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Résumé

Jusqu’a présent, la metformine a principalement été employée comme médicament
controlant I’hyperglycémie des personnes atteintes de diabéte de type II. Des études
épidémiologiques ont démontré que les personnes, prenant de la metformine, développent
moins de cancers. Par exemple, la prise de metformine réduit respectivement de 78% et de
46% les chances de développer un cancer hépatique ou pancréatique. Récemment, il a été
montré que la metformine permet de réduire le développement de tumeur au niveau de la peau,

suite a ’exposition a des rayons UVB.

Dans cette étude, j’ai démontré que la présence de metformine permet une meilleure
survie de la levure Saccharomyces cerevisiae suite a 1’exposition a des rayons UVC ou UVA.
De plus, j’ai démontré que la présence de metformine augmente le recrutement de 1’histone
Htzl a la chromatine. Pour une souche A#z/4, le niveau de survie suite a 1’exposition aux
rayons UVA est considérablement diminué. Htzl permet le recrutement de Rad14 au site de
dommages a I’ADN faits par les rayons UV. Htzl est donc important pour la détection de ces
sites. Enfin, le recrutement nucléaire de Rad14 en présence de metformine a considérablement
augmenté. En absence de Radl4, le niveau de survie suite a 1’exposition aux rayons UVA
diminue significativement. Donc, Htz1l et Rad14 sont deux protéines clés dans la protection

contre les rayons UV apportés par la metformine.

En conclusion, avec les différents résultats de cette étude, il est possible de dire que la

metformine permet une forme de protection contre les rayons UVC et UVA.

Mots-clés : Metformine, Survie cellulaire, Réparation de I’ADN, Rayons ultraviolets, Rayons

UVA, Rayons UVC, Radl4, Htz1l
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Abstract

Recently, metformin has been widely used to treat hyperglycemia of humans that have
type II diabetes mellitus. Recently, some epidemiological studies have showed that
populations of individuals being treated with metformin showed lower incidence of cancer.
For example, there is a 78 % and 46 % reduction in the incidences of liver and pancreatic
cancers, respectively. It has also been demonstrated that metformin protects against skin

cancers caused by ultraviolet radiation-B (UVB) DNA damage.

In this study, I have demonstrated that metformin significantly protects the budding
yeast Saccharomyces cerevisiae from ultraviolet radiation-C (UVC) and from ultraviolet
radiation-A (UVA)-induced death. I also showed that metformin increases the recruitment of
the histone Htzl linked to chromatin. In an htz/4 strain, the metformin protection from UVA-
induced death is significantly reduced. Htz1 is important for the recruitment of Rad14 to sites
of DNA damage, important for the detection of these sites. Furthermore, nuclear recruitment
of Radl4 was significantly increased in cells previously treated with metformin. In the
absence of Htzl, the survival rate to UVA exposure in presence of metformin drops
significantly. So, Htzl and Radl4 are two key proteins involved in the protection by
metformin against UV DNA damage.

With all the results of this study, it was shown that metformin can confer some

protection against UVC and UVA for yeast.

Keywords : Metformin, Cell survival, DNA repair, Ultraviolet rays, UVC, UVA, Radl4,
Htz1
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1. Introduction



1.1. La metformine

1.1.1. Qu’est-ce que la metformine?

Lors de la découverte de la molécule de metformine (Figure 1) au début des années
1900, il a ét¢ montré qu’elle permettait de réduire les taux de glucose sanguin circulant chez
I’homme (Voir la revue de la littérature (1)). Par contre, son effet sur le contrdle du diabéte de
type Il n’a été découvert que plus tard, a la fin des années 1950 (2-5). Son action, permettant
de contrdler le taux de glucose des personnes atteintes diabete de type II, a été confirmée par
une grande étude épidémiologique (6). Par contre, bien que son efficacité soit indiscutable, ses

différents mécanismes d’action ne sont pas encore entierement connus (7).

NH NH
e U\ )‘\

ak
Figure 1. Structure de la metformine (Adapté de (8)).
Un autre effet bénéfique de la metformine est en lien avec le syndrome des ovaires

polykystiques (9,10). La prise de metformine raméne une régulation normale du systéme

endocrinien chez la femme (10).



1.1.2. Cible connue de la metformine

Jusqu’a présent, les différentes études faites sur la metformine ont démontré le
processus de métabolisme de ce médicament. Tout d’abord, la prise de la metformine par le
corps début par les cellules entérocytes des intestins via le transporteur PMAT (« Plasma
Mono-Amine Transporter ») (11). Ensuite, la metformine est transportée dans le sang par la
veine porte en direction du foie (11). Ce dernier joue un réle important dans le métabolisme du
glucose (Voir la revue de la littérature (12)). De plus, chez les patients diabétiques, les
fonctions hépatiques ne sont plus régulées correctement (13). Finalement, le surplus de
metformines dans le sang est évacué par les voies rénales (11). Aussi, la concentration de
metformine dans le corps dépend grandement de 1’organe étudié. Par exemple, puisque la
metformine est tout d’abord transportée par la veine porte vers le foie, la concentration

hépatique de metformine se trouvera plus grande qu’ailleurs dans le corps (11,14).

Dans les cellules hépatiques, la metformine s’introduit dans les hépatocytes via le
transporteur OCT1/3 (11,14,15). Alors, la metformine inhibe le complexe I de la mitochondrie
(Figure 2) (14,16,17). Ce complexe permet d’oxyder le NADH de la mitochondrie vers du
NAD" (18). Le niveau de production d’ATP est alors diminué (14). Ceci augmente donc le
ratio AMP/ATP, ce qui active ’AMPK (« AMP Kinase ») (14). Alors, les différentes voies de

signalisation qui sont activées par I’AMPK sont activées.
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Figure 2. Voie d

e signalisation connue de la metformine (14).



1.1.3. L’effet de l1a metformine sur le cancer

Au milieu des années 2000, Josie Evans et al. ont suggéré que la metformine pouvait
diminuer les risques de cancer (19). Dans leur étude d’épidémiologie, elle met en évidence
que, de toutes les personnes souffrant de diabéte de type II, les personnes, prenant de la

metformine, ont une réduction de ~23-44% de développer un cancer en général (19).

Cependant, certains épidémiologistes ont critiqué la facon de choisir ou d’interpréter
les données (20,21). En effet, certaines études n’ont pas utilis¢ la méme fenétre de temps pour
comparer les patients contrdles et les patients souffrant de diabetes de type II. Parmi ces
dernigres, 1’étude qui montre une réduction de 63% des risques de développer le cancer lors de

la prise de metformine serait controversée (20,22).

Selon Suissa et al., quelques études ont néanmoins de meilleures méthodologies ainsi
que des processus d’analyse plus rigoureux (20). Parmi celles-ci, certaines prétendent que la
metformine ne confére pas de protection contre le cancer (20,23-26). Une autre suggére que la
metformine pourrait augmenter les chances de développer un cancer de la prostate (27). Tout
de méme, parmi celles satisfaisant aux critéres de Suissa et al., plusieurs conférent a la
metformine, une protection contre le cancer (20,28-32). Parmi celles-ci, 1’étude faite par
Sadehi et al. montre que la metformine permet une augmentation d’environ 32% du taux de
survie a un cancer du pancréas (Figure 3) (31). Malgré le fait que certaines études aient
potentiellement mal interprété les données entre la metformine et le cancer, il semble possible

qu’il y ait une certaine causalité entre la metformine et la réduction du cancer.
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Figure 3. Taux de survie a un cancer du pancréas avec (-) ou sans (...) la prise de

metformine (31).



Par la suite, Zhang et al. ont effectu¢ une méta-analyse des différentes études montrant
une corrélation entre la metformine et la réduction du taux de cancer (33). Grace a leur
analyse, Zhang et al. ont ressorti, des différentes études épidémiologiques sur la metformine,
un certain lien entre la metformine et les différents types de cancer dont la probabilité de
développement se voit réduite (Tableau 1) (33). Par contre, il n’a pas été dit par Suissa et al. si
la méta-analyse effectuée par Zhang et al. avaient bien interprété les résultats. Les
pourcentages de diminution présentés peuvent donc avoir été en partie biaisés selon la fagcon

dont les données statistiques ont €té analysées (Tableau 1).

Tableau 1 : Réduction du taux de cancer chez les personnes prenant de la metformine

(Adapté de (33))

Taux de diminution de cancer en
Type de cancer

présence de metformine (%)

Foie 78

Pancréas 46
Colorectal 23
Sein 6

En plus d’une potentielle réduction du risque de développer le cancer de différents
organes, la metformine réduit ’apparition de carcinome épidermoide, plus particulierement
cutanés (34-37). Le principal facteur pour développer un cancer cutané est I’exposition aux
rayons ultraviolets (UV). Une étude montre un lien possible entre la metformine et la voie de
mTOR (« mammalian Target Of Rapamycin») qui pourrait permettre de prévenir la

croissance d’un cancer de la peau (35).



