
Université Lille Nord de France  

Ecole doctorale Biologie-Santé de Lille 

 

Thèse  

en vue de l’obtention du titre de  

Docteur de l’Université Lille Nord de France  

 

Spécialité : Sciences de la Vie et de la Santé  

 

Présentée et soutenue publiquement par  

Ludivine DROUGAT 

le 07 décembre 2012 

 

Etude de la dynamique de O-GlcNAcylation et 

identification de protéines différentiellement O-

GlcNAcylées au cours de la transition G1/S du cycle 

cellulaire de cellules épithéliales humaines 

 
Membres du jury :  

Directeur de thèse :  Jean-Claude MICHALSKI – DR INSERM (UMR8576, Lille) 

Co-directrice de thèse :  Anne-Sophie VERCOUTTER-EDOUART – CR CNRS 

    (UMR8576, Lille) 

Préseidente du jury :   Annick PIERCE – Professeur université Lille (UMR8576) 

Rapporteurs :    Daniel FISHER – DR INSERM (UMR5535, Monptellier) 

    Els VAN DAMME – Professeur université de Gand 

Examinateurs :   Franck BROUILLARD – MCF (U845, Paris) 

   Laurent MEIJER – DR CNRS (USR3151, Roscoff) 

       

     

 
 

Thèse préparée au sein de l’Unité de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle (UMR CNRS 8576) 



  



 

Remerciements  

Je ne peux penser en premier qu’au Dr Anne-sophie Vercoutter-Edouart, que je 

remercie de m’avoir accompagnée pour relever ce challenge. Merci de m’avoir laissé tant 

d'autonomie et de m’avoir permis de participer à de multiples manifestations. Je souhaite 

également te remercier pour ton encadrement durant ces 3 années de thèse et pour la 

confiance que tu m'as accordée. Je suis très heureuse d'avoir été ta première étudiante 

de doctorat et j’espère sincèrement ne pas t'avoir donné trop de fils à retordre. Un grand 

merci! 

Je tiens à remercier le Dr Jean-Claude Michalski de m’avoir accueillie dans le 

laboratoire et d'avoir accepté d'être mon directeur de thèse. 

Je tiens à exprimer ma gratitude à mon Jury de Thèse. Je remercie tout d'abord le 

Pr Els Van Damme et le Dr Daniel Fisher d’avoir accepté de juger mon manuscrit de thèse. 

Je remercie également le Pr Annick Pierce et les Drs Franck Brouillard et Laurent Meijer 

d’avoir accepté l’invitation à ma soutenance de thèse.  

Je souhaite remercier le Pr Tony Lefebvre pour les nombreux éclaircissements et 

conseils scientifiques que tu m’as apportés ainsi que pour ton aide lors de cette thèse. 

Merci Tony pour ces trois belles années de thèse que j’ai passées dans le laboratoire grâce 

à ton humour quotidien. Je n’oublierai jamais que sans toi je ne serais pas en train de 

rédiger ce manuscrit car tu es le premier à m'avoir fait confiance lors de mon master 2. 

Marlène, un immense et chaleureux Merci. Merci pour ton sourire matinal, merci 

de m'avoir accompagnée pendant ces longues heures passées au laboratoire, merci pour 

l'aide et le soutien précieux que tu as pu m’apporter durant ces 4 ans. Oh oui!! Je vais te 

regretter mais la vie continue et je suis sûre que nous continuerons à rester en contact. Ta 

p'tite lulu t'appellera encore de longues heures pour te raconter sa vie, ses peines et 

surtout ses joies à venir. Milles merci! 

 

Je ne garderais pas un bon souvenir de ces trois années de thèse, si je n’avais 

bénéficié d’une si bonne équipe. Je voudrais aussi saluer les membres du laboratoire avec 

lesquelles j’ai eu la joie d’interagir : Céline, Ikram, Anne-marie, Vanessa, Stéphanie. Je vous 

remercie pour toutes les petites choses qui m’ont permis de travailler dans une 

atmosphère agréable. Céline, pour ta gentillesse, ta sympathie et pour ton coup de 

pouce. Ikram, je suis heureuse d'avoir partagé mon bureau avec toi durant ces 2 dernières 

années et merci pour ton écoute et ton regard objectif pour chaque situation. Vanessa, de 

m'avoir fait découvrir le monde de la O-GlcNAc et de m'avoir donné l'envie de faire de la 

recherche. Merci à Anne-marie! Stéphanie sans qui cette thèse aurait été totalement 

différente. A la fois cul et chemise et chien et chat, je ne suis pas prête d'oublier les 



   

 
 

moments complices et de solidarité que nous avons pu avoir. Steffi, je te souhaite 

beaucoup de courage pour ton Master 2 et surtout garde cette même motivation 

jusqu'au bout! 

 

Un grand merci à l'équipe du labo 020. Un merci particulier à toi, François. Je 

souhaite te remercier pour nos nombreuses discussions scientifiques et tes conseils 

avisés qui m'ont permis de prendre du recul à des moments clés de ma thèse. Je t'adresse 

également un immense merci pour ta grande disponibilité tout au long de cette thèse. 

Merci beaucoup François! Merci Dominique, pour tes compliments quotidiens qui ont 

égayé mes journées quelque soit mon humeur du jour. Merci Sandrine, pour avoir été ma 

première tutrice de stage, fait découvrir le monde de la recherche et pour "tes 

gentillesses" quotidiennes que je ne suis pas prête d'oublier. Merci Claire  pour nos 

discussions et bon courage pour la suite. Merci à Marie-Ange pour ton soutien mais aussi 

pour toutes nos discussions scientifiques ou non qui ont été une vraie source 

d'enrichissement. Merci Cindy d'avoir partagé mes repas du midi pendant cette dernière 

année, ce fut des moments plus que sympathiques. Je suis vraiment très heureuse d'avoir 

pu te rencontrer.  

Je n'oublierai pas de dire merci à Joël Mazurier pour l'apprentissage de la 

cytométrie. Encore désolé pour ma maladresse! 

Merci à tous les doctorants Marie, Karine, Agata, Florent, Ali de l'unité pour tous 

les bons moments passés ensemble.  

Merci à tous les enseignants avec qui j'ai pu partager les travaux pratiques lors de 

mes heures de monitorat : Isabelle Huvent, Florence Delplace, Cécile Fort...  

Une pensée pour Martine, Gaëlle et Nadège merci pour votre investissement dans 

mes démarches administratives mais aussi pour toutes les discussions chaleureuses et 

bons moments passés en votre compagnie. Merci également à Yvon, pour tes 

connaissances informatiques. 

Mes derniers « remerciements scientifiques » se tournent vers l’autre bout du 

monde. Et oui Yobana, je ne t’oublie pas! Je garde un excellent souvenir de ta venue en 

France et j’espère sincèrement que nos vies se recroiseront en France ou en Amérique 

Latine. 

Un grand merci à Humberto, Reyna et leurs filles Carmen et Marie-France de nous 

avoir fait découvrir le Mexique. Ce voyage restera, pour Cyril et moi, un souvenir 

impérissable... Merci aussi à Liliana pour ton accueil et ta disponibilité lors de ce voyage.  

Je tiens à témoigner mon affection à ceux que j’ai eu la chance de compter parmi 

mes amis et qui m’on tant donné : Elodie, pour tous les bons moments que nous avons 

partagé aussi bien aux restos que lors de nos longues heures à papoter au« Zein » 

Vivement le prochain!; Hélène, non pas d’être partie à Paris pour aller faire ta thèse mais 



 

 

pour la merveilleuse et sincère amitié qui nous lie depuis 8 ans maintenant ; Caro alias 

Madame « Star Lab» : merci d'être toi! Tu es tout simplement géniale! Merci aussi de te 

soucier de mon bien-être! Marie merci d'être l'amie que l'on rêverait tous d'avoir! Hélène 

ton tour arrive l'année prochaine alors je te souhaite beaucoup de courage et Maximilien, 

merci pour ton amitié sur laquelle je peux compter depuis maintenant 13 ans. 

Je voudrais dire un grand merci à ma famille : mon jumeau Alex, ma sœur Elodie, 

mon frère Cédric et leurs "pièces rapportées", Jérôme et Hélène ainsi qu'à mon filleul, ma 

nièce et mes neveux Paul, Emma, Florian et Mathys, plus formidables les uns que les 

autres. C'est toujours un plaisir de se réunir et j’espère que cela se poursuivra encore très 

longtemps. Merci aussi à toi Marcel de me supporter avec tant de patience au quotidien.  

Mes remerciements les plus vifs vont à toi, ma Moon, sans qui cette thèse n'aurait 

pas vu le jour. Je ne sais par où les commencer tellement j'ai à te remercier ma petite 

maman pour tout ce que tu as su m'apporter pendant toutes ces années. Je te 

remercierai simplement, ici, d'être celle que tu es c'est à dire une formidable maman! Je 

crains même qu'il n'en existe pas de meilleure! 

Je finirai par remercier mon 'grand billy'. Voilà presque 2 ans que tes allers-retours 

Lille/Paris rythment nos semaines! Malgré la distance, tu as su me donner le sourire et me 

faire rire chaque jour, et c'est un vrai bonheur pour moi de te retrouver tous les week-

ends! (Il n'y en a d'ailleurs pas assez dans l'année). Je te remercie également pour ton 

soutien sans égal durant cette thèse car je sais que cela n'a pas été facile tous les jours. 

Les rôles vont bientôt s'inverser et je te promets à mon tour d'être là pour toi pendant ta 

thèse. Ah! Une dernière chose! Es-tu sur d'avoir bien profité de ta tranquillité 

hebdomadaire parisienne ?  



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hâtez-vous lentement, et, sans perdre courage, 
Vingt fois sur le métier remettez votre ouvrage : 

Polissez-le sans cesse et le repolissez ; 
Ajoutez quelquefois, et souvent effacez. [...] 

Nicolas BOILEAU, 1674,  l'art poétique (chant I ) 

 

A ma moon,  



 

 



 

 

TABLE DES MATIERES



 

 



Table des matières 

 

Table des matières 

Remerciements 

Table des figures 

Table des tableaux 

Liste des abréviations 

Résumé/Summary 

Préambule 

Introduction .................................................................................... 1 

I- Le cycle cellulaire : phases, acteurs et systèmes de sa régulation .......... 1 

1.1 Les phases du cycle cellulaire ..................................................................................... 1 

1.1.1 L’interphase ................................................................................................................. 3 

1.1.2 La mitose ..................................................................................................................... 3 

1.2 Acteurs de la régulation du cycle cellulaire .............................................................. 5 

1.2.1 Les kinases cyclines-dépendantes .............................................................................. 7 

1.2.1.1 Régulations positives des CDKs .................................................................................. 9 

a- Régulations des CDKs par leur association à une cycline ........................................ 9 

b- Régulations des CDKs par la CAK ................................................................................ 9 

1.2.1.2 Régulations négatives des CDKs .............................................................................. 11 

a- Régulations des CDKs par les phosphorylations inhibitrices ................................ 11 

b- Régulations des CDKs par leur interaction avec les CKI ........................................ 13 

1.2.1.3 Les CDKs et les thérapies anti-cancéreuses ............................................................ 13 

1.2.2 Les Cyclines ............................................................................................................... 15 

1.2.3 Les complexes Cycline/CDK du cycle cellulaire ........................................................ 17 

1.2.4 La dégradation des protéines régulatrices du cycle cellulaire .................................. 19 

1.3 Systèmes de régulation du cycle cellulaire .............................................................. 21 

1.3.1 Les DNA response checkpoint .................................................................................. 23 

1.3.1.1 Point de contrôle G1/S ............................................................................................... 25 



 

 
 

1.3.1.2 Point de contrôle en phase S ..................................................................................... 27 

1.3.1.3 Point de contrôle G2/M ............................................................................................. 27 

1.3.2 Le Spindle Assembly Checkpoint (SAC)................................................................... 27 

II. De la quiescence à l’entrée en phase S ............................................... 31 

2.1 La quiescence ........................................................................................................... 31 

2.2 L’entrée dans le cycle cellulaire ............................................................................... 31 

2.2.1 La transduction du signal .......................................................................................... 31 

2.2.2 La voie Raf/MEK/ERK ............................................................................................ 33 

2.2.3 La voie PI3K/AKT .................................................................................................... 35 

2.3 La progression en phase G1 .................................................................................... 37 

2.3.1 La synthèse protéique .............................................................................................. 37 

2.3.2 Le métabolisme cellulaire ........................................................................................ 39 

2.3.4 Le point de restriction .............................................................................................. 43 

2.3.5 La voie pRb/E2F ...................................................................................................... 43 

2.4 La transition G1/S ................................................................................................... 45 

2.4.1 L’initiation de la réplication de l’ADN ..................................................................... 45 

2.4.2 Mise en place du complexe de pré-réplication ........................................................ 47 

2.4.3 Le rôle de la phosphorylation sur les protéines MCMs ........................................... 47 

2.4.4 Formation du complexe d’initiation ......................................................................... 51 

III. La O-GlcNAcylation ......................................................................... 53 

3.1 Description générale ............................................................................................... 53 

3.2 Les enzymes de la O-GlcNAcylation ....................................................................... 57 

3.2.1 L'UDP-N-acetylglucosamine:polypeptide-N-acetylglucosaminyl transferase ou OGT

........................................................................................................................................... 57 

3.2.1.1 Structure de l'OGT ...................................................................................................... 59 

3.2.1.2 Les inhibiteurs de l'OGT ........................................................................................... 61 

3.2.1.3 Modifications post-traductionnelles de l’OGT ....................................................... 63 

3.2.2 La N-acétyl-βD glucosaminidase ou OGA ............................................................... 65 

3.2.2.1 Structure de l'OGA ..................................................................................................... 67 

3.2.2.2 Les inhibiteurs de l'OGA ........................................................................................... 69 

3.2.2.3 Modifications post-traductionnelles de l’OGA ...................................................... 69 

3.3 La voie de biosynthèse des hexosamines ................................................................ 71 

3.4 O-GlcNAcylation et phosphorylation : un dialogue complexe .............................. 75 

3.4.1 Vision globale du dialogue O-GlcNAcylation/phosphorylation ............................... 75 



Table des matières 
 

 

3.4.2 Exemples du dialogue O-GlcNAcylation/phosphorylation ......................................77 

3.4.3. Les complexes OGT/OGA/phosphatases/kinases .................................................. 79 

3.5 Régulation des protéines par la O-GlcNAcylation ................................................. 81 

3.5.1 Rôle de la O-GlcNAcylation sur la localisation subcellulaire des protéines............. 81 

3.5.2 Rôle de la O-GlcNAcylation sur la stabilité des protéines ....................................... 83 

3.5.3 Rôle de la O-GlcNAcylation sur l'interaction protéine-protéine ............................. 85 

3.5.4 Rôle de la O-GlcNAcylation sur l'activité des protéines .......................................... 89 

3.6 Processus biologiques régulés par la O-GlcNAcylation ..........................................91 

3.6.1 La O-GlcNAcylation et la transcription ..................................................................... 91 

3.6.2 La O-GlcNAcylation et la traduction ....................................................................... 93 

IV. La O-GlcNAc : Du cycle cellulaire au cancer ..................................... 95 

4.1 Impact de la balance O-GlcNAc sur le cycle cellulaire ........................................... 95 

4.2 La O-GlcNAcylation des protéines dans le cycle cellulaire .................................... 97 

4.3 Impact biologique de l'augmentation de la O-GlcNAcylation sur la prolifération et 

l’invasion des cellules cancéreuses. ............................................................................ 103 

4.4 Impact de la dérégulation de la balance de O-GlcNAcylation sur des protéines 

particulières ................................................................................................................ 109 

Matériel et Méthodes ................................................................ 113 

I. Culture cellulaire .............................................................................. 113 

1.1. Entretien des cellules ............................................................................................. 113 

1.2. Synchronisation et traitement des cellules ........................................................... 113 

II. Analyse du cycle cellulaire en cytométrie en flux.............................. 114 

III. Lyse cellulaire et Western blot ........................................................ 114 

3.1. Lyse cellulaire ........................................................................................................ 114 

3.2. Dosage protéique .................................................................................................. 115 

3.3. Immunoprécipitation ........................................................................................... 115 

IV. Immunorévélation des protéines .................................................... 115 

V. Mesure de l'activité de l'OGA ............................................................ 116 

VI. Immunofluorescence ...................................................................... 117 



 

 
 

VII. Fractionnement cellulaire & Electrophorèse bidimensionnelle (2D)

 ............................................................................................................. 118 

VIII. Identification des protéines par spectrométrie de masse en tandem

 ............................................................................................................. 119 

Résultats .........................................................................................123 

I. Analyse du cycle cellulaire des cellules MCF7 stimulées par le sérum 123 

1.1 Analyse du cycle cellulaire des cellules MCF7 par cytométrie en flux ...................123 

1.2 Analyse de l'activation des voies de signalisation mitogènes et de l’expression des 

cyclines par Western blot ............................................................................................ 125 

II. Mise en évidence de la dynamique de O-GlcNAcylation au cours de la 

progression du cycle cellulaire induite par les facteurs mitogènes du 

sérum ................................................................................................... 127 

2.1. Analyse de la O-GlcNAcylation des protéines au cours du cycle cellulaire.......... 127 

2.2. Effet de l'inhibition de la voie PI3K/AKT sur le cycle cellulaire et sur la balance 

O-GlcNAc .................................................................................................................... 129 

III. Etude de la dynamique de O-GlcNAcylation à la transition G1/S ..... 131 

3.1 Etude de la balance O-GlcNAc entre les phases G1 et S dans les cellules MCF7 

synchronisées ............................................................................................................... 131 

3.2 Etude de la dynamique de O-GlcNAcylation à la transition G1/S après 

synchronisation des cellules MCF7 par l’hydroxyurée ............................................... 133 

3.3 Etude de la dynamique de la O-GlcNAcylation à la transition G1/S dans les 

cellules épithéliales mammaires normales MCF10A et les fibroblastes Wi38 ........... 135 

IV. Etude du couple OGT/OGA à la transition G1/S ............................... 141 

4.1 Effet de la cycloheximide sur l’expression de l’OGT et de l’OGA dans les cellules en 

phases G1 et S du cycle cellulaire ................................................................................ 141 

4.2. Dosage de l’activité de l’OGA endogène à la transition G1/S ............................. 143 

V. Etude de la localisation de l’OGT et l'OGA dans les phases précoces du 

cycle cellulaire .....................................................................................145 

5.1. Détection par immunofluorescence en microscopie confocale ............................ 145 

5.2 Effet de la leptomycine B sur la localisation subcellulaire de l’OGT entre les 

phases G1 et S ............................................................................................................. 149 



Table des matières 
 

 

VI. Identification des protéines cytosoliques et nucléaires 

différentiellement O-GlcNAcylées à la transition G1/S .......................... 153 

6.1 Profil global des protéines O-GlcNAc identifiées .................................................. 153 

6.2 Validation des variations de O-GlcNAcylation de 3 protéines cytosoliques ........ 157 

VII. Conclusion générale ......................................................................165 

Discussion et Perspectives .................................................... 169 

Bibliographie ....................................................................................... 181 

Annexes 



 

 

  



 

 

TABLES DES FIGURES &  

TABLEAUX



 

 



Table des figures et des tableaux 

 

Table des figures 

Figure 1. Les différentes phases du cycle cellulaire........................................................ 2 

Figure 2. Changement de conformation d'une CDK suite à son association à une 

cycline ....................................................................................................................... 8 

Figure 3. Activation de la CDK par la phosphorylation activatrice de la CAK .............. 8 

Figure 4. Phosphorylations inhibitrices des CDKs ...................................................... 10 

Figure 5. Les différents complexes Cycline/CDK du cycle cellulaire ............................16 

Figure 6. Cibles majeures des complexes SCF et APC/C au cours du cycle cellulaire 20 

Figure 7. Voies de signalisation du point de contrôle G1/S ......................................... 24 

Figure 8. Voies de signalisation du point de contrôle de la phase S ............................ 26 

Figure 9. Voies de signalisation du point de contrôle G2/M ....................................... 26 

Figure 10. Transition Métaphase/Anaphase en condition normale (SAC inactif) et lors 

d'une mauvaise orientation des chromosomes (SAC actif) ................................... 28 

Figure 11. Activation des récepteurs RTK et RCPG suite à la liaison avec leur ligand 30 

Figure 12. Schéma simplifié de la voie de signalisation Raf/MEK/ERK ..................... 32 

Figure 13. Schéma simplifié de la voie de signalisation PI3K/AKT ............................. 34 

Figure 14. Activation de la synthèse protéique par la voie mTOR ............................... 36 

Figure 15. Importance du métabolisme cellulaire lors de la progression en G1 .......... 38 

Figure 17. Mise en place du complexe de pré-réplication ............................................ 44 

Figure 16. La sortie de quiescence et le franchissement du point de restriction 

dépendent du complexe pRB/E2F ........................................................................ 44 

Figure 18. Mise en place du complexe de pré-initiation .............................................. 50 

Figure 19. Régulation de la dynamique de O-GlcNAcylation par le couple OGT/OGA

 ................................................................................................................................ 56 

Figure 20. Structure des 3 isoformes de l'OGT ............................................................ 60 

Figure 21. Localisation des sites de phosphorylation et de O-GlcNAcylation de la 

ncOGT .................................................................................................................... 62 

Figure 22. Structure des 2 isoformes de l'OGA, la fOGA et la sOGA ........................... 66 

Figure 23. Localisation des sites de phosphorylation et de O-GlcNAcylation de l’OGA

 ................................................................................................................................ 68 

Figure 24. Voie de biosynthèse de l’UDP-GlcNAc dépendante des flux entrants de 

glucose et glucosamine dans la cellule .................................................................. 70 

Figure 25. Dialogue complexe entre la O-GlcNAcylation et la phosphorylation ......... 76 

Figure 26. Régulation de la protéine p53 par la O-GlcNAcylation .............................. 82 

Figure 27. Influence de la O-GlcNAcylation sur la localisation et l'activité de NF-kB 86 

Figure 28. Régulation de l'interaction Sp1/TAF110 par la O-GlcNAcylation .............. 86 

Figure 29. Action de l'OGT sur la voie PI3K/AKT suite à une stimulation par le sérum

 ................................................................................................................................ 88 

Figure 30. Régulation de la transcription par la O-GlcNAcylation ............................. 92 

Figure 31. Actions directes et indirectes du couple OGT/OGA ................................. 102 



 

 
 

Figure 32. Analyse du cycle cellulaire des cellules MCF7 par cytométrie en flux et de 

l'expression des protéines régulatrices du cycle cellulaire par Western blot ..... 122 

Figure 33. Variations de la O-GlcNAcylation au cours de la progression du cycle 

cellulaire des cellules MCF7 ................................................................................. 126 

Figure 34. Effet de la wortmannine sur le cycle cellulaire et la dynamique de O-

GlcNAcylation dans les cellules MCF7 ................................................................ 128 

Figure 35. La dynamique de la O-GlcNAcylation est régulée à la transition G1/S .... 130 

Figure 36. Dynamique de O-GlcNAcylation à la transition G1/S après synchronisation 

des cellules MCF7 par l’hydroxyurée ....................................................................132 

Figure 37. Dynamique de la O-GlcNAcylation à la transition G1/S dans les cellules 

MCF10A et Wi38. ................................................................................................. 134 

Figure 38. Effet de différents inhibiteurs de la dégradation des protéines sur la 

dynamique de O-GlcNAcylation à la transition G1/S ......................................... 136 

Figure 39. La cycloheximide inhibe l'expression protéique de l'OGT et de l'OGA 

induite par le sérum au cours de la transition G1/S des cellules MCF7 ............. 140 

Figure 40. L'activité de l'OGA endogène est augmentée à la transition G1/S. .......... 142 

Figure 41. Localisation des protéines O-GlcNAcylées, de l'OGT et de l'OGA endogènes 

à la transition G1/S .............................................................................................. 146 

Figure 42. Effet de la leptomycine B sur la balance O-GlcNAc et sur la localisation de 

l’OGT à la transition G1/S .................................................................................... 148 

Figure 43. Détection des protéines cytosoliques et nucléaires dont la O-GlcNAcylation 

est dépendante du cycle cellulaire ........................................................................ 152 

Figure 44. Distribution des protéines O-GlcNAcylées identifiées par protéomique en 

fonction du processus biologique dans lequel elles sont impliquées ................... 154 

Figure 45. Variation de la O-GlcNAcylation de l'HnRNP K, la Cytokératine 8 et la 

Caprine-1 .............................................................................................................. 160 

Figure 46. Variations de la O-GlcNAcylation de la MCM2, MCM3, MCM6 et MCM7 

dans les phases précoces du cycle cellulaire ........................................................ 162 

Table des tableaux 

Tableau 1. Récapitulatif des différents anticorps utilisés pour les immunorévélations

 ............................................................................................................................... 116 

Tableau 2. Protéines différentiellement O-GlcNAcylées en G1/S identifiées dans la 

fraction cytosolique. .............................................................................................. 156 

Tableau 3. Protéines différentiellement O-GlcNAcylées en G1/S identifiées dans la 

fraction nucléaire ................................................................................................. 158 



 

 

ABREVIATIONS 



 

 



Liste des abréviations 

 
 

Liste des abréviations 

4E-BP1   Eukaryotic initiation factor 4E binding protein 1  

 

A 

ADN    Acide désoxyribonucléique 

APC/C    Anaphase promoting complex/Cyclosome 

ARN    Acide ribonucléique  

ATM     Ataxia telangiectasia mutated 

ATP     Adénosine-5’-Trisphosphate 

ATR     Ataxia telangiectasia ans Rad3 related 

 

C  

CAK     CDK-activating kinase 

Caprine-1   Cytoplasmic activation/proliferation-associated protein-1 

Cdc    Cell division cycle 

CDKs     Cycline Dependent Kinases 

Cdt1    Cdc10-dependent transcrit 

CIP/KIP    CDK interacting protein/Kinase inhibitory protein 

CKI     CDK inhibitors 

CKII     Caséine kinase II  

CREB     Cyclic AMP response element binding protein 

CRM-1   Chromosomal region maintenance protein 1 

 

D 

dbcAMP   Dibutyryl-cyclic adenosine monophosphate 

DDK     Dbf4-dependent kinase  

DON   6-diazo-5-oxo-norleucine 

DP   Dimerization partner 

 

E 

ECD    Electron capture dissociation 

ERK1/2   Extracellular-signal-regulated-kinase 

ETD    Electron transfert dissociation  

 

F 

fOGA    Full-lenght OGA 

FOXM1    Fork head box protein M1 

 

G 

G1/G2    Gap 1/Gap2 (Gap = Intervalle) 

GAPDH    Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 

GDP    Guanosine diphosphate 

GFAT     L-glutamine :D-fructose-6-phosphate amidotransferase 

GINS    Go-Ichi-Ni-San  



 

 
 

GlcNAc    N-acétylglucosamine 

GlcNAc-1-P   N-acétylglucosamine-1-phosphate 

GlcNH2   Glucosamine  

GlcNH2-6-P   Glucosamine-6-phosphate  

GSK3    Glycogen synthase kinase 3  

GTP     Guanosine triphosphate 

 

H 

HAT    Histone acetyltransferase domain 

HBP     Hexosamine biosynthesis pathway (voie de biosynthèse des hexosamines) 

HCF1    Host Cell Factor C1 

HDAC   Histone deacetylases  

HnRNPs   Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins  

HSP    Heat shock protein 

  

I 

IkB    Inhibitor of NF-kB 

INK4s     Inhibitors of CDK4 

IR    Récepteur à l’insuline  

IRS    Insulin receptor substrates 

 

K 

KAP     CDK-associated protein phosphatase 

kDa    Kilo Dalton 

 

L 

LDH-A    Lactate deshydrogénase-A 

 

M 

MAPK    Mitogen-activated protein kinase  

MAPKK    Mitogen-activated protein kinase kinase 

MCC    Mitotic checkpoint complex 

MCM     Mini-chromosome maintenance   

Mdm2     Murine Double Minute 2 oncogene 

Mek1/2    Mitogen-activated protein kinase/ERK kinase 

MGEA5    Meningioma expressed antigen 5 

mOGT    Mitochondrial OGT 

MPF    M-phase promoting factor 

MPTs     Modifications post-traductionnelles 

MRM     Mre1, Rad 50, Nbs1 

mTOR    Target of rapamycin 

MTS    Mitochondria-targeting sequence 

MW     Masse Moléculaire en kDa  

 

N 

NAG-thiazoline  1, 2-dideoxy-2-methyl-alpha-d-glucopyranoso(2,1-d)à-Delta2-thiazoline 

ncOGT   Nucleocytoplasmic OGT  



Liste des abréviations 

 
 

NEBD    Nuclear Envelope Breakdown 

NF-kB    Nuclear Factor-KappaB 

NLS    Nuclear localization sequence 

 

O 

OGA   O-GlcNAcase ou O-GlcNAc hydrolase 

O-GlcNAcylation  β-linked O-N-acetylglucosaminylation (ou O-GlcNAc)   

OGT    O-GlcNAc transférase ou O-linked N-acetylglucosaminyltransférase 

OGTi   OGT inhibitor 

ORC    Origin recognition complex  

 

P 

PDK1     Phosphoinositol dependent kinase-1 

PFK    Phosphofrutcokinase 

PH    Pleckstrin homology domain 

pI    Point Isoélectrique  

PI3K    Phosphoinositide 3-kinase 

PIKK     Phosphoionositide 3-kinase-related-kinase 

PIP2     Phosphatidylinositol 4,5 biphosphate    

PIP3     Phosphatidylinositol 3, 4, 5, triphosphate 

PMA    Phorbol myristate acetate 

PPO     PIP-binding domain activity of OGT 

PRb    Protéine du rétinoblastome 

PTB     Phosphotyrosine binding 

PTEN     Phosphatase and tensin homolog 

PUGNAc    O-(2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranosylidene) amino-N-  

   phenylcarbanate 

 

R 

RAPTOR    Regulatory Associated Protein of mTOR 

RCPG   Récepteurs couplés aux protéines-G  

RFC like    Replication Factor C-like 

rp6S    Ribosomal protein S6 

RPA   Replication protein A 

RPL    Ribosomal Protein, Large subunit 

RPS    Ribosomal Protein, Small subunit 

RSK     Ribosomal S6 kinase 

RTK     Récepteur à activité tyrosine kinase 

 

S 

SAC     Spindle Assembly Checkpoint 

SCF    Skp1, Cdc53p/cullin et F-box protein 

SH2     Src homology region 2 

SHC     SH2 containing protein 

sOGA     Short OGA 

sOGT     Short OGT 

SOS    Son of Sevenless 
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SP1   Specificity protein 1 

SREBP2   Sterol regulatory element binding protein 

SSB   Single strand binding 

STZ    Streptozotocine  

 

T 

TAF110   TATA-binding-protein associated factor 

TPR     Tetratricopeptide repeats 

 

U 

UDP-GlcNAc   Uridine diphosphate N-acetylglucosamine 

 

Y 

YY1    Yin Yang 1  

 



 

 

RESUME/SUMMARY



 

 



 

 

Résumé 

Il est connu depuis longtemps que la phosphorylation et l’ubiquitination des protéines 

jouent un rôle crucial dans le contrôle du cycle cellulaire. Depuis une dizaine d’années, 

plusieurs travaux dont ceux de notre équipe, ont montré l'importance d'une autre modification 

post-traductionnelle pour la progression normale du cycle cellulaire et plus particulièrement 

de la mitose : la O-GlcNAcylation. C’est une O-glycosylation atypique car dynamique et 

réversible, très conservée chez les Eucaryotes. Elle est régulée par l'OGT (O-GlcNAc 

transférase) qui transfère un résidu unique de GlcNAc à partir de l'UDP-GlcNAc sur les 

sérines ou thréonines de protéines intracellulaires, et l'OGA (O-GlcNAcase) capable 

d'hydrolyser ce résidu. 

L’objectif de mes travaux de thèse était de mieux comprendre comment la balance O-

GlcNAc participe au contrôle de la prolifération cellulaire en se focalisant sur l’entrée dans le 

cycle cellulaire et la transition G1/S. Dans un premier temps, grâce à différentes approches 

expérimentales, nous avons caractérisé la dynamique de O-GlcNAcylation au cours des 

phases précoces du cycle cellulaire. Nous avons mis en évidence dans différentes lignées 

cellulaires une baisse importante du niveau global de O-GlcNAcylation lors de l'entrée des 

cellules synchronisées en phase S. Nous avons montré dans les cellules MCF7 que cette 

diminution est corrélée à une augmentation de l’expression et de l’activité de l’OGA 

endogène. Dans un second temps, en couplant la séparation des protéines par électrophorèse 

bidimensionnelle, la détection des protéines O-GlcNAcylées par western-blot et le séquençage 

peptidique par spectrométrie de masse en tandem, nous avons identifié une soixantaine de 

protéines cytosoliques et nucléaires différentiellement O-GlcNAcylées entre les phases G0, 

G1 et S. Ces protéines interviennent dans des processus cellulaires essentiels à la phase G1 

tels que la mise en conformation des protéines ou la régulation de la transcription et de la 

traduction. Par immunoprécipitation, nous avons validé les variations de la O-GlcNAcylation 

de la cytokératine 8, de l’hnRNP K impliquée dans la maturation des ARNm, de la Caprine-1 

(cell-cycle associated protein-1) et des protéines MiniChromosome Maintenance MCM3, 

MCM6 et MCM7 impliquées dans la formation du complexe de pré-réplication. 

L’ensemble de ces travaux indique que la progression des cellules dans les phases G1 et S 

du cycle cellulaire est étroitement liée à la dynamique de O-GlcNAcylation, à travers la 

régulation de l’expression protéique de l’OGT et l’OGA et de l’activité de l’OGA. De plus, 

les résultats de protéomique apportent pour la première fois une vision globale des protéines 

différentiellement O-GlcNAcylées à la transition G1/S. Ils soulignent un rôle potentiel de la 

O-GlcNAcylation dans les mécanismes intracellulaires contrôlant l’initiation de la synthèse 

d'ADN et par là même, le maintien de l'intégrité génomique. 



 

 



 

 

Summary 

It is known for a long time that phosphorylation and ubiquitination of proteins play a key 

role in the cell cycle control. Over the last decade, we and others have shown that O-

GlcNAcylation is also an important post-translational modification in regulating cell cycle 

progression, and more particularly, the mitosis events. O-GlcNAcylation is, an atypical O-

glycosylation because it is highly dynamic and reversible, governed by O-GlcNAc transferase 

(OGT) that transfers the N-acetylglucosamine (GlcNAc) residue onto Ser/Thr of intracellular 

proteins from the nucleotide-sugar donor UDP-GlcNAc, and O-GlcNAcase (OGA) that 

removes the sugar from proteins. This couple of enzymes finely regulates their target proteins 

by modifying, for example, the rate of phosphorylation of key residues. 

The aim of my work was to explore how O-GlcNAc balance is implicated in the control of 

cellular proliferation, by focusing on the entry into the cell cycle and the G1/S transition. 

First, using several experimental approaches, we characterized the O-GlcNAc dynamics 

during the early phases of the cell cycle. We highlighted in several cell lines that S-phase 

entry was associated with a marked decrease in the overall level of O-GlcNAcylated proteins. 

We further showed in MCF7 cells that this decrease was correlated with an increase in both 

expression and activity of endogenous OGA. Then, using a proteomic approach based on 

separation of proteins by two-dimensional electrophoresis, detection of O-GlcNAcylated 

proteins by western-blot and peptide sequencing by tandem mass spectrometry, we identified 

around 60 cytoplasmic and nuclear proteins differentially O-GlcNAcylated between G0, G1 

and S phases. These proteins are involved in key cellular functions that are essential for G1 

and S progression, such as protein folding, transcription or translation regulation. By 

immunoprecipitation, we validated the cell cycle-dependent O-GlcNAc variations of 

cytokeratin 8, hnRNP K which is involved in mRNA processing, Caprin-1 (cell-cycle 

associated protein 1) and MCM3, MCM6 and MCM7 (MiniChromosome Maintenance) 

which are all components of the pre-replicative complex.  

Taken together, our results show that there is a close link between the dynamics of O-GlcNAc 

and the progression of cells into the early steps of the cell cycle, through the regulation of 

OGA activity and protein levels of OGT and OGA. In addition, this study provides for the 

first time a descriptive overview of differentially O-GlcNAcylated proteins at the G1/S 

transition, highlighting a potential role of O-GlcNAcylation in the initiation of DNA synthesis 

and therefore in the maintenance of genome integrity. 
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Préambule 

La cellule, connue pour être l’unité fondamentale de la vie, est à la base de tout être 

vivant aussi bien unicellulaire que multicellulaire. Elle est capable de grandir, de se 

reproduire, de réagir à son environnement extérieur en intégrant l’information et en y 

répondant de façon appropriée. Un seul processus permet à la cellule de se reproduire, 

véhiculant ainsi son matériel génétique et assurant la continuité de la vie, connu sous le nom 

de cycle cellulaire. La théorie cellulaire est formulée par le botaniste Theodor Schwann et le 

physiologiste Matthias Schleiden en 1839. Elle est ensuite confirmée en 1858 suite aux 

observations microscopiques du physiologiste Allemand Rudolf Virchow qui formule 

l’axiome de la théorie cellulaire « omni cellula e cellula », toute cellule provient d'une autre 

cellule. Le concept de cycle cellulaire est introduit un siècle plus tard en 1953 par A. Howard 

et S.R. Pelc identifiant les quatre phases du cycle cellulaire. Depuis, notre compréhension des 

mécanismes participant au déroulement et au contrôle de ce processus biologique n’a cessé de 

progresser, avec pour dernière distinction en date celle du prix Nobel de physiologie et 

médecine de R. Hartwell, P. Nurse, et T. Hunt décerné en 2001 pour leur découverte sur les 

mécanismes de contrôle du cycle cellulaire. 

Toutefois, tous les éléments participant à son contrôle ne sont pas entièrement élucidés ce 

qui en fait encore, actuellement, un des grands axes de recherche puisque son dérèglement 

conduit à une prolifération anarchique entraînant l’apparition de pathologies graves tels que 

les cancers.  

Il est maintenant bien admis que le développement d’un cancer est un processus multifactoriel 

et multi-étapes dans lequel une cellule normale deviendra progressivement cancéreuse. 

L’altération d’expression de gènes, étape critique dans l’initiation et la progression de cancer, 

le dysfonctionnement des voies de signalisation, la perte des systèmes de contrôle du cycle 

cellulaire et une prolifération cellulaire aberrante sont reconnus pour être des marqueurs de 

cancérisation. Les modifications post-traductionnelles (MPTs), qui se définissent par la 

liaison covalente et spécifique d’un groupement chimique sur une protéine, jouent un rôle 

central dans tous ces processus biologiques. Ces dernières années, un grand nombre d’études 

a permis de mieux comprendre le rôle des MPTs dans ces divers processus biologiques. Elles 

ont montré que des altérations aussi bien des protéines cibles que des protéines responsables 

de ces MPTs peuvent être impliquées dans la transformation de cellules normales en cellules 



 

 

cancéreuses. Ces recherches permettent, notamment, de mettre en exergue le caractère 

dynamique des aberrations que peut subir une cellule aussi bien au niveau de sa structure, de  
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l’intégrité de ses composants que dans l’expression de ses gènes lors du processus de 

cancérisation (Krueger & Srivastava, 2006). 

Dans ce cadre, les objectifs de mes travaux de thèse ont consisté à étudier le rôle d’une 

modification post-traductionnelle, la O-linked beta-N-Acetylglucosaminylation ou O-

GlcNAcylation au cours du cycle cellulaire, en particulier lors de la transition G1/S au sein de 

cellules humaines.  

