partiellement interchangeables. Ainsi, dans un mutant
mrc1, la phosphorylation de Rad53 peut être médiée par Rad9 en présence d’HU, même si
elle est retardée par rapport aux cellules sauvages (Crabbe et al., 2010). En revanche, dans un
mutant rad9 en présence de cassures double brin, Rad53 n’est pas activée via Mrc1 (Sweeney
et al., 2005). Lors d’un stress réplicatif, Rad9 peut donc indirectement activer Rad53, tandis
que Mrc1 ne peut pas activer Rad53 à la place de Rad9 en dehors de la phase S. De plus,
même si Rad9 est capable d’activer Rad53 dans un mutant mrc1, cette activation ne permet
pas de réprimer les origines de réplication tardives, une des principales fonctions de Rad53 en
présence d’HU (Crabbé et al., 2010).

Il est généralement admis que l’HU ne génère pas de cassures de l’ADN mais induit
simplement une pause de la réplication. L’activation de Rad53 dans un mutant mrc1 exposé à
l’HU est donc probablement liée à la déstabilisation des fourches en absence de Mrc1, ce qui
induirait des cassures secondaires et une activation indirecte du checkpoint de dommage à
l’ADN. En HU, l’activation de Rad53 par Rad9 interviendrait donc trop tard pour bloquer les
origines tardives. Si c’est le cas, l’activation plus rapide de Rad53 via Rad9 par des agents
génotoxiques qui induisent des lésions de l’ADN, devrait réprimer plus efficacement les
origines tardives.

Dans cette étude, nous proposons de tester cette hypothèse et de vérifier s’il existe une
collaboration entre le checkpoint de réplication et le checkpoint de dommages à l’ADN. Nous
avons cherché à répondre à ces différentes questions chez la levure, en utilisant des techniques
de pointe permettant une analyse fine de la réplication, comme le peignage moléculaire ou le
BrdU-IP-chip.
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