Il a précédemment été démontré que la metformine permet de réduire ’activité du
complexe I de la mitochondrie (14,16,17). Alors, un groupe de chercheurs a désiré vérifier si
la metformine avait un effet semblable dans les mitochondries des cellules cancéreuses. En
effet, il a été démontré que le complexe I des mitochondries de cellules de cancer du colon
voit son activité réduite en présence de metformine (38). Il a aussi ét¢ démontré, a différentes
reprises, que la metformine prévient la croissance de tumeurs. Notamment, la prise de
metformine réduirait la croissance du cancer du cdlon (38), du cancer de la peau (39), du
cancer des ovaires (40), du cancer de 1’estomac (41) ou du cancer du pancréas (42). De plus, il
semblerait que la metformine puisse posséder un effet cardio-protecteur grace aux différentes

voies de signalisation qui sont influencées par ce dernier (Voir la revue de la littérature (14)).

Un autre lien qui a été¢ découvert entre la metformine et le cancer provient du fait que
I’AMPK (« 5' Adenosine Monophosphate-activated Protein Kinase ») est plus phosphorylée
en présence de metformine (39,43-46). Alors, cette kinase vient a étre plus active (43). Cette
kinase est utilisée par la cellule dans le réle de régulation de la quantité de glucose dans le
sang (44) ou participe a I’activation de différentes voies de signalisation dans la cellule (Voir
la revue de la littérature (47)). Par exemple, la présence de metformine augmente la présence
de XPC via I’AMPK dans les cellules de NHEK (« normal human epidermial keratinocytes »)
(39). XPC entre dans la réparation de I’ADN suite a des dommages causés par les rayons UV.
Alors, en présence de metformine, la plus grande présence de XPC permet une réparation plus
rapide des dommages a ’ADN causé par les rayons UVB (39). De plus, la metformine et
I’AMPK nécessite une autre voie de signalisation dans le but de protéger contre 1’évolution
d’un mélanome cutané (48). Cette voie implique I’AMPK et ’activation de p53 en présence
de metformine (48). Un autre exemple montre que ’AMPK est nécessaire pour réduire la

prolifération de cellules de cancer du sein en présence de metformine (45).

En résumé, la metformine réduit les risques de développer certaines sortes de cancer

(Voir Figure 3 et Tableau 1). Différentes voies de signalisation (mTOR, AMPK, etc.) sont



influencées par la metformine. Il est donc important de comprendre le mécanisme d’action

qu’apporte la metformine dans la cellule pour permettre une prévention du cancer.

1.2. Le lien entre la metformine et les rayons UV

1.2.1. Les trois types de rayons UV

Les rayons UV sont classés en trois catégories selon la longueur d’onde qui est utilisée
(Tableau 2).

Tableau 2 : Longueur d’onde des rayons UV (Adapté de (49)

Type d’UV Longueurs d’onde (nm)
UVA 400-315
UVB 315-280
uvcC 280-100

Chaque type de rayons UV possedent des caractéristiques qui lui sont propres. Tout
d’abord, puisque les longueurs d’onde de chaque sorte de rayons UV changent, 1’énergie que
possede chaque rayon est aussi modifi¢e. La quantité d’énergie entre les différents types d’UV
est inversement proportionnelle aux longueurs d’onde qui les distinguent lorsqu’on prend en

compte le principe de physique de I’équation de Planck-Einstein (50) :
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E=hv=hx-
= hy = 7

E = énergie, h = constante de Planck, v = fréquence, ¢ = vitesse de la lumicre, A = longueur

d’onde

Donc, I’énergie provenant des rayons UVC est plus grande que 1’énergie provenant des
rayons UVB ou UVA. En effet, la longueur d’onde des rayons UVC est plus petite (50). Pour
la méme raison, 1’énergie provenant des rayons UVB est plus grande que celle provenant les
rayons UVA. Ainsi, lors de I’exposition de cellules aux rayons UV, les rayons UVC vont étre
plus dommageables que les rayons UVB ou UVA (50). Le méme principe est applicable entre
les rayons UVB et UVA, les rayons UVB sont plus dommageables pour la cellule que les
rayons UVA (50). Donc, puisque les rayons UVC ¢émettent plus d’énergie, ils sont
principalement utilisés lors d’études sur la réparation de I’ADN suite a 1’exposition a des

rayons UV.

De plus, une autre raison pour laquelle les rayons UVC sont souvent utilisés provient
de la possibilité d’absorption des rayons UV par I’ADN. En effet, une des propriétés
physiques de I’ADN est de pouvoir absorber au maximum la longueur d’onde de 260 nm. Ceci
est donc une des raisons pour laquelle la majorité des différentes études utilisant les rayons

UV utilisent les rayons UVC.

Par contre, les rayons UVC sont absorbés par I’atmosphere (51). En effet, la couche
d’ozone les absorbe complétement. Alors, la valeur des résultats des différentes études
utilisant les rayons UVC est moins importante que ceux qui impliquent les rayons UVB ou
UVA, rayons auxquels nous sommes exposés tous les jours. Alors, 1’utilisation des rayons
UVC permet de mieux comprendre les mécanismes de réparation de I’ADN. Par contre, il est
aussi important d’étudier la réparation des dommages effectués par les rayons UVB ou UVA.
Donc, dans le but d’étre le plus représentatif possible de la réalité, il est mieux d’effectuer une

¢tude utilisant les rayons UVB ou les rayons UVA.
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1.2.2. Les dommages a I’ADN causés par les rayons UV

Chaque sorte de rayons ultraviolets fait subir des dommages a ’ADN. Les dommages
qui sont créés sont surtout du type simple brin tels que la formation de diméres de pyrimidines

cyclobutyliques (CPD) (Figure 4).
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Figure 4. Formation de diméres de pyrimidines cyclobutyliques (CPD) causés par des

rayons UV (Adapté de (52)).

A) Formation d’un dimére de pyrimidines entre deux thymines. B) Formation d’un dimére de

pyrimidines entre une thymine et une cytosine.
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Le type de rayons UV joue un role sur le type de CPD qui sera créé suite a I’exposition
a ceux-ci. En effet, selon le type de rayons UV utilis¢, ce ne sont pas les mémes pyrimidines
qui forment un cycle butylique. Dans le cas des UVC, le CPD formé est principalement fait
entre deux cytosines (53). Lors de 1’exposition aux rayons UVB, le dimére est généralement
constitué¢ entre deux thymines ou d’une thymine et d’une cytosine (53,54). Dans le cas de
I’exposition aux rayons UVA, la production de diméres aura lieu entre deux thymines la

majeure partie du temps (53,54).

En plus de la formation de CPD, il y a un débat concernant les dommages causés par
les rayons UVA dans la littérature. En effet, plusieurs recherches utilisant les rayons UVA
rapportent 1’augmentation de ROS (« Reactive Oygen Species ») dans la cellule (55,56). Par
contre, avec le temps, il a ét€ montré que les rayons UVA causent plus de CPD que de dérivés
oxydatifs (53,54). Il est donc intéressant d’évaluer les deux différents types de dommages
possibles. Nous pourrons alors déterminer quelle est la principale voie impliquée dans la

réparation de I’ADN, suite a I’exposition aux rayons UVA.

Une autre sorte de dommages a I’ADN, causée par les rayons UV, est la formation de
6,4-PP (photoproduits-6,4) (Figure 5). Ceux-ci proviennent de la formation d’une liaison 4’-6’
entre deux bases azotées. La formation de ces 6,4-PP est seulement possible suite a
I’exposition a des rayons UVC ou a des rayons UVB, mais pas lors de I’exposition a des

rayons UVA (57).



14

o]
OH
HN
2\ N o
N =
ILmyrlbme \

Désoxyribase

Figure 5. Photoproduits-6,4 (6,4-PP) produit suite a I’exposition a des UVC ou des UVB
(Adapté de (52)).
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1.2.3. Réparation de ’ADN par excision de nucléotides

Le mécanisme de réparation de I’ADN, dans le but de réparer les CPD ou les 6,4-PP,
consiste principalement a effectuer une réparation par excision des nucléotides. Pour ce faire,
les protéines sont recrutées de deux fagons différentes. La premicre, la voie GG-NER
(« Global Genome Nucleotide Excision Repair ») est faite pour les dommages faits au niveau
de I’hétérochromatine ou a un géne qui n’est pas en train d’étre transcrit (Figure 6). L’autre
voie, la voie TCR-NER (« Transcription-Coupled Repair Nucleotide Excision Repair »),

permet la réparation d’un géne en train de subir une transcription (Figure 6).



Génome - Brins transcris des génes actifs
l Rad26p
Rad7p/Rad16p Powian ' : -
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Rad23p/Raddp Radldp y
Rad23p/Raddp
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[
T

Figure 6. Voie principale de réparation de I’ADN par excision de nucléotides (58).

16
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Pour la voie de GG-NER, il y a tout d’abord le recrutement de Radl4, ainsi que de
Rad4/Rad23, dans le but de détecter I’emplacement du CPD dans le génome (58,59). Alors,
I’excision des nucléotides est faite grice au complexe de Rad10/Radl dans une direction

5’23’ et de Rad2 dans une direction 3’25’ (58,60).

Pour la voie de TCR-NER, le dommage a I’ADN, causé par les rayons UV, doit se
faire détecter et réparer d’une fagon légerement différente. Dans le but d’arréter 1’avancement
de la polymérase a ARN II, il y a le recrutement de Rad26 (61). Par la suite, la détection du
CPD est effectuée a 1’aide du méme complexe Rad4/Rad23 et de Radl4. Le reste de la
procédure de réparation de I’ADN est la méme que pour la voie de GG-NER.