L'introduction de ma thèse sera découpée en 4 parties. Une première partie sera consacrée à 

une description générale du cycle cellulaire eucaryote ainsi qu’aux systèmes et acteurs mis en 

jeu dans sa régulation. La seconde partie de l’introduction mettra l’accent sur l’entrée des 

cellules dans le cycle cellulaire jusqu’à leur progression en phase S ainsi qu’aux voies de 

signalisation nécessaires au bon déroulement de ces évènements. La troisième partie de 

l’introduction présentera la O-GlcNAcylation et son rôle dans divers processus biologiques. 

Finalement, la quatrième et dernière partie de l'introduction portera une attention particulière 

sur nos connaissances actuelles de l'implication de la O-GlcNAcylation dans le cycle 

cellulaire et le cancer. 

Après avoir replacé mon sujet de recherche dans son contexte scientifique, l’ensemble des 

résultats obtenus au cours de mes 3 années de thèse sera développé. Dans un premier temps, 

je vous présenterai le choix de la synchronisation du modèle cellulaire (MCF7) qui nous a 

permis d'étudier la O-GlcNAcylation au cours du cycle cellulaire. Dans un second temps, je 

vous exposerai les résultats mettant en évidence la relation entre la O-GlcNAcylation et le 

cycle cellulaire, plus particulièrement à la transition G1/S. Les résultats obtenus ont fait 

l'objet, tout d'abord, d'une étude descriptive mettant en évidence la régulation de la dynamique 

de O-GlcNAcylation au cours des étapes précoces du cycle cellulaire puis d'une étude ciblée 

qui a consisté dans l'identification des protéines différentiellement O-GlcNAcylées au cours 

de la transition G1/S. Finalement, l'ensemble de ces résultats seront replacés dans un cadre 

plus général lors de la discussion de mon manuscrit de thèse. 
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Introduction 

 Dans notre organisme constitué d’environ de 10 000 milliards de cellules, nous 

pouvons distinguer 3 types de cellules en fonction de leur affinité pour le cycle cellulaire : les 

cellules différenciées qui ne se diviseront plus et qui sont associées à une fonction 

particulière, dépendante du tissu dans lequel elles se trouvent ; les cellules en division 

permanente contrôlant l’homéostasie cellulaire en contrebalançant le nombre de cellules 

mortes ; et des cellules dites quiescentes, c’est-à-dire non prolifératives, qui représentent la 

majorité des cellules de notre organisme.  

Les cellules en division ne s’arrêteront de proliférer que si leur environnement est défavorable 

à leur progression dans le cycle, dans ce cas, elles entreront en quiescence. A l’inverse des 

cellules quiescentes pourront entrer dans le cycle cellulaire en réponse à des stimuli 

extracellulaires tels que des hormones et des facteurs de croissance. Une fois entrées dans le 

cycle cellulaire, les cellules vont dupliquer leur ADN et ainsi transmettre leur patrimoine 

génétique en donnant naissance à 2 cellules filles génétiquement identiques (Meijer L, 2003). 

I- Le cycle cellulaire : phases, acteurs et systèmes de sa 

régulation 

1.1 Les phases du cycle cellulaire 

Le cycle cellulaire se déroule suivant une chronologie bien définie, sa durée est 

variable selon le type cellulaire mais pour des cellules humaines en culture il dure en 

moyenne 24 heures (Cooper GM, 2000). Le cycle cellulaire peut-être divisé, selon la 

morphologie nucléaire de la cellule, en 2 périodes distinctes : l’interphase et la mitose. Une 

cellule interphasique est caractérisée par la présence d’une chromatine décondensée dans son 

noyau, contrairement à une cellule mitotique où la chromatine est fortement condensée 

permettant de distinguer les chromosomes individualisés. L’interphase est la période la plus 

longue du cycle cellulaire et correspond à l’intervalle entre deux mitoses. La mitose est la 

division proprement dite des cellules. Deux évènements majeurs se produisent au cours de ces  



 

 

Figure 1. Les différentes phases du cycle cellulaire 
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phases, la réplication de l’ADN lors de l’interphase et la ségrégation des chromosomes 

répliqués dans deux cellules filles lors de la mitose. 

1.1.1 L’interphase 

Le cycle cellulaire s’initie lors de l’interphase qui est composée de 3 phases : la phase 

G1 (gap 1), la phase S (synthèse) et la phase G2 (gap 2). Les phases G1 et G2 (gap = 

intervalle) sont des phases préparatrices qui précédent les évènements critiques du cycle 

cellulaire (Figure 1).  

La phase G1 est la phase la plus variable du cycle cellulaire dont la durée est directement 

dépendante du type cellulaire considéré et de l’environnement dans lequel se trouve la cellule. 

Lors de cette phase, la cellule présente un métabolisme très actif avec une synthèse accrue de 

protéines indispensables à la régulation du cycle cellulaire, qui se traduit par une croissance 

progressive de la taille de la cellule. Le passage en phase S n’a lieu que si la cellule a atteint la 

taille requise et une quantité de protéines suffisante pour progresser tout au long du cycle 

cellulaire. Durant cette phase, la cellule va pouvoir choisir de proliférer, de se différencier, 

d’entrer en quiescence, ou même en apoptose en activant les voies de signalisation 

appropriées (Blomen & Boonstra, 2007).  

La phase S est l’étape durant laquelle l’ADN est dupliqué, la cellule va donc passer d’une 

quantité 2n chromosomes à 4n. Lors cette phase, il y a également la réplication des 

centrosomes indispensables à la ségrégation des chromosomes lors de la mitose (Nigg & 

Stearns, 2011). 

La phase G2, plus courte que la phase G1, est la 2
ème

 phase de croissance et de préparation du 

cycle cellulaire. Elle commence lorsque la réplication de l’ADN est complètement achevée, 

dès lors où la cellule est devenue tétraploïde. Au cours de cette phase, les protéines 

indispensables à la poursuite de la division cellulaire sont synthétisées et la cellule continue 

de croître en vue de la mitose (Cooper GM, 2000).  

1.1.2 La mitose 

La phase M ou mitose est la phase finale du cycle cellulaire. Elle se caractérise par 

des modifications structurales, nucléaires et cytoplasmiques, et des mouvements 

chromosomiques importants. La mitose concerne à la fois la division nucléaire et la division 

cytoplasmique, respectivement nommées caryocinèse et cytokinèse, et va se conclure par la  
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formation de 2 cellules filles diploïdes ayant les mêmes caractères morphologiques et 

physiologiques que la cellule mère. Cette dernière phase du cycle cellulaire est subdivisée en 

5 sous-phases (Figure 1): 

La prophase correspond à la première étape de la mitose, et commence par la condensation 

progressive des chromosomes dans le noyau. Lors de la prophase, les centrosomes 

préalablement dupliqués vont migrer vers les pôles opposés de la cellule et les microtubules 

vont s’organiser pour commencer la formation du fuseau mitotique (Nigg EA, 2001). 

La prométaphase est caractérisée par la rupture de l’enveloppe nucléaire (Nuclear Envelope 

Breakdown ou NEBD) permettant la formation complète du fuseau mitotique. Les 

chromatides sœurs de chaque chromosome répliqué vont alors pouvoir se connecter, par 

l’intermédiaire de leur kinétochore, aux microtubules de pôles opposés (Maiato et al., 2004). 

La métaphase est définie par le rassemblement des chromosomes condensés au niveau de la 

plaque équatoriale encore appelée plaque métaphasique (Maiato et al., 2004).  

L’anaphase est associée à la migration des chromatides sœurs homologues de chaque 

chromosome dupliqué à partir de la plaque équatoriale vers les pôles opposés de la cellule 

(Meijer L, 2003). 

La télophase correspond à la disparition du fuseau mitotique suivie d’une décondensation des 

chromosomes. Une nouvelle enveloppe nucléaire va ensuite se former autour des 

chromosomes et autres composants nucléaires séparés et se mettra alors en place la cytokinèse 

(Meijer L, 2003).  

La cytokinèse ou division cytoplasmique est l’étape ultime du cycle cellulaire qui se traduit 

par la séparation physique des deux cellules filles nouvellement formées.  

La progression des cellules à travers les différentes phases et sous-phases du cycle cellulaire 

s’effectue toujours dans cet ordre précis et l’achèvement complet d’une phase est 

indispensable au commencement de la suivante. 

1.2 Acteurs de la régulation du cycle cellulaire 

 La progression harmonieuse à travers les étapes séquentielles du cycle cellulaire est 

régulée par de nombreux acteurs dont les protéines clés sont les kinases dépendantes des 

cyclines ou CDKs (Cyclin Dependent Kinases). 
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1.2.1 Les kinases cyclines-dépendantes 

Initialement, les Cdc pour Cell division cycle ont été découvertes chez les levures S. 

cerevisiae et S. pombe à partir de souches mutantes s’arrêtant de proliférer à des endroits 

précis du cycle cellulaire. Les 1
ères

 Cdc identifiées par Lee Hartwell et Paul Nurse dans les 

années 1970 sont, respectivement, la Cdc28 chez S. cerevisiae et la Cdc2 chez S. pombe. Dans 

les années 1980, leurs homologues sont découverts chez l’Homme par Paul Nurse qu’ils 

rebaptisent CDKs pour Cyclin-Dependent Kinase. Les CDKs appartiennent à la grande 

famille des sérine/thréonine kinases qui ont pour fonction de catalyser le transfert d’un 

groupement phosphate sur les résidus sérine et thréonine de leurs substrats. Ces protéines ont 

une taille comprise majoritairement entre 35 et 40 kDa mais peuvent atteindre jusqu’à 110 

kDa en incluant les CDKs dernièrement découvertes, CDK11A et B (Malumbres et al., 2009). 

La famille des CDKs comprend aujourd’hui 20 membres comportant des similarités de 

séquences dont 6, les CDKs 1, 2, 3, 4, 6 et 7, sont spécialement impliquées dans le contrôle du 

cycle cellulaire (Malumbres et al., 2009). Les CDKs interviennent dans d’autres processus 

biologiques tels que le contrôle de la transcription pour les CDK7-11 et la fonction neuronale 

pour la CDK5 (Malumbres & Barbacid, 2005). Le niveau d’expression des CDKs reste 

constant tout au long du cycle cellulaire contrairement à leur activité qui oscille 

spécifiquement selon les phases du cycle cellulaire (Morgan DO, 1995). 

 

L’activité de ces kinases est contrôlée post-traductionnellement selon 4 niveaux de régulation, 

que je vais détailler ci-dessous :  

- par l’association transitoire avec leur cycline partenaire 

- par la phosphorylation activatrice de la CAK (CDK-activating kinase) 

- par les phosphorylations inhibitrices des membres de la famille Wee1/Myt1/Mik1 

- et par leur interaction transitoire avec des inhibiteurs spécifiques, les CKI (CDK inhibitors)  

(Pavletich NP, 1999). 

  



 

 

Figure 2. Changement de conformation d'une CDK suite à son association à une cycline  

(Modifié à partir de Bartova et al., 2008 et Huse & Kuriyan, 2002) 

 

 

 

Figure 3. Activation de la CDK par la phosphorylation activatrice de la CAK 
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1.2.1.1 Régulations positives des CDKs 

a- Régulations des CDKs par leur association à une cycline 

L’association des CDKs avec leur cycline partenaire va moduler leur structure 

devenant favorable à une possible activation (Figure 2). Les CDKs ont une structure bilobée, 

semblable à toutes les kinases, avec un lobe N-terminal riche en feuillets β et un lobe C-

terminal riche en hélices α. Elles se différencient des autres kinases par la présence de 2 

régions particulières, une hélice α comportant le motif PSTAIRE (nom des acides aminés en 

code une lettre) situé en N-terminal et une boucle régulatrice appelée T-loop ou boucle 

d’activation située en C-terminal. En absence de cycline, les configurations prises par l’hélice 

α présentant le motif PSTAIRE et par la T-loop rendent inaccessible le site catalytique aussi 

bien à la molécule d’ATP qu’aux substrats des CDKs. L’association d’une CDK à une cycline 

va moduler sa conformation par une rotation de 90°C de son hélice alpha et par un 

déplacement de sa T-loop (Pavletich NP, 1999). Les changements de position de ces deux 

régions permettent, respectivement, la fixation et une orientation correcte de l’ATP, au sein 

du site catalytique, compatible avec le transfert du phosphate sur son substrat ainsi que 

l’accessibilité du substrat à ce site (Figure 2). Ceci étant vrai pour tous les complexes 

Cyclines/CDKs intervenant au cours du cycle cellulaire que l'on verra au §1.2.3. 

b- Régulations des CDKs par la CAK  

Suite à leur association à une cycline, les CDK deviennent semi-actives. Leur 

activation nécessite la phosphorylation d’un résidu thréonine, devenu accessible suite à cette 

interaction, situé en position 161 pour la CDK1, 160 pour la CDK2, 172 sur CDK4 et 177 

pour la CDK6 dans la T-loop (Morgan DO, 1995 ; Gu et al., 1992 ; Bockstaele et al., 2009). 

Cette phosphorylation, catalysée par la kinase CAK (CDK-activating kinase), est nécessaire 

au maintien de l’ouverture du site catalytique indispensable dans la prise en charge des 

substrats par les CDKs (Figure 3). La CAK est une enzyme composée d’une sous-unité 

catalytique, la CDK7 ; d’une sous-unité régulatrice, la Cycline H, et d’une troisième sous-

unité MAT1 (ménage à trois). La CAK est capable d’activer tous les complexes Cycline/CDK 

impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire (Lolli & Johnson, 2005). Son activité est 

constante au cours du cycle cellulaire sauf dans les cellules quiescentes où elle est plus faible, 

due à une diminution d’activité de la CDK7, sa sous-unité catalytique (Lolli & Johnson, 

2005).  



 

 

Figure 4. Phosphorylations inhibitrices des CDKs 
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La phosphorylation de la CAK sur les CDKs peut être reversée par une phosphatase, la KAP 

(CDK-associated protein phosphatase) (Figure 3). La KAP peut lier la CDK en absence ou 

présence de cycline mais ne peut la déphosphoryler que lorsque la cycline est dégradée ou 

dissociée de la CDK (Hannon et al., 1994 ; Poon & Hunter, 1995 ; Chinami et al., 2005).  

1.2.1.2 Régulations négatives des CDKs 

a- Régulations des CDKs par les phosphorylations inhibitrices 

Opposé à la phosphorylation activatrice des CDKs par la CAK, le 3
ème

 mécanisme 

régulant l’activité des CDKs sont les phosphorylations inhibitrices (Figure 4). Pour CDK1 et 

CDK2, ces phosphorylations ont lieu sur la thréonine 14 et la tyrosine 15 situées près de la 

poche de fixation de l’ATP, et vont interférer avec la fixation de l’ATP, inhibant alors 

l’activité de la CDK (Jeffrey et al., 1995). Ces phosphorylations sont assurées par les kinases 

Wee1 et Myt1. La kinase Wee1 peut catalyser la phosphorylation de la thréonine 14 et de la 

tyrosine 15, alors que Myt1 ne peut phosphoryler que la tyrosine 15 (Mueller et al., 1995). 

Contrairement aux CDK1 et CDK2, la CDK4 n'est pas la cible de Wee1 (Bockstaele et al., 

2006). Dans certaines conditions (cellules quiescentes, cellules arrêtées en G1 après 

irradiation aux UV), une phosphorylation inhibitrice sur la tyrosine 17 a été reportée sur 

CDK4 (Jinno et al., 1999). Ces phosphorylations inhibitrices sont dominantes sur la 

phosphorylation activatrice catalysée par la CAK, excepté pour la CDK4. Elles peuvent 

néanmoins être levées par des phosphatases de la famille des Cdc25 afin de permettre l’accès 

de l’ATP à son site de fixation (Figure 4). Dans les cellules humaines, 3 phosphatases de la 

famille des Cdc25 ont été identifiées : Cdc25A, B et C (Nilsson & Hoffmann, 2000). Les 

premières études réalisées sur les Cdc25 suggéraient qu’une isoforme régulait spécifiquement 

un ou plusieurs complexes Cycline/CDK en intervenant à des moments différents du cycle 

cellulaire (Donzelli & Draetta, 2003). L’expression des Cdc25 A et B varie au cours du cycle 

cellulaire, contrairement à celle de Cdc25C qui reste constante. La Cdc25A est induite suite 

aux stimulations des cellules quiescentes par des facteurs mitogènes, elle connaît un pic 

d’expression à la transition G1/S et va disparaître complètement en fin de mitose (Jinno et al., 

1994 ; Boutros et al., 2006). Elle sera dégradée en phase S et G2 par le complexe SCF (Skp1, 

cdc53p/cullin et F-box protein) et en mitose par l’APC/C (anaphase promoting 

complex/Cyclosome). Quant à la Cdc25B, elle sera exprimée à partir de la transition G1/S, 

s’accumulera en phase S et sera dégradée en fin de mitose. Des travaux plus récents montrent 

que les 3 isoformes des Cdc25 agissent spécifiquement sur les différents complexes  
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Cycline/CDK aux transitions G1/S et G2/M jusqu’à la mitose, en passant par la phase S 

(Boutros et al., 2006).  

b- Régulations des CDKs par leur interaction avec les CKI 

En plus d’être régulée, à la fois, par l’association à une cycline et par des 

phosphorylations activatrices et inhibitrices, l’activité des CDKs est aussi contrôlée par leur 

interaction transitoire à des protéines inhibitrices, les CKIs pour CDK inhibitors. Sur la base 

de leur homologie de séquence et de spécificité d’action, les CKIs sont divisés en deux 

familles. La famille CIP/KIP (CDK interacting protein/Kinase inhibitory protein) capable 

d’inhiber toutes les CDKs des phases précoces du cycle cellulaire (G1 et S), et la famille des 

INK4s (Inhibitors of CDK4) qui sont des inhibiteurs spécifiques des CDK4 et CDK6 et qui 

interviennent en phase G1. Pour inhiber l’activité des CDKs, ces 2 familles emploient des 

stratégies différentes (Sherr & Roberts, 1999). Les membres de la famille CIP/KIP incluant 

p21CIP1, p27KIP1 et p57KIP2 s’associent directement au complexe Cycline/CDK afin 

d’inhiber son action. Alors que p15 INK4b, p16 INK4a, p18 INK4c et p19 INK4d, membres 

de la famille INK4, lient préférentiellement les CDKs isolées empêchant la formation des 

complexes Cycline D/CDK4-6 (Pavletich NP, 1999) (Figure 5). 

Ces inhibiteurs sont aussi capables d’inhiber l’action de la CAK sans interaction directe mais 

en stabilisant les complexes Cycline/CDK dans une conformation inactive où la thréonine 

cible de la phosphorylation par la CAK est rendue inaccessible (Lolli & Johnson, 2005). 

L’effet combiné de toutes ces régulations, qu’elles soient positives ou négatives, influencent 

l’activité des CDKs, protéines clés dans le contrôle de la succession harmonieuse des 

différentes phases du cycle cellulaire.  

1.2.1.3 Les CDKs et les thérapies anti-cancéreuses 

L'expression, l'activité et la régulation des différentes CDKs sont retrouvées 

dérégulées dans les cancers. La synthèse d'inhibiteurs des CDKs est donc, depuis plus de 15 

ans et encore actuellement, un axe de recherche majeur pour des thérapies anti-cancéreuses. 

Les CDKs sont en effet la cible de nombreux inhibiteurs divisés en 2 catégories principales :  

- les inhibiteurs à large spectre avec les inhibiteurs de 1
ère

 génération comme le flavopiridol, 

capable d'inhiber les CDKs 1, 2, 4 et 7 (Losiewicz et al., 1994 ; Carlson et al., 1996).  
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Il a été le premier inhibiteur testé en phase I d'essai clinique (Senderowicz AM, 1999). 

Cependant les effets d'inhibitions sur plusieurs types de cancers se sont révélés décevants lors 

des essais cliniques en phase II. Il est actuellement testé en phase I et II d'essai clinique en 

combinaison avec une autre drogue dont les essais sont plus ou moins concluants selon les 

expériences; (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00094978). Un autre inhibiteur à large 

spectre, la (R)-Roscovitine, encore appelée CYC202 ou Seliciclib, inhibe les CDK1, 2, 5, 7 et 

9, et plus faiblement les CDK4 et 6 (Bach et al., 2005). Elle est actuellement testée en Phase 

II d'essai clinique sur des cancers du poumon à petites cellules (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/ 

NCT00372073?term=NCT00372073&rank=1).  

- les inhibiteurs spécifiques tels que le AT-7519M et le PD-0332991 inhibent respectivement 

la CDK2 et la CDK4/6. Ces deux drogues sont actuellement testées en phases I et II d'essais 

cliniques : l'AT-7519M seul ou en combinaison avec le Bortezomib, inhibiteur du 

protéasome, sur des myélomes, lymphomes et leucémies et le PD-0332991 seul ou en 

combinaison avec diverses drogues sur différents types de cancers solides. 

(http://www.cancer.gov/clinicaltrials/search/results?protocolsearchid=7644447) 

(http://www.cancer.gov/clinicaltrials/search/results?protocolsearchid=10937776) 

(pour revue Cicenas & Valius, 2011) 

1.2.2 Les Cyclines 

Les cyclines appartiennent à une large famille de protéines de 50 à 90 kDa capables de 

déterminer l’activité des CDKs. Leur niveau d’expression varie au cours du temps car ces 

protéines sont instables dû à un cycle de synthèse/dégradation spécifique des phases du cycle 

cellulaire (Figure 6). Ces variations d’expression cycliques entraînent une activité transitoire 

et spécifique des CDKs. Les cyclines ont en commun une séquence hautement conservée de 

100 acides aminés appelée Cyclin Box, requise pour leur interaction avec les CDKs 

(Malumbres & Barbacid, 2005). Elles contiennent aussi une région hydrophobe capable 

d’interagir avec les motifs RXL (ou ‘Cy’ motif) présents à la surface d’une majorité de leurs 

substrats et des inhibiteurs de CDKs. Les cyclines impliquées dans la régulation du cycle 

cellulaire peuvent être divisées en 2 familles : les cyclines G1 composées des cyclines de type 

D (D1, D2 et D3) et de type E (E1 et E2), et les cyclines mitotiques incluant les cyclines de 

type A (A1 et A2) et de type B (B1-B3) (Schafer KA, 1998).  

 

http://clinicaltrials.gov/ct2/show/
http://www.cancer.gov/clinicaltrials/search/results?protocolsearchid=7644447


 

 

Figure 5. Les différents complexes Cycline/CDK du cycle cellulaire  

et leurs inhibiteurs  

(Adapté de Schwartz & Shah, 2005  et de Boutros et al., 2007) 

 

  

G2

M

G1

S

CDK1

Cycline B
Cdc25A
Cdc25B
Cdc25C

Cycline D

p16INK4A
p15INK4B

CDK2

Cycline E

p21CIP1
p27KIP1

CDK1

Cycline A

Cycline A

p21CIP1
p27KIP1
p52KIP2

p21CIP1
p27KIP1

Cdc25A
Cdc25B
Cdc25C

Cdc25A
Cdc25B
Cdc25C

Cdc25A
Cdc25B
Cdc25C

p18INK4C
p19INK4D

CDK4-6

CDK2



Introduction : Le cycle cellulaire 

   17 

L’accumulation périodique de ces cyclines est essentielle à la succession correcte des phases 

du cycle cellulaire mais leur dégradation est tout aussi importante. Les cyclines G1 

contiennent une séquence PEST riche en proline (P), glutamate (E), sérine (S) et thréonine (T) 

et les cyclines mitotiques, une région appelée boîte de destruction ou D-box. Ces deux 

séquences particulières sont la cible de la voie de dégradation dépendante de l’ubiquitine mais 

vont être prises en charge par deux complexes de dégradation différents, les complexes SCF 

et APC/C, intervenant à des moments précis du cycle cellulaire (comme décrit au §1.2.4) 

(Schafer KA, 1998). Entre le laps de temps où elles sont synthétisées puis dégradées, les 

cyclines vont se complexer spécifiquement avec une CDK afin de réguler transitoirement son 

activité. 

1.2.3 Les complexes Cycline/CDK du cycle cellulaire  

Les cellules de mammifère contiennent plusieurs cyclines et CDKs qui vont ainsi 

former différents complexes cycline/CDK spécifiques des phases du cycle cellulaire (Schafer 

KA, 1998) (Figure 5). Les CDKs sont les sous-unités catalytiques de ce complexe alors que 

les cyclines sont les sous-unités régulatrices. 

Lors de l’entrée des cellules dans le cycle, la synthèse de la cycline D est rapidement induite 

en réponse aux facteurs mitogènes, elle va alors pouvoir s’associer à la CDK 4 ou 6 et assurer 

la progression des cellules en phase G1. En fin de G1 se met en place le complexe Cycline 

E/CDK2 nécessaire à la transition G1/S où l’expression de la cycline E est maximale (Schafer 

KA, 1998). La cycline E est ensuite progressivement dégradée par le protéasome lors de la 

phase S. La CDK2 ainsi libérée va alors s’associer à la cycline A afin d’activer la réplication 

de l’ADN, indispensable au bon déroulement de la phase S (Woo & Poon, 2003). Les cyclines 

mitotiques qui peuvent s’associer toutes les 2 à la CDK1, vont ensuite prendre le relais pour 

assurer la progression des cellules dans les dernières étapes du cycle cellulaire. La CDK1 est 

d’abord activée par la cycline A en phase G2, puis par la cycline B. Le complexe Cycline 

B/CDK1 encore appelé MPF pour M-phase promoting factor, responsable de la transition 

G2/M, va se former au fur et à mesure de la synthèse de la cycline B (Figure 5). Une fois les 

cellules entrées en mitose, la dégradation de la cycline B en métaphase et l’inactivation 

subséquente du MPF, sont indispensables pour déclencher la sortie de mitose (Clute & 

Pines, 1999 ; Parry et al., 2003 ; Echard & O’Farrell, 2003).  
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Comme mentionné ci-dessus et décrit ensuite au §1.2.4, la dégradation spécifique des cyclines 

permet une action de sa CDK partenaire à un moment précis du cycle cellulaire. Une fois 

activés, les complexes Cycline/CDK phosphorylent spécifiquement leurs substrats qui 

contribuent à la progression des cellules dans les phases suivantes du cycle cellulaire. Les 

substrats de ces complexes possèdent une ou plusieurs séquences consensus de type S/T-P-X-

(K/R) contenant les sites cibles de phosphorylation des CDKs (Moses et al., 2007). Par 

exemple, la protéine du rétinoblastome contient 16 sites consensus pour la phosphorylation 

des CDKs (Harbour et al., 1999). Elle est d’ailleurs la cible des complexes Cycline D/CDK4-

6 et Cycline E/CDK2. Son hyperphosphorylation par ces complexes est indispensable à la 

libération du facteur E2F, qui sera alors capable de jouer son rôle de facteur de transcription 

(cf §2.3.5, Figure 16). Un autre exemple est celui des protéines MCM 2-7 (MiniChromosome 

Maintenance 2-7) qui sont des composants du complexe de pré-réplication. Les différentes 

MCMs de ce complexe sont des cibles des complexes Cycline E/CDK2 et Cycline B/CDK1 

dont les phosphorylations identifiées sur les protéines MCMs seront détaillées dans le § 2.4.3.  

1.2.4 La dégradation des protéines régulatrices du cycle cellulaire 

 Le passage d’une phase à une autre dans le cycle cellulaire doit se faire de manière 

unidirectionnelle et irréversible. Cela est possible grâce à la dégradation ciblée des protéines, 

aussi bien nucléaires que cytoplasmiques, par un complexe enzymatique, le protéasome 26S. 

Le protéasome 26S est un complexe multiprotéique formé d’un core catalytique, le 

protéasome 20S, et de deux sous-unités régulatrices, la 11S et la 19S. Avant que les protéines 

ne soient envoyées au protéasome, elles vont devoir être ubiquitinylées afin d’être reconnues 

et dégradées par ce complexe. L’ubiquitinylation des protéines est l’action successive d’une 

série de 3 enzymes : E1, l’enzyme activatrice, E2, l’enzyme de conjugaison et E3, l’ubiquitine 

ligase. L’ubiquitine est une protéine composée de 73 acides aminés qui se lie de façon 

covalente sur les résidus lysines des protéines (Herrmann et al., 2007).  

 Les protéines régulatrices du cycle cellulaire sont ubiquitinylées par 2 complexes 

ubiquitine ligase majeurs : Le complexe SCF (Skp1, cdc53p/cullin et F-box protein) et le 

complexe APC/C (anaphase promoting complex/Cyclosome).   

  

  



 

 

Figure 6. Cibles majeures des complexes SCF et APC/C au cours du cycle cellulaire 
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Pour chacun des complexes SCF et APC/C, la reconnaissance spécifique de leurs 

cibles est portée par des substrats variables essentiels: 3 protéines F-Box possibles pour le 

complexe SCF, SKP2 (S-phase kinase-associated protein), FBW7 (F-box and WD-40 domain 

protein 7) et β-TRCP (β-transducin repeat-containing protein), et 2 activateurs pour le 

complexe APC/C, CDC20 et CDH1. 

Le complexe SCF intervient de la phase G1 jusqu’à la mitose sur des protéines contenant un 

domaine F-Box. Le complexe SCF agit sur de nombreuses cibles dont p21CIP1, p27KIP1, 

p57KIP2, WEE1, la cycline D et la cycline E, permettant la progression des cellules 

respectivement dans les phases G1 et G2/S (Spruck & Strohmaier, 2002) (Figure 6). Les 

cyclines G1 sont donc reconnues par la protéine F-box du complexe SCF grâce à leur 

domaine F-box, leur séquence PEST (§1.2.2) servant à leur ubiquitinylation par ce complexe. 

Une fois ubiquitinylées, elles seront dégradées vers le protéasome.  

Le complexe APC/C va ensuite être actif de la mitose jusqu’à la phase G1 et reconnaît 

principalement les protéines mitotiques. Contrairement au complexe SCF, l’APC/C reconnaît 

une séquence spécifique contenue dans les boîtes de destruction situées à l’extrémité N-

terminale des protéines cibles, la D-box (motif oligopeptidique RxxL) ou la KEN-box (K : 

lysine ; E : glutamate ; N : aspartate) (§1.2.2). Ces principales cibles sont les cyclines 

mitotiques dont la dégradation est requise pour initier la sortie de mitose (Peters JM, 2002) 

(Figure 6).  

1.3 Systèmes de régulation du cycle cellulaire 

Chaque progression dans le cycle cellulaire est un nouvel enjeu pour la cellule afin 

qu’elle transmette son matériel génétique le plus fidèlement possible. Les différentes phases 

du cycle cellulaire se succèdent toujours dans le même ordre et une cellule est autorisée à 

passer à l’étape suivante si et seulement si l’étape précédente s’est déroulée et achevée 

correctement. 

Pour pallier aux éventuelles anomalies, la cellule a mis en place un système de 

contrôle. Ce système comprend plusieurs points de contrôle, appelés aussi checkpoints, placés 

à différentes étapes du cycle cellulaire.  

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Strohmaier%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12429941
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Deux types de points de contrôle existent : les DNA damage checkpoint ou DNA 

response checkpoint relatifs aux dommages à l’ADN et le checkpoint du fuseau (SAC ou 

Spindle Assembly Checkpoint) contrôlant la ségrégation des chromosomes. Les évènements 

essentiels du cycle cellulaire, la réplication de l’ADN et la ségrégation des chromosomes, sont 

ainsi rigoureusement surveillés. En cas d’anomalies, ces points de contrôles sont activés et ont 

pour objectif de ralentir ou de bloquer la progression du cycle cellulaire. Des mécanismes de 

réparation ou de mort cellulaire lors de lésions irréparables sont alors induits (Kastan & 

Bartek, 2004). 

1.3.1 Les DNA response checkpoint  

Les DNA response checkpoint vont contrôler la qualité de l’ADN avant, pendant et 

après sa réplication pour assurer la transmission d’un génome correct aux générations 

suivantes. Les lésions causées à l’ADN peuvent être d’origine endogène (métabolisme 

oxydatif, défauts de réplication) ou exogène (agents physiques et/ou chimiques). Des 

protéines dites senseurs vont être capables de détecter l’ADN endommagé et se mettra alors 

en place un réseau de type médiateurs, transducteurs et effecteurs (Figures 7, 8 et 9).  

Les senseurs sont le complexe MRN (Mre1, Rad50, Nbs1), spécifique des cassures doubles 

brins de l’ADN car s’y lient directement les complexes 9-1-1 (Rad9-Rad1-Hus1) et RFC like 

(Replication Factor C-like) qui ne sont, quant à eux, pas spécifiques de la nature du dommage 

à l’ADN. Une fois les complexes mis en place, les kinases ATM (Ataxia Telangiectasia 

Mutated) et ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3 Related), appartenant à la famille PIKK 

(Phosphoinositide 3-kinase-related kinase) vont être rapidement recrutées.  

Les protéines ATM et ATR vont ensuite activer par phosphorylation des médiateurs tels que 

BRCA1 et MDC1. Ces médiateurs sont essentiels pour l’amplification et à la modulation de 

l’activité d’ATM et d’ATR ainsi que pour l’interaction avec leurs substrats. Les kinases ATM 

et ATR sont aussi capables de phosphoryler, respectivement, Chk2 et Chk1 qui sont des 

kinases transductrices du signal. L’axe senseurs/transducteurs enclenché lors des checkpoints 

reflète le type de dommage à l’ADN. Par contre, les effecteurs et leurs cibles finales diffèrent 

selon la phase du cycle cellulaire (Figures 7, 8 et 9).  

  



 

 

Figure 7. Voies de signalisation du point de contrôle G1/S 
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1.3.1.1 Point de contrôle G1/S  

Le point de contrôle situé à la transition G1/S vérifie l’état de l’ADN afin d’empêcher 

la cellule d’entrer en phase S avec un ADN endommagé, de façon à maintenir l’intégrité du 

génome lors de la réplication de l’ADN.  

Le suppresseur de tumeur p53 et l’inhibiteur de CDKs p21CIP1 sont les protéines clés dans 

l’arrêt des cellules à la transition G1/S. P53, surnommée la gardienne du génome, est connue 

pour être faiblement exprimée dans les cellules normales, en absence de stress. En condition 

normale, p53 connaît un turnover très rapide dû à sa séquestration par l’ubiquitine ligase 

Mdm2 (Murine Double Minute 2 oncogene). Mdm2 permet son ubiquitinylation, favorisant 

ainsi sa dégradation par le protéasome 26S (Michael & Oren, 2001 ; Xirodimas et al., 2003). 

Lors de dommage à l’ADN, p53 est au contraire stabilisée par phosphorylation directe de 

Chk1, Chk2, ATR et d’ATM ou par la phosphorylation de son régulateur négatif Mdm2, 

empêchant ainsi sa dégradation (Rodier et al., 2007). La protéine p53 est alors accumulée 

dans le noyau où elle va stimuler l’expression de ses gènes cibles comme p21CIP1. 

L’accumulation de p21 entraîne l’inhibition du complexe Cycline E/CDK2. Les cellules sont 

alors stoppées dans leur progression en phase G1. L’arrêt en G1 facilite la réparation de 

l’ADN et dans le cas de lésions irréparables, des protéines pro-apoptotiques comme Bax et 

Fas sont exprimées suite à l’induction de leur gène par p53, entraînant la mort cellulaire 

(Kastan & Bartek, 2004) (Figure 7).  

P53 est amplement régulée par les MPTs non seulement par l'ubiquitinylation et la 

phosphorylation, comme nous venons de le voir mais aussi par la O-GlcNAcylation, décrit au 

cours du §3.5.2 (Figure 26) dans la 2
ème

 partie de l’introduction (Yang et al., 2006). De plus, 

sa régulation est importante puisque dans plus de 50 % des tumeurs p53 est retrouvée 

inactivée (Vogelstein, 2000), ce qui explique le développement de nombreuses thérapies anti-

cancéreuses qui ciblent p53.  

(http://www.cancer.gov/clinicaltrials/search/view?cdrid=643716&version=HealthProfessional& 

protocolsearchid=10937897). 

Dès la détection des dommages à l’ADN, lors de ce checkpoint, une autre voie de 

signalisation indépendante de p53 est mise en place plus rapidement. Les transducteurs Chk1 

et Chk2 sont capables de phosphoryler directement Cdc25, conduisant à sa dégradation. La 

phosphatase Cdc25 n’étant plus présente, le complexe Cycline E/CDK2 utile à la progression 

des cellules en G1/S ne peut plus être activé (Kastan & bartek, 2004) (Figure 7). 



 

 

Figure 8. Voies de signalisation du point de contrôle de la phase S 

 

 

Figure 9. Voies de signalisation du point de contrôle G2/M 
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1.3.1.2 Point de contrôle en phase S 

Ce point de contrôle est enclenché si l’ADN est endommagé suite à des stress d'origine 

chimique (agents de l'environnement) ou physique (radiations ionisantes), ou lorsque la 

réplication ne se déroule pas correctement. 

Il aboutit à un ralentissement réversible et transitoire de la phase S. L’axe ATM/ATR-

Chk1/chk2-Cdc25A-Cycline E/CDK2, décrit ci-dessus, participe aussi à ce checkpoint (Lukas 

et al., 2004). Cette cascade coopère avec une autre voie impliquant, entre autres, les protéines 

Nbs1, BRCA1 et SMC1, cibles d’ATM. Ces protéines sont impliquées dans la signalisation 

de ce checkpoint mais aussi directement dans le processus de réparation d’ADN (Sancar et 

al., 2004) (Figure 8). 

1.3.1.3 Point de contrôle G2/M 

La cible principale du point de contrôle G2/M est le complexe Cycline B/CDK1. 

Comme pour le point de contrôle G1/S, les cascades ATM/ATR-Chk1-Chk2 sont activées. 

Leur activation aboutit à la séquestration cytoplasmique par la protéine 14-3-3 des 

phosphatases Cdc25B/C qui activent normalement la CDK1 à la transition G2/M (Sancar et 

al., 2004). Les phosphorylations inhibitrices sur les Thr14 et Tyr15 du complexe Cycline 

B/Cdk1 sont maintenues et assurées par Wee1 qui est activée par Chk1/2. Les cellules ne 

peuvent donc plus progresser entre la phase G2 et M du cycle cellulaire (Lukas et al., 2004 ; 

Sancar et al., 2004) (Figure 9).  

1.3.2 Le Spindle Assembly Checkpoint (SAC) 

La progression du cycle cellulaire peut s’interrompre une dernière fois entre la 

métaphase et l’anaphase de la mitose. Ce dernier point de contrôle assure la ségrégation des 

chromosomes lors de la mitose en surveillant que leur attachement au fuseau mitotique est 

correct. Les principales cibles de ce checkpoint sont le complexe APC/C, la sécurine et la 

Cycline B (Figure 10). Lors d’un problème détecté dans l’attachement des chromosomes, le 

mitotic checkpoint complex (MCC) est activé et permet l’inhibition de l’APC/C. Le MCC est 

formé par les protéines MAD2, BUBR1/Mad3 et BUB3 (Musacchio et al., 2007). Ces 

protéines sont concentrées au niveau des kinétochores permettant de générer le signal 

inhibiteur dès qu’un problème est détecté. Pour cela, le MCC est capable de séquestrer la 

protéine Cdc20, cofacteur du complexe APC/C afin de l’inhiber (Sudakin et al., 2001).  