1.2.4. Les effets connus de la metformine par rapport aux rayons UV

Comme il a été mentionné plus tot, I’exposition aux rayons UV entraine des dommages
a ’ADN. Le laboratoire de Dr. He a effectué une étude s’intéressant a la réparation des
dommages a ’ADN causés par les rayons UVB en présence de metformine (39). Donc, en
utilisant des cellules de mammiféres, 1’équipe de Dr. He a pu évaluer la progression de la
réparation des CPD, ou des 6,4-PP, en présence de metformine (39). De plus, I’équipe de Dr.
He a aussi démontré que la prise de metformine réduit la formation de tumeurs cutanées chez
les souris suite a I’exposition a des rayons UVB (39). IIs ont pu comparer 1’effet apporté par la
metformine sur I’AMPK avec I’ajout d’AICAR (« 5-Aminoimidazole-4-carboxamide

ribonucleotide »), un autre composé qui stimule 1’activité de I’AMPK (39).
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Figure 7. Effets de 1a metformine sur la réparation des dommages a I’ADN suite a

I’exposition a des rayons UVB (39).

A) Evolution de la réparation des CPD en présence de metformine ou d’AICAR. * p<0,05 B)
Evolution de la réparation des 6,4-PP en présence de metformine ou d’AICAR. C)
Immunobuvardage de différents geénes dans des cellules MEF WT (sauvage) ou AMPK KO
(Knock-Out = géne inactivé) D) Immunobuvardage de XPC dans des cellules NHEK en
présence de AICAR (Al) ou de Metformine (Met).
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La metformine joue un rdle important dans la cellule pour permettre une réparation
plus rapide des CPD (Figure 7A) (39). Par contre, elle a peu d’effet sur la vitesse de réparation
des 6,4-PP lorsqu’en présence de metformine (Figure 7B) (39). Alors, il semble que la
metformine joue un certain role pour la protection de la cellule contre les rayons UVB, mais

pour un cas précis de réparation de I’ADN.

Dans le but de mieux comprendre la raison pour laquelle la réparation des CPD se
faisait plus vite, le laboratoire de Dr. He a évalué, par immunobuvardage, la présence de la
protéine XPC (I’équivalent en cellules de mammiféres de Rad4 chez les levures (62)) (39).
Pour ce faire, ils ont démontré que ’AMPK est nécessaire pour permettre 1’expression de la
protéine XPC (Figure 7C) (39). Ils ont aussi prouvé que la protéine XPC est plus exprimée
lorsqu’en présence de metformine (Figure 7D). Ceci entre en accord avec le fait que la
metformine augmente I’activité de ’AMPK. Puisque cette derniére est plus active en présence
de metformine (43,47) et qu’elle permet un contrdle de 1’expression du gene codant XPC (39),

il est normal que XPC soit plus exprimé lorsqu’en présence de metformine.

1.3. L’utilisation de la levure Saccharomyces cerevisiae comme

organisme modele

1.3.1. Organisme modéle permettant de faire des études génomiques

Dans le but de pouvoir faire des études génomiques a grande échelle, il est bien de
pouvoir utiliser un organisme eucaryote modele. De plus, I’expression endogene des différents
genes permet de mieux comprendre le véritable effet d’'un composé chimique sur la cellule.

Donc, grace a I’utilisation de la levure Saccharomyces cerevisiae, il est possible d’effectuer
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différentes modifications au génome a 1’aide de la technique de recombinaison homologue,

sans toutefois mettre 1’organisme en danger.

Par exemple, il est possible de supprimer entiérement un géne du génome en le
remplagant par un geéne codant pour une résistance a un antibiotique (63). Il est également
possible d’ajouter, directement en 3’-UTR, un géne codant pour une protéine fluorescente telle
que la GFP (« Green Fluorescent Protein ») (64). Nous pourrons ainsi observer 1’expression
endogene du géne en question en utilisant de la microscopie a fluorescence, tout en soumettant
la levure a différentes conditions. Toujours a 1’aide de microscopie a fluorescence, nous
aurons aussi 1’opportunité d’étudier I’emplacement d’une protéine suite a 1’exposition des
levures a différentes conditions (64,65). Comme il est possible de le constater, 1’utilisation de
la levure permet d’effectuer toutes sortes de recherches génomiques dans des conditions

normales pour la cellule.

Dans le laboratoire de Dr. Michnick, une technique a été développée pour quantifier
I’interaction entre deux protéines sous leurs propres conditions natives (ou « sauvages »).
Cette technique est le PCA (« Protein-fragment Complementation Assay ») (66). Cette
technique de criblage consiste en une coupure du géne DHFR en deux. Alors, il est possible
d’effectuer un criblage génomique a haut débit grace a I’ajout chaque partie du géne DHFR en
3’ de deux geénes d’intéréts dans le génome (67,68). Par conséquent, lorsqu’il y a I’expression
des deux genes d’intérét, si les deux protéines produites viennent a étre trés prés 1’une de
I’autre, les deux fragments protéiques composants la protéine DHFR vont pouvoir reformer la

protéine DHFR.

La protéine DHFR entre dans le métabolisme des folates (voir la revue de la littérature
(69)). Le méthotrexate entre en compétition avec les folates dans le métabolisme de DHFR.
Pour ce faire, ce dernier entre dans le site actif du DHFR, site ou les folates entrent
normalement (70,71). Alors, en présence de méthotrexate, la cellule risque de mourir

puisqu’elle ne pourra plus synthétiser certains €léments essentiels a sa survie.
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Dans le cas de la technique de PCA utilisant le DHFR dans le laboratoire de Dr.
Michnick, le géene de DHFR utilisé a subi une mutation dans le but d’étre inaffecté par le
méthotrexate, tout en pouvant continuer a effectuer son activité de base. Alors, si les deux
protéines d’intérét interagissent entre elles, le DHFR muté pourra se reformer et la cellule
survivra malgré la présence de méthotrexate (voir Figure 8) (67,72,73). Cette technique
permet donc de pouvoir détecter et quantifier des interactions protéines-protéines in vivo. Il est

alors possible d’évaluer s’il y a une augmentation du niveau d’interaction entre deux protéines

lorsque les cellules sont exposées a une condition quelconque.

% - 200 mM Méthotrexate

f 5

'S v "
DHF THE

Figure 8. Schéma montrant le principe de la technique de PCA par DHFR (Adapté de
(73)).

En utilisant cette technique, un post-doctorant du laboratoire de Dr. Michnick, Dr.
Bram Stynen, s’est intéress¢ a I’effet que pouvait avoir la metformine chez les levures. Pour ce
faire, il a tout d’abord effectué un criblage génomique a haut débit en utilisant la technique
PCA utilisant I’étiquette DHFR en présence de metformine (Résultats non publiés). Alors, en
analysant la grosseur des différentes colonies obtenues, il a déterminé des protéines qui

interagissent plus avec elles-mémes. Parmi ces derni¢res, une protéine responsable du

remodelage de la chromatine est sortie positive, Ino80.
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1.3.2. Différentes protéines importantes dans la réparation des dommages a

I’ADN causés par les rayons UV

1.3.2.1. Ino80 et la réparation de ’ADN

La protéine Ino80 fait tout d’abord partie d’un grand complexe se nommant
« complexe INOSO » (74). Ce complexe est formé de 25 sous-unités, dont Ino80, Rvb1/2
(75,76), Ies6 (77) et Arp4/8 (74,78-80). L architecture compléte du « complexe INO8O » a été
déterminée a I’aide de la technique de microscopie €lectronique utilisant la cryogénie (74).
Suite a cette étude, la fonction du « complexe INOSO » fut démontrée comme étant une
«pince » (« clamp ») autour des nucléosomes dans le but de permettre I’échange d’histone
(74). De plus, il a été montré que la protéine Arp8 du « complexe INO8O » est trés importante
pour le bon fonctionnement de ce dernier (77). En effet, la vitesse de remodelage de la
chromatine est diminuée en absence de Arp8 (77). Finalement, lorsque la protéine Ies6 est
absente du complexe, il y a une diminution de I’activité du « complexe INO80 » permettant
I’échange entre 1’histone H2AZ vers 1’histone H2A (77). Ceci permet donc de retirer 1’histone
H2AZ suite a la réparation de I’ADN.

La protéine Ino80 est impliquée dans le remodelage de la chromatine suite a
I’exposition a différents facteurs de stress pour la levure (81). Par exemple, Ino80 est
nécessaire pour permettre a la cellule de répliquer I’ADN suite a I’exposition a un facteur de
stress. En effet, suite a une exposition a de 1I’hydroxyurée, une molécule qui réduit la quantité
de nucléotides dans la cellule, les levures déficientes en INOSO (ino804) ne peuvent se

répliquer a nouveau (81,82).

De plus, Ino80 est recruté¢ a des endroits précis du génome ou il y a une grande

présence d’histone. Parmi ceux-ci, il y a le site HMLa chez la levure (83). De plus, Ino80 est
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recruté pres du site de coupure de I’endonucléase HO (84,85). Son role principal est de retirer

I’histone Htz1 suite a la réparation de I’ADN (86,87).

Ino80 est aussi recrutée lorsque la levure subit un dommage a I’ADN nécessitant une
recombinaison homologue (81,88,89) ou encore lorsque la levure est exposée a des rayons UV
(81,83). Le recrutement d’Ino80 est fait dans le but de changer les histones qui sont en place.
Ce qui est le plus constant ces différentes situations, ¢’est qu’Ino80 semble nécessaire pour
permettre la survie des levures suite a I’exposition a des conditions nécessitant une réparation

de ’ADN (81).

Chez la levure, Ino80 interagit avec des protéines particuliéres lors de 1’exposition a
des rayons UV. Sarkar et al. ont montré qu’Ino80 interagissait avec Rad4 et Rad23 (83). Ces
deux protéines jouent un rdle dans la réparation des CPD (voir Figure 6). Chez les cellules de
mammiferes, les homologues d’Ino80 sont importants dans la réparation des dommages a
I’ADN causé par les rayons UV (90). De plus, puisqu’Ino80 est ressorti positif du criblage
génomique utilisant la technique de PCA DHFR en présence de metformine, il est intéressant

de venir a mieux le comprendre.

I1 semblerait que la suppression du géne INOS0 rend les cellules un peu plus sensibles
aux rayons UV lors d’une grande exposition a des rayons UVC (81,83,91). Tout d’abord, la
quantité de rayons UVC joue un grand réle au niveau du taux de survie (81,83,91). Malgré ce
fait, il a été démontré que le taux de réparation des CPD vient a étre réparé sensiblement a la
méme vitesse lorsqu’en présence, ou en absence, d’Ino80 (83). Donc, il se pourrait que la
présence d’Ino80 soit importante selon la quantité de dommages a I’ADN faite par les rayons
UV. S’il y a trop de dommages a ’ADN faits par les rayons UV, Ino80 est trés important,

sinon, il ne le serait pas.



24

1.3.2.2.  Htzl et la réparation de ’ADN

Dans le cas de I’exposition aux rayons UV, la formation de CPD exige a la cellule
d’effectuer une réparation de ’ADN dans le but de pouvoir survivre. Les protéines de
réparation de I’ADN doivent donc avoir acces a tous les sites de dommages a ’ADN. 11 a été
récemment démontré que I’histone Htzl est recrutée dans le but de promouvoir la réparation
de ’ADN par excision de nucléotides (92). La raison pour laquelle cette histone est recrutée
provient du fait qu’elle permet I’exposition de certaines régions d’hétérochromatine aux

différentes protéines responsables de détecter les dommages a I’ADN (92).
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Figure 9. Le recrutement de Rad14 au niveau de ’ADN peut nécessiter la présence de

Htz1 suite a I’exposition a des rayons UV (Yu et al., 2013).
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A) Recrutement de Rad14 au niveau du géne MFA2 suite a I’exposition a des rayons UVC en
présence ou absence de H7ZI. B) Recrutement de Rad14 au niveau du gene HMRal suite a

I’exposition a des rayons UVC en présence ou absence de HTZ].
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Alors, dans des certaines zones denses en chromatine, Htzl est nécessaire pour
permettre le recrutement de Rad14 a I’ADN (Figure 9A) (92). Par contre, ce ne sont pas toutes
les zones denses en chromatine qui nécessitent un recrutement de Htz1 suite a I’exposition a
des rayons UV (Figure 9B) (92). Htzl est donc nécessaire pour permettre la réparation des
dommages a I’ADN fait par les rayons UV dans les zones ou il est normalement recruté (92).
Dans ce cas-ci, il a ét¢ montré qu’il est nécessaire pour permettre la réparation au niveau du

gene MFA2, mais pas au niveau du gene HMRal (Figure 9) (92).

De plus, Htzl est aussi recrut¢é pour permettre la réparation d’autres types de
dommages a I’ADN tel que des dommages de type DSB (« double strand-break »). En effet, le
recrutement de Htzl se fait suite a des cassures dans le génome prés du site de coupure de
I’endonucléase HO (86,93,94). Ce site de coupure est présent dans une zone précise
d’hétérochromatine (voir la revue de la littérature (95)). Par conséquent, lorsqu’un dommage a
I’ADN est fait dans cette zone, il doit obligatoirement y d’avoir le recrutement de 1’histone

Htz1 dans le but de permettre 1’accés au site de réparation de I’ADN (86,93).

Dans le but de permettre la réparation des DSB, Htz1 est tout d’abord recruté par le
facteur de remodelage de la chromatine Swrl (96). Ensuite, suivant la réparation d’un DSB,
Htzl est retiré¢ par Ino80 (Figure 10) (77,86). Par contre, en absence d’Ino80, Htzl n’est pas
retiré du site de DSB (Figure 10). Ceci montre bien le lien entre Htzl et Ino80 pour la
réparation de I’ADN. Dans les cellules de mammiferes, 1’équivalent de Htzl, H2A.Z, est aussi

recruté lors de réparation de DSB dans le but de promouvoir la réparation de I’ADN (97).

Jusqu’a présent, suite a I’exposition aux rayons UV, la facon de recruter Htzl demeure
un certain mystere puisque son effet positif sur la réparation des dommages causés par les UV

est relativement récent (92).

De plus, Htzl prévient le transfert de I’euchromatine vers 1’hétérochromatine

permettant la régulation de I’expression de certains geénes (98,99).
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Figure 10. Ino80 retire Htz1 apres la réparation d'un site de dommages a I' ADN (86).
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1.3.2.3. Rad14 et la réparation de ’ADN

La protéine Rad14 est recrutée au niveau de I’ADN suite a 1’exposition a des rayons
UV (voir Figure 6) (100). Rad14 fait partie des premicres protéines a étre recrutées suivant
I’exposition a des rayons UV (voir Figure 6). En effet, Rad14 détecte la présence des
dommages a ’ADN causé par les UV, les CPD ainsi que les 6,4-PP, dans le but que la cellule
y remédie par la suite (100,101). De plus, Radl4 est nécessaire dans la réparation de
dommages causés par les rayons UV lorsque la cellule entre en phase de mitose. En effet, si le

gene encodant Rad14 est supprimé, la cellule arréte son cycle de mitose en phase G2/M (102).

L’importance de Radl4 a été montrée a 1’aide d’une suppression de geénes et d’une
exposition aux rayons UVC. En utilisant une souche de levure déficiente en RADI4, les
cellules ont de la difficulté a survivre (Figure 11A). Aussi, puisque cette étude a utilisé une
faible quantité¢ de rayons UVC, les cellules déficientes en INOS80O peuvent survivre (Figure
11A). En absence d’INOS&0, il est encore possible pour les cellules de permettre la réparation
des CPD (Figure 11B). Par contre, les cellules, dans lesquelles le géne de RAD14 est invalidé,
ne sont pas capables de réparer des CPD (Figure 11B).
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Figure 11. Rad14 est nécessaire pour la survie cellulaire et pour permettre la réparation

de ’ADN apres I’exposition a des rayons UV (83).

A) Courbe de survie cellulaire suite a 1I’exposition a des rayons UVC pour différentes souches
de levures déficientes en un ou des génes particuliers. B) Evolution de la réparation de CPD

selon le temps pour différentes souches de levures déficientes en un geéne.
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Radl4 fait partie d’un complexe regroupant plusieurs protéines responsables
d’effectuer la réparation des dommages a I’ADN provoqués par les rayons UV (103-105). Le
complexe comprenant Rad14 est toujours présent dans la cellule, méme si elle n’a jamais été
expos¢ aux rayons UV (103). La cellule est donc préte a parer a toute Iésion éventuelle a

I’ADN que pourraient engendrer les UV.

Le complexe comprenant Rad14 comprend les protéines Radl et Rad10 (104-106). Le
role de ces deux dernicres est de retirer les nucléotides qui ont été endommagés par les rayons
UV (106). Rad14 sert de protéine d’ancrage pour Radl et Rad10 pour qu’elles effectuent leur
activité de nucléases (106). En effet, selon 1’étude effectuée par Guzder et al., lorsqu’il y a des
mutations ponctuelles au niveau des acides aminés permettant la liaison de Radl-Radl0 a
Rad14, il n’y a plus la formation de complexes (105,106). Alors, en leur absence, il n’y a plus
la possibilité de réparation de ’ADN. Ces résultats exposent donc 1I’importance que possede

Rad14 pour la réparation de I’ADN.

Plus récemment, différentes recherches ont été menées sur Rad14, mais en observant
cellules de levures in vivo, a 1’aide de la microscopie a fluorescence. La premicre étude
confirme les précédentes (100,105), a savoir que la protéine Rad14 est recrutée au noyau suite
a ’exposition a des rayons UV (59). Il semblerait qu’il y ait parfois un point fluorescent tres
brillant de Rad14-CFP qui se forme dans la cellule, mais pour une trés bréve période de temps
suite a I’exposition a des rayons UV (59). Par contre, le point brillant n’est pas toujours visible
suite a I’exposition a des rayons UV (59). Toujours dans cette étude, ils ont confirmé que
Radl4 est nécessaire pour permettre le recrutement de Rad10 in vivo (Figure 12) (59,105).
Donc, Rad14 est vraiment la premicre protéine a étre recrutée suite a I’exposition aux UV

(59).
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Une seconde étude utilisant Rad14 et la fluorescence s’est intéressée a son recrutement
nucléaire suite a 1’exposition a d’autres composés chimiques provoquant un stress chez la
cellule, soit ’'HU (« hydroxyurée») ou le MMS (« Methyl Methanesulfonate ») (65). Rad14
est plus recruté dans le noyau suite a 1’exposition au HU ou au MMS (65). Par contre, aucun
point fluorescent distinct ne semble étre visible suite a une exposition a des composés

chimiques (65).