 

 

Figure 10. Transition Métaphase/Anaphase en condition normale (SAC inactif) et lors 

d'une mauvaise orientation des chromosomes (SAC actif) 
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L’APC/C inactivé ne peut plus ubiquitinyler ses cibles comme la cycline B, 

empêchant sa dégradation par le protéasome. Le partenaire de la cycline B, la CDK1 n’est 

donc pas inactivée, évènement indispensable à la sortie de mitose (Peters JM, 2006). Le SAC 

prolonge la métaphase en inhibant aussi la sécurine, un inhibiteur de la séparase. La séparase 

est une enzyme protéolytique de la famille des caspases. Elle permet la séparation les 

chromatides sœurs lors de l’anaphase en clivant les complexes cohésines, évènement essentiel 

à la ségrégation des chromosomes (Musacchio et al., 2007). 

 

  



 

 

 

Figure 11. Activation des récepteurs RTK et RCPG suite à la liaison avec leur ligand 

 

SHC

Raf/MEK/ERK

Prolifération

cellulaire

RTK

Stimuli extérieurs

RCPG

P

PP

P Sh2

Grb2

Sh2
IRS

PTB

PI3K/AKT

Protéines G

G0 G1



Introduction : De la quiescence à l’entrée en phase S  

   31 

Cette première partie introductive permet d’avoir une vue d’ensemble du cycle 

cellulaire, ainsi que des acteurs et des systèmes de régulation impliqués dans sa progression. 

Le travail de ma thèse s’est focalisé sur une étape particulière du cycle, la transition G1/S. La 

2
ème

 partie de l’introduction sera donc consacrée aux évènements nécessaires pour la 

progression des étapes précoces du cycle cellulaire. 

II. De la quiescence à l’entrée en phase S 

2.1 La quiescence 

Les cellules quiescentes ou en phase G0 (G=Gap pour intervalle) sont caractérisées par 

une absence de prolifération. Elles présentent une croissance et un niveau de synthèse réduits 

bien que leur métabolisme soit actif. Certaines cellules de notre corps resteront jusqu’à leur 

mort dans cet état de dormance alors que d’autres en condition extracellulaire favorable 

s’engageront dans le cycle cellulaire (Cooper GM, 2000). In vitro, il est bien établi que des 

cellules en culture privées de sérum deviennent quiescentes et peuvent ainsi être 

synchronisées en phase G0 (Blomen & Boonstra, 2007). 

2.2 L’entrée dans le cycle cellulaire 

L’entrée dans le cycle cellulaire est contrôlée par l’intermédiaire de facteurs mitogènes 

présents dans l’environnement extracellulaire. Ils sont essentiels à 2 niveaux du cycle 

cellulaire, lors de la transition G0/G1 et au cours de la progression des cellules en phase G1. 

Tant que ces stimuli extracellulaires comme les facteurs de croissance et/ou hormones sont 

présents dans l’environnement, la cellule continuera de proliférer. Les cellules sont capables 

de détecter ces signaux grâce à une grande variété de récepteurs transmembranaires présents à 

la surface cellulaire. Ces facteurs mitogènes vont activer spécifiquement les récepteurs à 

activité tyrosine kinase ou couplés aux protéines G. L’activation de ces récepteurs va 

permettre la transduction du signal au sein de la cellule grâce à un réseau de voies de 

signalisation indiquant à la cellule de proliférer (Meijer L, 2003). 

2.2.1 La transduction du signal 

La première étape de la transduction du signal est la liaison spécifique entre les 

récepteurs et leurs ligands.  



 

 

Figure 12. Schéma simplifié de la voie de signalisation Raf/MEK/ERK
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Dans le cas d’une stimulation de récepteur à activité tyrosine kinase (RTK), la liaison de leur 

ligand entraîne une dimérisation du RTK et son autophosphorylation sur certains résidus 

tyrosine de sa partie C-terminale. Ces résidus tyrosine phosphorylés deviennent des points 

d’ancrage pour des protéines à domaines SH2 (Src homology region 2) ou PTB 

(phosphotyrosine binding). Une fois le récepteur activé et phosphorylé, diverses protéines 

adaptatrices (SHC (SH2 containing protein), IRS, Grb2) sont recrutées, initiant l’activation de 

nombreuses voies de signalisation notamment les voies Raf/MEK/ERK et PI3K/AKT. Ces 

cascades de phosphorylations ainsi activées induisent l’expression de gènes précoces 

nécessaires à l’entrée des cellules quiescentes dans le cycle cellulaire (Figure 11). 

Les récepteurs couplés aux protéines G sont capables de déclencher les mêmes voies de 

signalisation que celles activées par les RTK. Les ligands des RCPG induisent un changement 

de conformation tridimensionnelle leur permettant de se lier aux protéines G trimériques. Ces 

protéines G, placées en amont des voies de signalisation, participent à la régulation de 

l’expression de nombreux gènes impliqués dans la progression des cellules en phase G1 

(Roux & Blenis, 2004).  

2.2.2 La voie Raf/MEK/ERK 

 Suite à l’activation de récepteur, Ras est activée par le facteur d’échange GDT/GTP, 

SOS (Son of Sevenless). La première MAP-kinase kinase kinase, Raf, est activée au niveau de 

la membrane plasmique à la suite de sa liaison avec Ras active, liée au GTP (Rubinfeld & 

Seger, 2005).  Raf activée phosphoryle ensuite spécifiquement les MAP-kinase kinase, MEK 

1 et MEK 2 (Mitogen-activated protein kinase/ERK kinase) sur leurs résidus sérine et 

thréonine situés dans leur domaine catalytique (Mc Cubrey et al., 2007). MEKs activées 

phosphorylent à leur tour les protéines ERK 1 et ERK 2 (Extracellular-signal-regulated-

kinase) conduisant à leur activation. Une fois activées, ERK1/2, principalement localisées 

dans le cytoplasme, vont s’accumuler dans le noyau où elles vont phosphoryler et réguler de 

nombreuses cibles, comme les kinases p90RSK, ou encore des facteurs de transcription tels 

que Elk-1, CREB (cyclic AMP response element binding protein), Ets-2, c-Myc et c-Fos 

(Zhao et al., 1996 ; Mc Cubrey et al., 2007) (Figure 12). Ces facteurs de transcription vont 

stimuler l’expression de gènes précoces et tardifs intervenant dans le contrôle du cycle 

cellulaire. Les principales cibles sont les gènes de la cycline D et CDK4, nécessaires à la 

progression du cycle cellulaire en G1 (Mc Cubrey et al., 2007) (Figure 12). 

http://mmbr.asm.org/search?author1=Philippe+P.+Roux&sortspec=date&submit=Submit
http://mmbr.asm.org/search?author1=John+Blenis&sortspec=date&submit=Submit


 

 

 

Figure 13. Schéma simplifié de la voie de signalisation PI3K/AKT
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Les kinases p90RSK, découvertes comme les premiers substrats de ERK, sont au 

nombre de 4 dans les cellules de mammifères, RSK1-4 (Zhao et al., 1996 ; Carriere et al., 

2008). Elles interviennent dans divers processus biologiques tels que le cycle cellulaire, la 

survie cellulaire ou encore la synthèse protéique. Comme ERK, les protéines RSK sont 

capables d’interagir et/ou de phosphoryler les facteurs de transcription, c-Fos et CREB (Xing 

et al.,1996). Elles contrôlent la progression du cycle cellulaire en inhibant la GSK3ß et 

p27kip1 par phosphorylation (Sutherland et al., 1993). La GSK3ß inactivée ne peut plus 

phosphoryler la cycline D, inhibant son ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome. 

La phosphorylation de p27kip1 empêche l’inhibition du complexe Cycline E/CDK2 (Anjum 

& Blenis, 2008) (Figure 12). 

2.2.3 La voie PI3K/AKT 

En coopération avec l’activation de la voie MAPK, les récepteurs activés par les 

stimuli mitogènes vont aussi aboutir à l’activation d’une seconde voie de signalisation : la 

voie PI3K/AKT (Figure 13).  

La PI3k est un hétérodimère constitué d'une sous-unité catalytique de 110kDa et d'une sous-

unité régulatrice de 85kDa, et peut être activée de différentes façons : 

- En se liant directement avec le RTK activé via les domaines SH2 de sa sous-unité 

régulatrice (p85) recrutant ainsi la sous-unité catalytrice (p110) à la membrane plasmique 

(Carpenter & Cantley, 1996). 

- Par son association avec la protéine adaptatrice IRS recrutée au niveau du récepteur activé. 

Une fois activée, la PI3K va convertir les PIP2 (phosphatidylinositol 4,5 biphosphate) en 

PIP3 (phosphatidylinositol 3, 4, 5 phosphate), conduisant au recrutement de protéines kinases 

possédant un domaine PH (pleckstrin homology domain), la PDK1 (phosphoinositol 

dependent kinase-1) et AKT (Yang et al., 2002). AKT est alors phosphorylée sur les résidus 

T308 par la PDK1 et S473 par une kinase non-identifiée (McCubrey et al., 2009)  

- Par son interaction avec la protéine Ras activée (Castellano & Downward, 2011) (Figure 

13). 

 En l’absence de signal, la phosphatase PTEN (Phosphatase and tensin homolog) joue 

le rôle inverse des PI3K, empêchant l’activation d’AKT. AKT activée régule de nombreux 

processus biologiques tels que la prolifération cellulaire, la survie cellulaire et la croissance 

cellulaire en agissant sur un nombre important de cibles. La voie PI3K/AKT est intensément 

régulée  
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par la phosphorylation mais aussi par la O-GlcNAcylation comme nous le verrons dans le 

§3.5.4 de la 2
ème 

partie de l’introduction (Yang et al., 2008) (Figure 13). AKT joue un rôle 

important dans la prolifération puisqu’elle permet la stabilisation de la cycline D en 

empêchant sa dégradation. AKT phosphoryle la GSK3ß provoquant son inhibition. La GSK3ß 

inhibée ne peut induire la phosphorylation de la cycline D, qui constitue un signal de 

dégradation. La cycline D peut alors s’accumuler dans la cellule et remplir son rôle (Diehl et 

al., 1998). AKT permet aussi indirectement l’activation du complexe cycline D/CDK4-6 en 

affectant négativement l’expression des CKI tels que p21CIP1 et p27Kip1 (Chang et al., 

2003) (Figure 13). 

Les voies Raf/MAPK/ERK et PI3K/AKT intègrent et relayent donc le signal perçu par 

les différents récepteurs conduisant notamment à la synthèse et à la stabilisation de protéines 

régulatrices du cycle cellulaire telles que la cycline D, aboutissant à la formation et 

l’activation du complexe Cycline D/CDK4-6, indispensable à la progression des cellules en 

phase G1. 

2.3 La progression en phase G1 

Lors de la phase G1 qui est une phase de croissance et de préparation à la réplication 

de l’ADN, de nombreuses protéines intervenant dans la machinerie de la transcription et de la 

traduction vont être activées et/ou synthétisées. 

2.3.1 La synthèse protéique 

La croissance cellulaire de la progression en phase G1 traduisant une synthèse 

protéique accrue est assurée par la protéine mTOR (target of rapamycin). mTOR (aussi 

appelée FRAP1) est un membre de la famille PIKK (Phosphoinositide 3-kinase-related 

kinase), kinases très conservées de la levure à l’Homme (Ma & Blenis, 2009).  

La protéine mTOR activée en réponse aux facteurs de croissances ou acides aminés va réguler 

la synthèse protéique en agissant sur 2 cibles principales, S6K1 et 4E-bp1 via sa protéine 

associée RAPTOR (Regulatory Associated Protein of mTOR) qui recrute les substrats de 

mTOR. mTOR est activée principalement par la voie PI3K/AKT via PDK1, mais peut aussi 

l’être par la voie Raf/MEK/ERK via les p90RSK (Anjum & Blenis, 2009) (Figure 14). Le  

  



 

 

 

Figure 15. Importance du métabolisme cellulaire lors de la progression en G1  
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facteur 4E-bp1 inhibe le facteur d’initiation de la traduction, eIF4E. En l’absence de 

stimulation, eIF4E est séquestré par 4E-bp1. Leur dissociation est favorisée suite à la 

phosphorylation de 4E-bp1 par mTOR. Le facteur eIF4E va alors se lier spécifiquement aux 

coiffes des ARNm (Schmelzle & Hall, 2000). La libération d’eIF4E, sous-unité du complexe 

eIF4F, permet l’assemblage du complexe d’initiation de la traduction (Gingras et al., 1999) 

(Figure 14). S6K1 et S6K2, effecteurs de mTOR mais aussi de la PDK1, sont des membres 

de la famille p70RSK (Shahbazian et al., 2006). S6K1/2 activées vont phosphoryler la 

protéine rp6S (ribosomal protein S6), un composant du ribosome 40S, et le facteur eIF4B 

(Magnuson et al., 2012 ; Raught et al., 2004). Les S6K ainsi que les p90RSK peuvent 

phosphoryler eIF4B. Une fois phosphorylé et activé, celui-ci stimule l’activité ARN hélicase 

du facteur eIF4E et permet le recrutement de la sous-unité ribosomale 40/43S (Raught et al, 

2001 ; Shahbazian et al., 2006). Ces différents facteurs recrutés au niveau de la coiffe de 

l’ARNm forment le complexe de pré-initiation de la traduction 48S. La sous-unité ribosomale 

60S, d’autres facteurs d’initiation et d’élongation vont être ensuite recrutés afin d’assurer la 

traduction des protéines nécessaires à la phase G1 (Figure 14).  

2.3.2 Le métabolisme cellulaire 

 La synthèse protéique accrue qui se produit lors de la phase G1 ainsi que celles des 

lipides, des carbohydrates et des nucléotides, requis pour la progression des cellules dans le 

cycle cellulaire, nécessite des apports énergétiques plus importants par rapport aux cellules 

quiescentes. Ces sources d'énergie provenant des nutriments extracellulaires, comme le 

glucose, vont être transformées par la cellule en molécules énergétiques et en précurseurs 

métaboliques lors des réactions du métabolisme cellulaire. Les diverses voies métaboliques 

sont finement ajustées, leur dérégulation est d’ailleurs associée à la cancérogenèse (Figure 

15).  

En effet, l'une des caractéristiques biochimiques des cellules cancéreuses est l'effet Warburg 

(encore appelé glycolyse aérobie) qui se traduit par une consommation excessive de glucose 

dans les cellules cancéreuses comparées aux cellules normales, entraînant une surproduction 

des intermédiaires métaboliques et du lactate (Figure 15). Il est donc indispensable que le 

métabolisme du glucose soit finement ajusté dans les cellules en prolifération. La voie 

PI3K/AKT et le facteur de transcription c-Myc sont 2 intermédiaires importants entre le 

métabolisme du glucose et la prolifération cellulaire. 
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Comme nous l'a vu dans le paragraphe précédent, la stimulation d'AKT entraîne une 

stabilisation de la cycline D. AKT est aussi capable de réguler différents composants de la 

voie de la glycolyse. Il augmente notamment l'expression des transporteurs du glucose à la 

surface de la cellule (Edinger & Thompson, 2002) et régule positivement des enzymes de la 

glycolyse comme l'hexokinase et la phosphofructokinase (PFK) (Gottlob et al., 2001 ; Plas et 

al., 2001). L’augmentation de la PFK provoque une surproduction du fructose-1,6-

biphosphate, reflétant directement une activité métabolique élevée (Kandel & Hay, 1999). Il a 

aussi été montré que la surexpression de PFK entraînait une augmentation de la Cycline D 

(Yalcin et al., 2009) (Figure 15). AKT relie donc directement le métabolisme glucidique à la 

prolifération cellulaire.  

Il en est de même pour le proto-oncogène c-Myc. c-Myc, absent dans les cellules quiescentes, 

est rapidement induit suite à la stimulation de facteurs mitogènes et est essentielle à la 

régulation du cycle cellulaire. Sa surexpression perturbe la progression des cellules dans le 

cycle mais entraîne aussi des altérations dans le métabolisme du glucose. En effet, c-Myc 

contrôle directement la prolifération cellulaire en activant la transcription de gènes importants 

pour la progression des cellules dans le cycle cellulaire tels que la Cycline D (Figure 13) mais 

aussi celle de gènes impliqués dans la glycolyse comme les transporteurs de glucose (GLUT1 

et 4), la lactate deshydrogénase (LDH-A), enzyme responsable de la conversion du pyruvate 

en lactate (Gordan et al., 2007 ; Osthus et al., 2000) (Figure 15).  

Ces données reliant le métabolisme du glucose et la prolifération cellulaire ne sont pas 

exhaustives mais permettent de mettre en évidence le lien étroit entre ces 2 processus 

cellulaires dont une régulation mutuelle est indispensable au contrôle de la physiologie 

cellulaire. 

Une autre voie métabolique alimentée par le glucose est la voie de biosynthèse des 

hexosamines. 2 à 5% du glucose entrant dans la cellule sont en effet orientés vers cette voie 

produisant in fine le nucléotide-sucre UDP-GlcNAc (Figure 15). L'UDP-GlcNAc est le 

donneur de GlcNAc utilisé par différentes glycosyltransférases dont la O-GlcNAc transférase 

ou OGT qui est l'enzyme responsable de la O-GlcNAcylation des protéines. Comme nous le 

verrons dans la suite de l’introduction, la O-GlcNAcylation permet aussi de relier le 

métabolisme du glucose à la régulation des protéines clés du cycle cellulaire, dont AKT et c-

Myc, et il est connu depuis peu qu’une dérégulation de la O-GlcNAcylation dans les cellules 

cancéreuses participerait au développement du cancer. 
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2.3.4 Le point de restriction  

Au cours de la phase G1, le point de restriction est un point de contrôle permettant de 

distinguer deux sous-populations de cellules. Avant le passage du point de restriction, la 

progression des cellules en phase G1 peut encore être interrompue dans des conditions 

limitantes de croissance. Les cellules ne peuvent franchir ce point de restriction que 

lorsqu’elles ont synthétisé une quantité suffisante et nécessaire de protéines indispensables à 

la progression des cellules en phase G1. Une fois passé, il constitue un point de non-retour à 

partir duquel les cellules sont engagées irréversiblement dans le cycle cellulaire, 

indépendamment de la présence de facteurs mitogènes. Le cycle cellulaire ne pourra alors être 

arrêté uniquement lors de problèmes majeurs tels que des dommages à l’ADN (Cooper S, 

2006). Le point R est gouverné par le complexe pRb/E2F et est strictement dépendant du 

niveau de phosphorylation de pRb (Pardee et al., 2004 ; Zetterberg et al., 1995). 

2.3.5 La voie pRb/E2F 

La protéine du rétinoblastome pRb, est le produit d’un gène suppresseur de tumeur, 

mutée dans de nombreux cancers (Classon & Harlow, 2002). pRb appartient à la famille Rb 

qui comprend 2 autres membres, les protéines p107 et p130. Ces trois protéines possèdent un 

domaine conservé appelé le domaine ‘pocket’. Pour cette raison pRb, p130 et p107 sont 

souvent appelées des pockets proteins. Ce domaine est suffisant pour leur interaction avec les 

facteurs de transcription de la famille E2F. Cette association inhibe l’activité 

transcriptionnelle d’E2F. Parmi les 3 membres de la famille Rb, p130 a le niveau d’expression 

le plus élevé dans les cellules quiescentes dans lesquelles elle se complexe avec la majorité 

des membres de la famille E2F, E2F1-5, réprimant ainsi l’expression de leurs gènes cibles.  

 

Le facteur E2F est séquestré par la protéine pRb et son activité transcriptionnelle est 

directement contrôlée par le niveau de phosphorylation de pRb. La protéine pRb va tout 

d’abord être phosphorylée sur les sérines 807 et 811 par le complexe Cycline C/CDK3. Ces 

phosphorylations sont essentielles à la sortie de quiescence des cellules (Ren & Rollins, 

2004). Suite à la stimulation des voies de signalisation mitogènes, le complexe cycline 

D/CDK4-6 va se former et être activé. Une fois activé, ce complexe va phosphoryler ses 

substrats dont les membres de la famille Rb.  



 

 

 

Figure 17. Mise en place du complexe de pré-réplication 
(D’après Aladjem MI, 2007) 
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En fin de G1, la protéine pRb sera phosphorylée sur de nombreux résidus par ce 

complexe, permettant la libération partielle d’E2F (Schafer et al., 1998). E2F va pouvoir 

commencer à jouer son rôle de facteur de transcription en régulant l’expression de ses 

protéines cibles telles que la Cycline E, impliquée dans la progression de la G1 tardive lors de 

la transition G1/S. Le complexe Cycline E/CDK2 va alors pouvoir se former et être activé. Il 

va à son tour phosphoryler le complexe pRb/E2F, entraînant ainsi l’hyperphosphorylation de 

pRb et la libération complète d’E2F et son cofacteur DP. Il est en effet impératif que les 

facteurs de transcription E2F soient hétérodimérisés avec un des trois cofacteurs DP, capables 

de se lier à l’ADN (Henley & Dick, 2012 ; Cobrinik D, 2005). Ainsi libéré, E2F va pouvoir 

induire l’expression de nombreux gènes cibles impliqués aussi bien dans la régulation du 

cycle cellulaire (Cycline E et cdc25) que dans la réplication de l’ADN (MCM2-7 et cdc6) 

(Braken et al., 2004 ; Muller & Helin, 2000) (Figure 16). 

 Une fois que les cellules ont franchi le point de restriction gouverné par le complexe 

pRB/E2F, elles progressent dans le cycle cellulaire indépendamment de la présence de stimuli 

mitogènes dans l'environnement extracellulaire.  

2.4 La transition G1/S 

2.4.1 L’initiation de la réplication de l’ADN 

La réplication de l’ADN est un processus complexe qui nécessite, dans un premier 

temps, l’assemblage ordonné et précis de plusieurs protéines aux origines de réplication. 

L’assemblage des protéines ORC (origin recognition complex), cdc6 (cell division cycle 

homolog 6), Cdt1 (cdc10-dependent transcrit) et MCMs forme le complexe de pré-

réplication, initié à la transition M/G1 (Bell & Dutta, 2002) (Figure 17). Ce processus assure 

l’initiation de la réplication de l’ADN qui ne doit avoir lieu que lors de la phase S et une seule 

fois par cycle cellulaire. La réplication de l’ADN dans les cellules eucaryotes débute à 

plusieurs origines de réplications (10
3
-10

5
) réparties dans tout le génome (Blow & Dutta, 

2005). Cette partie détaille plus particulièrement les données concernant les protéines MCMs 

et seront remises en rapport avec les résultats obtenus lors de mes travaux de thèse dans la 

discussion générale. 
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2.4.2 Mise en place du complexe de pré-réplication 

Les origines de réplications sont reconnues par un complexe multiprotéique, l’ORC 

qui est constitué de 6 sous-unités, Orc1-6. ORC joue un rôle pivot dans l’initiation de la 

réplication de l’ADN car il va servir de plateforme au recrutement des différents membres du 

complexe de pré-réplication (Bell SP, 2002). En G1, ORC recrute la protéine Cdc6 qui 

interagit plus particulièrement avec la sous-unité Orc1. Le recrutement de Cdc6 augmente la 

spécificité d’interaction entre ORC et l’origine de réplication (Speck & Stillman, 2007). Cdc6 

comme les sous-unités Orc1, 2 et 5 appartient à la famille des ATPases AAA+. Son activité 

ATPase va servir au recrutement suivant, celui du facteur de transcription Cdt1 (Semple et al., 

2006). Cdt1 est nécessaire à la formation du complexe de pré-réplication (Maiorano et al., 

2000) et va coopérer avec ORC et Cdc6 pour faciliter le chargement du complexe MCM 

hélicase (MiniChromosome Maintenance) aux origines de réplication. L’hydrolyse de l’ATP 

par ORC et Cdc6 va être nécessaire au recrutement de ce complexe formé de 6 protéines, 

MCM2 à 7 (Randell et al., 2006).  

Les protéines MCMs possèdent aussi une activité ATPase indispensable à leur activité 

hélicase pour l’initiation et l’élongation de la réplication de l’ADN (Mendez & Stillman, 

2003). L'activité hélicase du complexe MCM serait portée par l'hétérotrimère MCM 4, 6 et 7 

(Ishimi et al., 1997), alors que le sous-complexe MCM 2, 3, 5 formerait la sous-unité 

régulatrice (Forsburg SL, 2004). Néanmoins, la présence des 6 sous-unités aux origines de 

réplication est essentielle à l’initiation de la réplication (Schwacha & Bell, 2001). Deux 

complexes MCM2-7 sont recrutés au niveau d’une même origine de réplication mais dans une 

orientation antiparallèle, expliquant en partie la progression bidirectionnelle des fourches de 

réplication (Evrin et al., 2009). 

L’association du complexe MCM2-7 a lieu en début de G1 où l’activité des CDK est encore 

faible car elle inhibe la formation du complexe de pré-réplication (Noton & Diffley, 2000). La 

liaison du complexe MCM2-7 à la chromatine marque l’étape finale de la formation du 

complexe de pré-réplication (Figure 17).  

2.4.3 Le rôle de la phosphorylation sur les protéines MCMs 

 La phosphorylation joue un rôle important dans l'interaction entre les différentes 

protéines MCMs, dans leur liaison à l'ADN ou encore sur l'activité du complexe MCM lui-

même.  
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Par exemple, plusieurs sites de phosphorylation ont été localisés dans la partie N-terminale de 

la MCM2, ciblés par différentes kinases telles que cdc7, CDK1 et CDK2 (Montagnoli et al., 

2005). La sérine 5 (et très certainement sur les sérine 4 et 7) de la MCM2 est phosphorylée 

par le complexe cdc7/Dbf4, favorisant sa liaison à la chromatine (Chuang et al., 2009). La 

MCM3 est, quant à elle, phosphorylée sur la thréonine 722 par le complexe Cycline E/CDK2, 

ce qui provoque une diminution de son affinité pour l'ADN (Li et al., 2011), alors que la 

phosphorylation de la sérine 112 par le complexe Cycline B/CDK1 est essentielle pour son 

association avec les autres MCMs (Lin et al., 2008).  

La protéine MCM4 est aussi la cible des complexes Cycline E/CDK2 et Cycline B/CDK1. 

Dans l'ovocyte de Xénope, la phosphorylation de MCM4 en phase M par la CDK1 inhibe 

l'association du complexe MCM à la chromatine (Sato et al., 2000). Cela a été également 

montré lorsque MCM4 est phosphorylée par CDK2 (Findeisen et al., 1999). In vitro, la 

phosphorylation de MCM4 par le complexe Cycline E/CDK2 inhibe aussi l'activité hélicase 

du complexe MCM 4/6/7 (Ishimi et al., 2000). Six sites de phosphorylation sur des résidus 

sérine et thréonine ont été identifiés dans la partie N-terminale de MCM4. La mutation de ces 

différents sites de phosphorylation lève la perte d'activité hélicase du complexe, suggérant que 

la phosphorylation de tous ces sites est impliquée dans l'inactivation du complexe MCM 4/6/7 

(Ishimi & Komamura-Kohno, 2001). 

Contrairement à la phosphorylation des MCM 2, 3 et 4 dont on connaît de mieux en 

mieux le rôle fonctionnel sur l’activité du complexe MCM2-7, très peu de données sont 

disponibles pour les MCM 5, 6 et 7, en particulier pour la MCM5. Des études globales du 

phosphoprotéome ont identifiés de nombreux sites de phosphorylation sur la protéine MCM6 

(Ser 13, 271, 413 ; Tyr 276 ; Ser 413, 568, 689, 699, 700, 704, 758, 762 ; Thr 791) mais leur 

rôle fonctionnel n’est pas encore connu (Beausoleil et al., 2006 ; Dephoure et al., 2007 ; 

Villen et al., 2007 ; Choudhary et al., 2009 ; Huttlin et al., 2010 ; Yu et al., 2011 ; Hsu et al., 

2011). De même, 4 sites de phosphorylation ont été mis en évidence sur MCM7 (Ser 314, 

321, 500 et 674) (Choudhary et al., 2009).  

Ces différentes données montrent donc que les phosphorylations des MCMs sont 

impliquées au niveau de plusieurs propriétés fonctionnelles de ces protéines et que leur étude 

permet une meilleure compréhension de la régulation individuelle des protéines MCMs, mais 

aussi de l'ensemble du complexe. 



 

 

 

Figure 18. Mise en place du complexe de pré-initiation 

(Adapté de Aladjem MI, 2007 et d'Heller et al., 2011) 
 

 

 

 

 

 

ORC

Cdc6 Cdt1

Complexe de Pré-Réplication

ORC

Cdc6 Cdt1

Complexe de Pré-Initiation

MCM10
GINS

RPA

SSB

Pol

MCM10

G1

CDK

DDK
S



Introduction : De la quiescence à l’entrée en phase S  

   51 

2.4.4 Formation du complexe d’initiation 

Lorsque le complexe de pré-réplication est formé, les MCMs sont encore sous forme 

inactive. Leur activation en phase S est associée au recrutement de plusieurs protéines telles 

que MCM10, cdc45 et GINS (Go-Ichi-Ni-San signifie 5-1-2-3) et elle nécessite l’activité des 

DDK (Dbf4-dependent kinase) et des CDKs (Ilves et al., 2010) (Figure 18).  

Cdc45 est une protéine essentielle pour l’établissement et la progression de la fourche de 

réplication. Ce cofacteur d’hélicase permet le recrutement de protéines indispensables dans la 

réplication de l’ADN telles que la protéine RPA, les protéines SSB et les ADN polymérases 

(Aparicio et al., 1999).Dès que le complexe pré-RC est formé, Cdc45 est recrutée à la 

chromatine par Cdt1, nécessitant l’activité du complexe Cycline E/CDK2 et du complexe 

Cdc7/Dbf4 (Ballabeni et al., 2009 ; Takiwasa et al., 2000 ; Zou & Stillman, 2000 ; Bell & 

Dutta, 2002). La MCM10, non homologue aux MCM2-7, est aussi nécessaire pour le 

chargement de cdc45 et la stabilisation du réplisome, complexe enzymatique nécessaire à la 

réplication de l'ADN (Izumi et al., 2000). En plus de cdc45, le complexe GINS composé de 4 

sous-unités, psf1, 2, 3 et sld5, participe à l’activation des MCMs et au chargement du 

réplisome. GINS est également important pour le recrutement des polymérases et va bouger 

avec la fourche de réplication (Gambus et al., 2006,).  

Les MCMs associées à Cdc45 et au tétramère GINS forment le complexe CMG (Moyer et al., 

2006). Les nombreux facteurs s’associant aux MCMs ainsi que l’activité des CDKs et DDKs 

permettent de convertir le complexe de pré-réplication en complexe de pré-initiation (Figure 

17). Les polymérases et leurs protéines accessoires sont alors recrutées et le démarrage de la 

réplication de l’ADN peut avoir lieu. L’ADN de la cellule est répliqué lors de la phase S et à 

la moindre anomalie, le checkpoint de la phase S se mettra en place. 

A la fin de la phase S, la cellule qui était au départ diploïde (2n) sera tétraploïde (4n) et le 

restera jusqu’à la mitose afin de donner naissance à 2 cellules filles diploïdes identiques.
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Comme nous venons de le voir, les évènements moléculaires contrôlant la progression 

du cycle cellulaire sont directement dépendants des modifications post-traductionnelles 

(MPTs), les plus courantes étant la phosphorylation, la méthylation, l'acétylation, la 

sumoylation, l'ubiquitinylation ainsi que la glycosylation. La glycosylation, définie par la 

liaison covalente d’un glycane sur une protéine, est l’une des MPT les plus abondantes. En 

effet, 1 à 3% du génome des mammifères code pour des protéines intervenant dans le 

processus de glycosylation (Hanover et al., 2012). Au cours de ce chapitre je détaillerai la O-

GlcNAcylation des protéines, forme majeure de glycosylation intracellulaire, qui a fait l'objet 

de mes travaux de thèse. 

III. La O-GlcNAcylation 

3.1 Description générale 

 Décrite pour la 1ère fois par G.W Hart et Torres en 1984 (Torres & Hart, 1984), la β-

linked O-N-acetylglucosaminylation ou O-GlcNAcylation consiste en l'attachement d'un 

unique monosaccharide, la N-acétylglucosamine (GlcNAc), au niveau du groupement 

hydroxyle de résidus sérines et thréonines des protéines cibles (pour revue Zachara & Hart, 

2006). C'est une modification post-traductionnelle réversible et dynamique, qui affecte les 

protéines cytosoliques, nucléaires et mitochondriales. 

La O-GlcNAcylation est une MPT très conservée, elle a été retrouvée chez les virus 

ainsi que chez tous les eucaryotes étudiés jusqu'à ce jour : chez le protozoaire filamenteux, 

Gardia lamblia (Banerjee et al., 2009), les bactéries (L.monocytogenes) (Schirm et al., 2004), 

l'apicomplexe Toxoplasma gondii (Perez-cervera Y et al., 2011), les champignons 

filamenteux (Woosley et al., 2006), le nématode C.elegans (Lubas et al., 1997), les insectes 

comme la Drosophila melangaster (Kelly & Hart, 1989), les plantes supérieures, exemple 

Arabidopsis thaliana (Olszewski et al., 2010) et Nicotiana tabacum (Schouppe et al., 2011) et 

chez l'Homme.  

Les protéines O-GlcNAcylées sont très abondantes dans le noyau plus 

particulièrement au niveau de la chromatine et des pores nucléaires, les nucléoporines étant 

les premières protéines identifiées comme cibles de la O-GlcNAcylation (Holt et al., 1987 ; 

Hanover et al., 1987). Depuis, plus de 800 protéines O-GlcNAcylées, intervenant dans divers 

processus cellulaires, ont été décrites tels que des récepteurs (ERβ), des phosphatases/kinases  
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(Akt, GSK3), des facteurs de transcription (SP1, c-Myc, c-fos, c-jun), des composants du 

cytosquelette (CK8/18, vimentine, vinculine, Tau), des protéines des pores nucléaires 

(NUP180, 153), des protéines impliquées dans la traduction (ARN polymérase II) ou encore 

dans le métabolisme cellulaire (GAPDH : Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) 

(Wang et al., 2011) (Pour revue Love & Hanover, 2005).  

 Aucune séquence consensus stricte n'a été identifiée pour la O-GlcNAcylation. 

Néanmoins, elle a lieu préférentiellement dans des séquences peptidiques riches en sérine et 

thréonine avec une proline en position -2 et -3 (Trinidad et al., 2012), et sur des motifs de 

type P/V-P/V-V-gS/T-S/T (Wang et al., 2010) ou encore P-X-gT-X-A et P-V-gS (Alfaro et 

al., 2012). Une database (dbOGAP) répertoriant les protéines O-GlcNAcylées ainsi que les 

sites pouvant être la cible de la O-GlcNAcylation est disponible depuis 2002 (Wang J et al., 

2011). Environ 800 protéines et 400 sites y sont référencés.  

Cependant, ce nombre augmente de façon exponentielle grâce à l'amélioration des 

techniques de détection de la O-GlcNAcylation. La O-GlcNAcylation des protéines est 

classiquement détectée par l’utilisation d’anticorps spécifiques (RL2 et CTD110.6) ou encore 

par la lectine WGA (Wheat Germ agglutinin). D’autres techniques d'enrichissement et de 

détection des protéines O-GlcNAc ont été développées, notamment des méthodes basées sur 

la réaction de click-chemistry qui permet de former un cycle triazole stable par cyclo-addition 

entre les groupes azido et alkyne (pour revue Boyce & Bertozzi, 2011). Elle consiste en un 

marquage métabolique ou enzymatique des protéines O-GlcNAcylées par un analogue azido 

du GlcNAc (incorporation métabolique) ou du Galactose (marquage enzymatique par une 

Galactosyltransférase mutée) pouvant interagir avec différentes sondes alkynes utilisables 

ensuite pour enrichir et détecter les protéines O-GlcNAc ainsi taggées lors de différentes 

approches expérimentales (Gurcel et al., 2008 ; Dehennaut et al., 2008).  

L'identification des sites O-GlcNAc sur les protéines détectées n'est pas facile car la 

liaison de la GlcNAc sur la protéine est très labile et est perdue avec les méthodes 

traditionnelles de fragmentation des peptides en spectrométrie de masse. Actuellement, 

l’utilisation de méthodes plus douces de fragmentation telles que l’ETD (electron transfert 

dissociation) et l’ECD (electron capture dissociation) permet de préserver le résidu O-

GlcNAc sur les peptides et de localiser ainsi les sites O-GlcNAcylés. Il est alors possible 

d’étudier plus précisément le rôle biologique de la O-GlcNAcylation sur la protéine.  



 

 

Figure 19. Régulation de la dynamique de O-GlcNAcylation par le couple OGT/OGA 
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3.2 Les enzymes de la O-GlcNAcylation 

 La O-GlcNAcylation est régulée par un couple unique d'enzymes, l'OGT (O-linked N-

acetylglucosaminyltransferase) qui transfert le résidu de GlcNAc à partir de son substrat 

donneur, l'UDP-GlcNAc, sur les protéines cibles ; et son enzyme antagoniste, l'OGA (O-

GlcNAc hydrolase) qui est capable d'hydrolyser ce résidu (Zachara & Hart, 2006) (Figure 

19).  

3.2.1 L'UDP-N-acetylglucosamine:polypeptide-N-acetylglucosaminyl 

transferase ou OGT  

 L’OGT est une enzyme très conservée au cours de l'évolution. Elle a été caractérisée 

chez le rat (Haltiwanger et al., 1992), chez A. thaliana (Jacobsen et al., 1996), chez la souris 

et l'Homme (Kreppel et al., 1997), chez C. elegans (Lubas et al., 1997) et plus récemment 

chez les protozoaires, Giardia lamblia et Cryptosprodidium parvum (Banerjee et al., 2009). 

L'OGT est codée par un seul gène chez C.elegans, les insectes et les mammifères. Chez 

l'Homme, elle se localise sur le chromosome X dans la région Xq13.1 (Shafi et al., 2000 ; 

Nölte & Muller, 2000). 

L'OGT est essentielle au développement des mammifères. En effet, le knockout de 

l'OGT est létal pour les embryons de souris dès le 4
ème

 jour du développement embryonnaire 

(O'Donnell et al., 2004). Elle est également indispensable pour la viabilité des cellules 

souches embryonnaires et des fibroblastes (Shafi et al., 2000). Par contre chez C.elegans, le 

knockout de l'OGT n'entraîne pas la mort de l'animal mais de sévères défauts dans la 

formation de la larve dauer et des altérations du métabolisme des lipides et des carbohydrates 

(Hanover et al., 2005 ; Lee et al., 2010). 

Chez les mammifères, il existe 3 isoformes d'OGT qui résultent d'un épissage 

alternatif (Hanover et al., 2003). Comme le montre la figure 20, ces 3 isoformes possèdent un 

domaine C-terminal identique mais différent dans leur partie N-terminale et dans leur 

localisation subcellulaire (Clarke et al., 2008).  

La première isoforme de 110kDa est l'isoforme la plus longue et la plus abondante. 

Cette enzyme présente de façon ubiquitaire a un niveau d'expression variable selon le type 

cellulaire. Elle est fortement exprimée dans les cellules pancréatiques et au niveau du cerveau 

(Lubas et al., 1997 ; Hanover et al., 1999). 
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Au niveau cellulaire, elle est à la fois présente dans le noyau et le cytoplasme d'où son nom la 

ncOGT (nuclear and cytoplasmic OGT). La ncOGT est classiquement nommée OGT car c'est 

l'isoforme la plus étudiée. La deuxième isoforme, la sOGT (short OGT) est l'isoforme la plus 

courte (78kDa). Comme la ncOGT, elle est localisée dans le noyau et le cytoplasme des 

cellules. La dernière isoforme, de taille intermédiaire (103 kDa) appelée mOGT 

(mitochondrial OGT) est localisée au niveau de la membrane interne mitochondriale car elle 

possède une séquence MTS (mitochondria-targeting sequence), séquence de ciblage 

mitochondriale, située à l'extrémité N-terminale (Love et al., 2003). Dans les cardiomyocytes, 

plusieurs protéines mitochondriales ont été décrites pour être O-GlcNAcylées, notamment des 

sous-unités des complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale telle que la sous-unité I du 

complexe IV (COXI) (Hu et al., 2009). Une étude récente révèle que la mOGT aurait des 

propriétés pro-apoptotiques. En effet, sa surexpression induit l'apoptose dans différentes 

lignées cellulaires et ceci de manière dépendante de son activité catalytique (Shin et al., 

2011). 