1.4. Projet de recherche

1.4.1. Problématique et hypothéses

Jusqu’a présent, la littérature concernant la metformine se concentre sur son effet sur le
cancer ou sur le métabolisme de la cellule. La majeure partie du temps, les recherches sont
faites dans des cellules de mammiféres, et se limitent aux voies de signalisation connues pour
étre influencées par I’AMPK (Voir la revue de la littérature (46)). Récemment, une équipe
s’est intéressée a l’effet potentiel de la metformine sur une réparation plus rapide des
dommages a I’ADN créés par les rayons UVB (39). L’effet bénéfique apporté par la
metformine est en lien avec I’activation de I’AMPK (39). En effet, I’activation de I’AMPK

permet une plus grande production de XPC (39).

Dans le laboratoire de Dr. Michnick, une étude a précédemment été¢ faite pour
comprendre un nouvel effet que posséde la rapamycine sur le cycle cellulaire (107). Ce
faisant, notre laboratoire s’est mis a étudier la metformine a I’aide de criblage génomique a
haut débit dans le but de pouvoir identifier de nouvelles voies de signalisation dans lesquelles

cette molécule peut étre impliquée (Résultat non publié).
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En me basant sur la littérature et sur les résultats du criblage génomique a haut débit, je
vais montrer que la metformine permet de prévenir les dommages a I’ADN di aux rayons

UVC et aux rayons UVA.

1.4.2. Buts et objectifs

Le premier but de cette étude est de démontrer que la metformine permet de prévenir
les dommages a I’ADN. Pour ce faire, je vérifierai tout d’abord la protection que permet

d’apporter la metformine face aux rayons UV. Alors, les différents objectifs s’y rattachant :

e Vérifier ’absorbance de la metformine a différentes longueurs d’onde.

e Vérifier si les rayons UV A produisent des dérivés oxydatifs a I’oxygéne a ’aide de
microscopie a fluorescence.

e Vérifier la survie de la levure a I’exposition a des rayons UVC ou a des rayons UVA
en présence de metformine.

e Vérifier la production de CPD suite a I’exposition a des rayons UVA

e Vérifier la réparation des CPD en présence de metformine

Ensuite, je m’intéresserai a Ino80, le géne INOS80 étant sorti positif du criblage génomique
a haut débit effectué par Dr. Bram Stynen. De plus, en me basant sur la littérature, d’autres
protéines impliquées dans la réparation de I’ADN, suite a ’exposition a des rayons UV, seront

¢tudiées. Donc, les différents objectifs seront les suivants :

e Vérifier la survie de la levure a I’exposition a des rayons UV en présence de
metformine et avec certains geénes supprimes
e Vérifier si Ino80 joue un rdle dans la protection contre les dommages a I’ADN.

e Vérifier si la metformine agit sur la présence de I’histone Htz1 dans la chromatine.
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e Vérifier I'impact que possede 1’histone Htz1 sur la survie cellulaire lors de
I’exposition a des rayons UVA

e Vérifier le recrutement nucléaire de Rad14 suite a I’exposition a des rayons UVA

e Vérifier si la metformine posséde un impact sur la présence de la protéine Rad14,
responsable de détecter les dommages a I’ADN causé par les UVA.

e Vérifier I'importance de Rad14 sur la survie cellulaire lors de 1’exposition a des

rayons UVA

Alors, grace aux résultats obtenus, il sera possible de mieux saisir 1’effet de la présence

de metformine au niveau cellulaire.

1.4.3. Techniques utilisées

Dans le cadre de ce projet de recherche, différentes techniques de laboratoire seront
employées. Tout d’abord, dans le but de vérifier I’absorbance de la metformine, il est possible
d’utiliser un spectrophotométre UV/visible. Alors, en mesurant I’absorbance a différentes
longueurs d’onde, il sera possible de déterminer les longueurs d’onde absorbées par la

metformine et celles qui ne le sont pas du tout.

Ensuite, a I’aide de microscopie a fluorescence, il est possible de pouvoir détecter et de
quantifier la présence de ROS (« Reactive Oxygen Species »). Pour ce faire, il sera possible de
détecter la présence de ROS dans la cellule a I’aide du marqueur 2',7'-Dichlorofluorescein
diacetate (DCFDA; Sigma 35845, Oakville). Suite a I’exposition a des rayons UVA ou a
I’incubation des cellules en présence de peroxyde d’hydrogéne comme contrdle positif pour la
production de ROS, il sera possible de quantifier la production de ROS dans la cellule. Il sera

alors possible de savoir si les rayons UVA viennent a augmenter la production de ROS dans la
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cellule ou non en les comparant a la production de ROS suite a I’exposition a du peroxyde

d’hydrogene.

Une fois que je serai certain du type de dommages subit par la cellule, j’exposerai des
levures a des rayons UVC ou UVA en absence ou présence de metformine. Il sera alors
possible de déterminer le taux de survie que présentent les levures suite a I’exposition a des
rayons UVC ou UVA. A I’aide de ce résultat, il sera possible de déterminer un nouveau
phénotype apporté par la metformine. De plus, dans le but de confirmer les dommages a
I’ADN causé par les rayons UVA, une expérience permettant de quantifier la présence de CPD

sera effectuée.

Par la suite, en me basant sur un des résultats positifs du criblage génomique de Dr.
Bram Stynen, je pourrai supprimer le géne d’/NOS0 du génome en le remplagant par un gene
permettant une résistance a un antibiotique. La protéine Ino80, encodée par INOS0, ne sera
donc plus produite. A partir de ce résultat, il sera possible de vérifier I’'importance que posséde

Ino80 sur le taux de survie suite a I’exposition a des rayons UVA.

De plus, puisqu’il a été montré que I’histone Htz1 est recrutée suite a I’exposition a des
rayons UV, je pourrai vérifier ’effet que posséde la metformine sur la présence d’Htzl a
I’aide d’immunoprécititation de la chromatine (ChIP). Il a été démontré qu’Htz1 est recruté
pres du site de coupure par I’endonucléase HO (93). Alors, en me basant sur la littérature, je
pourrai déterminer les amorces de PCR nécessaires a utiliser pour évaluer le recrutement
d’Htzl prés du site de I’endonucléase HO. Il sera ensuite possible d’évaluer sa présence en
hétérochromatine lorsque les levures ont été mises en présence de metformine lors de leur

croissance (93).

De plus, selon le résultat obtenu, il sera possible de confirmer I’importance que Htzl
posséde en invalidant le géne HTZI (htzIA) du génome. Alors, il sera alors possible de

soumettre la souche de levure dans lequel le géne de HTZI est invalidé a des rayons UVA
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dans le but de vérifier I'importance de la présence de Htzl pour le phénotype apporté par la

metformine.

Finalement, puisque je m’intéresse aux dommages a I’ADN créés par des rayons UV,
je vérifierai la présence de Rad14 dans la cellule a I’aide de microscopie a fluorescence. Donc,
en utilisant une souche de levure ou 1’étiquette GFP a été directement ajoutée dans le génome,
a la suite du géne codant pour Radl14, il sera possible de quantifier la présence de Rad14-GFP
dans la cellule et le noyau. En mesurant la fluorescence moyenne de différentes cellules avant
ou apres I’exposition a des rayons UVA, il sera possible d’évaluer I’effet que possede la
metformine sur la présence de cette protéine. Alors, il sera alors possible de soumettre une
souche de levure dans lequel le géne de RAD14 (radl4A4) est invalidé a des rayons UVA dans
le but de vérifier 'importance de la présence de Radl4 pour le phénotype apporté par la

metformine.

Dong, a la suite de ces différentes expériences, il sera possible de mieux comprendre un
nouvel effet bénéfique apporté par la metformine. Enfin, a 1’aide de ces résultats, de nouvelles
voies impliquant la metformine seront connues. Il sera alors possible de faire des études plus
poussées dans des cellules de mammiféres dans le but de venir a confirmer les différents
résultats de cette étude. Finalement, cette ¢tude va permettre d’apporter une nouvelle vision

sur de la protection apportée par la metformine contre 1’apparition de cancer.



2. Matériels et méthodes
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2.1. Milieu de culture de levures

Le milieu de culture utilisé dans la majorité des cas pour faire la culture des levures fut
le YPD qui contient 1% « yeast extract» (Bioshop, Burlington), 2% peptone (Bioshop,
Burlington) et 2% dextrose (2% glucose (Bioshop, Burlington)).

2.2. Souches et plasmides

Les souches suivantes ont été utilisées pour exécuter les différentes manipulations de

cette étude (Tableau 3).
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Tableau 3 : Souches de Saccharomyces cerevisiae utilisées

Souche Génotype Références
BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met1 SAQ ura3A0 Souche commune de laboratoire
BLPO001 BY4741 ino80A4::KanMX4 Cette étude
Souche commune de laboratoire
BLP002 BY4741 RAD14-GFP::HIS3MX )
provenant de la collection GFP (64)
Souche commune de laboratoire
provenant de la collection de
BLP003 BY4741 htzlA::KanMX4
souches dans lequel le géne pour
HTZ1 est invalidé (63)
Souche commune de laboratoire
provenant de la collection de
BLP04 BY4741 radl4A4::KanMX4
souches dans lequel le géne pour
RADI4 est invalidé (63)
Ahml::ADE1 MATa Ahmr::ADE1 adel-100 leu2-3,112
JKM179 ) (108)
lysS trp1::hisG' ura3-52 ade3::GAL::HO
BLP180 JKM179 HTZ1-3HA::NATI Cette étude
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Les plasmides suivants ont été utilisés dans le cadre de cette étude (Tableau 4).

Tableau 4 : Plasmides utilisés pour cette étude

Plasmide Génotype Source

Modele de cassette pour ajouter 1’étiquette
pAG25- P ! a Plasmide commun dans le

LINKER(GGGSG)2-3HA- 3HA au geéne voulu par recombinaison
ADHterm homologue

laboratoire

AG32 Mode¢le de cassette pour supprimer un géne  Plasmide commun dans le
p . .
par recombinaison homologue laboratoire

2.3. Oligonucléotides utilisés pour les différentes expériences

Les oligonucléotides suivants ont été utilisés pour permettre de créer les différentes

souches de levures (Tableau 5 et Tableau 6).

Tableau 5 : Oligonucléotides utilisés pour effectuer la suppression de génes

Géne Oligonucléotide sens (5’23”) Oligonucléotide anti-sens (5°23”)

ino804 CATTTATAGACATGGGTAAAAAGC ATACCTTTTTTATTCCTTTGCCCT

Vérification

de
TAGAAGTACTCGCCGATAGTG ACGGCGAAATAACCAAGACAG
I’intégration

génomique
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Tableau 6 : Oligonucléotides utilisés pour ajouter I’étiquette 3HA au géne HTZ1 par

recombinaison homologue

Géne Oligonucléotide sens (5°23”) Oligonucléotide anti-sens (5’>3”)

AGCATTATTATTGAAAGTGGAAAA AGGGAGAATTACGGGAAATGG
HTZ1-3H4 AAAGGGAAGTAAGAAAGGCGGTG GAAAGAAAAACTATTCTTCTTC
GCGGATCAGGAGGC GACACTGGATGGCGGCGTTAG

Les oligonucléotides suivants ont été utilisés pour évaluer la présence de 1’histone

modifi¢ Htz1 (Tableau 7).

Tableau 7 : Oligonucléotides utilisés pour évaluer la présence de I’histone Htz1-3HA

Oligonucléotide Séquence (5°237) Source
DSB+0,2kb _f CCTGGTTTTGGTTTTGTAGAGTGG (93)
DSB+0,2kb r GAGCAAGACGATGGGGAGTTTC (93)

DSBCtrIMDV1 f GCGGCCTGGTCACAGGTTCATACGAC (93)
DSBCtrIMDV1 r TCATACGGCCCAAATATTTACGTCCC (93)

2.4. Evaluation de la densité optique de la metformine

La metformine a été diluée a 1’aide de PBS a une concentration de 5 mM. Ensuite, a
I’aide de D’appareil SpectraMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale), 1’absorbance de la
metformine a été mesurée de 190 nm a 700 nm dans une plaque UV Star Microplate (Greiner
Bio One, Allemagne). Le coefficient d’extinction molaire de la metformine a été calculé a

partir de la loi de Beer-Lambert :
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A=c¢cl
A = Absorbance, € = coefficient d’extinction molaire, ¢ = concentration en mol/L, 1 = longueur

du trajet optique

2.5. Production de cassette de recombinaison homologue
permettant de remplacer un géne par un marqueur de

résistance a un antibiotique

Une cassette de recombinaison homologue a été créée selon le protocole établi
précédemment dans la littérature (63). Brie¢vement, une cassette de recombinaison homologue,
permettant de supprimer un gene, a été produite par PCR. Pour ce faire, 1’oligonucléotide sens
produit débute a partir de la région 5’-UTR du géne d’intérét et continue dans la région 5° du
gene de résistance qui va remplacer le géne d’intérét (Tableau 5). L’oligonucléotide anti-sens
produit débute dans la région 3’-UTR du geéne d’intérét et continue dans la région 3° du gene
de résistance qui va remplacer le géne d’intérét (Tableau 5). Alors, en effectuant un PCR, il est
possible de produire une cassette de recombinaison homologue comprenant : [5’-UTR géne
d’intérét]-[Gene de résistance]-[3’-UTR geéne d’intérét]. Alors, par recombinaison homologue,
il est possible de retirer le géne d’intérét et de le remplacer par un géne permettant la
résistance a un antibiotique. Le schéma suivant représente le principe de biologie moléculaire
permettant la suppression d’un géne (Figure 13). L’intégration du géne de résistance a un
antibiotique a été vérifiée a I’aide de la technique de PCR diagnostique décrite a la section 2.7.
L’oligonucléotide sens utilisé pour la vérification correspond a des nucléotides a la fin du géne
de résistance a 1’antibiotique utilisé (Tableau 5). L’oligonucléotide anti-sens utilis¢ pour la

vérification correspond a des nucléotides provenant du 3’-UTR du geéne d’intérét (Tableau 5).
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Figure 13. Production d’une cassette de recombinaison homologue permettant de
supprimer un gene du génome en le remplacant par un gene de résistance a un

antibiotique.

A) Production de la cassette de recombinaison homologue de suppression de genes a ’aide du

plasmide pAG32. B) Schéma de recombinaison homologue permettant de supprimer un géne.
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2.6. Production de cassette de recombinaison homologue

permettant d’ajouter le marqueur 3HA dans le génome

Une cassette de recombinaison homologue a été créée selon le protocole établi
précédemment (107). En utilisant le plasmide pAG25-3HA, il est possible d’amplifier
Pextrémité 3° du gene d’intérét auquel nous désirons ajouter 1’étiquette 3HA avec toute la
séquence désirée du plasmide (Linker-3xHA-ADH]1terminator-TEF 1promoteur-natl-
TEF1terminator). Cette étape a été faire en utilisant les oligonucléotides provenant de la

collection commune du laboratoire (67).

2.7. Recombinaison homologue

La souche de levures qui doit subir une recombinaison homologue, est préinoculée
dans 5 mL de YPD a une température de 30°C. Le lendemain matin, les cultures ont été
réinoculées dans 50 mL de YPD et remises en incubation a 30°C. Lorsque la densité optique a
600 nm de la culture atteint 0,6, les cultures sont centrifugées a 4 000 rpm pour 5 minutes.
Alors, les levures subissent un lavage a I’eau distillée et un lavage au tampon SORB (100 mM
LiOAc (Bioshop, Burlington), 10 mM Tris-HCI pH 8,0 (Bioshop, Burlington), 1 mM EDTA
pH 8,0 (Bioshop, Burlington), 1M Sorbitol pH 8,0 (Bioshop, Burlington)). Les levures sont
resuspendues dans 360 pL de tampon SORB et 40 uL. d’ADN simple brin de saumon (Sigma,

Oakville) ont été ajoutés.

20 pL de cellules et 8 uLL de la cassette de recombinaison homologue ont été¢ mis dans
un tube Eppendrof commun en présence de 100 uL de PEG (100 mM LiOAc, 1 mM Tris-HCl
pH 8,0, 40% PEG3350 (Bioshop, Burlington)). Les cellules ont alors été incubées a la

température de la piece pendant 30 minutes. 15 pL. de DMSO (Fischer, Toronto) ont alors été
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ajoutés. Les cellules ont ensuite été mises en incubation a 42°C pendant 20 minutes. Puis, elles
ont été centrifugées a 2 000 rpm pendant 3 minutes. Le liquide surnageant a été enlevé et 100
uL de YPD ont été ajoutés. Les cultures ont été¢ mises en incubation a 30°C pendant 5-6 h
avant d’étre mises sur pétris contenant du YPD et ’antibiotique de résistance. Aprés 48-72h,
les colonies qui ont pouss¢ sont transférées sur un nouveau pétri contenant du YPD et
I’antibiotique de résistance nécessaire (Hygromycine B ou « Nourseothricin » selon le géne de

résistance utilis¢).

Dans le but de vérifier I’intégration dans le génome de la séquence d’ADN voulue, une
vérification par PCR a été effectuée. Pour ce faire, a I’aide de la pointe d’une pipette, il est
possible de transférer une partie de la culture de levures dans une solution de lyse (100 mM
NaH,PO4 pH 7,5 [Fischer, Toronto], 2U Zymolyase [BioShop, Burlington]) pour une période
de 20 minutes a la température de la piece. Ensuite, le tube est mis en incubation a 37°C et a
95°C pour une période de 5 minutes a chaque fois. Pour terminer, le contenu des tubes est

dilué 5 fois avec de I’eau distillée avant de subir une PCR diagnostique.

2.8. Evaluation de la survie suite 3 des dommages a ’ADN

Les levures ont subi une préincubation pour la nuit dans 3 mL de YPD a une
température de 30°C. Le lendemain matin, les cultures ont été réinoculées dans 3 mL de YPD
avec ou sans metformine pour obtenir une densité optique a 600 nm inférieure a 0,05. Les
cultures ont été remises en incubation a 30°C jusqu’a ce que la densité optique a 600 nm soit
entre 0,2-0,3. Apreés quoi, chaque culture a subi deux lavages au PBS. Aprées ces lavages, les
cultures qui contenaient de la metformine ont recu un ajout de la méme concentration de
metformine. Ensuite, les différentes cultures ont été exposées aux rayons UVC pendant 10
minutes (le PBS absorbe un peu les UVC (Résultat non présenté)) ou aux rayons UVA pour

une période de 1 minute a 1’aide de la lampe UVGL-58 (UVP, Upland). Chaque culture est
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alors diluée mille fois avec de I’eau distillée préalablement autoclavée avant d’étre mise sur un
pétri contenant du YPD solidifi¢ a ’aide de 2% agar (Bioshop, Burlington). Les pétris sont

alors remis a 30°C pour 48h avant de compter le nombre de colonies qui ont survécu.