 Les différences de taille et de localisation entre ces isoformes leur procureraient des 

spécificités d'action et de substrats. Il a été montré à partir de 5 substrats différents (la caséine 

kinase II (CKII), la protéine tau, la kinase yes, l'α-synucléine et la β-synucléine) que ces 3 

isoformes agissent différemment. La ncOGT est capable de glycosyler la CKII et la protéine 

Tau, la mOGT, la CKII et la protéine kinase yes alors qu'aucune de ces protéines n’est un 

substrat de la sOGT (Lazarus et al., 2006). Il est cependant difficile de généraliser ces 

données car cette étude n’a été faite que sur 5 substrats, ce qui est très loin d’être représentatif 

des centaines de protéines O-GlcNAcylées identifiées. 

3.2.1.1 Structure de l'OGT 

 L'OGT peut être structurellement divisée en 3 domaines (Figure 20) :  

- La partie N-terminale de l’OGT comporte plusieurs motifs TPR (tetratricopeptide repeat) 

dont le nombre varie suivant l'isoforme : 11.5 motifs TPR pour la ncOGT, 9.5 motifs TPR 

pour la mOGT et seulement 2.5 motifs TPR pour la sOGT. Les motifs TPR (séquence de 34 

acides aminés) sont des régions très conservées, retrouvées sur de nombreuses protéines car 

ils sont essentiels pour les interactions protéine-protéine. Des études sur la résolution de la 

structure de l’OGT humaine (Lazarus et al., 2011) et la modélisation de l’interaction de 

l’OGT avec ses substrats (Trinidad et al., 2012) ont révélé que le domaine TPR restreint 

l'accès du site actif de l’OGT aux peptides substrats et qu' un changement de conformation du  



 

 

 

Figure 20. Structure des 3 isoformes de l'OGT 

(D’après Hanover et al., 2012 et Lazarus et al., 2009) 
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domaine TPR permet la formation du complexe OGT-substrat (Clarke et al., 2008). L'absence 

des domaines TPR n'affecte pas l'activité de l'enzyme mais leur présence serait nécessaire 

pour une reconnaissance spécifique des substrats. Par exemple, dans les cellules neuronales, 

l'association de l’OGT avec la kinase p38MAPK via les domaines TPR oriente son activité 

sur les neurofilaments H (Cheung et al., 2008). Des études plus approfondies restent 

cependant nécessaires pour éclaircir ce point. 

- Les parties N- et C-terminales de l'OGT sont séparées par un linker. Cette séquence est la 

moins conservée dans la structure de l’OGT. Elle est retrouvée chez les insectes et l'Homme 

mais pas chez les bactéries ni les plantes. 

- La partie C-terminale est identique pour toutes les isoformes d'OGT. Ce domaine catalytique 

est constitué de 2 régions homologues qui sont séparées par un inter-domaine. Les acides 

aminés essentiels pour l'activité de l'enzyme comme l'histidine 498 sont proches du site de 

liaison de l'UDP-GlcNAc et leur mutation modifie la cinétique de l'enzyme pour son substrat 

(Lubas et al., 1997 ; Lazarus et al., 2005). La région C-terminale de l'OGT est aussi dotée 

d'un domaine PPO (PIP-binding domain activity of OGT) situé entre les résidus 958 et 1001 

grâce auquel elle peut interagir avec le PIP3 (phosphatidylinositol 3, 4, 5, triphosphate) et 

s’associer à la membrane plasmique (Yang et al., 2008). 

3.2.1.2 Les inhibiteurs de l'OGT 

 Historiquement, le premier inhibiteur de l'OGT est un analogue de l'uracile, l'alloxane. 

L'alloxane est capable d'inhiber l'activité de l'OGT mesurée par incorporation de radioactivité 

(UDP-[3H]-GlcNAc), et entraîne une diminution des protéines O-GlcNAcylées détectées par 

Western-blot (Konrad et al., 2002). Cependant cette molécule a montré de nombreux effets 

toxiques car elle mène à la production d'espèces réactives de l'oxygène, et peut donc avoir des 

effets cellulaires indépendants de l’OGT (Marin et al., 2011 ; Lenzen et al., 2008).  

En 2005, des inhibiteurs de l'OGT ont été identifiés par criblage à haut débit (méthode HTS 

pour high-throughput screening) (Gross et al., 2005). Deux d'entres eux ont été utilisés dans 

les ovocytes de Xénope et une lignée cellulaire humaine (Dehennaut et al., 2007 ; Caldwell et 

al., 2010). 



 

 

 

Figure 21. Localisation des sites de phosphorylation et de O-GlcNAcylation de la ncOGT 
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3.2.1.3 Modifications post-traductionnelles de l’OGT  

 L'OGT est la cible de deux modifications post-traductionnelles : la phosphorylation et 

la O-GlcNAcylation. A ce jour, l'influence de ces MPTs sur ses propriétés fonctionnelles est 

loin d’être élucidée. 

Plusieurs sites de phosphorylation ont été identifiés dans le domaine TPR de l'OGT en 

N-terminale : les sérines 3, 4, 10, 11, 15, 20 et la thréonine 325 (Dephoure et al., 2008 ; Olsen 

et al., 2010) et un site en C-terminale, la tyrosine 989 (Kreppel et al., 1997). La sérine 20 est 

localisée dans un motif consensus des kinases CAMKII et PKA, alors que la thréonine 325 

peut être potentiellement la cible des kinases FHA1, Rad23p et NEK6 (Olsen et al., 2010). Il 

a été reporté que l'OGT peut être phosphorylée par la CAMK IV mais les résidus cibles ne 

sont pas connus (Song et al., 2008). De plus, il a également été montré que suite à la 

stimulation des adipocytes 3T3-L1 par l’insuline, l'OGT est tyrosine phosphorylée par le 

récepteur à l'insuline, ce qui entraîne une augmentation de son activité de glycosyltransférase 

(Yang et al., 2008 ; Whelan et al., 2008) (Figure 21).  

L'OGT est capable de s’autoglycosyler dans le 9
ème

 domaine TPR entre les résidus 390 

et 406 et dans le 2
ème

 domaine catalytique, entre les résidus 1037 et 1046 (Tai et al., 2004). 

Trois peptides O-GlcNAc supplémentaires ont été identifiés dans le cerveau de rat, 

correspondant sur l’OGT humaine aux séquences [407-420], [421-454] et [817-832] 

(Khidekel et al., 2007). Il a été observé que la O-GlcNAcylation globale de l’OGT diminue 

dans les cellules HeLa synchronisées en mitose par rapport aux cellules en G1 (Sakabe & 

Hart, 2010). L’analyse stœchiométrique de la forme glycosylée de l’OGT dans les neurones a 

montré qu'elle était très majoritairement non glycosylée (3% de l’OGT) (Rexach et al., 2010). 

Aucun rôle sur la glycosylation de l'OGT n’est connu à ce jour. 

 Notons que plus récemment, il a été montré que l'OGT existait sous la forme S-

nitrosylée dans des macrophages de souris (Ryu & Do, 2011). La S-nitrosylation se définie 

par la liaison covalente d'un oxyde nitrique sur le groupement thiol d'un résidu cystéine d'une 

protéine (Hess et al., 2005). Cette modification post-traductionnelle est capable d'influencer 

diverses propriétés fonctionnelles des protéines telle leur stabilité, leur localisation 

subcellulaire, l'interaction avec leur partenaire ou encore leur activité (Anand & Stamler, 

2012).  

 L'OGT est dénitrosylée suite à la stimulation des macrophages par le LPS 

(lipopolysaccharide). Sous sa forme dénitrosylée, l'OGT est 4 à 6 fois plus active que la  
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forme nitrosylée. La S-nitrosylation de l'OGT semble donc réguler négativement son activité 

(Ryu & Do, 2011). 

3.2.2 La N-acétyl-βD glucosaminidase ou OGA 

 Identifiée initialement comme l'hexosaminidase C dans des extraits cytosoliques à 

cause de sa structure similaire aux hexosaminidases lysosomales, l'OGA diffère de ces 

dernières par sa localisation et son pH optimal d'activité. Elle est en effet localisée 

principalement dans le cytoplasme et son activité est maximale entre les pH 5.5 et 7 

contrairement aux hexosaminidases A et B qui agissent à pH plus acide (Braidman et al., 

1974 ; Dong et al., 1994 ; Gao et al., 2001). L'OGA est une enzyme soluble et très conservée 

au cours de l’évolution : elle est présente dans tous les métazoaires où la modification O-

GlcNAc a été reportée (Gao et al., 2001 ; Forsythe et al., 2006). Son expression est 

ubiquitaire avec une distribution tissulaire semblable à l'OGT, c'est à dire qu'elle est plus 

fortement exprimée dans le pancréas et le cerveau (Comtesse et al., 2001 ; Gao et al., 2001).  

Le Knockout de l'OGA entraîne des défauts similaires à celui de l'OGT chez C.elegans, à 

savoir un animal viable mais avec des dérégulations dans le stockage des lipides et du 

glycogène (Forsythe et al., 2006). Il a aussi été reporté récemment que l'OGA est essentielle 

au développement embryonnaire car l'extinction de son gène provoque une mort néonatale des 

embryons de souris (Yang et al., 2012). 

Chez l'Homme, le gène codant pour l'OGA est nommé MGEA5 (meningioma expressed 

antigen 5) et réside sur le chromosome 10 au niveau du locus q24.1-q24.3. Deux isoformes de 

l’OGA résultant d’un épissage alternatif de l’ARNm et qui différent dans leur domaine C-

terminal, ont été décrites (Comtesse et al., 2001) : Une forme nucléocytoplasmique de 130 

kDa, principalement localisée dans le cytoplasme et très majoritairement exprimée, appelée 

OGA ou fOGA (full lenght OGA) (Zachara & Hart, 2006 ; Macauley & Vocadlo, 2009) ; elle 

est aussi la plus étudiée comparée à la forme courte de 75 kDa, nommée sOGA (short OGA). 

Il a été reporté que l'isoforme courte de l'OGA est associée aux gouttelettes lipidiques. Les 

gouttelettes sont des organites intracellulaires de stockage des lipides neutres tels que les 

triglycérides et les esters de cholestérol (Greenberg et al., 2011 ; Keembiyehetty et al., 2011). 

La sOGA jouerait un rôle dans l'assemblage et la stabilité de ces gouttelettes et participerait à 

la dégradation protéasomale des protéines situées à leur surface. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Keembiyehetty%20CN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21807949


 

 

Figure 22. Structure des 2 isoformes de l'OGA, la fOGA et la sOGA 

(D'après Hanover et al., 2012) 
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3.2.2.1 Structure de l'OGA  

 L'OGA (fOGA) est une protéine de 916 acides aminés contenant deux domaines 

distincts : Un domaine d'activité hexosaminidase en N-terminal et un domaine C-terminal 

homologue à celui des histones acétyltransférases, HAT (histone acetyltransferase domain) 

entre les acides aminés 583 et 916 (Schultz & Pils, 2002 ; Toleman et al., 2004). La présence 

de ces 2 domaines lui a valu un 2
ème

 nom, la NCOAT (Nuclear Cytoplasmic O-GlcNAcase 

and Acetyltransferase). Cependant, ce nom est très peu utilisé dans la littérature car, jusqu'à 

aujourd'hui, l'activité de son domaine HAT n'a été reportée qu'in vitro et reste controversée 

(Toleman et al., 2004). Les résidus 404 à 548 situés entre ces 2 domaines sont nécessaires à 

l'interaction de l'OGA avec l'OGT via les 6 premiers domaines TPR (Whisenhunt et al., 

2006), les deux enzymes étant fréquemment retrouvées en complexe (§3.4.3).  

A l'intérieur de ce domaine d'interaction, l’asparagine 413 est un site de clivage de la caspase 

3, qui est active sur l’OGA in vitro (Wells et al., 2002) et in vivo lors de l'apoptose 

(Butkinaree et al., 2008). Individuellement, les 2 formes tronquées de l'OGA (1-413 et 414-

916) générées suite à la coupure par la caspase-3 n'ont pas d'activité catalytique significative 

lorsqu'elles sont transfectées séparément dans les cellules HeLa. En revanche, lorsque le 

clivage de l'OGA est induit dans les cellules, l’efficacité de l’activité hydrolase est 

comparable à celle de l’OGA non clivée. Il a été proposé qu’après la coupure protéolytique, 

les 2 parties N- et C-terminales resteraient associées ou se réassocieraient (Wells et al., 2002 ; 

Butkinaree et al., 2008) (Figure 22). Le rôle physiologique de cette coupure sur l'OGA reste 

cependant à déterminer. 

La forme courte de l'OGA, la sOGA (short OGA), ne contient pas le domaine HAT 

mais possède 15 acides aminés qui lui sont propres à l’extrémité N-terminale (Hanover et al., 

2010). Cette structure tronquée est suffisante pour conserver une activité d'hydrolase de 

l'OGA (Comtesse et al., 2001), mais qui est réduite par rapport à la forme longue de l'OGA 

(Km ≈ 1.57.10
2
 et 3.26.10

2
 mM versus Km fOGA≈ 0.27 mM) (Li et al., 2010) (Figure 22).  



 

 

Figure 23. Localisation des sites de phosphorylation et de O-GlcNAcylation de l’OGA 
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3.2.2.2 Les inhibiteurs de l'OGA 

 L'OGA peut être chimiquement inhibée par des analogues de GlcNAc comme la 

PUGNAC (Dong & Hart, 1994) et la Streptozotocine (STZ) (Toleman et al., 2006). Ils se 

fixent dans le site catalytique de l'OGA inhibant l'hydrolyse de la GlcNAc fixée aux substrats 

(Hurtado-guerrero et al., 2008). Cependant, la PUGNAc n'est pas un inhibiteur sélectif de 

l'OGA car il inhibe aussi les hexosaminidases lysosomales (Gao et al., 2001 ; Mehdy et al., 

2012) et la streptozotocine est particulièrement toxique pour les cellules eucaryotes (Roos et 

al;, 1998 ; Pathak et al., 2008). Des dérivés du PUGNAc ont ensuite été synthétisés afin d'être 

plus spécifiques que ce dernier comme la GlcNAcstatine (Dorfmueller et al., 2006) et la 

GlcNAc-thiazoline (Knapp et al., 2007). Actuellement, le NbutGT et le Thiamet G sont les 

inhibiteurs les plus spécifiques et efficaces de l'OGA, le Thiamet G étant le plus stable des 

deux (Macaulay et al., 2005 ; Yuzwa et al., 2008). 

3.2.2.3 Modifications post-traductionnelles de l’OGA 

 Comme l'OGT, l'OGA est aussi la cible de la phosphorylation et de la O-

GlcNAcylation. Plusieurs sites de phosphorylation ont en effet été identifiés chez l'OGA 

(Figure 23) : 1 site trouvé à partir de cerveau de rat : la sérine 405 (Khidekel et al., 2007) ; 2 

autres à partir de synapses de souris : la sérine 364 et la thréonine 370 (Trinidad et al., 2012) ; 

4 à partir de cellules humaines : la sérine 364, 859, 867 et 873 (Olsen et al., 2010) et 2 sites 

dans des cellules souches embryonnaires humaines, les sérines 364 et 268 (Rigbolt et al., 

2011). La sérine 364 est localisée dans un motif consensus de la caséine kinase II (Rigbolt et 

al., 2011). Les sites de phosphorylation identifiés chez le rat et la souris sont conservés chez 

l'homme. Cependant, le rôle de la phosphorylation sur les propriétés fonctionnelles de l'OGA 

reste à déterminer.  

L'OGA est également O-GlcNAcylée sur la sérine 405 (Khidekel et al., 2007) (Figure 23). 

Comme pour l'OGT, l’analyse stœchiométrique de la forme glycosylée de l’OGA dans les 

neurones a montré que sa forme non glycosylée était majoritaire (10% de l’OGA 

monoglycosylées) (Rexach et al., 2010). Le rôle de sa glycosylation doit être entièrement 

élucidé. 

  



 

 

 

Figure 24. Voie de biosynthèse de l’UDP-GlcNAc dépendante des flux entrants de 

glucose et glucosamine dans la cellule 
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3.3 La voie de biosynthèse des hexosamines  

 Le niveau de O-GlcNAcylation des protéines est directement dépendant du 

métabolisme du glucose via la voie de biosynthèse des hexosamines (HBP : Hexosamine 

biosynthesis pathway) qui mène à la formation de l’UDP-GlcNAc, le substrat-donneur de 

l’OGT (Dorfmueller et al., 2011) (Figure 24). Les variations d'UDP-GlcNAc reflètent le flux 

de nutriments entrant dans la cellule (glucose et glucosamine) (Obici & Rosetti, 2003). 

Lorsque le glucose entre dans la cellule, il est phosphorylé en glucose-6-phosphate par 

l'hexokinase puis isomérisé en fructose-6-phosphate par la phosphoglucose isomérase. La 

majorité du fructose-6-phosphate sera orienté vers la glycolyse pour fournir des molécules 

énergétiques à la cellule. Le reste, soit 2-5% du glucose intracellulaire, sera métabolisé par la 

voie HBP afin de synthétiser l’UDP-GlcNAc, donneur de GlcNAc pour toutes les 

glycosyltransférases, dont l’OGT. La voie HBP commence par la formation de la 

glucosamine-6-phosphate (GlcNH2-6-P) à partir du fructose-6-phosphate par l’action 

irréversible de la GFAT (Glutamine :fructose-6-phosphate amidotransferase). La GlcNH2-6-P 

est acétylée par la Glucosamine-6-Phosphate acétyltransférase pour donner la GlcNAc-6-P, 

convertie ensuite en N-acétylglucosamine-1-phosphate (GlcNAc-1-P) par la N-

acétylglucosamine phosphomutase. La dernière étape de la voie HBP catalyse la formation de 

l’UDP-GlcNAc grâce à l’action de l’UDP-GlcNAc pyrophosphorylase (Figure 24). L'OGT 

est très affine pour l'UDP-GlcNAc, avec un Km faible égal à 545 nM (Haltiwanger et al., 

1992). Son activité est donc sensible à la quantité d'UDP-GlcNAc disponible dans les cellules 

(Kreppel & Hart, 1999), influençant directement le niveau intracellulaire de O-

GlcNAcylation.  

La GFAT est l’enzyme limitante de la voie HBP, elle est inhibée par le produit final, 

l'UDP-GlcNAc (Broschat et al., 2002). Il existe des inhibiteurs bien connus de la GFAT, le 

DON (6-diazo-5-oxo-norleucine) et l'azasérine, qui ont pour effet indirect de diminuer le 

niveau de O-GlcNAcylation. A l’inverse, la glucosamine (GlcNH2) favorise l’activité de 

l’OGT car elle intègre la voie HBP en contournant la GFAT et en donnant directement la 

GlcNH2-6-P (Copeland et al., 2008) (Figure 24).  
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Le niveau de O-GlcNAcylation des protéines peut donc être modulé en fonction des flux de 

glucose et glucosamine entrant dans la cellule. L’ajout de glucosamine ou de glucose dans le 

milieu de culture est connu pour augmenter le niveau de la O-GlcNAcylation des protéines 

dans divers modèles cellulaires, tels que des cellules beta du pancréas de rat (Kwak et al., 

2010), les adipocytes 3T3-L1 (Vosseler et al., 2002) et les hépatocytes HepG2 (Guinez et al., 

2005). Par contre, la privation complète du glucose entraîne une augmentation du niveau 

global de O-GlcNAcylation, indépendamment de la voie HBP, en réponse à la surexpression 

de l’OGT, comme cela a été décrit dans les cellules HepG2 (Taylor et al., 2008), les cellules 

de neuroblastome (Cheung & Hart, 2008), ou des myocytes de rat (Zou et al., 2012). 

L'absence de glucose dans le milieu de culture entraîne un stress oxydatif cellulaire 

responsable du niveau élevé de O-GlcNAcylation retrouvé dans ces différentes lignées 

cellulaires (Simons et al., 2009).  

 La balance O-GlcNAc est également sensible à des stimuli mitogènes. Il a en effet été 

observé que l'activation de lymphocytes T ou de cellules épithéliales par des mitogènes 

entraîne un changement rapide de O-GlcNAcylation sur de nombreuses protéines (Kearse & 

Hart, 1991 ; Slawson et al., 2005). Cela a également été observé sur les protéines nucléaires 

de cellules HeLa quiescentes stimulées par le sérum, à l'aide de biosenseurs O-GlcNAc 

(peptide substrat de l’OGT provenant de la caséine kinase II couplé à un groupement 

fluorescent) (Carillo et al., 2011).  

 La dynamique de O-GlcNAcylation est donc dépendante de l’environnement 

extracellulaire et de ce fait, l’OGT est considérée comme un véritable senseur de l’état 

physiologique de la cellule. Comme nous le verrons dans les prochains paragraphes, grâce à 

son rôle de senseur, la balance O-GlcNAc module les propriétés fonctionnelles des protéines 

intervenant dans divers processus biologiques tels que la signalisation intracellulaire, la 

traduction ou encore la transcription. La O-GlcNAcylation ajoute aussi un niveau 

supplémentaire de régulation post-traductionnelle des protéines cibles puisqu’elle peut 

interférer avec leur phosphorylation.  
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3.4 O-GlcNAcylation et phosphorylation : un dialogue complexe 

3.4.1 Vision globale du dialogue O-GlcNAcylation/phosphorylation 

 Plusieurs études décrivent des variations du niveau global O-GlcNAc lorsque des 

kinases sont surexprimées ou inhibées. Inversement, la phosphorylation est altérée lorsque la 

balance O-GlcNAc est perturbée.  

Ainsi, le traitement de cellules neuronales avec l'acide okadaïque, un inhibiteur de 

phosphatases à large spectre, entraîne une diminution des protéines O-GlcNAcylées, 

principalement dans le noyau (Lefebvre et al., 1999). De même, l'activation des kinases PKA 

et PKC, respectivement, par le dbcAMP (dibutyryl-cyclic adenosine monophosphate) et et le 

PMA (phorbol myristate acetate) diminue de plus de 60% le niveau global de O-

GlcNAcylation dans les neurones, plus particulièrement sur les protéines structurales et 

associées au cytosquelette (Griffith & Schmitt, 1999). Réciproquement, l’inhibition des 

Ser/Thr kinases par la staurosporine augmente le niveau de O-GlcNAcylation sur ces mêmes 

protéines (Griffith & Schmitt, 1999). En revanche, une autre étude montre que l’extinction de 

la kinase GSK3ß par siRNA entraîne à la fois une augmentation de la O-GlcNAcylation de 

certaines protéines, dont des protéines de choc thermique comme l'HSP90 et l'HSC71, et une 

diminution de la O-GlcNAcylation sur d’autres protéines telles que le facteur de transcription 

HCF1 et des protéines associées aux ARN telles que HnRNP K (Wang et al., 2007). Ces 

différents résultats montrent qu’une perturbation des cascades de phosphorylation peut se 

répercuter différemment sur la O-GlcNAcylation de certaines protéines. 

Réciproquement, l’inhibition ou la surexpression de l'OGT ou l'OGA altère également la 

phosphorylation de protéines et de sites spécifiques. Dans les cellules NIH 3T3, l'inhibition de 

l'OGA par le PUGNAc ou le NAG-thiazoline induit une diminution globale de la 

phosphorylation des thréonines détectée par Western-Blot (Wang et al., 2008). 

L’augmentation de la O-GlcNAcylation par inhibition de l’OGA peut également diminuer la 

phosphorylation ou à l'inactivation de certaines kinases, respectivement sur la sérine 9 de la 

GSK3β et la thréonine 308 d'Akt (Vosseler et al., 2002).  

Par ailleurs, l’effet de la surexpression de l'OGT a été évalué sur 350 sites de phosphorylation 

identifiés sur des protéines du fuseau mitotique de cellules HeLa.  

 



 

 

 

Figure 25. Dialogue complexe entre la O-GlcNAcylation et la phosphorylation 
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De manière intéressante, la surexpression de l’OGT conduit à une forte diminution de la 

phosphorylation (≥ 50%) de seulement 17% des sites analysés et entraîne une augmentation 

conséquente de la phosphorylation (≥ 200%) de 7% des sites. L’impact de l’augmentation de 

la O-GlcNAcylation des protéines par surexpression de l’OGT est donc moindre pour les ¾ 

restants des sites de phosphorylation analysés (Wang et al., 2010). La surexpression de l'OGT 

entraîne aussi indirectement une baisse de l'expression de la kinase Aurora B et une 

diminution de l'activité de CDK1 suite à une augmentation de sa phosphorylation inhibitrice 

(Wang et al., 2010 ; Sakabe & Hart, 2010). Elle peut encore affecter la phosphorylation 

mitotique de la méthyltransférase CARM1 (Sakabe & Hart, 2010).  

Ces études globales montrent une régulation croisée de l’activité du couple OGT/OGA et des 

multiples kinases et phosphatases, mais elles soulignent également la complexité de cette 

interconnexion qui ne s'arrête pas à une simple réciprocité comme initialement proposé.  

3.4.2 Exemples du dialogue O-GlcNAcylation/phosphorylation  

 Jusqu’à aujourd’hui, toutes les protéines O-GlcNAcylées identifiées sont aussi des 

phosphoprotéines. De nombreuses protéines sont d’ailleurs réciproquement modifiées sur le 

même site par la O-GlcNAcylation et la phosphorylation comme, par exemple, la sérine 16 

des récepteurs aux œstrogènes β (Cheng & Hart, 2001), la thréonine 58 de c-Myc (Chou et al., 

1995), ou la sérine 10 de la delta-lactoferrine (Hardivillé et al., 2010). La réciprocité de ces 

deux MPTs sur un site donné est nommée 'Yin-Yang' mais la relation entre la O-

GlcNAcylation et la phosphorylation ne se limite pas à cela. Elle est en réalité plus complexe 

car ces deux MPTs peuvent s’influencer sur des sites adjacents (p53, CKII) ou mêmes parfois 

éloignés (CAMK IV), en agissant de façon synergique ou antagoniste sur ces sites (Yang et 

al., 2006 ; Wang et al., 2007 ; Dias et al., 2009). Une protéine peut donc être non modifiée, 

O-GlcNAcylée et/ou phosphorylée sur un ou plusieurs sites (Figure 25).  

La sérine/thréonine kinase CKII (Casein kinase II) est impliquée dans divers processus 

biologiques comme la croissance cellulaire, l'apoptose ou la sénescence (Montenarh M, 

2010), au travers de la phosphorylation de nombreux substrats comme la β-caténine ou le 

suppresseur de tumeur p53 (Meggio & Pinna, 2003). Il a été reporté que la CKII est O-

GlcNAcylée sur la sérine 347 entraînant une diminution de la phosphorylation de la thréonine 

344. La phosphorylation de ce site la protège de la dégradation protéasomale. La stabilité de 

CKII est donc réduite lorsqu'elle est sous sa forme O-GlcNAc (Tarrant et al., 2012). 
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La protéine p53, gardienne du génome, est faiblement exprimée en condition normale et est 

activée en réponse à divers stress cellulaires comme des dommages à l'ADN (Figure 7, 

§1.3.1). Contrairement à la CKII, la O-GlcNAcylation de la protéine p53 va la stabiliser. En 

effet, p53 peut être O-GlcNAcylée sur la sérine 149, bloquant la phosphorylation de la 

thréonine 155, indispensable à sa dégradation protéasomale (Yang et al., 2006).  

Un autre exemple est celui de la protéine CAMK IV qui est fortement exprimée dans 

le cerveau et les lymphocytes T. C’est une kinase Ca2+/calmoduline-dépendante régulant de 

nombreux facteurs de transcription comme CREB1 et JUN impliqués dans la réponse 

immunitaire (Illario et al., 2008) et dans la consolidation de la mémoire (Fukushima et al., 

2008). L'activité de la CAMK IV est augmentée suite à la phosphorylation de la thréonine 

200. Plusieurs sites de O-GlcNAcylation ont été identifiés: la thréonine 57 et les sérines 58, 

137, 189, 344, 345 et 356 (Dias et al., 2009), la mutation de certains de ces sites notamment 

de la thréonine 57 et de la sérine 58 altère la phosphorylation de la thréonine 200.  

Ces données indiquent que la balance O-GlcNAcylation/phosphorylation de la CAMK 

IV permet de contrôler son activité (Dias et al., 2009).  Ces exemples appuient le fait que 

l'interconnexion entre la O-GlcNAcylation et la phosphorylation est difficilement 

généralisable et qu’il est à étudier au cas par cas, voire même site par site au sein d’une même 

protéine. Il est donc nécessaire d'identifier les sites de O-GlcNAcylation afin de définir 

précisément la relation entre ces deux MPTs sur les protéines et sites cibles. Ceci permettra de 

comprendre le degré de régulation supplémentaire qu'apporte cette dynamique O-

GlcNAcylation/phosphorylation aux propriétés fonctionnelles des protéines et son impact sur 

les processus biologiques que ces protéines régulent.  

3.4.3. Les complexes OGT/OGA/phosphatases/kinases 

 Différentes études ont montré que les enzymes responsables de la phosphorylation et 

de la O-GlcNAcylation peuvent coordonner rapidement leurs actions en se complexant.  

Il a été montré que l'OGT forme un complexe stable et actif avec PP1 β et γ dans le cerveau 

de rat (Wells et al., 2004). De plus, l'OGT est co-immunoprécipitée avec la kinase Aurora B 

dans des extraits mitotiques de cellules HeLa synchronisées au nocodazole. L'OGT et Aurora 

B endogènes sont également co-purifiées avec 2 autres enzymes, l'OGA et la phosphatase 

PP1c. Ces 4 enzymes OGT/OGA/Aurora kinase B/PP1c forment un complexe transitoire lors 

de la formation du fuseau mitotique et de la cytokinèse, et régule les MPTs de protéines cibles  
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comme la vimentine, une protéine des filaments intermédiaires. En effet, la surexpression de 

l'OGT et de l'OGA par adénovirus diminue la phosphorylation de la sérine 82 de la vimentine 

et augmente celle de la sérine 71 (Slawson et al., 2008). Inversement, l'inhibition 

pharmacologique d’Aurora B entraîne une diminution de sa O-GlcNAcylation. Ces résultats 

suggèrent donc que le dialogue O-GlcNAcylation/phosphorylation intervient dans le 

remaniement du cytosquelette lors de la mitose. Il aussi été reporté très récemment par une 

analyse protéomique globale des interactions protéiques dans les cellules HeLa et HEK293 

que l'OGT était potentiellement capable d'interagir avec les phosphatases PP1A et PP1B et la 

kinase CDK4 (Havugimana et al., 2012). Cependant, les protéines substrats de ces complexes 

ainsi que le dialogue O-GlcNAcylation/phosphorylation sur ces cibles restent à définir. 

 L'ensemble de ces données montre que les complexes multienzymatiques 

phosphatase/kinase/OGT/OGA existent dans la cellule, et qu'ils permettent de réguler 

finement les MPTs de leurs protéines cibles.  

3.5 Régulation des protéines par la O-GlcNAcylation 

 Comme nous l'avons vu au cours des précédents paragraphes, la O-GlcNAcylation est 

capable de répondre aux signaux extracellulaires et d'interagir avec la phosphorylation. 

Comme pour cette dernière, la O-GlcNAcylation peut moduler les propriétés fonctionnelles 

des protéines, à savoir leur stabilité, leur activité, l'interaction avec leurs partenaires, ou leur 

localisation subcellulaire. Je développerai dans cette partie quelques exemples illustrant 

l'influence de la O-GlcNAcylation sur leurs propriétés fonctionnelles. 

3.5.1 Rôle de la O-GlcNAcylation sur la localisation subcellulaire des 

protéines 

 La O-GlcNAcylation est capable de moduler la localisation subcellulaire, ceci a été 

décrit sur diverses protéines dont c-Myc, v-jun, Sp1, NeuroD1, et HSP27 (Kamemura et al., 

2002 ; Schlummer S et al., 2006 , Majumdar et al., 2006 ; Andrali et al., 2007 ; Guo et al., 

2012).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schlummer%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16345111


 

 

Figure 26. Régulation de la protéine p53 par la O-GlcNAcylation 
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Sp1 est un facteur de transcription à doigt de zinc qui lie les séquences d'ADN riches 

en motif CG. Sp1 est la cible de plusieurs MPTs, la phosphorylation, l'acétylation et la O-

GlcNAcylation, qui régulent finement son activité transcriptionnelle qui peut être activatrice 

ou répressive selon les gènes (Solomon et al., 2008). La O-GlcNAcylation favorise aussi sa 

localisation nucléaire. En effet, il a été reporté que Sp1 est rapidement O-GlcNAcylé suite à 

une stimulation par l'insuline. La O-GlcNAcylation de Sp1 diminue ensuite parallèlement à 

l’augmentation de sa phosphorylation. La O-GlcNAcylation de Sp1 augmente sa localisation 

nucléaire et ainsi la transcription de ses gènes cibles comme la calmoduline (Majumdar et al., 

2003, 2006). 

3.5.2 Rôle de la O-GlcNAcylation sur la stabilité des protéines 

 La O-GlcNAcylation peut moduler la stabilité des protéines telles que les récepteurs 

aux œstrogènes α (Jiang & Hart, 1997 ; Cheng & Hart, 2000) et β (Cheng et al., 2000), des 

protéines de structure comme les cytokératines 8/18 (Chou et al., 1992; Srikanth et al., 2010) 

; des suppresseurs de tumeur/oncogènes comme p53 (Yang et al., 2006)et c-Myc (Chou et al., 

1995), et des facteurs de transcription dont Sp1 (Han & Kudlow, 1997). 

Comme nous l'avons vu précédemment au §3.4.2, la thréonine 58 de c-Myc est capable d'être 

alternativement O-GlcNAcylée et phosphorylée (Chou et al., 1995). Le turnover de c-Myc est 

rapide, elle a une demi-vie courte de 30 minutes. La phosphorylation de c-Myc sur la Thr58 

est un signal de dégradation protéasomale alors que celle de la Ser62 participe à la 

stabilisation de la protéine. Lorsque c-Myc est O-GlcNAcylée sur Thr58, cela empêche sa 

phosphorylation et favorise la phosphorylation de la Ser62, augmentant ainsi la stabilité de c-

Myc (Kamemura & Hart, 2002). Ce résidu Thr58 est particulièrement intéressant puisqu'il est 

fréquemment muté dans les cancers dont les lymphomes de Burkitt, entraînant ainsi la 

stabilisation de c-Myc. 

 Dans le cas du suppresseur de tumeur p53, c’est la O-GlcNAcylation d’un site 

proximal, la Thréonine 158, qui va diminuer la phosphorylation de la thréonine 155, signal de 

dégradation. La O-GlcNAcylation de p53 augmente ainsi sa stabilité en la protégeant de la 

dégradation ubiquitine-dépendante (Yang et al., 2006) (Figure 26). 

En plus de moduler la dégradation des protéines, la O-GlcNAcylation est en étroite relation 

avec le protéasome. L'inhibition de l'OGA par la streptozotocine dans le cerveau, menant à 

une augmentation du niveau de O-GlcNAcylation, est associée à une inhibition du protéasome  
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(Liu et al., 2004). Cette inhibition serait due à la O-GlcNAcylation de composants impliqués 

dans le système ubiquitine-protéasome. Le protéasome 26S est un complexe multiprotéique 

formé d’un core catalytique, le protéasome 20S et de deux sous-unités régulatrices, la 11S et 

la 19S. Avant que les protéines soient envoyées au protéasome, elles sont ubiquitinylées par 

l’action successive de 3 enzymes (E1, E2, E3) afin d’être reconnues et dégradées par ce 

complexe. L'enzyme d'activation de l'ubiquitine, E1 (Guinez et al., 2008), les sous-unités 19S 

(Zhang et al., 2003) et 20S (Overath et al., 2012), un des complexes régulateurs du 

protéasome, PA700/S10B (Xu et al., 2012), ainsi que la protéine Rpt2 de la sous-unité 19S 

sont des cibles directes de l'OGT.  

 

 L'ensemble de ces données nous permettent de conclure que la O-GlcNAcylation 

protège les protéines de la dégradation protéasomale soit directement, soit en glycosylant et 

en inhibant des composants du système ubiquitine-protéasome. 

3.5.3 Rôle de la O-GlcNAcylation sur l'interaction protéine-protéine 

En condition normale, la protéine p53 est recrutée par la protéine Mdm2 qui agit 

comme une ubiquitine ligase et va envoyer p53 au protéasome. La phosphorylation de p53 sur 

de nombreux sites de phosphorylation empêche son interaction avec Mdm2, sauf sur la 

thréonine 155 qui est un signal de dégradation protéasomale de la protéine p53. Comme 

précédemment évoqué, la O-GlcNAcylation de la sérine 149 de p53 permet de la stabiliser car 

elle va inhiber la phosphorylation de la thréonine 155. La O-GlcNAcylation sur la sérine 149 

de p53 ne se limite pas à cela, elle inhibe aussi l'interaction de p53 avec son partenaire Mdm2, 

contribuant une fois de plus à augmenter sa stabilité (Yang et al., 2006) (Figure 26). 

 

Le facteur de transcription NF-kB (Nuclear Factor-KappaB) régule l'expression de 

nombreux gènes impliqués dans la prolifération cellulaire, l'apoptose (Gaur & Aggarwal, 

2003) ou encore la réponse pro-inflammatoire et immune (Karin & Delhase, 2000). Dans des 

cellules non stimulées, NF-kB est séquestré dans le cytoplasme par son inhibiteur Ikb 

(inhibitor of nuclear factor kappa-b). Suite à une stimulation, Ikb est phosphorylé puis 

ubiquitinylé et dégradé par le protéasome. Le facteur NF-kB ainsi libéré peut alors être 

transloqué au noyau où il pourra exercer son activité transcriptionnelle (Viatour et al., 2005). 

En présence d'une forte concentration de glucose ou de glucosamine, le facteur NF-kB est  



 

 

 

Figure 27. Influence de la O-GlcNAcylation sur la localisation et l'activité de NF-kB 

 

Figure 28. Régulation de l'interaction Sp1/TAF110 par la O-GlcNAcylation 

(D'après Oczan et al., 2010) 
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retrouvé O-GlcNAcylé dans des cellules mésangliales de rat, des fibroblastes embryonnaires 

de souris et des cellules musculaires vasculaires lisses (James et al., 2002 ; Yang et al., 2008). 

La O-GlcNAcylation du facteur de transcription NF-kB va agir directement sur sa localisation 

subcellulaire par la dissociation de son inhibiteur IKb (James et al., 2002). Le facteur NF-kB 

est O-GlcNAcylé sur les thréonines 322 et 352 de sa sous-unité p65 (Yang et al., 2008). La O-

GlcNAcylation de Thr352 entraîne une inhibition de son interaction avec son inhibiteur IKb, 

ce qui permet sa translocation nucléaire et l'activation de ses gènes cibles (Yang et al., 2008 ; 

Golks et al., 2007) (Figure 27).  

En revanche, une autre étude montre que l’inhibition de l’OGA dans des cellules 

quiescentes musculaires lisses artérielles inhibe l'activation du NF-kB par le TNF alpha, en 

empêchant la libération de NF-kB de son inhibiteur IkB. Cela résulte d’une augmentation de 

la O-GlcNAcylation de la sous-unité p65 qui entraîne une diminution de la phosphorylation 

de la sérine 536, indispensable à sa dissociation avec IKb (Xing et al., 2011). Les auteurs 

expliquent qu'ils obtiennent des résultats contradictoires par rapport aux premières études car 

les précédents résultats sont obtenus suite à une augmentation de glucose qui entrainerait un 

stress oxydatif, la O-GlcNAcylation étant connue pour augmenter en réponse à divers stress 

(Zachara et al., 2004). Il est également possible que la O-GlcNAcylation de d’autres sites sur 

NF-kB puisse contribue à sa séquestation par IkB, ce qu’il faudrait vérifier en localisant les 

sites O-GlcNAc occupés dans ces conditions expérimentales.  

Ces résultats suggèrent que sous des stimulations différentes, une même protéine peut 

être O-GlcNAcylée sur des sites différents, et que sa O-GlcNAcylation influencerait les 

propriétés fonctionnelles de la protéine selon la stimulation perçue, comme peut le faire la 

phosphorylation. 

 

Dans le cas du facteur de transcription Sp1, sa O-GlcNAcylation inhibe son 

association avec plusieurs partenaires dont le coactivateur TAF110 (TATA-binding-protein 

associated factor) (Roos et al., 1997) (Figure 28), NF-Y (Lim & Chang, 2009b), Elf-1 (Lim 

& Chang, 2009a) et SREBP2 (sterol regulatory element binding protein) (Lim & Chang, 

2010). L'inhibition des interactions de Sp1 au travers de sa O-GlcNAcylation inhibe son 

activité transcriptionnelle. 



 

 

 

Figure 29. Action de l'OGT sur la voie PI3K/AKT suite à une stimulation par le sérum 
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3.5.4 Rôle de la O-GlcNAcylation sur l'activité des protéines 

 De nombreuses kinases sont glycosylées par l'OGT. Pourtant, peu de données existent 

sur le rôle fonctionnel de la O-GlcNAcylation sur leur activité kinasique.  

Une étude protéomique à grande échelle rapporte que les kinases seraient plus fréquemment 

O-GlcNAcylées que les autres classes de protéines identifiées (16% versus 10%), ce qui n’est 

pas le cas des phosphatases (Trinidad et al., 2012). De plus, contrairement aux sites de 

phosphorylation, très peu de sites O-GlcNAcylés se trouvent dans le domaine catalytique des 

kinases (1,5% des sites O-GlcNAcylés versus 30% des phosphosites) (Trinidad et al., 2012). 

Ceci suggère que la O-GlcNAcylation servirait de niveau supplémentaire pour réguler la 

kinase (changement de conformation, interaction avec des partenaires), dont l’activité 

catalytique propre est conduite par les variations de phosphorylation, comme ce qui est décrit 

dans le cas de la kinase AKT. 

 Il a en effet été montré que AKT O-GlcNAcylée est associée à une diminution de la 

phosphorylation de la thréonine 308 indispensable à son activation (Park et al., 2005). Suite à 

une stimulation des cellules par l'insuline ou par des mitogènes, une partie de l’OGT est 

rapidement relocalisée du noyau à la membrane plasmique où elle va O-GlcNAcyler 

différents membres de la voie de signalisation PI3K/AKT dont AKT (Figure 29). La O-

GlcNAcylation d'AKT entraîne une diminution de son activité kinasique (Vosseller et al., 

2002), aboutissant à une atténuation du signal d'activation de la voie PI3K/AKT (Yang et al., 

2008). Dans le même sens, il a été montré dans plusieurs lignées cellulaires que lorsque 

l'OGA est surexprimée, induisant une baisse du niveau de O-GlcNAcylation, l'activité 

kinasique d'AKT est augmentée (Vosseller et al., 2002 ; Luo et al., 2008 ; Soesanto et al., 

2008). Enfin, très récemment, un mécanisme par lequel la O-GlcNAcylation d'AKT entraîne 

une diminution de son activité kinasique a été proposé. Quatre sites O-GlcNAc ont été 

identifiés sur AKT, les sérines 126 et 129 et les thréonines 305 et 312. Plus particulièrement, 

la O-GlcNAcylation des thréonines 305 et 312 va empêcher son interaction avec PDK1, 

kinase en amont d'AKT dans la voie PI3K/AKT (Figure 29), inhibant la phosphorylation de 

la thréonine 308 et aboutissant à une diminution son activité kinasique, comme précédemment 

décrit (Wang et al., 2012).  
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3.6 Processus biologiques régulés par la O-GlcNAcylation 

3.6.1 La O-GlcNAcylation et la transcription  

 De nombreux facteurs de transcription sont des cibles de l’OGT, comme HCF-1, NF-

kB, SP1, STAT5a, CREB, YY1, NeuroD1, c-Myc, FoxO (pour revue Ozcan et al., 2010).  

De plus l'OGT est capable de se complexer avec des activateurs et des répresseurs de la 

transcription. Par exemple, en s‘associant avec le corépresseur transcriptionnel mSin3A, elle 

participe à la répression transcriptionnelle lors de son recrutement sur les régions promotrices 

(Yang et al., 2002). L’OGT peut aussi interagir avec les HDAC (Yang et al., 2002), connues 

pour modifier la compaction de la chromatine. Notons également que l’OGA possède un 

domaine HAT actif in vitro, bien que cela n’ait pas encore été prouvé in vivo (§3.2.2.1).  

L'OGT a aussi pour cible des protéines constituantes de la chromatine, les histones, 

qui jouent un rôle essentiel dans la transcription en remodelant la chromatine. Chez l'Homme, 

les histones H2A, H2B, H3 et H4 sont O-GlcNAcylées avec un site d'identifié pour chacune 

d'elles : la thréonine 101 pour l’histone H2A, la sérine 36 pour H2B, la sérine 10 de l’histone 

H3 et la sérine 47 pour l’histone H4 (Kaleem et al., 2008 ; Sakabe & Hart, 2010). De manière 

intéressante, l'H2B O-GlcNAcylée  a également reporté chez la plante de tabac (Nicotiana 

tabacum) (Schouppe et al., 2011). La O-GlcNAcylation des histones tendrait plutôt vers une 

répression de la transcription car, suite à un choc thermique, le niveau de O-GlcNAcylation 

augmente de façon concomitante à une condensation de la chromatine (Sakabe et al., 2010). 

Des études supplémentaires sont cependant nécessaires pour affiner les connaissances du rôle 

de la O-GlcNAc sur les histones. De façon intéressante, il a été reporté chez C. elegans que 

l'inhibition de l'activité de l'OGA ou de l'OGT altère la O-GlcNAcylation des protéines 

associées à la chromatine de 100 gènes et est associée à une augmentation d'expression pour 

50% de ces gènes et à une diminution pour les 50% autres (Love et al., 2010). L'inactivation 

de l'OGT entraîne une dérégulation des gènes impliqués dans la réponse au stress, le 

vieillissement, la fonction mitochondriale, le métabolisme des acides aminés ou encore dans 

la reproduction. La perte d'activité de l'OGA mène quant à elle à une altération de gènes 

jouant un rôle dans le remodelage de la chromatine, le transport membranaire, le métabolisme 

des carbohydrates et aussi dans la réponse au stress et au vieillissement (Love et al., 2010).  

  



 

 

 

Figure 30. Régulation de la transcription par la O-GlcNAcylation 
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Il est également bien décrit que la O-GlcNAcylation peut influencer la transcription en 

entrant en compétition avec la phosphorylation sur l'ARN polymérase II. L’ARN polymérase 

II est O-GlcNAcylée dans sa partie C-terminale, entraînant un changement de sa conformation 

et bloquant ainsi les sites de la phosphorylation. La O-GlcNAcylation de l’ARN polymérase 

II se produit lors de l'initiation et elle est essentielle à l'assemblage du complexe d'initiation. 

L’ARN polymérase II doit ensuite être impérativement déglycosylée par l'OGA afin d'être  

phosphorylée en C-terminale, indispensable pour le processus d'élongation (Kelly et al., 1993; 

Comer & Hart, 2001) (Figure 30). De plus, de nombreuses protéines intervenant dans le 

complexe de l'ARN polymérase sont modifiées par la O-GlcNAcylation notamment les 

HnRNPs : HNRNP K, U, G, L et I (Nandi et al., 2006 ; Park et al., 2007 ; Gurcel et al., 2008 ; 

Wang et al., 2009 ; Clark et al., 2008 ; Teo et al., 2010 ; Zhao et al., 2011). 

3.6.2 La O-GlcNAcylation et la traduction 

 Plusieurs évidences montrent que la O-GlcNAcylation joue un rôle dans la traduction. 

Différentes études protéomiques nous informent que la O-GlcNAcylation est très présente au 

niveau des composants des sous-unités ribosomales 60 et 40S responsables de la traduction 

des protéines. A partir de cellules humaines et d'ovocytes de Xénope, de nombreuses 

protéines ribosomales O-GlcNAcylées ont été identifiées dont des composants de la sous-

unité 60S : RPL4, RPL9, RPL10, RPL13, RPL17, RPL24, RPL26, RPL28 et RPL37 (Teo et 

al., 2010) ; RPL8, RPL17, RPL21 (Gurcel et al., 2008) ; RPL6, RPL7, RPL15 (Zeidan et al., 

2010) ; RPL4A, RPL5A et RPL18A (Dehennaut et al., 2008b) et de la sous-unité 40 S du 

ribosome : RPS4 (Wang et al., 2007) RPS6, RPS16, RPS18 et RPS19 (Teo et al., 2010) ; 

RPS2 et RPS8 (Gurcel et al., 2008) ; RPS3 et RPP0 (Wang et al., 2007 ; Zeidan et al., 2010) ; 

RPS31 et RPS32 (Dehennaut et al., 2008b). Cependant, le rôle de la O-GlcNAcylation sur ces 

différentes protéines reste à définir. 

D'autres composants de la machinerie de traduction sont O-GlcNAcylées comme p67 (eIF2-

associated 67-kDa glycoprotein). Lorsque p67 est O-GlcNAcylée, elle interagit avec le 

facteur d'initiation eIF2α, inhibant son interaction avec eIF2β, favorisant la traduction car la 

séquestration du facteur eIF2β par eIF2α inhibe la synthèse protéique (Datta et al., 2003).  

Une autre étude appuie l'idée que la O-GlcNAcylation prend part à la régulation de la 

traduction. Cette étude confirme l'identification de composants ribosomaux précédemment 

répertoriés comme des cibles du couple OGT/OGA, ainsi que de nouvelles cibles telles que 

RPL15, 26 et 27 (Ohn et al., 2008). Lors de l’induction d’un stress cellulaire par l’arsénite, la  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=20305658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=20305658
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O-GlcNAcylation participe à l'assemblage des granules de stress mais pas à celle des p-bodies 

(cytoplasmic processing bodies ou corps GW) nécessaires tous deux à la dégradation et au 

stockage des ARNm (Ohn et al., 2008). Même si le rôle précis de la O-GlcNAcylation dans la 

traduction reste à éclaircir, il est évident que la dynamique O-GlcNAc participe activement à 

ce processus. En conclusion, ces données soulignent l’importance de la O-GlcNAcylation 

dans la régulation de divers processus cellulaires. Compte tenu de la diversité des protéines 

O-GlcNAcylées et des voies physiologiques dans lesquelles elles sont impliquées, il n'est pas 

étonnant que de la même manière que la phosphorylation, la dérégulation de la dynamique de 

O-GlcNAcylation soit associée à l’étiologie de certaines pathologies telles que les maladies 

neurodégénératives (Alzheimer), les maladies cardiovasculaires, le diabète de type II et le 

cancer (Lefebvre et al., 2010 ; Dias et al., 2007 ; Zachara et al., 2012).  

Dans cette dernière partie consacrée à la O-GlcNAcylation, je vais détailler les 

connaissances actuelles sur son rôle dans le cycle cellulaire. Je terminerai cette introduction 

par l'implication de la O-GlcNAcylation dans les cancers car, comme nous le savons, une des 

caractéristiques majeures des cellules cancéreuses sont des dysfonctionnements du cycle 

cellulaire. 

IV. La O-GlcNAc : Du cycle cellulaire au cancer 

4.1 Impact de la balance O-GlcNAc sur le cycle cellulaire 

 La régulation du niveau de O-GlcNAcylation est importante pour la progression 

normale des cellules dans le cycle cellulaire et plus particulièrement lors de la mitose. 

Slawson et collaborateurs sont les premiers à avoir mis en évidence que le niveau de O-

GlcNAcylation varie au cours du cycle cellulaire. Ils ont observé que les cellules mitotiques 

présentent un niveau de protéines O-GlcNAcylées plus important que les cellules asynchrones 

(Slawson et al., 2005, 2008). En corrélation avec ces travaux, il a été reporté que 

l'augmentation du niveau global de O-GlcNAcylation dans les cellules mitotiques est associée 

à un taux d'expression et de transcrits de l'OGT plus élevé dans les cellules en mitose que 

dans les cellules asynchrones (Whitfield et al., 2002 ; Sakabe et al., 2010).  

Des précédents travaux de notre équipe ont également montré que la maturation des ovocytes, 

analogue à une transition G2/M de cellules non germinales, est associée à une augmentation 

du niveau global de O-GlcNAcylation. En effet, lorsque l’OGT est inhibée, l’entrée des  
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ovocytes en phase M est ralentie. A l’inverse, sa surexpression entraîne une accélération du 

passage des cellules en M (Dehennaut et al., 2007 ; Dehennaut et al., 2008a). Ces résultats 

peuvent sembler contradictoires mais ils proviennent de 2 modèles différents, des cellules 

épithéliales humaines et des ovocytes de Xénope. De plus, les résultats obtenus dans les 

cellules humaines proviennent d'une comparaison entre cellules mitotiques et cellules 

asynchrones alors que l'étude réalisée sur les ovocytes de Xénope compare des ovocytes 

immatures (Phase G2) à des ovocytes matures (Phase M).  

La régulation de la dynamique de O-GlcNAcylation est essentielle pour une 

progression correcte des cellules dans le cycle cellulaire. En effet, une dérégulation de la 

balance O-GlcNAc par l’inhibition pharmacologique ou génétique de l’OGT ou de l’OGA, 

entraîne un ralentissement de la prolifération cellulaire et affecte la progression mitotique des 

cellules (Slawson et al., 2005). Plus précisément, la surexpression de l’OGT ou de l’OGA 

altère l'expression des cyclines : l'expression des cyclines D et E est inhibée lors des phases 

précoces du cycle cellulaire, à l'inverse l'expression des cyclines mitotiques, A et B, reste 

soutenue même après la phase M. Ces dérégulations d'expression des cyclines sont associées à 

des défauts de cytokinèse, conduisant à l’apparition de cellules aneuploïdes (15 à 20% des 

cellules) dans les cellules surexprimant l'OGT ou l'OGA (Slawson et al., 2005). De plus, la 

surexpression de l'OGT aboutit à une augmentation des phosphorylations inhibitrices sur les 

résidus Thr14 et Tyr15 de la CDK1 empêchant l'activation du complexe Cycline B/CDK1, 

indispensable à la transition G2/M du cycle cellulaire (Wang Z et al., 2010a).  

 La localisation de l'OGT en phase M peut expliquer en partie les perturbations causées 

lors des évènements mitotiques dans des cellules surexprimant l'OGT. En métaphase, l'OGT 

est principalement localisée au niveau du fuseau mitotique, puis lors de la cytokinèse, elle va 

s'accumuler au niveau du midbody et va pouvoir ainsi réguler facilement les évènements 

mitotiques au travers de la glycosylation de ses cibles (Slawson et al., 2005 ; Slawson et al., 

2008). De plus, au niveau de ces structures cellulaires, l'OGT forme un complexe transitoire 

avec l’OGA, la phosphatase PP1 et la kinase Aurora B. Ce complexe permet la régulation fine 

des MPTs de leurs protéines cibles intervenant, par exemple, dans le réarrangement du 

cytosquelette (Slawson et al., 2008) (§3.4.3).  

4.2 La O-GlcNAcylation des protéines dans le cycle cellulaire 

La dynamique de O-GlcNAcylation est donc régulée de manière dépendante du cycle 

cellulaire. Cependant, le lien fonctionnel entre la O-GlcNAcylation et le cycle cellulaire est  
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surtout suggéré par le fait que de nombreuses protéines intervenant dans le contrôle de la 

prolifération sont O-GlcNAcylées, telles que c-Myc (Kamemura et al., 2002), p53 (Yang et 

al., 2006), v-jun et fos (Tai et al., 2004), ERK2 (Dehennaut et al., 2008) ou encore la protéine 

SFR (Serum response factor) (Reason et al., 1992). Cependant, très peu d’études replacent 

leur O-GlcNAcylation dans le contexte de la régulation du cycle cellulaire. Par ailleurs, 

malgré le nombre croissant de sites O-GlcNAc localisés grâce aux approches protéomiques à 

grande échelle, les cyclines et les CDKs n'ont toujours pas été reportées comme O-

GlcNAcylées. Une seule étude récente a révélé que l'OGT peut se complexer à CDK4 dans 

des cellules humaines asynchrones (Havugimana et al., 2012). Cependant, le rôle fonctionnel 

de cette interaction reste à élucider.  

 Bien que cela n’ait pas été démontré formellement, la O-GlcNAcylation pourrait 

participer à la régulation du point de restriction de la phase G1 dont le régulateur clé est le 

complexe pRb/E2F (Wells et al., 2011). Comme nous l’avons vu dans l’introduction (§2.3.5, 

Figure 16), les phosphorylations successives de pRb par les complexes Cycline/CDK 

permettent de libérer le facteur de transcription E2F. Il a été reportée que la protéine pRb est 

O-GlcNAcylée plus fortement dans les cellules HeLa synchronisées en G1 suite à un 

traitement à la lovastatine qui perturbe la synthèse du cholestérol, ce qui suggère que la O-

GlcNAcylation de pRb serait modifiée au cours de la progression dans le cycle cellulaire. La 

forme O-GlcNAcylée de pRb est capable d'interagir avec E2F. En G1, pRb est 

hypophosphorylée et O-GlcNAcylée (Wells et al., 2011). Cependant, le rôle de la O-

GlcNAcylation sur les propriétés fonctionnelles de pRb ainsi que sur son interaction avec E2F 

reste à déterminer plus précisément. 

 Le facteur de transcription YY1 est incapable de se lier à l’ADN lorsqu’il est en 

complexe avec la protéine pRb en phase G1. Lorsque YY1 est O-GlcNAcylé, cela va induire 

sa libération de la protéine pRb et il va pouvoir alors activer la transcription suite à sa fixation 

possible sur les promoteurs qu’il régule (Hiromura et al., 2003). 

 

Le cofacteur de transcription HCF1 (Host Cell Factor C1) intervient dans les 

transitions G1/S et G2/M. HCF-1 est synthétisé sous forme d'un précurseur inactif appelé 

HCF1PRO. Il va devoir être clivé en 2 sous-unités, une sous-unité N-terminale HCF-1N et une 

sous-unité C-terminale HCF-1C qui vont respectivement réguler les transitions G1/S et G2/M. 

HCF-1 est capable de s'associer avec de nombreux partenaires telles que des histones  



 

 

  



 Introduction : La O-GlcNAcylation  

101 
 

désacétylases et méthyltransférases afin de moduler la structure de la chromatine en vue de la 

transcription de gènes participant à la progression du cycle cellulaire (Wysocka et al., 2003 ; 

Julien & Herr, 2004). Il a été montré que HCF1 est O-GlcNAcylé sur sa sous-unité HCF-1N 

avant d'être clivé et que l'inhibition de l'OGT par siRNA empêche le clivage de la forme 

précurseur HCF1PRO. Les auteurs suggèrent que l'OGT entrainerait un changement de 

conformation de la protéine rendant plus accessible le site de clivage, et que ce clivage serait 

stimulée par la O-GlcNAcylation de HCF1PRO (Capotosti et al., 2011). Ces résultats 

montrent pour la première fois que l'activité de l'OGT peut contribuer à la maturation 

protéolytique d'une protéine.  

Comme nous l'avons vu dans l’introduction (§1.3.1), la kinase ATM est recrutée et 

activée aux transitions G1/S et G2/M en réponse à des cassures doubles brins de l'ADN. Très 

récemment, les travaux de Miura et collaborateurs ont montré que la O-GlcNAcylation régule 

positivement l’activation d’ATM en réponse aux dommages à l'ADN suite à des radiations 

ionisantes. La diminution de la O-GlcNAcylation par le DON entraîne une diminution de 

l'activité d'ATM. A l’inverse, l’augmentation de la O-GlcNAcylation par la PUGNAc 

augmente son activité (Miura et al., 2012). Cette augmentation d'activité est corrélée à la 

dissociation d'ATM glycosylée avec la phosphatase PP2A dont le rôle est de maintenir ATM 

sous forme inactive. Un stress oxydatif permet aussi l'activation d'ATM suite à la 

phosphorylation de sa sérine 1981. Dans ces conditions, ATM est aussi O-GlcNAcylée, 

prouvant qu’ATM activée est à la fois phosphorylée et O-GlcNAcylée. Cependant, les trois 

sites O-GlcNAc identifiés sur la protéine ATM, les sérines 367, 1893 et 1981, sont connus 

pour être des phosphosites nécessaires à l'activation d'ATM (Bakkenist & Kastan, 2003 ; 

Kozlov et al., 2006). Afin de mieux comprendre la régulation d'ATM par les MPTs, il est 

donc nécessaire de comprendre le dialogue O-GlcNAcylation/phosphorylation qui a lieu sur 

cette protéine. Ces résultats montrent que la O-GlcNAcylation est un élément important dans 

la réponse précoce aux dommages à l'ADN (Miura et al., 2012).  

Comme nous l’avons déjà évoqué, les histones H2A, H2B, H3 et H4 sont des cibles 

directes de l’OGT (§3.6.1). Les sites O-GlcNAc identifiés sont aussi des sites de 

phosphorylation impliqués dans la dimérisation de H2A avec H2B et dans l’association en 

tétramères pour les histones H3 et H4 (Sakabe et al., 2010). Il est connu depuis longtemps que 

la phosphorylation, la méthylation et l’acétylation des histones (le code des histones) sont  



 

 

Figure 31. Actions directes et indirectes du couple OGT/OGA  

au cours du cycle cellulaire 
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régulées en fonction du cycle cellulaire ; récemment il a été montré que c’est 

également le cas pour la O-GlcNAcylation des histones (Bonenfant et al., 2007 ; Sakabe & 

Hart, 2010). En effet, la O-GlcNAcylation des histones est moins élevée dans la phase S 

comparativement aux autres phases (Zhang et al., 2011). La phosphorylation et la O-

GlcNAcylation sont en compétition sur la sérine 10 de l'histone H3, alors que la O-

GlcNAcylation de la sérine 112 de l'histone H2B favorise l'ubiquitinylation de sa lysine 120 

(Kaleem et al., 2008 ; Fujiki et al., 2011). La surexpression de l'OGT affecte aussi 

l'acétylation de la lysine 9 et la triméthylation de la lysine 27 de l'histone H3 (Sakabe & Hart, 

2010). Inversement à sa phosphorylation, l'histone H3 est plus faiblement O-GlcNAcylée 

dans les cellules mitotiques comparées aux cellules asynchrones. L'histone H3 est O-

GlcNAcylée sur la thréonine 32 qui est phosphorylée lors de l'entrée en phase M. D'ailleurs, la 

O-GlcNAcylation de Thr 32 altère non seulement sa phosphorylation, mais aussi celle de 2 

autres sites proches, les sérines 10 et 28 (Fong et al., 2012). L'ensemble de ces données 

publiées ces deux dernières années indique un rôle direct de la O-GlcNAcylation dans le 

remodelage de la chromatine au cours du cycle cellulaire, cette glycosylation venant ajouter 

un niveau de complexité et de régulation supplémentaire dans le code des histones (Sakabe & 

Hart, 2010 ; Zhang et al., 2011).  

4.3 Impact biologique de l'augmentation de la O-GlcNAcylation 

sur la prolifération et l’invasion des cellules cancéreuses.  

 La première étude mettant en évidence une dérégulation de la dynamique de O-

GlcNAcylation dans le cancer a été réalisée sur une petite cohorte de tumeurs primaires de 

sein. Cette étude a révélé une augmentation de l'activité de la O-GlcNAcase dans les tumeurs 

primaires mammaires par rapport au tissu sain adjacent, sans corrélation avec le grade tumoral 

(Slawson et al., 2001). Ce résultat a été retrouvé quelques années plus tard dans les cancers de 

la thyroïde en comparaison avec des tumeurs bénignes, des adénomes et des lésions non-

néoplasiques de la thyroïde (Krzeslak et al., 2010). Néanmoins, ces deux travaux n’ont pas 

étudié l'expression de l'OGT et de l'OGA dans les différents échantillons.  

Par des approches d’immunohistologie et de Western-blot, la majorité des études 

récentes montre au contraire que le niveau de O-GlcNAcylation dans les tissus tumoraux est 

nettement supérieur à celui dans les tissus sains adjacents, et ceci dans le cancer du sein, des  
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poumons, du colon et de la prostate (Caldwell et al., 2010 ; Mi et al., 2011 ; Lynch et al., 

2012). L'augmentation de la O-GlcNAcylation semble être une caractéristique générale lors 

du processus de cancérisation des cellules épithéliales. 

Il semblerait que ce niveau élevé de O-GlcNAcylation dans les tumeurs soit 

principalement dû à une forte augmentation de l'activité de l'OGT. En effet, l’invalidation de 

l'OGT par shRNA bloque le phénotype cancéreux de lignées cellulaires tumorales mammaires 

en inhibant la prolifération cellulaire, la migration, et l'invasion in vitro, mais aussi la 

croissance tumorale in vivo (Caldwell et al., 2010). Il est intéressant de remarquer que 

l'inhibition de l'OGT n'a pas d'effet sur les cellules non cancéreuses MCF10A, suggérant que 

la dérégulation de l'expression de l'OGT n'est pas un évènement précoce dans la cancérisation 

mais contribue à accélérer le processus (Caldwell et al., 2010). Une seconde étude confirme 

l’effet de l’inhibition de l’OGT sur l’invasion et la migration des cellules cancéreuses 

mammaires et révèle une diminution de l’adhésion cellulaire, mais sans qu'il y ait toutefois 

d’impact sur la croissance des tumeurs primaires (Gu et al., 2010). Ces mêmes résultats sont 

retrouvés lorsque les auteurs surexpriment l’OGA. D’autres études ont confirmé l’implication 

de l’OGT dans les processus de cancérisation puisque son invalidation inhibe l’angiogenèse et 

l’invasion tumorales en bloquant la formation de métastases osseuses à partir des tumeurs 

primaires prostatiques (Lynch et al., 2012). De même, dans des lignées cellulaires de cancer 

de poumon ou de colon, le potentiel invasif des cellules cancéreuses est perdu lorsque 

l’expression de l’OGT est inhibée, sans toutefois observer un effet significatif sur la 

prolifération cellulaire (Mi et al., 2011).  

Deux études très récentes ont analysé l’expression des transcrits de l’OGT et de 

l’OGA dans les tumeurs mammaires et de la vessie (Krzeslak et al., 2012 ; Rosanski et al., 

2012). Krzeslak et collaborateurs montrent que les niveaux des transcrits de l’OGT et de 

l’OGA dépendent du grade tumoral des tumeurs mammaires et endométriales (Krzeslak et al., 

2012) : Les tumeurs mammaires de grade II et III présentent un niveau très élevé de transcrits 

de l’OGT comparativement aux tumeurs mammaires de grade I, ceci est en corrélation avec 

l’augmentation d’expression protéique de l’OGT retrouvée dans les tumeurs affectant divers 

tissus (sein, poumon, colon, prostate). A l'inverse de l'OGT, le taux de transcrits de l'OGA 

diminue significativement dans les tumeurs de grade avancé (stade II/III versus stade I) 

(Krzeslak et al., 2012).  
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Ces différences d'expression suggèrent une utilisation diagnostique potentielle du 

dosage des transcrits de l'OGT et de l'OGA entre des stades précoces et tardifs de cancer.  

C’est ce que proposent Rozanski et collaborateurs en retrouvant des niveaux d’expression 

différents des transcrits de l’OGT et de l’OGA dans l’urine de personnes atteintes d’un cancer 

de la vessie versus des personnes saines (Rozanski et al., 2012). Les auteurs montrent que les 

transcrits de l'OGT, contrairement à ceux de l'OGA, ne sont pas retrouvés chez les personnes 

saines, et que le taux de transcrits de l’OGT augmente en fonction de l'avancée du grade 

tumoral (Rozanski et al., 2012).  

Nous avons vu précédemment que la O-GlcNAcylation des protéines est directement 

dépendante du taux de glucose intracellulaire. L'augmentation de la O-GlcNAcylation 

retrouvée dans les cancers corrèle avec une caractéristique des cellules cancéreuses appelée 

l’effet Warburg. En effet, les cellules cancéreuses consomment environ 10 fois plus de 

glucose que les cellules normales afin de satisfaire l’augmentation de leurs besoins 

énergétiques et métaboliques (Kawauchi et al., 2009 ; Shi et al., 2012). L’augmentation du 

flux entrant de glucose pourrait contribuer à la hausse du niveau intracellulaire d’UDP-

GlcNAc, et par conséquent, à l’augmentation de la O-GlcNAcylation retrouvée dans divers 

cancers. L’augmentation de O-GlcNAcylation se poursuivrait même à des stades avancés de 

cancérisation puisque des clones métastasés de cancer de colon et du sein présentent un 

niveau encore plus élevé de O-GlcNAcylation en comparaison aux cellules de la tumeur 

primaire (Yehezkel et al., 2012 ; Gu et al., 2010).  

 

Au contraire, dans les leucémies, une étude rapporte que l'augmentation de O-

GlcNAcylation est associée à un meilleur pronostique car les cellules cancéreuses plus 

agressives présentent un niveau de O-GlcNAcylation plus faible et une activité augmentée de 

l'OGA. La diminution de l'activation des voies de signalisation AKT et JNK pourrait être une 

conséquence de l’augmentation de la O-GlcNAcylation, contribuant à un pronostic plus 

favorable de ces tumeurs (Shi et al., 2010). Ces voies sont en effet indispensables à la 

stimulation des cellules lymphoïdes et leur inhibition entraîne un ralentissement de leur 

prolifération (Shi et al., 2010). Par ailleurs, dans les leucémies lymphoïdes chroniques, les 

protéines p53 et c-Myc ainsi que l’OGT sont fortement O-GlcNAcylées (Shi et al., 2010). Le 

meilleur pronostic est cohérent avec une augmentation de la O-GlcNAcylation de p53.  
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En effet, p53 O-GlcNAcylée est stabilisée et peut alors jouer son rôle du suppresseur 

de tumeur en inhibant la prolifération cellulaire. Cependant, il est reporté que la O-

GlcNAcylation de c-Myc  a également un effet protecteur. Or c-Myc est connu pour être un 

oncogène capable de stimuler le processus de cancérisation. Aucun site O-GlcNAc n'ayant été 

identifiée dans cette étude, nous pouvons supposer que la O-GlcNAcylation d’une même 

protéine peut avoir un effet biologique différent selon le contexte cellulaire normal ou 

cancéreux, comme ce qui a été décrit pour NF-kB sur lequel la O-GlcNAcylation n'a pas le 

même effet selon la stimulation cellulaire (§3.5.3).  

 

L’ensemble de ces travaux récents indique que l'augmentation global du niveau de O-

GlcNAcylation, corrélée à une augmentation de l’expression de l'OGT dans les cellules 

cancéreuses épithéliales est une caractéristique générale de ce type de cancers. La corrélation  

avec le grade tumoral doit être approfondie. Au contraire, dans les leucémies, l'augmentation 

de la O-GlcNAcylation est associée à un meilleur pronostic (mais une seule étude). Ces 

données suggèrent que l’impact de la dérégulation de la balance O-GlcNAc sur le processus 

de cancérisation diffère selon le type de cancer. Par ailleurs, ces études indiquent également 

que la O-GlcNAcylation n’a probablement pas un effet primaire moteur dans la cancérisation, 

mais qu’elle s’ajoute aux anomalies génétiques et métaboliques pour amplifier les avantages 

prolifératifs et invasifs des cellules cancéreuses. 

4.4 Impact de la dérégulation de la balance de O-GlcNAcylation 

sur des protéines particulières 

 Les variations d'expression ou d'activité de l’OGT et l’OGA ont un effet direct ou 

indirect sur des protéines intervenant dans les processus tumoraux.  

L'extinction de l’expression de l’OGT par shRNA dans une lignée cellulaire cancéreuse de 

sein dans laquelle l’OGT est naturellement surexprimée, entraîne une diminution de la 

prolifération cellulaire, corrélée à une augmentation de l’expression de p27kip1 (Caldwell et 

al., 2010). L’inhibition de l’OGT entraîne une diminution de l’expression et de l’activité 

transcriptionnelle du facteur de transcription FOXM1 (fork head box protein M1) qui contrôle 

l’expression notamment de Skp2. La diminution subséquente de Skp2 ralentit la dégradation 

de p27kip1, qui peut alors davantage inhiber les complexes Cycline/CDK indispensables à la 

progression vers la phase S (Caldwell et al., 2010).  
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Par ailleurs, la perte d’expression de FOXM1 est aussi associée à une diminution 

d’expression de d’autres de ses cibles dont les métalloprotéases (MMP) qui sont des enzymes 

très importantes dans le remodelage de la matrice extracellulaire et qui facilitent l’invasion 

tumorale. Il a été montré en effet que l’invalidation de l’OGT diminue le caractère invasif des 

cellules cancéreuses via la diminution de l’expression de MMP dans les tumeurs mammaires 

et prostatiques (Caldwell et al., 2011 ; Lynch et al., 2012). Enfin, l’effet positif de l’OGT sur 

l’invasion tumorale peut également s’expliquer par une diminution de l’adhérence cellulaire 

des cellules cancéreuses. En effet, lorsque l’OGT est invalidée, les complexes E-Cadhérine/ß-

caténine retrouvés au niveau de la membrane plasmique sont stabilisés, ce qui entraîne une 

meilleure adhérence des cellules entres elles, et par conséquent une inhibition de l’invasion 

tumorale (Gu et al., 2010). 

 

Ces études montrent que dans les cellules cancéreuses, la perturbation de la 

dynamique O-GlcNAc peut participer à la dérégulation de nombreux processus cellulaires 

impliqués dans le développement tumoral, tels que la prolifération, la migration et l’invasion. 

Etant donné la diversité des voies de signalisation mises en jeu, il est maintenant important de 

mieux décrypter les mécanismes moléculaires (dé)régulés par la O-GlcNAcylation qui sous-

tendent la tumorigenèse. 
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Matériel et Méthodes 

I. Culture cellulaire 

1.1. Entretien des cellules 

Les cellules épithéliales de cancer du sein MCF7 et les fibroblastes embryonnaires 

humain de poumon Wi38 sont cultivés, respectivement, dans du milieu complet DMEM 

(Dulbecco Minimum Essential Medium, Lonza) et EMEM (Eagle’s Minimal Essential 

Medium, Lonza) contenant 4,5 g/L de glucose, additionnés de 200 mM de L-glutamine et 1% 

de mélange d’antibiotiques (10 U/mL de pénicilline et 10 µg/mL de streptomycine, 

Invitrogen, Gibco), enrichis avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF, Lonza). Les cellules 

épithéliales humaines MCF10A sont cultivées dans du milieu MEGM (Mammary Epithelial 

cell Growth Medium) composé du milieu MEBM (Mammary Epithelial Basal Medium) 

supplémenté avec 13 mg/ml d'extraits bovin pituitaire (BPE), 10 µg/ml de facteur de 

croissance épidermique humain (hEGF), 0.5 mg/ml d'Hydrocortisone et 5 mg/ml d'insuline 

(Lonza). Les cellules sont incubées à 37°C, sous atmosphère humide à 95% d'air et 5% de 

CO2. 

1.2. Synchronisation et traitement des cellules  

 Les cellules sont synchronisées par privation en sérum ou par traitement à 

l'Hydroxyurée (HU).  

Pour la synchronisation par carence en sérum, les cellules MCF7, et Wi38 sont 

ensemencées à 250.10
3
 et les MCF10A à 275.10

3
 dans des boîtes de Pétri de 60 mm de 

diamètre (Corning). Deux jours après (60-70% de confluence), le tapis cellulaire est rincé 

deux fois dans du PBS puis placé dans le milieu de sevrage (milieux DMEM et EMEM non 

enrichis en SVF pour respectivement les cellules MCF7 et Wi37 et dans le milieu MEBM non 

enrichi en facteurs mitogènes pour les cellules MCF10A). Après 48 heures de sevrage, les 

cellules MCF7 et Wi38 sont stimulées par l'ajout de 10% de SVF dans le milieu (vol/vol). Les 

cellules MCF10A sont sevrées pendant 24 heures puis placées dans du milieu MEGM. Les 

cellules sont ensuite arrêtées aux différents temps indiqués. 

Pour la synchronisation à l’Hydroxyurée, les cellules MCF7 sont incubées dans du 

milieu complet DMEM contenant 2.5 mM d’hydroxyurée (HU, Sigma-Aldrich) pendant 16 

heures, replacées dans du DMEM complet frais pendant 13 heures, réincubées avec du 

DMEM complet contenant 2.5 mM d’HU pendant 16 heures. Les cellules sont alors 

synchronisées à la transition G1/S (temps 0). Afin d'être relâchées dans le cycle cellulaire, 

elles sont replacées 4 heures dans du milieu complet DMEM frais.  

Différents inhibiteurs ont été utilisés et ajoutés dans le milieu de culture, soit 

simultanément à la stimulation par le sérum (MCF7 et Wi38) ou par des facteurs mitogènes 



 

 

(MCF10A), soit 12 heures après la stimulation des cellules, c'est à dire quand les cellules sont 

en phase G1 : la wortmaninne (10 nM, Sigma-Aldrich), un inhibiteur de la kinase PI3K ; le 

MG132 (6 µM, Sigma-Aldrich), un inhibiteur de la dégradation protéasomale ; la chloroquine 

(50 µM, Sigma-Aldrich) et la monensine (10 µM, Sigma-Aldrich), deux inhibiteurs de la 

dégradation lysosomale ; le Thiamet G (100 nM), un inhibiteur spécifique de l‘OGA 

(synthétisé par le Pr. J. Lemoine, UMR 5180, Université Lyon) ; le cycloheximide (10 µg/mL, 

Sigma-Aldrich), un inhibiteur de la synthèse protéique ; la leptomycine B (50nM, Sigma-

Aldrich), un inhibiteur de l'export nucléaire. 

II. Analyse du cycle cellulaire en cytométrie en flux 

 La synchronisation en G0/G1 et la progression des cellules MCF7, MCF10A et Wi38 

dans les différentes phases du cycle cellulaire sont analysées en cytométrie en flux. Au temps 

de stimulation souhaité, le tapis cellulaire est rincé deux fois au PBS froid avant d’être 

trypsinisé (500 µL de trypsine-EDTA/ boîte) puis les cellules sont centrifugées à 400 g 

pendant 5 minutes. Le culot cellulaire est lavé deux fois dans du PBS, et resuspendu dans 100 

µL de PBS. Les cellules sont ensuite fixées dans 5 mL d’éthanol 70% glacé et placées 

pendant au minimum 1 h à -20°C. Après 2 lavages du culot cellulaire au PBS (400 g, 7 

minutes), les cellules sont marquées par 500 µL d’une solution d’iodure de propidium (50 

µg/mL d’iodure de propidium, 50 µg/mL de RNase A (DNAse free) et 5 mM MgCl2 (Sigma-

Aldrich), à 37°C pendant 30 minutes et à l’obscurité. Les échantillons sont conservés à 4°C 

jusqu’à leur analyse ultérieure en cytomètrie en flux.  