Le calcul du pourcentage de survie a été calculé de la fagon suivante :

~ Colonies survivantes apres exposition aux rayons UV
Pourcentage de survie= - - — x100
Colonies survivantes avant exposition aux rayons UV

La courbe de dose-réponse a été tracée a I’aide du logiciel R 3.1.3 et du paquet DRC

(« Dose-Response Curve »).

2.9. Evaluation de la présence de CPD par la technique d’ELISA

La technique utilisée se base en partie sur la littérature (39) et sur 1’utilisation du « kit »
High Sensitivity CPD ELISA Kit featuring mAb TDM-2 (CosmoBio USA, Carlsbad). Tout
d’abord, les levures ont subi une préincubation pour la nuit dans 15 mL de YPD a une
température de 30°C. Le lendemain matin, les cultures ont été réinoculées dans 50 mL de YPD
avec ou sans metformine pour obtenir une densité optique a 600 nm inférieure a 0,05. Les
cultures ont été remises en incubation a 30°C jusqu’a ce que la densité optique a 600 nm soit
aux environs de 0,5. Aprés quoi, chaque culture a subi deux lavages au PBS. Aprés ces
lavages, les cultures qui contenaient de la metformine ont recu un ajout de la méme
concentration de metformine. Ensuite, les différentes cultures ont été exposées aux

rayons UVA pour une période de 1 minute a I’aide de la lampe UVGL-58 (UVP, Upland).

Chaque culture est alors centrifugée a 4000 rpm dans le but de retirer le surnageant

contenant le PBS. Les cultures sont alors resuspendues dans 50 mL YPD et remises a
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incubation a 30°C selon différents temps de récupération. Apres le temps de récupération
désiré, chaque culture subi deux lavages a 1’eau distillée. Alors, les cultures sont centrifugées
une derniere fois, et seul le culot de cellules est conservé et mis a -80°C jusqu’a ce la

purification de ’ADN génomique soit entamée.

Ensuite, une purification de ’ADN génomique est nécessaire. Pour ce faire, un
protocole standard a été utilisé (109). La concentration de I’ADN génomique purifiée a été
effectuée a 1’aide de la densité optique a 260 nm a I’aide de 1’appareil NanoDrop 2000c

(Thermo Scientific, Toronto).

Alors, le protocole provenant du « kit » High Sensitivity CPD ELISA Kit featuring
mAb TDM-2 a alors ¢té utilisé sans modification. La densité optique finale a ét¢ mesurée a

I’aide de I’appareil SpectraMax 190 a 492 nm comme le protocole le mentionnait.

2.10. Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP)

La technique utilisée se base principalement sur la littérature (93,110). Bri¢vement, les
cellules ont subi une préculture dans du YPRaffinose (1% d’extrait de levures, 2% de peptone
et 2% de raffinose (Bioshop, Burlington)) pour une nuit. Le lendemain, les cultures ont été
réinoculées dans du nouveau YPRaffinose en la présence ou ’absence de 5 mM metformine.
Lorsque la densité optique a 600 nm atteint 0,5, le formaldéhyde (Bioshop, Burlington) est
ajouté (concentration finale = 1%) dans le but de fixer les cellules. Les cellules sont alors
incubées a la température de la piece pour 10 minutes. La réaction est arrétée en ajoutant 125
mM de glycine (Bioshop, Burlington). Les cellules sont, par aprés, incubées pendant 5
minutes a la température de la piece. Les cellules sont récoltées par centrifugation a 3 000 rpm
a 4°C pendant 5 minutes, puis lavées 3 fois au TBS (50 mM Tris-HCI pH7,5, 150 mM NaCl)

et misent a -80°C.
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Les cellules sont alors resuspendues dans du tampon de lyse (50 mM HEPES pH 7,5
(Bioshop, Burlington), 150 mM NaCl (Bioshop, Burlington), 1 mM EDTA, 1% Triton X-100
(Fischer, Toronto), 0.1% SDS (Bioshop, Burlington), 0.1% Sodium deoxycholate (Fischer,
Toronto)) en présence de 0,5 g de billes de verres. Les cellules ont alors subi sept phases
subséquentes de lyse par agitation pendant 30 secondes avec des périodes de repos de 30
secondes sur glace. Pour réduire I’ADN en petits fragments, les cellules lysées sont alors
soumises a un sonicateur pendant 15 secondes a six reprises, en plus d’un temps de repos de
45 secondes entre chaque sonication. Les cellules lysées sont alors centrifugées et seul le

surnageant, contenant I’ADN, est conservé. Le surnageant est alors remis a -80°C.

Le lendemain, 50 puL de surnageant est conservé pour servir d’INPUT. 350 pL de
surnageant sont mis en présence de 20 puL de billes EZ view Anti-HA (Sigma, Oakville). Les
billes sont alors mises en incubation pendant 3h a 4°C. Les complexes anticorps-protéines sont
alors lavés a deux reprises au tampon de lyse, puis une fois au tampon de lyse avec une haute
concentration en sel (Tampon de lyse + 500 mM NaCl), une fois au tampon de lavement (10
mM Tris pHS,0, 0,25 M LiCl (Fischer, Toronto), 0.5% Nonidet P-40 (Bioshop, Burlington),
0,5% Sodium deoxycholate) et en terminant au tampon TE (10 mM Tris-HCI pH7,5, I mM
EDTA). 100 pL de tampon d’¢lution (50 mM Tris-HCI pH7,5, 10 mM EDTA, 1% SDS) est
alors ajouté et les complexes sont mis en incubation a 65°C pendant 10 minutes. Les tubes
sont centrifugés et le surnageant est conservé. Du tampon TE+0,67% SDS est alors ajouté aux
billes et ils sont & nouveau incubés a 65°C pendant 10 minutes avant d’étre de nouveau
centrifugé. Le surnageant est encore conservé et est ajouté au premier tube d’¢élution. 200 pL
de TE+1% SDS est ajouté aux échantillons d’INPUT. Tous les tubes sont alors incubés a 65°C

pour la nuit.

Le lendemain, 250 uL de tampon TE est ajouté¢ a chaque échantillon. 5 pL de
Proteinase K (20mg/mL, Invitrogen, Burlington) et 5 uLL de glycogeéne (20 mg/mL, Thermo,

Toronto) sont ajoutés a chaque échantillon. Les échantillons sont alors incubés a 37°C pendant
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2h. Ensuite, 55 pL. de 4 M LiCl sont ajoutés a chaque échantillon ainsi que 200 pL de Phénol-
Chloroforme-Alcool Isoamylique (PCI, Sigma, Oakville). Les tubes sont alors centrifugés
pendant 5 minutes a 13 000 rpm. La phase aqueuse de chaque échantillon est conservée dans
un nouveau tube. 1 mL d’éthanol 100% est ajouté a chaque tube dans le but de faire précipiter
I’ADN. Les tubes sont alors centrifugés a 12 000 rpm pendant 15 minutes a 4°C. 1 mL
d’¢éthanol 70% est ajouté a chaque tube dans le but de précipiter ’ADN. Les tubes sont alors
centrifugés a 12 000 rpm pendant 15 minutes a 4°C. Le surnageant est enlevé et seul le culot

d’ADN est conservé. Le culot est séché a 1’air libre avant d’étre suspendu dans du tampon TE.

Chaque échantillon peut alors subir une PCR pour amplifier la région d’intérét
montrant 1’interaction entre la protéine d’intérét et I’ADN. Par la suite, une photo des gels,
marqués au bromure d’éthidium (Bioshop, Burlington), a été prise a 1’aide de I’appareil
GelDoc XR+. Le temps d’intégration du signal émis par le bromure d’éthidium a été réduit
dans le but de ne pas saturer le signal obtenu. L’intensité des bandes a été mesurée avec le
logiciel ImageLab 5.0. Le contraste a été augmenté seulement pour la figure finale pour
améliorer le contraste entre les différents échantillons, sans toutefois influencer les intensités
mesurées. L’équation suivante a été utilisée pour mesurer le recrutement de la protéine
d’intérét, en prenant compte de la région du contréle interne MDV1 dans le but de normaliser

la présence de Htzl (93) :

ChIP (Site de liaison Htz1-3HA) /INPUT (Site liaison de Htz1-3HA)
ChIP (Contrdle interne MDVI1)/INPUT (Contrdle interne MDVI)

Recrutement=

2.11. Evaluation de la présence de dérivés réactifs a I’oxygéne

Le protocole utilisé pour évaluer la présence de ROS dans les cellules s’inspire d’un

protocole établi dans les cellules de mammiféres (111). Brievement, les levures ont subi une
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préincubation pour la nuit dans 3 mL de YPD a une température de 30°C. Le lendemain matin,
les cultures ont été réinoculées dans 3 mL de YPD en présence ou absence de 5 mM
metformine pour obtenir une densité optique a 600 nm inférieure a 0,05. Les cultures ont été
remises en incubation a 30°C jusqu’a ce que la densité optique a 600 nm soit entre 0,3-0,4. Par
la suite, chaque culture a subi deux lavages au PBS. Ensuite, les cultures qui contenaient de la
metformine ont re¢u un ajout de la méme concentration de metformine. Les cultures furent
ensuite exposées aux rayons UVA pour une période de 1 minute a 1’aide de la lampe UVGL-

38.