 L’analyse du cycle cellulaire se fait sur le cytomètre en flux FacScalibur (Beckman 

Dickinson) en utilisant le logiciel Cell Quest Pro. Après avoir réglé les paramètres de voltage 

et d’ampérage pour détecter au mieux les cellules en fonction de leur taille et de leur 

granulométrie (dot blot FSC en fonction de SSC), l’émission de fluorescence de l’iodure de 

propidium (λ excitation 488 nm ; λ émission 637 nm) est lue sur le canal FL2. L’acquisition 

des données se fait sur un total de 10.000 événements. L’iodure de propidium s’intercalant 

dans l’ADN de manière stœchiométrique, la proportion des cellules en G0/G1, S, et G2/M est 

obtenue après analyse des données sur le logiciel ModFit LT (BD) en utilisant le module 

‘synchronization wizard’.  

III. Lyse cellulaire et Western blot 

3.1. Lyse cellulaire 

 Pour récupérer les lysats totaux, les cellules sont rincées deux fois rapidement au PBS 

froid puis lysées dans le tampon de lyse (50 mM Tris-HCL pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% SDS 

et 1% Triton X-100) contenant des inhibiteurs de protéases (Cocktail inhibitors tablet, Sigma-

Aldrich), de phosphatases (100 µM orthovanadate, 5 mM sodium fluoride, Sigma-Aldrich) et 

100 µM de GlcNAc. Après 10 minutes sur glace, les lysats cellulaires sont récupérés et 

centrifugés 10 minutes à 17.400 g pour éliminer les débris cellulaires.  
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3.2. Dosage protéique 

 Pour chaque échantillon, un dosage protéique est réalisé à l’aide du kit MICRO-BCA 

(Pierce), en utilisant une gamme étalon de BSA (Albumine bovine sérique, Sigma). Les 

échantillons sont aliquotés et conservés à -80°C jusqu’à leur utilisation ultérieure. 

3.3 Immunoprécipitation 

 Les cellules sont lysées dans le tampon IP (50mM Tris-HCL pH 8, 150mM NaCl, 

0,5% (v/v) NP-40 contenant les différents inhibiteurs précédemment décrits. Après 10 

minutes sur glace, le lysat cellulaire est récupéré et centrifugé 10 minutes à 17.400 g pour 

éliminer les débris cellulaires. La concentration protéique est déterminée à l'aide du kit 

MICRO-BCA (Pierce). Les extraits cellulaires sont incubés pendant 1 h avec 20 μl de billes 

de protéine G-sépharose (preclearing ; GE Healthcare). Après centrifugation, le surnageant est 

incubé pendant 2 heures sur roue à 4°C avec les anticorps primaires (2-5µg) (CK8 (Ozyme) ; 

HnRNP K (Abcam) ; Caprine-1 (Euromedex) ; MCM2, -6, -7 (Santa Cruz) ; MCM3 (Cell 

signaling)). Cinquante µL de billes de protéine G couplées à la sépharose (GE Healthcare) 

sont resuspendues dans le tampon de lyse (1:1) et ajoutés au mix surnageant/anticorps pour 

une incubation d'1 heure sur roue à 4°C. Après l’incubation, les billes sont lavées trois fois 

avec le tampon de lyse, reprises dans 50 μl de tampon dénaturant (tampon de Laemmli) et 

chauffées à 95°C pendant 5 minutes. 

IV. Immunorévélation des protéines  

 Avant l’électrophorèse en gel SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide 

gel electrophoresis), les protéines sont dénaturées dans du tampon de Laemmli 5X pendant 10 

minutes à 95°C et 20 µg de chaque échantillon (lysat total) sont déposés par puits. Les 

protéines sont séparées classiquement par SDS-PAGE (gel à 8% de réticulation), à raison de 

25 mA/gel, puis transférées sur membrane de nitrocellulose (Hybond C, GE Healthcare) à 

raison de 100 mA/gel pendant 2 h (tampon de transfert : 25mM Tris, 192 mM Glycine et 20% 

méthanol).  

Après coloration de la membrane au rouge ponceau, la membrane est décolorée puis saturée 

pendant 45 minutes dans du TBS-Tween (15 mM Tris pH 8.0 ; 140 mM NaCl et 0,05% 

Tween) contenant 5% de lait écrémé en poudre (p/vol) ou 3% de BSA (p/vol) selon 

l’anticorps primaire utilisé. Après saturation, les membranes sont incubées en présence de 

l’anticorps primaire dilué dans la solution de saturation pendant toute une nuit à 4°C (Tableau 

I). Après 3 lavages de 10 minutes avec du TBS-Tween, les membranes sont incubées avec 

l’anticorps secondaire correspondant couplé à la peroxydase dilué au 1/10.000
ème

 pendant 1 h 

à température ambiante (ECL anti-rabbit/mouse IgG, Horseradish peroxydase linked species-

specific whole antibody, GE Healthcare). Après 3 lavages de 10 minutes, les membranes sont 

incubées avec le réactif de chimioluminescence (ECL+, GE Healthcare) afin de procéder à la 



 

 

révélation, en utilisant des films autoradiographiques (Amersham Hyperfilm MP, GE 

Healthcare).  

 

 

Tableau 1. Récapitulatif des différents anticorps utilisés pour les immunorévélations. 

(1) anticorps monoclonaux de souris, (2) anticorps polyclonaux de lapin, (3) anticorps 

polyclonaux de poulet. 

V. Mesure de l'activité de l'OGA 

 Ce test d’activité in vitro est basé sur l’hydrolyse du pNP-GlcNAc (4-nitrophenyl N-

acetyl-β-D-glucosaminide, Sigma-Aldrich) par l’OGA, à pH neutre (pour limiter l’action des 

hexosaminidases lysosomales qui agissent à pH acide), puis la lecture de la densité optique à 

400 nm, proportionnelle à la quantité de pNP libéré dans l’échantillon (Kang et al., 2009). Les 

cellules MCF7 sont lysées dans 50 mM Tris-HCL pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% (v/v) NP-40, 

contenant les inhibiteurs précédemment décrits sauf la GlcNAc. La concentration en protéines 

est mesurée à l’aide du kit MICRO-BCA (Pierce). L'activité de l'OGA est effectuée dans un 

volume final de 100 µL contenant 40 µL de lysat protéique total (préparé fraîchement), 50 

Anticorps I Saturation Dilution  Fournisseur 

RL2 
(1)

 Lait 5% 1/1.000 Abcam (ab2739)  

OGT (Ti14) 
(2)

 

OGT (AL28) 
(2)

 
Lait 5% 1/2.000 

Sigma (O 6014) 

Donnée par le Pr. G. HART 

OGA (345) 
(3)

  Lait 5% 1/4.000 donné par le Pr. G. HART 

P-Erk (Thr202/Tyr204) 
(2)

 Lait 5% 1/1.000 Cell signaling (#9101) 

P44/42 MAPK (Erk1/2) 
(2)

 Lait 5% 1/5.000 Cell signaling (#9102) 

Phospho-Akt (Ser473) (D9E) 
(2)

 BSA 3% 1/2.000 Cell signaling (#4060) 

Akt (pan) (40D4) 
(1)

 BSA 3% 1/1.000 Cell signaling (#2920) 

Cycline D1
 (2)

 BSA 3% 1/1.000 Millipore (#06-137) 

Cycline B (D-11) 
(1)

 BSA 3% 1/1.000 Santa Cruz (sc-7393) 

Cycline A (H-432) 
(2)

 BSA 3% 1/1.000 Santa Cruz (sc-751) 

Cycline E (HE12) 
(1)

 Lait 5% 1/1.000 Millipore (#05-363) 

Cytokératine 8 (C51) 
(1)

 Lait 5% 1/1.000 Ozyme 

HnRNP K (3C2) 
(1)

 Lait 5% 1/1.000 Abcam (39975) 

Caprine 1 
(2)

 Lait 5% 1/1.000 Euromedex (15112-1-AP) 

MCM2 (H-126) 
(2)

 Lait 5% 1/1.000 Santa Cruz (sc-10771) 

MCM3 
(2)

 Lait 5% 1/1.000 Cell signaling (#4012) 

MCM6 (H-300) 
(2)

 Lait 5% 1/1.000 Santa Cruz (sc-22781) 

MCM7 (141.2) 
(1)

 Lait 5% 1/1.000 Santa Cruz (sc-9966) 

Histone 2B 
(2)

 Lait 5% 1/5.000 Millipore (#07-371) 

β-Actine (I-19) 
(2)

 Lait 5% 1/2.000 Santa Cruz (sc-1616) 

GAPDH 
(2)

 Lait 5% 1/5.000 Abcam (ab9484) 
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mM de tampon sodium cacodylate à pH 6.5, 2 mM pNP-GlcNAc, and 50 mM GalNAc, en 

présence ou non de 100 nM de Thiamet G. Le mélange de la réaction est incubé pendant 1 

heure à 37°C. La réaction est ensuite stoppée par l'ajout de 900 µL de 500 mM de sodium 

carbonate et l'absorbance du mélange final est lue à 400 nm au spectrophotomètre (Epoch 

Spectrophotometer System, BioTek Instruments, Colmar, France). Pour chaque échantillon, 

l'absorbance mesurée en présence de Thiamet G est soustraite à celle mesurée sans Thiamet 

G, donnant l'absorbance correspondante à l'activité de l'OGA. Les valeurs reportées de 

l'activité de l'OGA ont été rapportées par mg de protéines. 100% d'activité d'OGA correspond 

à l'activité mesurée d'OGA dans les cellules quiescentes. 

VI. Immunofluorescence 

 Les cellules MCF7 sont ensemencées sur des lamelles de verres disposées dans des 

boîtes de Pétri de 60 mm de diamètre à une densité de 250.10
3
 cellules par boîtes. De la même 

manière que décrite précédemment, les cellules sevrées sont stimulées par le sérum pendant 

différents temps (0, 12, 15 et 18 heures). Douze heures après stimulation, les cellules sont 

traitées ou non avec 50 nM leptomycine B, un inhibiteur de l'export nucléaire (Connor et al., 

2003). Les cellules sont lavées au PBS, puis sont fixées pendant 30 minutes à température 

ambiante soit par addition d’une solution contenant 4% paraformaldéhyde (p/vol) et 4% de 

sucrose (p/vol) pour la détection de l'OGT et des protéines O-GlcNAcylées ou par une 

solution de méthanol (100%) pour la détection de l'OGA. Après 3 lavages au PBS, les cellules 

sont ensuite perméabilisées dans une solution de PBS contenant 0,5% de Triton X-100 

pendant 20 minutes, puis rincées. Les lames sont placées dans une chambre humide et les 

cellules sont incubées pendant 1 heure à température ambiante soit dans une solution de 

blocage contenant 2% sérum de veau, 2% BSA, 0,2% de gélatine dans du PBS pour la 

détection de l'OGT et des protéines O-GlcNAcylées ou soit dans 3% BSA dilué dans du PBS 

pour la détection de l'OGA. Les cellules sont ensuite incubées avec l’anticorps primaire dilué 

au 1/100
ème

 dans le tampon de blocage ou dans 3% BSA dilué dans le PBS pendant une nuit à 

4°C (RL2, AL28 (anti-OGT) ou 345 purifié (anti-OGA)). Après 3 lavages rapides au PBS, les 

cellules sont incubées avec l’anticorps secondaire correspondant couplé à un fluorophore, 

pendant 1 h à température ambiante et à l’obscurité (Alexa fluor 568 monoclonal (RL2), 

Alexa fluor 488 polyclonal (AL28), au 1/600
ème

 (Molecular Probes) et Hilyte Fluor™ 488 au 

1/1.000
ème

 (anti-OGA 345)). Après 3 lavages rapides au PBS, 5 µL de liquide de montage 

(Mowiol) sont utilisés pour monter les lamelles sur lame. Les lames sont ensuite laissées 1 

heure à température ambiante et à l’obscurité. L’observation a été réalisée sur un microscope 

confocal inversé spectral Leica SP5 (en collaboration avec le Dr François Foulquier, UMR 

CNRS 8576 sur la plateforme d’imagerie BiCéFaL, IRI CNRS USR 3078, Villeneuve 

d’AScq). 



 

 

VII. Fractionnement cellulaire & Electrophorèse 

bidimensionnelle (2D) 

 Les fractions cytosolique et nucléaire sont obtenues comme décrit dans Gurcel et al., 

2008. Les cellules MCF7 sont arrêtées aux différents temps indiqués, lavées 2 fois dans du 

PBS froid et incubées dans le tampon de lyse I (20 mM Tris-HCL pH 7.6, 150 mM NaCl, 

0.5% (v/v) Triton-X100, 5 mM MgCl2), contenant les inhibiteurs décrits précédemment, 

pendant 30 minutes sur glace. Les lysats cellulaires sont centrifugés à 1.000g pendant 10 

minutes. Le surnageant est de nouveau centrifugé à 20.000g pendant 20 minutes, le 

surnageant final obtenu étant considéré comme la fraction cytoplasmique. Le premier culot est 

lavé une nouvelle fois dans le tampon de lyse I et centrifugé à 1.000g pendant 10 minutes. Le 

surnageant est jeté et le culot est solubilisé dans le tampon de lyse II (20mM Tris-HCL pH 

7.6, 400 mM NaCl, 1% Triton-X100, 50 mM KCl and 20% glycérol) contenant les inhibiteurs 

décrits ci-dessus, pendant 30 minutes sur glace. Finalement, le surnageant obtenu après la 

dernière centrifugation à 1.300g pendant 10 minutes est considéré comme la fraction 

nucléaire. Pour les 2 fractions, la concentration protéique est déterminée à l'aide du kit 

MICRO-BCA (Pierce). 

Pour les électrophorèses bidimensionnelles, les extraits totaux (200 µg) obtenus 

comme décrit ci-dessus, les fractions subcellulaires (200 µg pour les strips 7-cm et 400 µg 

pour les strips 18-cm) sont dessalées et concentrées par précipitation à l'acétone pour les 

extraits totaux et la fraction cytoplasmique (80% (v/v) d'acétone, minimum 2 heures à -20°C) 

ou à l'aide du kit 2D-Clean Up (GE Healthcare) pour la fraction nucléaire. Les culots 

protéiques sont ensuite séchés quelques minutes sous Speed Vac (Eppendorf) et solubilisés 

dans le tampon de réhydratation (8 M Urée, 2 M Thiourée, 2% (w/v) CHAPS, 10 mM 

dithiothreitol (DTT), 1.2% (v/v) d'ampholytes pH 4-7, bleu de bromophénol). Le volume final 

de solubilisation est de 150 µL/échantillon pour les strips de 7 cm et de 350 µL/échantillon 

pour les strips de 18 cm. Les échantillons sont agités rigoureusement sur vortex jusqu’à 

dissolution complète du culot. Les échantillons sont ensuite chargés sur des IPG strips (7-cm 

ou 18-cm, pH 4-7, GE Healthcare). Les strips sont alors réhydratés passivement sur la nuit à 

température ambiante. Pour les strips de 7 cm, l'isoélectrofocalisation (IEF) est effectuée sur 

un système Protean IEF Cell (Bio-Rad Laboratories) selon le programme suivant : 2 h à 250 

V, 2 h à 1000 V, 12 h à 8000 V et 9 h à 500 V, avec une intensité maximale de 50 µA/strip. 

Pour les strips 18 cm, le système Investigator 2D electrophoresis (Perkin-Elmer, Villebon sur 

Yvette, France) est utilisé et l’IEF est réalisée pendant 20 heures à 70 000 Volt-heure avec un 

maximum de 5 000 V et 80µA/strip. Quand l'IEF est finie, les strips sont incubés 2 fois, sous 

agitation douce, dans le tampon d'équilibration (375 mM Tris-HCL pH 8.8, 6 M urée, 2% 

(w/v) SDS and 30% (v/v) glycérol) contenant successivement 1% (w/v) DTT et 2% (w/v) 

iodoacétamide, pendant 20 minutes pour les strips de 18 cm et 12 minutes pour les strips de 7 

cm. La deuxième dimension s’effectue classiquement par SDS-PAGE (gel à 8% de 

réticulation). Après les électrophorèses 2D, les gels sont colorés au nitrate d'argent ou 

transférés sur membrane de nitrocellulose. Pour l'immunoblot, les protéines sont détectées 

comme décrits ci-dessus en utilisant l'ECL Advance
TM

 blocking reagent (GE Healthcare) pour 
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saturer et incuber les membranes avec l'anticorps RL2. Les gels colorés au nitrate d'argent et 

les films obtenus après l'immunoblot sont scannés sur le densitomètre GS800 (GS800 

calibrated imaging Densitometer, BioRad) et le logiciel Quantity One
® 

est utilisé pour 

l'acquisition
 
des images. Après avoir été scannés, les images des Western blot 2D et des gels 

colorés au nitrate d'argent sont soigneusement superposés à l’aide du logiciel Image J
®
. 

VIII. Identification des protéines par spectrométrie de 

masse en tandem 

Les spots d'intérêts sont découpés à partir des gels, décolorés et digérés à la trypsine 

(G-Biosciences, Agro-Bio, La Ferté Saint-Aubin, France) une nuit à 37°C comme 

précédemment décrit (Gurcel et al., 2008). L'identification protéique est réalisée par Nano-

LC-ESI-MS/MS (Q-Star, Applied Biosystems, Foster City, California, USA) (Mairesse et al., 

2011). L’identification des protéines a été faites à l’aide du serveur Mascot (Matrix Science) à 

partir de la banque de données Swiss-Prot (Sprot 0411 version, 525,207 sequences), avec les 

paramètres suivants: taxonomie, Homo sapiens ; 50 ppm de tolérance pour la masse de l'ion 

parent ; 50 mu pour la masse des ions fragments, possibilité d’un site de coupure manqué, 

carbamidométhylation des cystéines, l'oxydation possible des méthionines. Seules les 

protéines candidates avec un score Mascot significatif ont été prises en compte (p< 0.05, 

MudPIT scoring, expectation value < 0.05). 
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Contexte scientifique des travaux de thèse 

 Nous avons vu dans l'introduction générale que les modifications post-traductionnelles 

régulent finement l’activité de protéines régulatrices pour assurer la progression harmonieuse 

du cycle cellulaire et le maintien de l'intégrité du génome. Les données de la littérature 

soulignent également l'importance de la dynamique de O-GlcNAcylation des protéines dans la 

régulation du cycle cellulaire, et en particulier lors de la transition G2/M et de la mitose (§ 

4.1) (Slawson et al., 2005 ; Dehennaut et al., 2007 ; Dehennaut et al., 2008 ; Slawson et al., 

2008). D'ailleurs, la compréhension du rôle de la O-GlcNAcylation dans le contrôle de la 

progression normale du cycle cellulaire est d'autant plus importante que des altérations de O-

GlcNAcylation ont été reportées dans différentes lignées et tissus cancéreux (§4.2) (Shi et al., 

2010 ; Caldwell et al., 2010 ; Mi et al., 2011 ; Lynch et al., 2012). Cependant, l'implication de 

la O-GlcNAcylation dans les étapes précoces du cycle cellulaire reste méconnue.  

 Dans ce contexte scientifique, mes travaux de thèse ont eu pour objectif de 

comprendre comment la balance O-GlcNAc participe au contrôle de la prolifération cellulaire, 

en se focalisant sur les phases G1 et S du cycle cellulaire. Dans une première partie de mon 

travail, j’ai mis en évidence que le niveau global de O-GlcNAcylation est dépendant des 

phases du cycle cellulaire, notamment avec une chute marquée de la O-GlcNAcylation lors de 

l'entrée des cellules en phase S. Grâce à différentes approches expérimentales, j’ai davantage 

caractérisé la dynamique de O-GlcNAcylation à la transition G1/S en étudiant l'expression de 

l'OGT et de l'OGA, l'activité endogène de l'OGA ainsi que la localisation de ces 2 enzymes. 

Dans un second temps, afin d’identifier les cibles protéiques du couple OGT/OGA dans les 

étapes précoces du cycle cellulaire, j’ai identifié par approche protéomique les protéines 

cytosoliques et nucléaires différentiellement O-GlcNAcylées entre les phases G0, G1 et S.  

La majorité de ces résultats a fait l'objet d'une publication jointe à la fin de la partie résultats.   



 

 

 

Figure 32. Analyse du cycle cellulaire des cellules MCF7 par cytométrie en flux et de 

l'expression des protéines régulatrices du cycle cellulaire par Western blot 

Les cellules MCF7 sont synchronisées en phase G0/G1 par 48 h de sevrage. Elles sont ensuite 

stimulées par du sérum puis A, marquées à l’iodure de propidium afin d’être analysées en cytométrie 

en flux. Le pourcentage de cellules dans chaque phase du cycle cellulaire est reporté en fonction de la 

cinétique de stimulation par le sérum. Les extraits totaux des cellules MCF7 sevrées puis stimulées par 

du sérum sont analysés par Western blot pour déterminer B, l’expression des cyclines et C, 

l’activation des kinases ERK1/2 (Voie Raf/MEK/ERK) et AKT (voie PI3K/AKT). 
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Résultats 

I. Analyse du cycle cellulaire des cellules MCF7 

stimulées par le sérum 

Nous avons choisi de travailler sur la lignée de cellules épithéliales mammaires 

cancéreuses, les cellules MCF7. C’est une lignée couramment utilisée dont les voies de 

signalisation mitogènes sont bien connues et qui conserve un déroulement normal du cycle 

cellulaire malgré son phénotype cancéreux.  

Nous avons choisi une méthode classique et sans drogue de synchronisation des cellules dans 

le cycle cellulaire : la mise en quiescence (G0) par sevrage et l’entrée dans le cycle cellulaire 

par stimulation avec les facteurs mitogènes du sérum. Afin d’étudier la dynamique de O-

GlcNAcylation lors de la reprise et de la progression des cellules MCF7 dans le cycle 

cellulaire, nous avons tout d’abord déterminé les paramètres du cycle cellulaire de ces cellules 

dans nos conditions expérimentales.  

1.1 Analyse du cycle cellulaire des cellules MCF7 par cytométrie 

en flux  

L’analyse en cytométrie en flux des cellules marquées avec l’iodure de propidium (PI : 

propidium iodide) permet de détecter la fluorescence émise par cette molécule qui s’intercale 

de manière stœchiométrique entre les bases de l’ADN et de déterminer ainsi le pourcentage de 

cellules en phases G0/G1 (quantité d’ADN égale à 2n), S (quantité d’ADN comprise entre 2n 

et 4n), et G2/M (quantité d’ADN égale à 4n).  

Cette approche nous a permis de vérifier la synchronisation des cellules en phase G0/G1. En 

effet, après une période de sevrage de 48 heures, plus de 80% des cellules MCF7 sont 

synchronisées en phase G0/G1 (Figure 32). Nous avons ensuite déterminé le pourcentage de 

cellules dans chaque phase du cycle cellulaire et la durée de ces dernières. Pour cela, les 

cellules sevrées ont été stimulées par le sérum sur une durée totale de 42 heures puis 

marquées au PI afin d'être analysées en cytométrie en flux (1 temps toutes les 3 heures). Ces 

résultats représentés dans la figure 32 montrent que le temps requis pour passer à travers le 

cycle cellulaire à partir d’un état quiescent est d’environ 33 heures.  
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La phase G1 dure environ 15 heures (0 à 15 h), la phase S 6 heures (15 à 21 h) et les phases 

G2 et M durent en moyenne 12 heures (21 à 33 h). Afin de déterminer plus précisément la 

durée de la phase S, le marquage des cellules à l'iodure de propidium a été associé à celui du 

BrdU (5-bromo-2-deoxyuridine). Le BrdU est un analogue de la thymidine qui va s'incorporer 

dans les cellules lors de la réplication de l'ADN. Le BrdU incorporé est ensuite détecté par un 

anticorps anti-BrdU couplé au FITC permettant l'analyse en cytométrie en flux. 

Avec ce double marquage, nous avons obtenu des résultats similaires à ceux avec le marquage 

à l'iodure de propidium seul (Data not shown). Le protocole incluant l’incorporation puis la 

détection du BrdU (Pozarowski & Darzynkiewicz, 2004) étant plus contraignant et plus long 

du fait de l'accumulation des étapes (nombreuses centrifugations), nous avons donc choisi de 

n'utiliser que le marquage à l'iodure de propidium pour la suite des expériences. 

1.2 Analyse de l'activation des voies de signalisation mitogènes 

et de l’expression des cyclines par Western blot 

En parallèle de l'analyse en cytométrie en flux, nous avons déterminé par Western blot 

le niveau d’expression des cyclines, sous-unités régulatrices des complexes Cycline/CDK 

spécifiques des phases du cycle cellulaire (Figure 5, §1.2.3). 

Comme le montre la figure 33B, la cycline D1 est induite dès 3 heures de stimulation, 

augmente progressivement avec une expression maximale entre 9 et 13 h, quand les cellules 

sont en phase G1. L’expression de la cycline E est induite plus tardivement après 6 heures de 

stimulation et devient maximale au temps 12 h, ce qui correspond à la transition G1/S (Figure 

32A). La cycline A, présente dans les cellules à un niveau basal, augmente fortement à 18 h 

avec un pic d’expression à 27 h, conformément à la transition S/G2 détectée par cytométrie en 

flux (Figure 32A). Enfin, la cycline B est induite transitoirement à la fin du cycle cellulaire, 

entre 27 et 30 h. Les résultats que nous avons obtenus par Western blot sont donc en parfaite 

corrélation avec les données de cytométrie en flux et sont en accord avec la littérature (Botos 

et al., 2003).  

Nous avons ensuite étudié l’activation de deux voies de signalisation majeures 

requises pour l'entrée des cellules dans le cycle cellulaire suite à une stimulation par des 

facteurs mitogènes, les voies Raf/MEK/ERK et PI3K/AKT (Figure 11, § 2.2). Pour cela, à 

partir des lysats totaux des cellules MCF7 synchronisées puis stimulées pendant différents  



 

 

Figure 33. Variations de la O-GlcNAcylation au cours de la progression du cycle 

cellulaire des cellules MCF7  

A, A partir de lysats totaux de cellules quiescentes, stimulées par le sérum, les protéines O-

GlcNAcylées ont été révélées par Western blot avec l’anticorps spécifique RL2. B, Histogramme 

représentant le niveau relatif de O-GlcNAcylation (D.O. de la O-GlcNAcylation rapportée à la D.O. de 

l’actine) en fonction du temps (moyennes et écart-types obtenus à partir de 2 immunorévélations), la 

quantité d’ADN présent dans les cellules a été schématisée sur ce même graphique (ligne verte). C, 

Les protéines (200 µg) ont été séparées par isoélectrofocalisation sur des strips de 7 cm et de gamme 

pH 4-7, puis par SDS-PAGE 10% avant d’être transférées sur membrane de nitrocellulose. Les 

Western blots ont été révélés à l’aide de l’anticorps RL2.  
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temps, nous avons détecté par Western blot les protéines ERK1/2 et AKT sous leur forme 

totale ou phosphorylée. Les résultats présentés dans la figure 32C montrent que la 

phosphorylation de ERK1/2 est rapide et maximale dès 5 minutes de stimulation. Elle décroît 

ensuite progressivement jusqu’à un niveau basal atteint au temps 2 h. L’activation d’AKT, 

évaluée par la phosphorylation de la Ser473, commence dès 10 minutes et est maximale à 3 h 

de stimulation avant de diminuer aux temps 6 et 9 h (Figure 32C).  

La vérification de la synchronisation en G0/G1 des cellules MCF7 et de leur progression dans 

le cycle cellulaire suite à l'activation des voies Raf/MEK/ERK et PI3K/AKT, nous permet de 

valider la méthode de synchronisation choisie. Pour la suite des expériences, les cellules 

MCF7 seront synchronisées de cette manière et pour chaque expérience réalisée, la 

synchronisation des cellules sera systématiquement vérifiée en parallèle par cytométrie en 

flux.  

II. Mise en évidence de la dynamique de O-

GlcNAcylation au cours de la progression du cycle 

cellulaire induite par les facteurs mitogènes du sérum 

2.1. Analyse de la O-GlcNAcylation des protéines au cours du 

cycle cellulaire 

Après avoir déterminé les paramètres cinétiques du cycle cellulaire des MCF7 sevrées 

puis stimulées par le sérum, nous avons examiné le niveau de O-GlcNAcylation lors de la 

progression des cellules dans le cycle.  

Comme nous pouvons le voir sur la figure 33A, la O-GlcNAcylation augmente de plus de 

50% lors de l’entrée des cellules en phase G1 (0 à 3 h) et reste élevée lorsque les cellules 

progressent dans cette phase. Le niveau des protéines O-GlcNAcylées diminue nettement 

dans la phase S (de 15 à 21 h), puis augmente d’un facteur 3 à 4 pendant les phases G2 et M 

(27 à 30 h) (Figure 33A et B).  

Les protéines O-GlcNAcylées ont également été détectées après séparation par électrophorèse 

2D, pour les temps 0 (G0/G1), 3 h (début G1), 12 h (fin G1), 15 h (début S), 18 h (S) et 24 h 

(S/G2).  

  



 

 

Figure 34. Effet de la wortmannine sur le cycle cellulaire et la dynamique de O-

GlcNAcylation dans les cellules MCF7 

Les cellules MCF7 quiescentes stimulées par le sérum en présence de wortmannine (10 nM) sont 

analysées par cytométrie en flux ou les lysats cellulaires totaux sont préparés. A, Pourcentage des 

cellules dans chacune des phases du cycle cellulaire après l’analyse en cytométrie en flux des cellules 

marquées à l’iodure de propidium. B, Immunorévélations de la forme phosphorylée et totale de la 

protéine AKT, des cyclines D1 et E. C, Immunorévélations des protéines O-GlcNAc, de l’OGT et de 

l’OGA et de la GAPDH. 
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La séparation des protéines en fonction de leur point isoélectrique puis de leur masse 

moléculaire permet de détecter le niveau de O-GlcNAcylation spot par spot et d’observer 

ainsi de fines variations de cette MPT sur des protéines particulières, au cours des différentes 

phases du cycle cellulaire des cellules MCF-7.  

Les mêmes tendances de variations pour certains spots (□) sont observées, c'est-à-dire une 

hausse en G1 (aux temps 3 et 12 h) suivie d’une baisse en S (aux temps 15 et 18 h), puis de 

nouveau une augmentation à la transition G2/M (au temps 24 h) (Figure 33C). Cependant, 

pour d'autres spots (►), le niveau de O-GlcNAcylation est stable en G1, diminue 

transitoirement en début de S pour devenir très intense lors de la transition S/G2 (aux temps 

18 et 24 h). D'autres spots (□) présentent un niveau de O-GlcNAcylation très faible voire 

invisible en phase G1 et début de S, qui n'augmente qu'à la transition G2/S (aux temps 18 et 

24 heures).  

Malgré une tendance globale de la baisse du niveau O-GlcNAc que nous observons à la 

transition G1/S, l’analyse fine des variations de O-GlcNAcylation par électrophorèse 2D 

montre que la balance O-GlcNAc de certains spots est régulée différemment entre les phases 

G0, G1, S et G2/M. 

2.2. Effet de l'inhibition de la voie PI3K/AKT sur le cycle 

cellulaire et sur la balance O-GlcNAc  

Parmi les voies de signalisation requises pour l'entrée des cellules dans le cycle 

cellulaire, la voie PI3K/AKT est essentielle (Figure 13, §2.2.3). Comme le montrent 

clairement les résultats de l’analyse en cytométrie en flux (Figure 34A), les cellules traitées à 

la wortmannine ne progressent pas dans le cycle cellulaire et restent bloquées en phase G0/G1 

même après 42 heures de traitement, contrairement à la condition contrôle (sérum sans 

wortmannine, Figure 34A). L’inhibition de la PI3K par la wortmannine est confirmée par 

l’inactivation d’Akt, comme le montrent les immunorévélations avec les anticorps anti-

phosphoAkt et anti-Akt (forme totale) présentées dans la figure 34A. De plus, le blocage des 

cellules en G0/G1 est confirmé par l’absence de détection par Western blot de l’induction des 

cyclines D1 et E qui sont indispensables à la progression des cellules dans les phases G1 et 

G1/S (Figure 34A).  

 



 

 

Figure 35. La dynamique de la O-GlcNAcylation est régulée à la transition G1/S 

Les cellules quiescentes MCF7 stimulées par le sérum sont analysées par cytométrie en flux et les 

lysats totaux par Western blot. A, Pourcentage des cellules dans chaque phase du cycle cellulaire après 

analyse en cytométrie en flux des cellules marquées à l'iodure de propidium B, Immunorévélations des 

protéines O-GlcNAcylées, de l'OGA, de l'OGT, des cyclines D et E, et de la GAPDH (témoin de 

charge). Les valeurs moyennes et écart-types sont obtenus à partir de 3 manipulations indépendantes.  
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Nos résultats sont en accord avec ceux de la littérature qui indiquent que l'inhibition de la voie 

PI3K/AKT empêche la synthèse et l'accumulation de la cycline D bloquant ainsi la réponse 

mitogénique (Lobenhofer et al., 2000 ; Muise-Helmericks et al., 1998). Ils confirment donc 

que la voie PI3K/AKT est essentielle pour l’induction des cyclines précoces et pour la reprise 

du cycle cellulaire induite par le sérum dans les cellules MCF7 (§2.2.3).  

De plus, les variations phases-dépendantes du niveau global de O-GlcNAcylation 

précédemment observées (Figure 33A) sont complètement perturbées en présence de 

wortmannine, puisqu’une augmentation significative de O-GlcNAcylation est détectée à partir 

de 24 heures et reste soutenue jusqu’au dernier temps analysé (42 h) (Figure 34C). Un lien 

étroit entre la dynamique de O-GlcNAcylation et la voie PI3K/AKT sous stimulation par 

l'insuline a déjà été mise en évidence (Yang et al., 2008). Nos résultats suggèrent qu'une telle 

connexion existe aussi lors de la reprise du cycle cellulaire suite à une stimulation par le 

sérum, ceci reste néanmoins à approfondir. 

III. Etude de la dynamique de O-GlcNAcylation à la 

transition G1/S 

Ces premiers résultats mettent en évidence que la reprise du cycle cellulaire de cellules 

MCF7 quiescentes stimulées par les facteurs mitogènes du sérum entraîne des variations du 

niveau global de O-GlcNAcylation qui sont dépendantes des différentes phases du cycle 

cellulaire. C’est pourquoi nous avons décidé de nous intéresser plus particulièrement à la 

chute de la O-GlcNAcylation lors de l'entrée des cellules en phase S. 

3.1 Etude de la balance O-GlcNAc entre les phases G1 et S dans 

les cellules MCF7 synchronisées 

Afin de mieux caractériser la dynamique de O-GlcNAcylation lors de la transition 

G1/S nous avons étudié l'expression protéique de l'OGT et de l'OGA, enzymes responsables 

de la dynamique de O-GlcNAcylation.  

  

 Comme le montre la figure 35, la diminution du niveau global de O-GlcNAcylation 

(plus de 50%) en phase S est corrélée à une augmentation protéique à la fois de l'OGT et de 

l'OGA. L'augmentation est plus marquée pour l'OGA, son expression s'élève jusqu'à 350% au  

 



 

 

Figure 36. Dynamique de O-GlcNAcylation à la transition G1/S après synchronisation 

des cellules MCF7 par l’hydroxyurée 

Les cellules MCF7 sont synchronisées à la transition G1/S par un double blocage à l'hydroxyurée. 

Après traitement les cellules sont arrêtées (0) ou relâchées dans le cycle cellulaire pendant 4 heures. A, 

La synchronisation des cellules en G1/S et la reprise du cycle cellulaire ont été vérifiée par cytométrie 

en flux B, Détection par immunoblot à partir des extraits totaux des protéines O-GlcNAcylées, de 

l’OGT, l’OGA, des cyclines D et E et de la GAPDH. Les valeurs moyennes et écart-types sont obtenus 

à partir de 3 manipulations indépendantes. 
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lieu de 250% pour l'OGT dans les cellules en phase S comparée aux cellules quiescentes 

(Figure 35B).  

Ces résultats révèlent donc que suite à une activation des voies de signalisation mitogènes, 

l'entrée et la progression dans les phases G1 et S du cycle cellulaire entraînent des variations 

importantes de la O-GlcNAcylation (Figure 33A) associés à des changements d'expression de 

l'OGA et de l'OGT (Figure 35B). 

3.2 Etude de la dynamique de O-GlcNAcylation à la transition 

G1/S après synchronisation des cellules MCF7 par 

l’hydroxyurée 

 Nous avons ensuite utilisé l'hydroxyurée (HU) afin de vérifier si nous observions les 

mêmes résultats avec une seconde méthode de synchronisation. L’HU est un inhibiteur de la 

ribonucleotide réductase, enzyme qui catalyse la formation des dNTPs (deoxynucleotide 

triphosphates). Le pool de dNTPs n'étant plus assez important en présence d'HU, la 

progression de la fourche d'élongation va être ralentie entraînant l'apparition d'ADN simple 

brin. La présence d'ADN simple brin va alors activer le checkpoint de la phase S, aboutissant 

à un blocage de la synthèse de l'ADN (Koç et al., 2004 ; Alvino et al., 2007) (Figure 8, 

§1.3.1.2).  

Les cellules MCF7 sont synchronisées à la transition G1/S suite à un double blocage à l'HU 

puis relâchées dans le cycle cellulaire par élimination de l'HU dans le milieu de culture (§1.2 

‘matériels & méthodes’). La reprise du cycle cellulaire est confirmée par l'analyse en 

cytométrie en flux, comme indiqué par le pourcentage des cellules dans chaque phase du 

cycle cellulaire sur l'histogramme en figure 36A.  

La progression des cellules en phase S, suite au traitement à l'HU, est associée à une 

diminution de 30% du niveau global de O-GlcNAcylation (Figure 36B). Cette diminution 

semble être davantage protéines-spécifiques par rapport à la synchronisation par sevrage, et 

affecte surtout les protéines de haut poids moléculaire. Ceci est probablement lié à la méthode 

de synchronisation utilisée car l'HU inhibe un processus particulier, la réplication de l'ADN, 

alors que la privation de sérum affecte différentes voies de signalisation et du métabolisme 

nécessaires à l’entrée et à la progression des cellules dans le cycle cellulaire.  



 

 

Figure 37. Dynamique de la O-GlcNAcylation à la transition G1/S dans les cellules 

MCF10A et Wi38. 

Les cellules MCF10A et Wi38 quiescentes sont stimulées à entrer dans le cycle cellulaire par addition 

de facteurs mitogènes. A, Analyse par cytométrie en flux de la distribution des cellules dans les phases 

G0/G1, S et G2/M après marquage à l’iodure de propidium. B, Western blots des extraits totaux 

réalisés avec des anticorps dirigés contre les protéines O-GlcNAcylées, l’OGT, l’OGA, les cyclines D 

et E, et la GAPDH. 
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Cependant, le niveau protéique de l’OGT et de l’OGA augmente respectivement de 25 et 72% 

dans les cellules en phase S comparées aux cellules bloquées en G1/S (Figure 36B). Cette 

augmentation protéique à la fois pour l’OGT et l’OGA est comparable à celle observée pour 

les temps 15 et 18 h après stimulation par le sérum (Figure 35B).  

L’ensemble de nos résultats indique que la chute du niveau global de O-

GlcNAcylation observée lors de l’entrée des cellules en phase S est associée à une 

augmentation de l'expression de l’OGT et de l’OGA, plus marquée pour l'enzyme OGA. 

3.3 Etude de la dynamique de la O-GlcNAcylation à la transition 

G1/S dans les cellules épithéliales mammaires normales 

MCF10A et les fibroblastes Wi38 

Nous avons ensuite réalisé la même expérience sur des cellules épithéliales 

mammaires non cancéreuses, les cellules MCF10A, et sur des fibroblastes de poumons 

humains, les cellules Wi38.  

Comme pour les cellules MCF7, les cellules MCF10A et Wi38 ont été synchronisées en 

G0/G1 par privation de sérum pendant respectivement 24 et 48 h, puis stimulées par l’ajout de 

facteurs mitogènes ou de sérum dans le milieu de culture pendant 12 h, 15 h et 18 h. La 

proportion des cellules dans chaque phase du cycle cellulaire a été analysée par cytométrie en 

flux sur les cellules préalablement marquées à l‘iodure de propidium (§III ‘Matériels & 

Méthodes’) (Figure 37A). L’entrée en phase S se fait entre 9 et 12 heures après stimulation 

pour les cellules MCF10A et entre 15 et 18 heures pour les cellules Wi38 (Figure 37A).  

Pour ces 2 lignées cellulaires, les variations du niveau de O-GlcNAcylation au cours de la 

reprise du cycle cellulaire sont similaires à celles observées précédemment dans les cellules 

MCF7. En effet, lorsque les cellules MCF10A et Wi38 progressent en G1, le niveau global de 

O-GlcNAcylation est augmenté par rapport aux cellules quiescentes (Figure 37B). Puis, 

l’entrée et la progression des cellules MCF10A et Wi38 en phase S est associée à une baisse 

plus ou moins marquée des protéines O-GlcNAcylées et à une augmentation de l'OGT et de 

l'OGA (Figure 37B).  

Au vu des résultats obtenus sur les 3 lignées cellulaires MCF7, MCF10A et Wi38, il semble 

que la chute du niveau de O-GlcNAcylation lors de l'entrée et de la progression des cellules 

en phase S soit indépendante du phénotype cellulaire (normal versus cancéreux, et épithélial 

versus fibroblastique).   



 

 

Figure 38. Effet de différents inhibiteurs de la dégradation des protéines sur la 

dynamique de O-GlcNAcylation à la transition G1/S 

Les cellules MCF7 quiescentes sont stimulées par l'ajout de 10% de sérum dans le milieu. La 

distribution des cellules dans le cycle cellulaire est contrôlée, aux différents temps indiqués, par 

cytométrie en flux après marquage à l'iodure de propidium. Douze heures après la stimulation, les 

cellules sont traitées avec (A) 6µM MG132 (inhibiteur de dégradation protéasomale), (B) 2µM 

Monensine (Mon) ou 10µM Chloroquine (Chloro) (inhibiteurs de la dégradation lysosomale). A partir 

des extraits cellulaires totaux, détection par Western-Blot des protéines O-GlcNAcylées (RL2), de la 

cycline E, de la GAPDH et des protéines ubiquitinylées (anti-polyUbiquitine).  
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Comme précédemment démontré lors de la transition G2/M (Dehennaut et al., 2007 ; Slawson 

et al., 2005), nos résultats indiquent que la dynamique de O-GlcNAcylation des protéines est 

également modifiée lors de transition G1/S du cycle cellulaire de cellules somatiques. 

3.4. Effet d’inhibiteurs de la dégradation des protéines sur la 

dynamique de O-GlcNAcylation à la transition G1/S 

Comme nous l’avons vu dans l’introduction, la progression du cycle cellulaire est 

notamment orchestrée par la dégradation protéasomale des protéines-clés (Nakayama & 

Nakayama, 2006) (§1.2.4, Figure 6). De plus, la dégradation des protéines par le système 

ubiquitine-protéasome est connue pour être inhibée par la O-GlcNAcylation (§3.5.2). Nous 

avons donc voulu déterminer si l'augmentation de la O-GlcNAcylation observée lors de la 

progression en G1 ne correspondait pas à une protection contre la dégradation protéasomale 

des protéines cibles et si la diminution du niveau O-GlcNAc en phase S n'était pas due à une 

dégradation protéasomale de ces protéines, en supposant qu'elles soient préalablement 

déglycosylées.  

Nous avons aussi utilisé deux inhibiteurs de la dégradation lysosomale, la monensine et la 

chloroquine, car il a été montré que l'activité lysosomale est plus importante en fin de phase 

G1 et qu'elle diminue au milieu de la phase S (Quintart et al., 1979). Ces 2 drogues interfèrent 

avec la dégradation lysosomale en altérant le pH intravésiculaire des lysosomes (Ashfaq et 

al., 2011 ; Ippoliti et al., 1998). 

Etant donné que la baisse de O-GlcNAcylation a lieu lors de l'entrée en phase S (15 h après 

stimulation par le sérum), nous avons décidé d’ajouter les inhibiteurs de dégradation 

protéique lorsque les cellules sont en phase G1, soit 12 heures après la stimulation par le 

sérum. Comme le montre le Western blot dans la figure 38A, le traitement des cellules par le 

MG132 inhibe bien la dégradation protéasomale car on observe une accumulation des 

protéines polyubiquitinylées dans les cellules traitées par rapport aux cellules non traitées 

(Figure 38). De plus, l’ajout de MG132 au temps 12 h bloque les cellules en phase G1 

(Zhang et al., 2008). En effet le pourcentage des cellules en phase S reste stable aux temps 18 

et 24 heures, contrairement aux cellules non traitées pour lesquelles on obtient 66% de 

cellules en phase S après 24 h de stimulation (Figure 38A). De plus, comme nous pouvons 

l’observer sur la figure 38A, ce traitement augmente le niveau global de O-GlcNAcylation 

aux temps 18 et 24 heures, comparé aux cellules non traitées.  
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Cette hausse peut être une conséquence du stress cellulaire engendré par le MG132 car il est 

connu que le niveau de O-GlcNAcylation augmente en réponse à divers stress (Zachara et al., 

2004). Par ailleurs, il est aussi très probable que l'absence de la chute du niveau de O-

GlcNAcylation au temps 18 h en présence de MG132 résulte du blocage des cellules en phase 

G1 (Han & Park, 2010). Des manipulations complémentaires sont nécessaires pour éclaircir 

ce point.  

L’inhibition de la dégradation lysosomale par la monensine ou la chloroquine dans les 

cellules MCF7 en G1 entraîne un ralentissement marqué de l'entrée des cellules en phase S. 

En effet, 18 h après stimulation par le sérum, seulement 8% des cellules traitées par chacun de 

ces 2 inhibiteurs sont en phase S alors qu'au même temps 30 % des cellules non traitées sont 

accumulées dans cette phase (Figure 38B). De manière intéressante, nous pouvons observer 

que l'entrée tardive en phase S des cellules traitées par la monensine ou la chloroquine est 

parfaitement corrélée à une diminution des protéines O-GlcNAcylées (Figure 38B). Ces 

observations indiquent que les variations de la O-GlcNAcylation à la transition G1/S ne 

dépendent pas de la voie de dégradation lysosomale puisque son inhibition par la monensine 

ou la chloroquine ne les perturbe pas. 

En conclusion, les résultats obtenus avec le MG132 confirment que la dégradation 

protéasomale de protéines spécifiques en phase G1 est indispensable à l’entrée des cellules en 

phase S (Diehl & Ponugoti, 2010). Ils nous indiquent également que les variations de la 

balance O-GlcNAc que nous avons observées dans les cellules MCF7 stimulées 18 h par le 

sérum (Figure 35A) sont inhérentes à la progression des cellules vers la phase S. Les résultats 

que nous avons obtenus avec les inhibiteurs de la dégradation lysosomale renforcent une fois 

de plus cette idée et indiquent que cette baisse est indépendante de la dégradation des 

protéines O-GlcNAcylées via la voie lysosomale. 

  



 

 

Figure 39. La cycloheximide inhibe l'expression protéique de l'OGT et de l'OGA induite 

par le sérum au cours de la transition G1/S des cellules MCF7 

Les cellules quiescentes MCF7 sont stimulées par le sérum et arrêtées 12, 15 et 18 heures après 

stimulation. Les cellules sont traitées avec la cycloheximide (10µg/mL) 12 h après l’ajout du sérum. 

La progression des cellules dans cycle cellulaire est analysée par cytométrie en flux (Le pourcentage 

des cellules en phase S est indiqué). Parallèlement, les protéines O-GlcNAcylées, l’OGT, l’OGA, les 

cyclines D et E et la GAPDH sont détectées par Western blot.  
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IV. Etude du couple OGT/OGA à la transition G1/S 

4.1 Effet de la cycloheximide sur l’expression de l’OGT et de 

l’OGA dans les cellules en phases G1 et S du cycle cellulaire 

Afin de déterminer si l’augmentation progressive de l’OGT et de l’OGA au cours de la 

progression des cellules à travers la transition G1/S (Figure 35B) est dépendante d’une 

régulation de leur traduction, nous avons traité les cellules MCF7 en G1 par la cycloheximide 

(CHX), un inhibiteur de la synthèse protéique (Kay & Korner, 1966).  

L’analyse par cytométrie en flux montre que l’ajout du CHX 12 h après la stimulation par le 

sérum empêche la progression des cellules MCF7 vers la phase S (Figure 39). Ce résultat est 

en accord avec l’inhibition de l'expression de la cycline D qui est normalement induite suite à 

une stimulation par le sérum (Winston & Pledger, 1993). En présence de CHX, aucune 

variation du niveau protéique de l'OGT et de l'OGA n’est observée par rapport aux cellules 

quiescentes (Figure 39), suggérant fortement que la synthèse de l'OGT et de l'OGA est 

induite lors de la progression des cellules en phase G1. La quantification du taux de transcrits 

de l'OGT et de l'OGA déterminée par PCR (Polymerase Chain Reaction) en temps réel révèle 

que l'induction de leur synthèse protéique en phase G1 n’est pas corrélée à une augmentation 

de leur taux de transcrit (Data not shown).  

De plus, les cellules bloquées en phase G1 par la CHX présentent un niveau global de O-

GlcNAcylation plus élevé que celui observé dans les cellules non traitées (Figure 39, temps 

15 h et 18 h). Cette observation suggère que l’expression différentielle de l’OGT et l’OGA 

régule la dynamique de O-GlcNAcylation à la transition G1/S. Cependant, il a été montré 

qu'un traitement par la CHX dans des cellules privées de glucose entraîne une augmentation 

du niveau global de O-GlcNAcylation (Kang et al., 2009). Il n'est donc pas exclu que 

l'augmentation de la O-GlcNAcylation que nous observons en présence de CHX soit 

indépendante de l'arrêt dans le cycle cellulaire. De plus, comme dans le cas du MG132, la 

CHX peut également induire un stress cellulaire qui provoquerait une augmentation du niveau 

de O-GlcNAcylation, comme cela a été montré dans plusieurs lignées cellulaires (COS, CHO, 

HeLa) en réponse à différents stress (éthanol, stress oxydatif, choc thermique) (Zachara et al., 

2004). 



 

 

Figure 40. L'activité de l'OGA endogène est augmentée à la transition G1/S. 

Les cellules MCF7 synchronisées en G0/G1 par 48 h de sevrage sont ensuite stimulées par le sérum 

puis arrêtées aux différents temps indiqués. Douze heures après stimulation par le sérum, les cellules 

sont traitées ou non par l’inhibiteur de l’OGA, le Thiamet G (100 nM). A, La mesure de l’activité de 

l’OGA endogène est effectuée en présence du substrat le pNP-GlcNAc comme décrit dans la partie 

‘Matériels & Méthodes’. L’activité de l’OGA dans les cellules quiescentes représente 100% de son 

activité. Les écart-types ont été obtenus à partir de 3 expériences indépendantes (*, p<0.05 test t de 

Student). B, Western blots réalisés avec des anticorps dirigés contre les protéines O-GlcNAcylées, 

l’OGT, l’OGA et la GAPDH. Le pourcentage des cellules dans chaque phase déterminé par cytométrie 

en flux est reporté pour chaque condition expérimentale. 
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Le niveau élevé de O-GlcNAcylation observé en présence de ces deux drogues, le MG132 et 

la CHX, pourrait donc être une conséquence de l'état physiologique stressé de la cellule, 

indépendamment du cycle cellulaire (Figures 39A et 40). 

4.2. Dosage de l’activité de l’OGA endogène à la transition G1/S 

Nous avons ensuite mesuré in vitro l'activité de l'OGA endogène afin de déterminer si 

la chute du niveau de O-GlcNAcylation des protéines à la transition G1/S était corrélée à une 

modulation de son activité.  

Pour cela, nous avons mesuré l'activité de l'OGA endogène en présence du substrat pNP-

GlcNAc à pH 6,5 pour limiter l'action des hexosaminidases A et C, dont l'activité est optimale 

à pH acide. Cette activité est réalisée in vitro à partir d'échantillons frais traités ou non avec 

100 nM de Thiamet G (TG), un inhibiteur spécifique de l'OGA (Yuzwa et al., 2008). 

L'activité spécifique de l'OGA est obtenue en soustrayant l'activité de l'OGA mesurée dans les 

cellules traitées au TG de celle obtenue à partir de cellules non traitées (§V 'Matériels & 

Méthodes). Comme le montre la figure 40A, l'activité hydrolase de l’OGA endogène 

augmente significative de 30% dans les cellules qui entrent et progressent en phase S (Figure 

40A), en corrélation avec la diminution des protéines O-GlcNAcylées après 15 et 18 h de 

stimulation par le sérum (Figures 40B). L'augmentation de l'activité de l'OGA en phase S 

reflète probablement l'augmentation de son expression protéique précédemment observée par 

Western blot (Figure 35).  

Nous avons aussi voulu mesurer l'activité in vitro de l'OGT par radioactivité à partir 

d'échantillon frais. L'activité de l'OGT peut être quantifiée par mesure de l’incorporation 

d'UDP-GlcNAc tritié, substrat de l'OGT, sur un peptide synthétique tel que la séquence 

YSDSPSTST provenant de la caséine kinase II (Lefebvre et al., 2012 in press). Ce test in 

vitro est utilisé le plus souvent à partir d’OGT recombinante isolée et d’une protéine ou 

peptide-substrat accepteur. Malgré les nombreux essais, après incubation des extraits 

cellulaires avec de l’UDP-[
3
H]-GlcNAc, nous n’avons pas été en mesure de détecter une 

incorporation de radioactivité suffisante et spécifique du marquage du peptide-substrat 

accepteur rajouté dans l’échantillon par l’OGT endogène (immunoprécipitée ou non) présente 

dans le lysat protéique des cellules MCF7.  

Dans un deuxième temps, nous avons voulu déterminer l’importance de l’activité de l’OGA 

pour le passage des cellules en phase S. Pour cela, les cellules synchronisées en G1 ont été 

traitées par le TG, 12 heures après stimulation par le sérum.  
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Le traitement des cellules par le TG entraîne une diminution de 60% de l'activité de l'OGA 

(Figure 40A) et induit une augmentation du niveau global de O-GlcNAcylation d'un facteur 2 

(Figure 40B). En revanche, le TG n'a pas d'effet sur la progression du cycle cellulaire, comme 

le montrent les pourcentages de cellules en phase S reportés sur la figure 40B. Or, dans les 

cellules traitées au TG, nous observons malgré tout une diminution du niveau global de O-

GlcNAcylation au temps 18 h (41% cellules en phase S) concomitante à une augmentation 

faible mais significative de 20% de l'activité de l'OGA (Figure 40).  

Ceci pourrait s’expliquer par l’effet biologique du TG sur le niveau protéique de l’OGT et 

l’OGA. En effet, le traitement au TG induit une augmentation significative du niveau 

protéique de l'OGA et affecte l'augmentation de l'OGT par rapport aux cellules contrôles 

(Figure 40B). Cette observation avait déjà été faite dans des cellules HeLa traitées avec la 

PUGNAc ou le GlcNAc-thiazoline, deux autres inhibiteurs de l’OGA (Slawson et al., 2005 ; 

Slawson et al., 2008). Ces résultats indiquent que l'inhibition pharmacologique de l'OGA 

n'affecte pas la progression du cycle cellulaire, en accord avec de précédents résultats obtenus 

dans les cellules HeLa traitées au GlcNAc-thiazoline (Slawson et al., 2008). Ces résultats 

soulignent également qu’en réponse à l'inhibition de l'activité de l'OGA endogène, les cellules 

compensent en induisant une augmentation de son expression protéique et en diminuant celle 

de l'OGT (Slawson et al., 2005 ; Slawson et al., 2008). 

V. Etude de la localisation de l’OGT et l'OGA dans les 

phases précoces du cycle cellulaire 

5.1. Détection par immunofluorescence en microscopie 

confocale  

Afin de compléter notre étude de la dynamique de O-GlcNAcylation lors de la 

transition G1/S, nous avons analysé la localisation de l'OGT et de l'OGA endogènes, ainsi que 

des protéines O-GlcNAcylées, dans les cellules MCF7 quiescentes, en phase G1 et en phase 

S. Cette étude a été réalisée par immunofluorescence indirecte et les images ont été obtenues 

par microscopie confocale (en collaboration avec le Dr François Foulquier, UMR 8576, sur la 

plateforme d’imagerie BiCéFaL, IRI CNRS USR 3078). 

La détection de l’OGT et de l’OGA a nécessité une optimisation des protocoles. Nous avons 

dû notamment augmenter le temps de perméabilisation (0,5% de Triton X-100 dans du PBS)  



 

 

Figure 41. Localisation des protéines O-GlcNAcylées, de l'OGT et de l'OGA endogènes à 

la transition G1/S 

Les cellules MCF7 quiescentes (temps 0) sont stimulées pendant 12, 15 ou 18 heures par le sérum. 

Pour chaque temps de stimulation, les cellules sont fixées, perméabilisées, puis incubées avec les 

anticorps indiqués. Le marquage immunofluorescent a été obtenu par microscopie confocale. En 

parallèle, l’analyse de la progression des cellules dans le cycle cellulaire a été vérifiée par cytométrie 

en flux.Le temps 12 h correspond à la phase G1, le temps 15 h à l'entrée en phase S et le temps 18 h à 

la phase S. 
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pour la détection de l'OGT. Nous avons commencé nos expériences avec un temps de 

perméabilisation de 5 minutes mais le marquage de l'OGT n'était présent qu'au niveau 

cytosolique. Connaissant sa localisation nucléocytoplasmique (§3.2.1, introduction O-

GlcNAcylation), nous avons alors testé différents temps de perméabilisation afin de faciliter 

l'accès de l'anticorps aux différents compartiments subcellulaires. Après plusieurs essais, le 

temps optimal de perméabilisation s'est avéré être de 20 minutes. Les figures ci -dessous 

présentant la localisation de l'OGT ainsi que celles des protéines O-GlcNAcylées ont donc été 

obtenues à partir des cellules MCF7 perméabilisées pendant 20 minutes puis incubées avec 

l'anticorps anti- l'OGT ou anti-O-GlcNAc (§VI 'Matériels & Méthodes'). 

Nous avons ensuite utilisé le même protocole pour la détection de l'OGA que celui de l'OGT 

(§VI 'Matériels & Méthodes') mais le marquage obtenu était aspécifique (sans localisation 

précise). Afin de pallier à ce problème, nous avons testé plusieurs tampons de fixation des 

cellules (3% PAF ou 100% Méthanol) et différentes dilutions d'anticorps secondaire (Hilyte 

Fluor™ 488, du 1/600 au 1/1.000). Suite aux multiples essais, le meilleur marquage 

(spécificité et netteté) a été obtenu en fixant les cellules dans 100% méthanol et avec une 

dilution de l'anticorps secondaire au 1/1.000
ème

.  

Une fois les protocoles d’immunofluorescence optimisés, nous avons pu étudier la 

localisation des protéines O-GlcNAcylées, de l'OGT et de l'OGA dans les cellules MCF7 

quiescentes, en phase G1 et en phase S. Dans les cellules quiescentes, les protéines O-

GlcNAc, l'OGT et l'OGA sont localisées à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau, avec 

cependant un marquage nucléaire prédominant (Figure 41). Pour les protéines O-GlcNAc, le 

marquage nucléaire s'intensifie dans les cellules en phase G1 (12 h) puis, dès que les cellules 

entrent (15 h) et progressent (18 h) en phase S, on observe une nette diminution du marquage 

à la fois nucléaire et cytoplasmique (Figure 41, ligne 1). Ces résultats sont en parfaite 

corrélation avec ceux obtenus par Western blot (Figure 35).  

De manière intéressante, le marquage fluorescent de l’OGT endogène reflète parfaitement 

celui des protéines O-GlcNAcylées. En effet, en phase G1, l'OGT est préférentiellement 

localisée dans le noyau puis le marquage nucléaire diminue progressivement lorsque les 

cellules entrent en phase S, concomitamment à une augmentation du marquage cytoplasmique 

(Figure 41, ligne 2). En revanche, l'OGA est présente de manière homogène dans les deux 

compartiments cellulaires tout au long de la cinétique (Figure 41, ligne 3).  



 

 

Figure 42. Effet de la leptomycine B sur la balance O-GlcNAc et sur la localisation de 

l’OGT à la transition G1/S 

Les cellules MCF7 quiescentes sont stimulées par le sérum puis arrêtées aux temps indiqués. 

Détection par marquage en immunofluorescence (A) et Western blots (B) des protéines O-

GlcNAcylées et de l'OGT dans les cellules MCF7 traitées ou non avec 50 nM de LMB, 12 

heures après stimulation par le sérum. La détection par Western blot de la Cycline E sert de 

marqueur de la transition G1/S et celle de p27kip1 de contrôle de l'efficacité de la LMB. La 

détection de la GAPDH et de l'histone H2B sert de marqueur de fractionnement 

respectivement de la fraction cytoplasmique et nucléaire. La proportion des cellules en phase 

S obtenue par cytométrie en flux est indiquée.  
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Ces résultats révèlent pour la première fois que durant les phases précoces du cycle cellulaire, 

la localisation des protéines O-GlcNAcylées et de l'OGT est différentiellement régulée dans 

les compartiments nucléaires et cytoplasmiques. 

5.2 Effet de la leptomycine B sur la localisation subcellulaire de 

l’OGT entre les phases G1 et S  

L'augmentation du marquage nucléaire de l'OGT observé par immunofluorescence 

peut être due à l’augmentation de sa synthèse protéique que nous avons mis en évidence 

précédemment (Figure 39, §4.1). Cette augmentation pourrait résulter également d’une 

translocation nucléaire transitoire de l’OGT, comme ce qui est connu pour certaines kinases 

telles que les MAPK (Figure 41, ligne 2). En effet, la kinase ERK par exemple est 

rapidement transloquée au noyau suite à sa phosphorylation activatrice par MEK (Lidke et al., 

2010 ; Figure 12 dans §2.2.2), puis est exportée du noyau grâce à sa séquence NES (Nuclear 

Export Signal) (Adachi et al., 2000). D'autres protéines sont transloquées dans le noyau grâce 

à leur séquence NLS telles que la protéine pRB (Zacksenhaus et al., 1993) et l'inhibiteur 

p21Cip1 (Zhou et al., 2001), ce qui pourrait être le cas pour l'OGT qui possède une séquence 

NLS putative (Lubas et al., 1997). La présence d'une séquence de type NLS et/ou NES va 

faire appel au mécanisme actif d'import/export de la cellule. 

 

Afin de tester cette hypothèse, nous avons utilisé un inhibiteur réversible de l'export nucléaire, 

la leptomycine B (LMB) (Fornerod et al., 1997). La LMB se lie à la protéine CRM-1 

(Chromosome Region Maintenance 1) nécessaire à l'assemblage d'un complexe d'export 

nucléaire (Verhagen et al., 2006), inhibant ainsi spécifiquement l'export nucléaire actif. 

Comme la diminution du marquage nucléaire de l'OGT est observé en phase S au temps 15 h, 

nous avons ajouté la LMB 12 h après la stimulation par le sérum, c'est à dire quand les 

cellules sont synchronisées en phase G1.  

En premier lieu, nous avons vérifié l’activité inhibitrice de la LMB sur l’export nucléaire en 

confirmant par western-blot l’accumulation nucléaire de l’inhibiteur p27kip1 dans les cellules 

traitées à la LMB (Connor et al., 2003) (Figure 42C).  

Il a été précédemment décrit que la LMB affecte réversiblement la progression du cycle 

cellulaire de cellules NIH 3T3 (fibroblastes de souris) et 3Y1 (fibroblastes de rat) (Tsuchiya A 

et al., 2007 ; Yoshida et al., 1990). De même, dans les cellules MCF7, l’analyse en cytométrie 

en flux montre que le traitement à la LMB retarde de 6 heures l'entrée des cellules en phase  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Zacksenhaus%20E%5Bauth%5D


 

 

  



   Résultats  

151 
 

S : 15 h après la stimulation au sérum, seulement 5% des cellules traitées à la LMB sont en 

phase S, comparés aux 24% de cellules non traitées, puis au temps 21 h, 29% de cellules 

traitées à la LMB se sont accumulées en phase S (Figure 42A). Ceci est confirmé par la 

détection en Western blot de la cycline E (Figure 42B, WB cycline E).  

De façon très intéressante, nous observons par immunofluorescence que le marquage 

nucléaire des protéines O-GlcNAcylées et de l'OGT s’intensifie dans les cellules traitées 6 h à 

la LMB par rapport à la condition contrôle (temps 18 h pour les cellules traitées à la LMB 

versus temps 15 h pour les cellules non traitées, Figure 42A). Cependant, une fois que les 

cellules traitées à la LMB entrent en phase S avec un retard de 6 h (temps 21 h), l’intensité du 

marquage nucléaire des protéines O-GlcNAcylées et de l'OGT diminue et revient à un niveau 

comparable à celui obtenu au temps 15 h dans les cellules contrôles.  

Nous avons également analysé par Western-blot l'effet de la LMB sur les variations du niveau 

global de O-GlcNAcylation et sur la localisation intracellulaire de l'OGT, à partir d'extraits 

cellulaires totaux (Figure 42B) et de la fraction nucléaire (Figure 42C). Sur les lysats totaux, 

nous observons que les variations des protéines O-GlcNAc dans les cellules traitées à la LMB 

sont comparables à celles obtenues dans les cellules contrôles, mais avec un décalage de 6 h, 

conformément au retard de l’entrée des cellules en phase S induit par la LMB (Figure 42B, 

WB O-GlcNAc). De plus, la LMB n’affecte pas l’expression protéique de l’OGT au cours de 

la progression dans le cycle cellulaire (Figure 42B, WB OGT).  

Comme le montre la figure 42C, la détection par Western-blot de l’OGT dans la fraction 

nucléaire concorde parfaitement avec les résultats d’immunofluorescence : Le niveau 

nucléaire de l'OGT est significativement augmenté aux temps 15 h et 18 h en présence de 

LMB (phase G1), avant de diminuer au temps 21 h lorsque les cellules entrent en phase S.  

Ces résultats préliminaires suggèrent donc que durant les phases précoces du cycle cellulaire, 

l’OGT transiterait entre les compartiments cytosolique et nucléaire. Une fois les cellules 

entrées en phase S, l’OGT serait exportée du noyau par un mécanisme actif d'export 

nucléaire, sensible à la LMB. Le mécanisme de l'import/export nucléaire de l'OGT à travers 

les étapes précoces du cycle cellulaire reste néanmoins à définir. 

Par ailleurs, nos résultats d’IF mettent en évidence une superposition du marquage de l'OGT 

et des protéines O-GlcNAc au cours de la progression vers la phase S (Figures 41 et 42A). Il 

semblerait que les changements de localisation de l'OGT régulés par la progression du cycle 

cellulaire lui permettent de glycosyler spécifiquement et rapidement des protéines cibles en 

allant se localiser directement dans le compartiment approprié.  



 

 

 
Figure 43. Détection des protéines cytosoliques et nucléaires dont la O-GlcNAcylation est 

dépendante du cycle cellulaire 

A partir de cellules MCF7 synchronisées dans le cycle cellulaire (phases G0, G1 et S), les extraits (A) 

cytoplasmiques et (C) nucléaires obtenus après fractionnement subcellulaire ont été séparés par 

électrophorèse 2D (strips pH 4-7, SDS-PAGE 8%) puis les protéines O-GlcNAc ont été détectées 

par Western blot à l'aide de l'anticorps RL2. Les régions d'intérêts dans lesquelles les spots ont été 

découpés et identifiés sont représentées sur le Western blot des cellules en G1. Agrandissement des 

régions d'intérêts pour la fraction cytoplasmique B (a-d) et nucléaire D (a-e) à partir d'expositions plus 

longues. Les spots numérotés sont ceux identifiés par MS/MS et les protéines correspondantes sont 

reportées dans les tableaux 1 (Fraction cytoplasmique) et 2 (Fraction nucléaire). B, e et D, f La 

coloration au rouge ponceau des différentes membranes de nitrocellulose sert de marqueur de charge. 

Les résultats sont représentatifs de 4 expériences obtenues à partir de 3 lysats cellulaires différents.  
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VI. Identification des protéines cytosoliques et 

nucléaires différentiellement O-GlcNAcylées à la 

transition G1/S 

6.1 Profil global des protéines O-GlcNAc identifiées 

 La deuxième partie de mes travaux de thèse a porté sur l’identification des protéines 

dont la O-GlcNAcylation varie entre les phases G1 et S afin de connaître les processus 

cellulaires impliqués dans la prolifération cellulaire potentiellement régulés par l’OGT. Par 

Western blot et immunofluorescence, nous avons observé des variations importantes du 

niveau de O-GlcNAcylation lors des phases précoces du cycle cellulaire (Figure 35A) qui se 

sont avérées à la fois très différentes entre les compartiments intracellulaires (Figure 41, ligne 

1), et protéines spécifiques (Figure 33C). Afin de séparer et de détecter les protéines O-

GlcNAc minoritaires, nous avons donc opté pour un fractionnement cellulaire Cytosol/Noyau 

avant la séparation des protéines par électrophorèse 2D. L’efficacité du fractionnement a été 

vérifiée en détectant par Western blot la GAPDH cytosolique et l’histone H2B nucléaire 

(Figure 42, WB GAPDH et H2B, §VII 'Matériels & Methodes). 

Après fractionnement subcellulaire, il nous a fallu tester différentes méthodes de dessalage et 

de concentration des protéines pour chacune des deux fractions. Au final, la fraction 

cytosolique a été concentrée par précipitation à l’acétone (80% v/v) et la fraction nucléaire à 

l’aide d’un kit commercial (2D-Clean-Up kit, GE Healthcare).  

Pour détecter plus finement les protéines dont la O-GlcNAcylation est modifiée à la transition 

G1/S, les protéines de chaque fraction ont été séparées par électrophorèse 2D. Pour minimiser 

le chevauchement de spots sur les gels, nous avons choisi des strips de gamme pH 4-7. On 

perd la résolution de séparation pour les protéines basiques, mais on gagne en résolution pour 

la majorité des protéines, dont le pI se situe entre 4 et 7. 

 

Enfin, nous avons dû optimiser les conditions de Western blot (dilution anticorps primaire et 

secondaire, tampon de blocage) pour diminuer le bruit de fond sur les membranes de 

nitrocellulose, dans le but de pouvoir détecter aussi les spots O-GlcNAc les moins intenses.  

De la même manière que ce que nous avons observé précédemment par immunofluorescence 

(Figure 41), la O-GlcNAcylation des protéines de la fraction nucléaire augmente fortement au  



 

 

 

Figure 44. Distribution des protéines O-GlcNAcylées identifiées par protéomique en 

fonction du processus biologique dans lequel elles sont impliquées 
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cours de la phase G1 et diminue brusquement lorsque les cellules entrent dans la phase S 

(Figure 43C). Cette différence d’intensité est particulièrement importante sur le groupe de 

spots de haut poids moléculaires (zoom a, Figure 43C). Dans la fraction cytoplasmique, les 

variations de O-GlcNAcylation au cours de la phase G1 sont plus spécifiques de certains 

spots, et le niveau global de protéines O-GlcNAcylées augmente en phase S par rapport à la 

phase G1 (Figure 43A).  

Dans un deuxième temps, pour chaque fraction et pour chaque temps de la cinétique (0, 12, 

15 et 18 heures), les gels 2D ont été faits en duplicate, l’un utilisé pour la détection des 

protéines O-GlcNAc par Western blot, l'autre coloré au nitrate d'argent afin de découper les 

spots d’intérêt. Après superposition des deux images (WB/coloration) grâce au logiciel Image 

J®, nous avons sélectionné puis découpé les spots différentiellement O-GlcNAcylés entre les 

phases G0, G1 et S (Figures 43B et D). Après digestion trypsique, les protéines ont été 

identifiées par spectrométrie de masse en tandem (Plateforme de spectrométrie de masse, Lille 

Nord de France). Les spots correspondants sont numérotés dans les zones agrandies 

représentées sur la figure 44B pour le cytoplasme et 44D pour le noyau.  

Au total, nous avons identifié 58 protéines dont la liste est reportée dans le tableau 2 pour les 

protéines O-GlcNAc identifiées dans la fraction cytosolique et dans le tableau 3 pour les 

protéines identifiées dans la fraction nucléaire (Tableaux 2 et 3). Pour toutes ces protéines, 

excepté les cytokératines 8 et 18, c’est la première fois que sont reportés des changements de 

O-GlcNAcylation dépendants de la progression dans le cycle cellulaire.  

Ces protéines interviennent dans divers processus biologiques dont les plus représentés sont 

l'architecture cellulaire (24%), la synthèse /mise en conformation/transport des protéines 

(26%) et la maturation/transport des ARNm (33%) (Figure 44A). Parmi ces protéines, 13 

d’entre elles sont de nouvelles cibles potentielles de l’OGT (repérées par (-) dans les tableaux) 

et 14 appartiennent à des familles dont certains membres ont déjà été reportés comme étant O-

GlcNAcylés (repérées par (*) dans les tableaux). Quelques protéines, essentiellement des 

protéines de structure, ont été identifiées dans les 2 fractions, comme l'actine (Tableaux 2 et 

3), les cytokératines (Tableau 2) et les lamines A/C et B1 (Tableau 3). Par ailleurs, certaines 

protéines sont retrouvées dans plusieurs spots, comme l'HnRNP K qui a été identifiée dans 4 

spots de la fraction cytosolique (Figure 43B, spots n°13, 18, 19 et 21 ; Tableau 2).  

 

 

  



 

 

 

Tableau 2. Protéines différentiellement O-GlcNAcylées en G1/S identifiées dans la 

fraction cytosolique. 

 

  

Protein name Entry name
Accession 

number
MW / pI

Mascot Score (1) 

(matched 

peptides)

Spot(2) References(3)

Structural component and cytoskeleton

Actin, cytoplasmic 1 ACTB P60709 41 470/5.32 118 (5) 2, 3 21, 37-41

Keratin, type 1 cytoskeletal 9 K1C9 P35527 62 027/5.14 141 (7) 1, 2, 5, 7, 8 -(*)

Keratin, type 1 cytoskeletal 14 K1C14 P02533 51 529/5.09 311 (9) 4, 5 -(*)

Keratin, type 1 cytoskeletal 16 K1C16 P08779 51 236/4.99 251 (8) 4, 7 -(*)

Keratin, type 1 cytoskeletal 17 K1C17 Q04695 48 076/4.97 209 (8) 4, 7 -(*)

Keratin, type 1 cytoskeletal 18 K1C18 P05783 48 029/5.04 171 (5) 1, 2, 3 7, 21, 29, 40, 42, 43

Keratin, type 2 cytoskeletal 5 K2C5 P13647 62 340/7.59 306 (12) 4, 7 -(*)

Keratin, type 2 cytoskeletal 8 K2C8 P05787 53 671/5.52 521 (7) 1-8 7, 29, 43

Protein biosynthesis, folding, transport and turnover

Eukaryotic initiation factor 4A-I eIF4A-I P60842 46 125/5.32 363 (13) 7, 8 37, 44

Heat shock protein HSP60, mitochondrial HSP60 P10809 61 016/5.70 414 (20) 19-22 38

Heat shock cognate 71 kDa HSP7C P11142 70 854/5.37  479 (21) 25, 26 37, 41, 45, 46

Heat shock protein HSP 90-alpha HS90A P07900 85 006/4.94 1149 (61) 10-12 37, 41

Heat shock protein HSP 90-beta HS90B P08238 83 554/4.97   1430 (73) 11, 12 37, 41

Importin subunit alpha-7 IMA7 O60684 59 991/4.89 23 (3) 16 -(*)

Importin-5 IPO5 O00410  123 550/4.83 34 (2) 28 -(*)

Stress-70 protein, mitochondrial GRP75 P38646 73 635/5.87    35 (2) 26 37, 46

T-complex protein 1 subunit epsilon TCPE P48643 59 633/5.45 94 (12) 23, 24 -(*)

T-complex protein 1 subunit theta TCPQ P50990 59 583/5.42 127 (10) 23, 24 37, 39, 41

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 UBP5 P45974 95 725/4.91 33 (2) 13 37

Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 UBA1 P22314 117 774/5.49 118 (4) 29 37

UV excision repair protein RAD23 homolog B RD23B P54727 43 145/4.79 87 (4) 14, 15 39, 47

Valosin-containing Protein VCP P55072  89 300/5.14 174 (24) 27 38

mRNA processing

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K HNRPK P61978 50 944/5.39 184 (10) 17-19, 21 21, 37, 40

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U HNRPU Q00839 90 528/5.76 37 (4) 30 37, 40, 41

Caprin-1 CAPR1 Q14444 78 489/5.14 100 (6) 12 41

Others

UPF0364 protein C6orf211 CF211 Q9H993 51140/5.48 64 (4) 9 -

(1) The higher score obtained for each of these candidates is reported here
(2) Spots are numbered according to Fig. 3B
(3) References within proteins from the same family of the candidate have been reported to be O-GlcNAcylated
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Ceci souligne le fait qu'une protéine puisse être réversiblement modifiée par plusieurs MPTs, 

comme c’est le cas pour l'HnRNP K qui est phosphorylée, acétylé et méthylée (Kimura et al., 

2003).  

Pour la fraction cytosolique, plus de 50% des protéines O-GlcNAc identifiées participent à la 

traduction, la mise en conformation et le transport des protéines (Figure 44B), dont le facteur 

d'initiation de la traduction eIF4A-I, les chaperones HSP90A, HSP90B, HSP7C, les sous-

unités epsilon et theta de TCP1 (T-complex protein 1) et l'importine-5. Nous avons aussi 

identifié 3 protéines impliquées dans la maturation des ARNm, l'HnRNP K, l'HnRNP U et la 

Caprine-1 (Tableau 2, Figure 44B).  

Par contre, dans la fraction nucléaire, 46 % des protéines O-GlcNAc identifiées jouent un rôle 

dans la maturation et le transport des ARNm (Figure 44C), telles que les ARN hélicases 

DDX, les protéines HnRNP (HnRNP G, L, M, U, I) et la protéine d'épissage SF3A1 (Tableau 

3, Figure 43D). De façon très intéressante, une catégorie de protéines émerge spécifiquement 

dans la fraction nucléaire. Il s’agit des protéines MiniChromosome Maintenance (MCM) -2, -

3, -6 et -7, impliquées dans l’initiation de la réplication de l'ADN (Tableau 3, Figure 43D).  

L'identification des protéines nucléaires et cytoplasmiques différentiellement O-GlcNAcylées 

permet de donner une vue d'ensemble des processus biologiques potentiellement régulés par 

la O-GlcNAcylation lors de la progression des cellules à travers les phases G0, G1 et S. 

6.2 Validation des variations de O-GlcNAcylation de 3 protéines 

cytosoliques 

Malgré une optimisation de la résolution de la séparation des protéines par 

électrophorèse 2D, la présence de plusieurs protéines dans un même spot ou d'une protéine 

dans divers spots, nécessite une validation des changements de O-GlcNAcylation par une 

autre approche expérimentale. Nous avons donc validé les variations sur 7 protéines ayant un 

rôle biologique important pour la progression normale du cycle cellulaire. Pour toutes, 

exceptée pour la cytokératine 8, c’est la première fois que des variations de leur O-

GlcNAcylation dépendantes du cycle cellulaire sont reportées. 

L'HnRNP K est une protéine cytosolique abondante qui transite entre le noyau et le 

cytoplasme, et interagit avec de nombreuses protéines régulant la transcription, la traduction 

ou encore la maturation des ARN (Carpenter et al., 2006). 

 



 

 

Tableau 3. Protéines différentiellement O-GlcNAcylées en G1/S identifiées dans la 

fraction nucléaire 

  

Protein name Entry name
Accession 

number
MW / pI

Mascot Score (1) 

(matched 

peptides)

Spot(2) References(3)

Structural component and cytoskeleton

Actin, cytoplasmic 1 ACTB P60709 41 470/5.32 3446 (173) 1, 2  21, 37-41

Alpha-actinin-1 ACTN1 P12814 102 993/5.25  40 (2) 29 37

Alpha-actinin-4 ACTN4 O43707 104 788/5.27 728 (30) 24, 25 37

Coronin-1A COR1A P31146 50 994/6.25  150 (9) 5, 6 -

Ezrin EZR1 P15311 69 370/5.94 490 (24) 19, 20 37

Lamin-A/C LMNA P02545 74 095/6.57 803 (29) 18 44

Lamin-B1 LMNB1 P20700 66 368/5.32 264 (8) 1 44, 48

Protein biosynthesis and folding

Stress-70 protein, mitochondrial GRP75 P38646 73 635/5.87    552 (23) 15, 16 37, 46

Heat shock 70 kDa protein 1A/1B HSP71 P08107 70 009/5.48  1471 (57) 13, 14 21, 41, 42, 45, 46

UV excision repair protein RAD23 homolog B RD23B P54727 43 145/4.79 135 (5) 10 39, 47

Heat shock cognate 71 kDa HSP7C P11142 70 854/5.37  2283 (99) 11, 12 37, 41, 45, 46

mRNA processing and transcription regulation 

ATP-dependent RNA helicase DDX39 DDX39 O00148 49 098/5.46 77 (3) 9, 23 -(*)

Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 3 CPSF3 Q9UKF6 77 436/5.37 33 (1) 23 -

Cleavage stimulation factor subunit 2 CSTF2 P33240 60 920/6.36 114 (4) 17 -

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G HNRPG P38159 42 306/10.06 406 (15) 4 39, 41

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L HNRPL P14866 64 092/8.46 63 (1) 18 38, 41, 46

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M HNRPM P52272 77 464/8.84 58 (2) 18 -(*)

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U HNRPU Q00839 90 528/5.76 547 (23) 26-28, 30 37, 39, 40, 41, 46

HnRNP D0 = AU-rich element RNA-binding protein 1 HNRPD O14979 38 410/7.62 80 (2) 3 37

Matrin-3 MATR3 P43243 94 565/5.96 164 (8) 26 -

Polypyrimidine tract-binding protein 1 (hnRNP I) PTPB1 P26599 57 186/9.22 50 (1) 7 -

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 DDX17 Q92841 72 326/8.82  181 (7) 18, 20 46

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 DDX5 P17844 69 105/9.06  310 (13) 18 -(*)

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 DDX6 P26196 54 382/8.85 51 (1) 7 46

Splicing factor 3A subunit 1 SF3A1 Q15459 88 831/5.15 367 (17) 26, 27 -

Transcription intermediary factor 1-beta TIF1B Q13263 88 493 /5.52  69 (1) 28 -

U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein Prp31 PRP31 Q8WWY3 55 421/5.63    230 (10) 8, 9 -

116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component EFTUD2 Q15029 109 366/4.84  196 (7) 28 -

DNA replication

DNA replication licensing factor MCM2 MCM2 P49736 101 832 /5.34  53 (1) 28 -(*)

DNA replication licensing factor MCM3 MCM3 P25205 90 924/5.53 424 (19) 24, 25 -(*)

DNA replication licensing factor MCM6 MCM6 Q14566 92 831 /5.29  1065 (49) 24 37

DNA replication licensing factor MCM7 MCM7 P33993 81 257/6.08  1001 (37) 21, 22 37

X-ray repair cross-complementing protein 6 XRCC6 P12956 69 799/6.23 118 (4) 17 -(*)

Others

Kinectin KTN1 Q13263 156 179/5.52 39 (2) 29 -

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12A MYPT1 O14974 115 211/5.31 38 (1) 29 46, 49

Putative oxidoreductase GLYR1 GLYR1 Q49A26 60 518/9.27 64 (2) 18 -

Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial:3-ketoacyl-CoA thiolase
 TP-beta P55084 51 262/9.45 105 (4) 3 -

(1) The higher score obtained for each of these candidates is reported here
(2) Spots are numbered according to Fig. 3D
(3) References within proteins from the same family of the candidate have been reported to be O-GlcNAcylated
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Son expression est régulée par les facteurs de croissance (Ostrowski et al., 2001 ; Mandal et 

al., 2000), comme ce que nous observons par Western blot à partir des extraits totaux (Figure 

45, IB HnRNP K). HnRNP K est aussi sujette à de nombreuses MPTs dont la 

phosphorylation, l'acétylation et la méthylation (Kimura et al., 2003). Sa phosphorylation 

module aussi bien son activation que sa localisation intracellulaire (Habelhah et al., 2001a ; 

Habelhah et al., 2001b). Elle est notamment phosphorylée sur les sérines 284 et 302 par la 

kinase ERK, suite à la stimulation mitogène, ce qui entraîne une accumulation de sa 

localisation cytoplasmique (Habelhah et al., 2001a). De plus, HnRNP K a déjà été montrée 

comme étant O-GlcNAcylées (Nandi et al., 2006 ; Gurcel et al., 2008 ; Wang et al., 2009) 

mais c'est la première fois que des variations de O-GlcNAcylation sont reportées pour cette 

protéine lors des étapes précoces du cycle cellulaire. De façon intéressante, la phosphorylation 

d’HnRNP K augmente suite à l'activation de la voie MAPK, et nos résultats montrent 

qu'inversement sa O-GlcNAcylation diminue dans les cellules en G1 et augmente en phase S 

(Figure 45A). De plus, un des sites O-GlcNAc potentiels prédits, la sérine 276, est localisé à 

proximité d'un site de phosphorylation (Ser284) ciblé par la kinase ERK. Ces résultats 

suggèrent qu'il pourrait exister une compétition entre ces deux MPTs dans la phase G1 du 

cycle cellulaire. Cependant, des manipulations supplémentaires sont nécessaires pour appuyer 

cette hypothèse. 

Dans la fraction cytosolique, plusieurs cytokératines (CKs) ont été identifiées dans les spots 

n°1 à 8 pour lesquels nous observons une augmentation du niveau de O-GlcNAcylation en 

phase G1 puis une diminution en phase S. Cependant, il est difficile d'obtenir les variations 

individuelles de O-GlcNAcylation pour chacune d'entres elles puisqu'elles sont retrouvées 

dans plusieurs spots (de 2 spots, jusqu'à 8 spots pour la CK8). Cette observation souligne le 

jeu complexe des MPTs sur les CKs lors de la progression des cellules dans le cycle 

cellulaire.  

Parmi les CKs identifiées, la CK8 est un composant majeur des filaments intermédiaires. Une 

dérégulation de l’expression et de la phosphorylation de CK8 est associée à une augmentation 

du caractère invasif et métastatique des cellules (Raul et al., 2004 ; Mizuuchi et al., 2009). La 

phosphorylation de CK8 régule notamment son association avec différents partenaires ainsi 

que sa dynamique d’assemblage dans les filaments intermédiaires (Omary et al., 2006 ; Ku & 

Omary, 2006 ; Ku & Omary, 1995). De plus, il a déjà été reporté que CK8 est O-GlcNAcylée 

(Chou et al., 1992) et que sa glycosylation augmente dans les cellules HeLa et HT29 bloquées 

en G2/M par le nocodazole (Chou & Omary, 1994).  



 

 

 

Figure 45. Variation de la O-GlcNAcylation de l'HnRNP K, la Cytokératine 8 et la 

Caprine-1 

Immunoprécipitation des protéines d'intérêts à partir des extraits totaux (WCL, whole cell lysate) de 

cellules MCF7  en G0 (0), G1 (12H), début de S (15H) et S tardive (18H). Détection de la O-

GlcNAcylation des protéines immunoprécipitées par Western blot (RL2). Pour chaque protéine, la 

quantification relative du niveau de O-GlcNAcylation est réalisée par mesures densitométriques (D.O. 

IB O-GlcNAc après IP/ IB protéine in WCL). Les résultats sont représentatifs de 3 expériences 

indépendantes.  
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Par immunoprécipitation, nous montrons ici que la O-GlcNAcylation de la CK8 est 

transitoirement augmentée d'un factor 2 quand les cellules entrent en phase S, alors que son 

expression reste constante (Figure 45B). L’ensemble de ces résultats indique que la O-

GlcNAcylation de la CK8 varie tout au long du cycle cellulaire, dans les phases précoces (G1 

et S), comme dans les phases tardives (G2/M). De façon intéressante, la phosphorylation de la 

CK8 augmente en phase S lorsque nous observons une diminution de sa O-GlcNAcylation 

(Liao et al., 1995). Les sites O-GlcNAc identifiés se situe à proximité de ces sites de 

phosphorylation. Il a d'ailleurs été montré in vitro que la O-GlcNAcylation de la sérine 48 de 

la CK8 entre en compétition avec la phosphorylation de la sérine 52, indiquant un dialogue 

entre ces deux MPTs qui pourrait se produire lors de la transition G1/S du cycle cellulaire afin 

de participer au remodelage cellulaire (Ku & Omary, 1995; Tao et al., 2006. 

Enfin, nous nous sommes intéressés à la O-GlcNAcylation de la Caprine-1 (cytoplasmic 

activation/proliferation-associated protein-1), précédemment immunoprécipitée par de 

nouveaux anticorps anti-O-GlcNAc (Teo et al., 2008). La caprine-1 est une protéine 

phosphorylée et exclusivement cytosolique dont l’expression est nécessaire à la progression 

des cellules à travers la transition G1/S. En effet, son inhibition entraîne une accumulation des 

cellules en phase G1 (Wang et al., 2005). Par Western blot, nous avons confirmé 

l’augmentation de son niveau protéique dans les cellules proliférantes comparées aux cellules 

quiescentes (Figure 45C, WB WCL Caprine-1) (Wang et al., 2005). Par 

immunoprécipitation, nous montrons pour la première fois une diminution progressive de sa 

O-GlcNAcylation lors de la progression des cellules vers la phase S (Figure 45C). Même si 

certains sites de phosphorylation ont été identifiés dans des cellules en mitose (Olsen et al., 

2010), le rôle de ces deux MPTs sur l’activité biologique de cette protéine reste à être 

déterminé.  

6.3 Validation des variations de O-GlcNAcylation des protéines 

MCMs identifiées dans la fraction nucléaire 

En charge du maintien de l’intégrité génomique, la réplication de l’ADN est finement 

contrôlée d’une part par l’organisation et la compaction des nucléosomes constitués de deux 

tétramères d’histones H2A, H2B, H3 et H4, et d’autre part par l’arrimage du complexe de pré-

réplication sur les origines de réplication (Alabert & Groth, 2012).   



 

 

Figure 46. Variations de la O-GlcNAcylation de la MCM2, MCM3, MCM6 et MCM7 

dans les phases précoces du cycle cellulaire 

Immunoprécipitation des protéines d'intérêts à partir des extraits totaux (WCL, whole cell lysate) de 

cellules MCF7 en G0 (0), G1(12H), début de S (15H) et S tardive (18H). Détection de la O-

GlcNAcylation des protéines immunoprécipitées par Western blot (RL2). Pour chaque protéine, la 

quantification relative du niveau de O-GlcNAcylation est réalisée par mesures densitométriques (D.O. 

IB O-GlcNAc après IP/ IB protéine in WCL). Les résultats sont représentatifs de 2 expériences 

indépendantes. 
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Nous avons vu dans l’introduction que de plus en plus de données expérimentales ont montré 

une contribution de la O-GlcNAcylation de ces histones dans la régulation de la condensation 

de la chromatine au cours du cycle cellulaire (Sakabe et al., 2010 ; Sakabe et Hart, 2010 ; 

Zhang et al., 2011). Nos résultats de protéomique confirmés par immunoprécipitation 

montrent pour la première fois que le niveau de O-GlcNAcylation de 4 protéines MCM varie 

au cours des phases précoces du cycle cellulaire. Comme nous l’avons développé dans 

l’introduction (§2.1), les protéines MCMs interagissent entre elles pour former le complexe 

MCM2-7, composant majeur du complexe de pré-réplication qui initie la synthèse d’ADN en 

début de phase S. Lorsque les cellules entrent en phase S, plusieurs kinases viennent recruter 

d’autres partenaires et activer l’activité hélicase du complexe de pré-réplication pour initier la 

réplication de l’ADN (Alabert & Groth, 2012).   

Par Western-blot sur lysat total, on peut observer que le niveau des protéines MCM2, -3, -6 et 

-7 augmente progressivement jusqu'en phase S (Figure 46, WB WCL). Ces résultats 

concordent avec une étude qui a montré l’induction de l’expression des protéines MCM par le 

facteur de transcription c-Myc (Zeller et al., 2006) qui est rapidement activé après stimulation 

par les facteurs mitogènes du sérum (Dean et al., 1986). 

Par immunoprécipitation, nous montrons que la O-GlcNAcylation des MCM2, MCM3 et 

MCM6 diminue de 40 à 60% lorsque les cellules sont en G1/S puis augmente lorsque les 

cellules progressent en phase S. Au contraire, la O-GlcNAcylation de la MCM7 augmente 

d'un facteur 3 dans les cellules à la transition G1/S puis diminue dans les cellules en phase S 

(Figure 46).  

Seules les protéines MCM6 et MCM7 avaient été décrites O-GlcNAc dans des cellules HeLa 

après marquage métabolique des protéines O-GlcNAc avec du GlcNAz peracétylé et 

enrichissement sur avidine après couplage à un tag phosphine-biotine (Nandi et al., 2006). Il 

serait intéressant de déterminer si les MCM4 et MCM5 sont également O-GlcNAcylées au 

cours du cycle cellulaire, leur pI étant trop basique pour la gamme de pH sur laquelle nous 

avons travaillé (pI 6.28 pour MCM4; pI 8.64 pour MCM5). Enfin, il est important de noter 

que compte tenue de la méthode d'extraction peu stringente que nous avons utilisée pour 

préparer le lysat protéique total pour l'immunoprécipitation des protéines, il est probable que 

les protéines MCMs O-GlcNAcylées que nous détectons par IP appartiennent davantage à la 

fraction des MCMs non liées à la chromatine qu’à celle liées à la chromatine. Cela reste à 

confirmer par fractionnement subcellulaire.  
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Nos résultats reportent pour la première fois que plusieurs composants du complexe MCM2-7 

sont O-GlcNAcylées lors de la transition G1/S et que leur O-GlcNAcylation varie au cours 

des phases précoces du cycle cellulaire. De plus, malgré l'appartenance de ces protéines au 

même complexe, nous confirmons que la O-GlcNAcylation est protéine-spécifique puisque le 

niveau de O-GlcNAcylation varie différemment à la transition G1/S selon la protéine MCM 

étudiée. L'étude du rôle fonctionnel de la O-GlcNAcylation des MCMs est donc très 

intéressante car au même titre que la phosphorylation, cette glycosylation pourrait participer à 

la régulation de leur fixation à l'ADN, de leur interaction entre elles ou avec leurs partenaires, 

ou encore de  l'activité hélicase du complexe MCM2-7. Nos résultats suggèrent un rôle 

potentiel de la O-GlcNAcylation dans la mise en place du complexe de pré-réplication 

indispensable au bon déroulement de la synthèse de l'ADN en phase S et, par là même, dans 

le maintien de l'intégrité du génome.  

VII. Conclusion générale 

Mes travaux de thèse sur l'étude de la O-GlcNAcylation au cours du cycle cellulaire 

permettent de mieux comprendre le lien étroit entre la dynamique de O-GlcNAcylation et le 

cycle cellulaire (§4.1, introduction 'O-GlcNAc & Cycle cellulaire').  

Dans un premier temps, nous avons étudié les variations de O-GlcNAcylation dans 

l'intégralité du cycle cellulaire ce qui nous a permis de confirmer que la balance O-GlcNAc 

est régulée de manière dépendante du cycle cellulaire. En accord avec la littérature, nous 

observons une augmentation du niveau de O-GlcNAcylation lors de la transition G2/M 

(Dehennaut et al., 2007 ; Dehennaut et al., 2008) mais nous révélons pour la première fois un 

niveau élevé de O-GlcNAcylation en phase G1 suivi d'une chute notable de la O-

GlcNAcylation des protéines lors de l'entrée des cellules en phase S. Ces variations de O-

GlcNAcylation lors des phases précoces du cycle cellulaire sont associées avec des 

changements d'expression de l'OGT et de l'OGA, de localisation intracellulaire de l’OGT, et 

d'une augmentation de l'activité de l'OGA endogène. 

  Dans un second temps, l'identification des protéines dont la O-GlcNAcylation est 

modifiée entre les phases G0/G1, G1 et S, apporte une vision globale des différentes fonctions 

biologiques potentiellement régulées par la O-GlcNAcylation lors des étapes précoces du 

cycle cellulaire.En effet, en combinant la séparation des protéines par électrophorèse  
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bidimensionnelle, la détection des protéines O-GlcNAcylées par Western blot et le 

séquençage peptidique par spectrométrie de masse en tandem, nous avons identifié avec 

succès 58 protéines cytosoliques et nucléaires différentiellement O-GlcNAcylées à la 

transition G1/S. 

Ces résultats mettent en évidence pour la première fois des variations de O-GlcNAcylation de 

nombreuses protéines cytosoliques et nucléaires impliquées dans divers processus biologiques 

(Architecture cellulaire, synthèse des protéines/mise en conformation/turnover, maturation et 

transports des ARNm, et dans la réplication de l'ADN) indispensables à la progression 

normale des cellules dans le cycle cellulaire et nécessaires au maintien de l'intégrité du 

génome. 

  



 

 

 



 

 
 

DISCUSSION  

&  

PERSPECTIVES 





Discussion & Perspectives 

169 
 

Discussion et Perspectives 

Il est bien établi que la voie PI3K/AKT est importante pour la progression du cycle 

cellulaire, en régulant notamment l’expression de la cycline D1 au début de la phase G1 

(Muise-Helmericks et al., 1998 ; Liang & Slingerland, 2003). Nos résultats confirment que 

l’activation de cette voie est nécessaire pour la prolifération induite par le sérum car 

l’inhibition pharmacologique de la PI3K par la wortmaninne bloque les cellules MCF7 en G0 

et inhibe l’induction de l’expression des cyclines D et E nécessaires à la phase G1 (Figure 

34A). De plus, nous montrons que l’inhibition de la PI3K perturbe la dynamique O-GlcNAc 

induite par le sérum au cours du cycle cellulaire (Figure 34B). Dans notre équipe, nous avons 

également montré que l’inhibition de l’OGT par l’Ac-5S-GlcNAc (Gloster et al., 2011) ou par 

ARN interférence diminue l’activation de la voie PI3K/AKT et l’induction de l’expression de 

la cycline D1 dans les cellules MCF7 stimulées par le sérum (Olivier-Van Stichelen et al., 

soumis). Nos résultats sont en accord avec ceux de Carrillo et collaborateurs qui ont montré 

que le traitement des cellules COS7 par la wortmaninne bloque la reprise du cycle cellulaire 

stimulée par le sérum et altère l'augmentation du niveau de O-GlcNAcylation observée dans 

les cellules contrôles (Carrillo et al., 2010). Ces données suggèrent que dans un contexte de 

reprise du cycle cellulaire, une régulation réciproque existe entre la voie PI3K/AKT et la 

dynamique de O-GlcNAcylation en réponse aux facteurs mitogènes, comme cela est décrit 

pour l’insuline (Whelan et al., 2008 ; Yang et al., 2008).  

Par ailleurs, la fixation de l’insuline sur son récepteur membranaire stimule la tyrosine-

phosphorylation de l'OGT, ce qui augmenterait son activité catalytique (Whelan et al., 2008). 

Etant donné que le sérum contient de nombreux facteurs de croissance (IGF-1, FGF, EGF,…) 

qui se fixent à des RTK et que l’OGT est phosphorylée sur des résidus tyrosine, mais aussi 

sérines et thréonines, il serait intéressant de déterminer quelles sont les kinases capables de 

phosphoryler l’OGT et dans quelle mesure sa phosphorylation peut réguler son activité 

induite par les facteurs mitogènes. Cette question est actuellement en cours d’étude au sein de 

notre équipe (Dr I El-yazidi). 

 

Jusqu’à présent, la plupart des travaux portant sur la régulation de la mitose par la O-

GlcNAcylation ont été menés en perturbant la balance O-GlcNAc par des inhibiteurs ou par 

surexpression de l’OGT ou de l’OGA (Slawson et al., 2005 ; Wang et al., 2010 ; Sakabe & 

Hart, 2010 ; Yang et al., 2012). L’originalité de notre travail repose sur l’observation des  
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variations de la dynamique endogène d’O-GlcNAcylation dans des cellules progressant de 

manière synchronisée dans le cycle cellulaire. Ainsi, nous rapportons pour la première fois 

que la progression en phase G1 est clairement associée à une augmentation des protéines O-

GlcNAcylées, ces résultats ayant été observés dans différentes lignées cellulaires et obtenus 

avec deux méthodes de synchronisation. Au sein de notre équipe, nous avons montré 

récemment que cette augmentation est visible dès la première heure de stimulation des 

cellules MCF7 par le sérum (Olivier-Van Stichelen et al., soumis).  

La phase G1 est caractérisée par une augmentation de la biosynthèse des protéines, associée à 

un métabolisme cellulaire très actif du fait des besoins en molécules précurseurs et 

énergétiques (§2.3.2). Nos résultats mettent en évidence un lien entre la dynamique O-

GlcNAc et la traduction protéique dans le contexte du cycle cellulaire. En effet, nous avons 

montré que des protéines impliquées dans la régulation de la traduction, comme le facteur 

d’initiation de la traduction eIF4A-I, et de la mise en conformation des protéines 

néosynthétisées, comme l’HSP90 et les protéines TCP, sont différentiellement glycosylées 

dans les premières phases du cycle cellulaire. Nous avons également montré que plusieurs 

protéines de la famille des HnRNP (HnRNP K, G, L, M, U) étaient soumises à la balance O-

GlcNAc de manière dépendante du cycle cellulaire. Ces protéines régulent la maturation, le 

transport et la stabilité des ARNm, et en particulier celui de c-Myc dont la synthèse et 

l’activation est indispensable à l’entrée dans le cycle cellulaire (Carpenter et al., 2006). Il 

serait intéressant de compléter ces données descriptives par une étude plus approfondie des 

voies de signalisation et des mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de la 

traduction et contrôlés par le couple OGT/OGA lors de l’entrée dans le cycle cellulaire. 

 

Nous montrons également que l’entrée dans la phase S est concomitante à une chute 

transitoire du niveau de O-GlcNAcylation, suivie d’une augmentation à la transition G2/M 

(Figure 33). L’augmentation de la O-GlcNAcylation que nous observons en G2/M dans des 

cellules somatiques a été observée précédemment dans l’ovocyte de Xénope (Dehennaut et 

al., 2007 ; 2008). Nous avons observé que la baisse de O-GlcNAcylation à l’entrée en phase S 

est corrélée à l’augmentation de l’activité de l’OGA endogène qui résulte très certainement de 

l’augmentation du niveau protéique de l’OGA (Figures 35 et 39). Nos résultats montrent 

cependant que l’inhibition de l’activité catalytique de l’OGA n’empêche pas l’entrée des 

cellules en phase S, ce qui suggère que cette baisse proviendrait plus de la régulation de 

l’activité de l’OGT que de celle de l’OGA. Etant donné le lien direct entre l’entrée du glucose 

dans la cellule et la biosynthèse de l’UDP-GlcNAc, notre hypothèse est que la baisse des  
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protéines O-GlcNAc observée en phase S reflète les changements du métabolisme glucidique. 

En effet, une étude récente montre que la glycolyse est élevée en phase G1 et diminue en 

phase S (Tudzarova et al., 2011 ; Colombo et al., 2011). Durant la phase G1, le flux de la 

glycolyse est élevé, ce qui peut expliquer l’augmentation de O-GlcNAcylation que nous 

observons (Figure 33). En fin de G1, ce flux diminue, notamment à cause de la dégradation 

d’enzymes de la glycolyse médiée par l’ubiquitine ligase APC/C-Cdh1 (Tudzarova et al., 

2011). De ce fait, au lieu d’être dirigé vers la glycolyse par la Glucose-phosphate Isomérase, 

le Glc-6-P est orienté vers la voie des pentoses phosphates afin de fournir les précurseurs 

métaboliques nécessaires à la synthèse d’ADN (Colombo et al., 2011). La synthèse de 

Fructose-6-Phosphate, point de départ de la voie HBP, et donc celle de l’UDP-GlcNAc, 

diminue, ce qui impacte directement l’activité de l’OGT. De plus, une légère baisse de 

l’expression de la Glucosamine-6-phosphate acétyltransférase (GlcNH2-6-P → GlcNAc-6-P) 

a été reportée lors de la transition G1/S dans des cellules myéloïdes de souris (Boehmelt et al., 

2000), confortant l’hypothèse que la synthèse d’UDP-GlcNAc est diminuée à la transition 

G1/S. Ces mêmes auteurs ont également montré une très forte augmentation de l’expression 

de cette enzyme lorsque les cellules entrent en G2/M, ce qui concorde parfaitement avec la 

hausse des protéines O-GlcNAcylées que nous avons observée dans les cellules MCF7 à cette 

transition (Figure 33). 

 L’ensemble de ces données suggèrent fortement que la dynamique O-GlcNAc que 

nous avons mise en évidence reflète la régulation du flux de la glycolyse au cours du cycle 

cellulaire. Il semble que la réciproque soit également vraie: En retour, la O-GlcNAcylation 

peut moduler l’activité d’enzymes de la glycolyse, comme ce qui a été décrit récemment pour 

la phosphofructokinase 1 (PFK1) (Yi et al., 2012). En effet, l’activité de PFK1 (Fru-6-P 

→Fru-1,6-DiP) est diminuée lorsqu’elle est sous sa forme glycosylée, contribuant là aussi à 

rediriger le Glc-6-P vers la voie des pentoses phosphates. De manière intéressante, l’inhibition 

de la PFK1 par l’OGT est observée uniquement dans les cellules cancéreuses et contribue à la 

prolifération cellulaire et au développement tumoral (Yi et al., 2012). Ainsi, l’augmentation 

de l’entrée de glucose dans les cellules cancéreuses subvient à l’accroissement des besoins 

énergétiques et métaboliques pour soutenir la croissance tumorale (Bensinger & Christofk, 

2012). Cette entrée massive de glucose se répercute via la voie HBP sur l’activité de l’OGT et 

la O-GlcNAcylation des protéines (Caldwell et al., 2010 ; Gu et al., 2010 Mi et al., 2011). En 

retour, l’OGT contribue à amplifier l’avantage métabolique des cellules cancéreuses en 

favorisant des intermédiaires de la glycolyse (Yi et al., 2012). D’autre part, l’OGT participe  
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également à l’emballement de la prolifération cellulaire en dérégulant le cycle cellulaire, en 

particulier via FOxM1 (Caldwell et al., 2010).  

 

Nos résultats montrent que les changements de la dynamique O-GlcNAc dans le cycle 

cellulaire s’accompagnent d’une régulation de la localisation intracellulaire de l’OGT (Figure 

41), venant ainsi compléter les données bibliographiques actuelles. Lors de la mitose, l’OGT 

se localise préférentiellement au niveau du fuseau mitotique puis migre vers le midbody lors 

de la cytokinèse, cette localisation étant nécessaire pour mener à bien le déroulement des 

évènements mitotiques (Slawson et al., 2008). Il a également été montré qu’une partie de 

l'OGT est très rapidement relocalisée à la membrane plasmique suite à une stimulation par le 

sérum (Yang et al., 2008). Nous observons un marquage intense et transitoire de l'OGT 

endogène dans le noyau en phase G1. Nos résultats suggèrent également, et pour la première 

fois, que l’OGT serait ensuite exportée dans le cytoplasme lorsque les cellules entrent en 

phase S. Le transfert de l'OGT du noyau vers le cytoplasme en début de S semble faire appel à 

un mécanisme actif d'export nucléaire car il est inhibé par la leptomycine B. La leptomycine 

B inhibe l'export nucléaire en se liant à la protéine CRM-1 qui est indispensable à la 

formation des complexes d'export nucléaire. La protéine CRM-1 reconnaît la séquence NES 

des protéines et se lie à RAN-GTP afin de traverser le pore nucléaire (Verhagen et al., 2006). 

Ces résultats novateurs suggèrent que l’OGT posséderait une séquence NES lui permettant 

d’être activement exportée vers le cytoplasme en début de phase S. Par des approches 

d’immunofluorescence et de co-immunoprécipitation, en présence ou non de LMB, nous 

déterminerons si l’OGT s’associe avec la protéine CRM-1 à la transition G1/S (Connor et al., 

2003). Afin de confirmer l’export nucléaire actif de l’OGT, nous analyserons si la 

translocation de l’OGT vers le cytoplasme lors de l’entrée en phase S est altérée en présence 

d’un dominant négatif de Ran (RanQ69L), afin de bloquer l’apport en énergie Ran-dépendant 

nécessaire à l’export des protéines (Kehlenbach et al., 1999). Les résultats de ces expériences 

apporteront de nouveaux éléments de compréhension sur le transfert nucléocytoplasmique de 

l’OGT au cours des phases précoces du cycle cellulaire. 

 

Notre étude protéomique ouvre de nouvelles perspectives sur les acteurs moléculaires 

dont la O-GlcNAcylation peut potentiellement participer à la régulation du cycle cellulaire. 

En particulier, nous avons identifié les protéines MCMs qui ont un rôle crucial à la transition 

G1/S (§2.4). En effet, les protéines MCMs forment le complexe hélicase MCM2-7, un des 

composants majeur du complexe de pré-réplication indispensable à l'initiation et l'élongation 
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 de la réplication de l'ADN. Nous avons souligné dans l’introduction que la phosphorylation 

des différentes protéines MCMs participe au contrôle de l’initiation de la réplication en 

régulant l’arrimage des MCMs sur la chromatine, l’interaction avec des partenaires ou encore 

la maturation du complexe de pré-réplication (Figure 17). Nos résultats suggèrent pour la 

première fois que la O-GlcNAcylation des MCMs participerait également à la régulation de 

l’initiation de la synthèse d’ADN en phase S.  

En continuité de mes travaux de thèse, nous allons nous attacher à décrypter le rôle de la O-

GlcNAcylation sur les protéines MCMs. Comme la O-GlcNAcylation des protéines MCMs 

endogènes détectée après immunoprécipitation donne un signal faible, nous privilégierons le 

marquage des protéines O-GlcNAc par le marquage enzymatique par la GalNAz (Click-It, 

§3.1) afin d’amplifier le signal des protéines MCMs O-GlcNAcylées.  

Dans un premier temps, nous déterminerons dans quelle mesure le couple OGT/OGA régule  

1/ l’interaction des protéines MCMs au sein du complexe MCM2-7,  

2/ le recrutement des facteurs Cdc6 et Cdt1 (qui ont aussi des sites potentiels O-GlcNAc avec 

un très bon score),  

3/ le recrutement du complexe MCM2-7 sur la chromatine en phase G1. 

Par des expériences de co-immunoprécipitation et de fractionnement subcellulaire, nous 

déterminerons si les protéines MCMs O-GlcNAcylées sont fixées sur la chromatine, en 

modulant ou non l’activité de l’OGT ou l’OGA (inhibiteurs ou siRNA). Nous évaluerons 

l’impact de la perturbation de la balance O-GlcNAc sur la fonctionnalité du complexe 

MCM2-7 et l’initiation de la réplication de l’ADN en mesurant l’incorporation de thymidine 

tritiée dans l’ADN en cours de réplication. 

Par ailleurs, comme nous l’avons souligné dans l’introduction, le couple OGT/OGA est 

capable d'interagir avec différentes kinases et phosphatases (§ 3.4.3). Dans un second temps, 

par des expériences de co-immunoprécipitation nous étudierons donc si l'OGT et l'OGA 

interagissent avec les kinases connues pour phosphoryler les protéines MCMs, la CDK1, la 

CDK2 et cdc7. La formation transitoire de ces complexes multienzymatiques serait un moyen 

de réguler finement et rapidement les MPTs du complexe de pré-réplication, comme ce qui a 

été démontré lors de la mitose (Slawson et al., 2008). La surexpression ou l'inhibition d'un des 

composants des complexes potentiels permettra d'étudier l'influence mutuelle des activités 

enzymatiques sur la balance O-GlcNAcylation/phosphorylation des protéines d'intérêt.  

Par ETD-MS/MS, nous procéderons également à l'identification des sites O-GlcNAc sur 

chacune des protéines MCMs. Une fois les sites identifiés, notre objectif est de muter un ou  
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plusieurs d’entre eux, afin de mieux appréhender l'impact de leur O-GlcNAcylation sur la 

phosphorylation et les propriétés fonctionnelles des MCMs, comme les études qui ont été 

menées au sein de notre équipe sur la delta-lactoferrine (Hardivillé et al., 2010) et la beta-

caténine (Olivier-Van Stichelen et al., en préparation). Parmi les sites O-GlcNAc potentiels, 

certains sont identiques ou proches de sites phosphorylés. C’est le cas de la sérine 5 de 

MCM2 dont la phosphorylation favorise sa fixation sur la chromatine (Chuang et al., 2009), 

et de la sérine 27 dont la phosphorylation par cdc7 est essentielle à l'activité ATPase du 

complexe MCM2-7 (Tsuji et al., 2006).  Sur la MCM 4, la phosphorylation des thréonines 7 

et 19 et de la sérine 54 inhibe l'activité hélicase du sous-complexe (Ishimi et al., 2003 ; Ishimi 

et al.,1997). Comme l’illustrent ces exemples, il est fort probable que la balance O-

GlcNAcylation/phosphorylation existe sur les différentes protéines MCMs, apportant ainsi un 

niveau supplémentaire de régulation de l'initiation de la réplication de l'ADN. 

 Enfin, nous déterminerons si le niveau de O-GlcNAcylation des protéines MCMs est 

modifié dans les cellules cancéreuses par rapport aux cellules normales, et s’il existe une 

relation sur leur surexpression et/ou suractivation dans le cancer. En effet, les protéines 

MCMs sont surexprimées in vivo dans de nombreux types de cancers et leur surexpression est 

corrélée au potentiel prolifératif de la tumeur (Perou et al., 1999 ; Giaginis et al., 2010). Par 

exemple, dans les cancers du sein invasifs, l’expression de MCM2 est corrélée positivement 

avec le grade tumoral et négativement avec l’expression des récepteurs aux hormones (ER et 

Pg) (Wojnar et al., 2011). De même, l’expression de MCM2 et MCM5 est corrélée avec le 

potentiel prolifératif des cellules tumorales de côlon (Giaginis et al., 2009). Après avoir 

déterminé le rôle de la O-GlcNAcylation sur les protéines MCMs et son impact sur l’initiation 

de la réplication de l’ADN, nous travaillerons sur des modèles de lignées cellulaires (lignées 

mammaires, MCF10A, MCF7, MDA-MB-231 ; et lignées colorectales normale (fœtale) 

CCD841CoN, de carcinome HCT116, et d’adénocarcinome HT29). A partir de ces différentes 

lignées, nous comparerons les profils de O-GlcNAcylation des protéines MCMs, fixées ou 

non à la chromatine, en relation avec le taux d’initiation de la synthèse d’ADN. 

 L’ensemble de ces résultats nous permettra d’appréhender le rôle de la O-

GlcNAcylation sur l’activité du complexe MCM2-7.  Ainsi, nous espérons contribuer à mieux 

connaître les acteurs protéiques (dé)régulés par l’augmentation de l’activité de l’OGT 

facilitant la prolifération anarchique des cellules cancéreuses.  
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Résumé 

 
Il est connu depuis longtemps que la phosphorylation et l’ubiquitination des protéines 

jouent un rôle crucial dans le contrôle du cycle cellulaire. Depuis une dizaine d’années, 

plusieurs travaux dont ceux de notre équipe, ont montré l'importance d'une autre modification 

post-traductionnelle pour la progression normale du cycle cellulaire et plus particulièrement 

de la mitose : la O-GlcNAcylation. C’est une O-glycosylation atypique car dynamique et 

réversible, très conservée chez les Eucaryotes. Elle est régulée par l'OGT (O-GlcNAc 

transférase) qui transfère un résidu unique de GlcNAc à partir de l'UDP-GlcNAc sur les 

sérines ou thréonines de protéines intracellulaires, et l'OGA (O-GlcNAcase) capable 

d'hydrolyser ce résidu. 

L’objectif de mes travaux de thèse était de mieux comprendre comment la balance O-

GlcNAc participe au contrôle de la prolifération cellulaire en se focalisant sur l’entrée dans le 

cycle cellulaire et la transition G1/S. Dans un premier temps, grâce à différentes approches 

expérimentales, nous avons caractérisé la dynamique de O-GlcNAcylation au cours des 

phases précoces du cycle cellulaire. Nous avons mis en évidence dans différentes lignées 

cellulaires une baisse importante du niveau global de O-GlcNAcylation lors de l'entrée des 

cellules synchronisées en phase S. Nous avons montré dans les cellules MCF7 que cette 

diminution est corrélée à une augmentation de l’expression et de l’activité de l’OGA 

endogène. Dans un second temps, en couplant la séparation des protéines par électrophorèse 

bidimensionnelle, la détection des protéines O-GlcNAcylées par western-blot et le 

séquençage peptidique par spectrométrie de masse en tandem, nous avons identifié une 

soixantaine de protéines cytosoliques et nucléaires différentiellement O-GlcNAcylées entre 

les phases G0, G1 et S. Ces protéines interviennent dans des processus cellulaires essentiels à 

la phase G1 tels que la mise en conformation des protéines ou la régulation de la transcription 

et de la traduction. Par immunoprécipitation, nous avons validé les variations de la O-

GlcNAcylation de la cytokératine 8, de l’hnRNP K impliquée dans la maturation des ARNm, 

de la Caprine-1 (cell-cycle associated protein-1) et des protéines MiniChromosome 

Maintenance MCM3, MCM6 et MCM7 impliquées dans la formation du complexe de pré-

réplication. 

L’ensemble de ces travaux indique que la progression des cellules dans les phases G1 et S 

du cycle cellulaire est étroitement liée à la dynamique de O-GlcNAcylation, à travers la 

régulation de l’expression protéique de l’OGT et l’OGA et de l’activité de l’OGA. De plus, 

les résultats de protéomique apportent pour la première fois une vision globale des protéines 

différentiellement O-GlcNAcylées à la transition G1/S. Ils soulignent un rôle potentiel de la 

O-GlcNAcylation dans les mécanismes intracellulaires contrôlant l’initiation de la synthèse 

d'ADN et par là même, le maintien de l'intégrité génomique. 
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