En parallele, lorsque les milieux de culture atteignent la densité optique a 600 nm de
0,3-0,4, 700 uM H,0O,; ont été ajoutés aux milieux de culture et ceux-ci sont remis a incuber a

30°C pendant 60 minutes.

Une fois qu’a eu lieu I’exposition aux rayons UVA ou celle au H>O,, nous avons ajouté
un marqueur fluorescent de ROS, 2°,7’-Dichlorofluorescein diacetate (DCFDA, Sigma 35845,
Oakville), et les milieux ont été remis a 1’incubation a 30°C pendant 30-60 minutes. Ensuite,
les différents milieux furent lavés a 2 reprises a I’aide de PBS dans le but de retirer les surplus

de DCFDA des milieux.

Les photos de fluorescence ont été prises a I’aide du In Cell Analyzer 6000. Le filtre
utilisé était le FITC et le temps d’exposition a été de 70 ms et la force du laser a été réduite
pour éviter une saturation du signal. Les photos ont été analysées a I’aide du logiciel Imagel

1.49s.
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2.12. Evaluation de la présence de Radl4 par microscopie a

fluorescence

Le protocole effectué¢ s’inspire grandement de la méthode utilisée dans la littérature
(65). Brievement, les levures ont subi une préincubation pour la nuit dans 3 mL de YPD a une
température de 30°C. Le lendemain matin, les cultures ont été réinoculées dans 3 mL de YPD
en la présence ou en I’absence de 5 mM metformine pour obtenir une densité optique a 600
nm inférieure a 0,05. Les cultures ont été remises en incubation a 30°C jusqu’a ce que la
densité optique a 600 nm soit entre 0,3-0,4. Puis, chaque culture subit deux lavages au PBS.
Ensuite, les cultures qui contenaient de la metformine se sont vues ajouter la méme

concentration de metformine.

Une coloration au DAPI a alors été effectuée en ajoutant 1,0 pg/mL de DAPI au PBS
pendant 30 minutes. Ensuite, un autre lavage au PBS a été effectué pour retirer le DAPI qui
n’¢était pas entré dans les cellules. Les cultures furent donc exposées aux rayons UV A pour une

période de 1 minute a I’aide de la lampe UVGL-58.

Les photos de fluorescence ont été prises a 1’aide du In Cell Analyzer 6000 (GE
Healthcare, Mississauga). Le filtre utilis¢ était le FITC et le temps d’exposition a été¢ de 750
ms. Les photos ont été analysées a 1’aide du logiciel ImageJ 1.49s. L’intensité de fluorescence
qui pouvait provenir du bruit de fond fut évaluée suite a la mesure a 50 endroits aléatoires
dans la photo ne comprenant pas de cellule. Alors, la moyenne des 50 bruits de fond a été
utilisée comme bruit de fond dans chaque photo. L’intensité moyenne émise par Rad14 fut
donc réduite de la moyenne d’intensité obtenue par le bruit de fond. Ceci a donc permis

d’obtenir une meilleure évaluation de ’intensité de Rad14 selon les différentes conditions.
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2.13. Analyse statistique

Toutes les différentes manipulations ont été exécutées a trois reprises indépendantes,
sauf le test de ChIP qui a été fait a deux reprises indépendantes. L’évaluation statistique a été
faite via des tests T. Une probabilité inférieure a 0,05 a été considérée comme étant

statistiquement significative.



3. Résultats
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3.1. La metformine absorbe les longueurs d’onde dans les UVC,

mais pas dans les UVB ou les UVA

Dans le but de bien comprendre ’effet que peut avoir la metformine sur le taux de
survie cellulaire suite a 1’exposition aux rayons UV, il faut connaitre les types de rayons UV
auxquels nous pouvons soumettre les levures. Dans la majorité des recherches concernant les
rayons UV, les chercheurs ont utilisé des rayons UVC (53,90,91). Cependant, il arrive que
certains composés organiques absorbent les UV dans des longueurs d’onde s’apparentant aux

rayons UVC, ce qui pourrait constituer un facteur confondant.

J’ai donc choisi pour cette étude d’évaluer, a 1’aide de spectrophotométrie UV/Visible,
les différentes longueurs d’onde que pouvait absorber la metformine. La metformine peut
absorber des longueurs d’onde trés basse, de 190 a 270 nm, avec un maximum a 230 nm
(Figure 14). Le maximum d’absorption correspond donc a des rayons UVC (49). L’absorption
maximale de la metformine a précédemment été montrée entre 230 et 240 nm (112). A son
absorption maximale a 230 nm, la metformine posséde un coefficient d’extinction molaire de
961 L mol” cm™ selon la loi de Beer-Lambert 4 5 mM metformine. La majorité des études
utilisant les rayons UVC prennent la longueur d’onde a 254 nm. Pour cette longueur d’onde, le
coefficient d’absorption molaire est de 774 L mol” cm™. En comparaison, pour les rayons
UVA a 365 nm, le coefficient d’absorption molaire est de 1,87 L mol! em™. Les rayons UVA
passent donc mieux a travers de la metformine comparativement aux rayons UVC. En effet,

ces derniers sont treés absorbés par la metformine.

Auparavant, il a ¢ét¢ démontré que la metformine offrait une protection contre les
rayons UVB (39). Par contre, aucune étude ne s’est intéressée a 1’effet de la metformine sur la
réparation des dommages a I’ADN causés par les rayons UVA. Ces derniers sont les rayons
UV auxquels nous sommes le plus exposés (51). En effet, ils ne sont pas absorbés par

I’atmospheére comparativement aux rayons UVC qui sont absorbés par la couche d’ozone (51).
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De plus, il a été montré que les rayons UV A sont responsables de certaines sortes de cancer de
la peau (51,54,113,114). Alors, puisque la metformine absorbe trés peu les rayons UVA
(Figure 14) et que les rayons UVA causent le cancer de la peau, il est important de
comprendre 1’effet que possede la metformine sur la réparation des dommages a I’ADN causés

par les rayons UVA.
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Figure 14. La metformine n’absorbe pas les rayons UVB (280-315 nm) ou UVA (315-400

nm).

Spectre d’absorption de la metformine de 190 nm a 700 nm, effectu¢ par le spectrometre

UV/VIS Spectromax 190. La ligne représente la moyenne + écart-type.
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3.2. Les rayons UVA n’induisent pas la production de dérivés

oxydatifs a ’oxygéne dans la cellule

Comme il fut dit plus tot dans I’introduction, il y a présentement un débat sur la forme
de dommages que les rayons UVA causent. En effet, certaines recherches démontrent que les
dommages a ’ADN sont causés indirectement par la formation de ROS (55,56), alors que
d’autres recherches démontrent plutot la formation de CPD suite a ’exposition a des UVA
(53,54). C’est pourquoi, dans le but de vérifier si je pouvais utiliser les UVA comme potentiel
agent de dommages a I’ADN, j’ai soumis des levures a des rayons UVA et j’ai utilisé un
marqueur fluorescent de ROS, DCFDA, dont D'intensit¢ de la fluorescence émise est

proportionnelle a la quantité¢ de ROS dans la cellule.

Il semble y avoir une faible quantit¢ de ROS constante dans la cellule, avant méme
I’exposition a un agent quelconque (UVA ou H,0,) (Figure 15A). Par contre, nous constatons
qu’apres ’ajout de H,O,, utilis¢é comme controle positif, la présence de ROS augmente
significativement (Figure 15B). A I’opposé, malgré ’exposition des cellules a des rayons
UVA, il n’apparait pas y avoir une augmentation de ROS. En fait, il semble méme y avoir une

légere diminution de la présence de ROS (Figure 15B).

De plus, I’ajout de metformine au milieu de culture semble permettre une légére
réduction de la présence de ROS dans la cellule. En effet, dans le cas de I’ajout de metformine
seulement, ainsi que dans le cas de 1’ajout de metformine et de H,O,, il y a une diminution de
ROS (Figure 15A et Figure 15B). Ceci est surprenant compte tenu du fait qu’une expérience
similaire a été faite dans des cellules de mammiféres et la présence de ROS ¢tait restée
constante malgré la présence de metformine (115). Par contre, la metformine n’a pas vraiment
changé la quantité de ROS présents dans la cellule suite a ’exposition a des rayons UVA
(Figure 15B). Grace a ces résultats, nous concluons que les rayons UVA n’affectent

probablement pas la cellule en modifiant la quantité de ROS s’y trouvant. Il n’en demeure pas
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moins que les UVA causent des dommages a ’ADN (53,54), et c’est pourquoi nous y

exposerons des cellules de levures afin de les étudier.
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Figure 15. Les rayons UVA n’augmentent pas la production de ROS dans la cellule.
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A) Evaluation de la production de ROS & I’aide du marqueur fluorescent DCFDA suite a
I’exposition a du H>O, ou a des rayons UVA, avec ou sans metformine. Les photos ont été
prises a 1’aide du microscope a fluorescence In Cell 6000. B) Analyse de la production de
ROS suite a I’exposition a du H,O; ou a des rayons UVA, avec ou sans metformine. Les
photos ont été analysées a I’aide d’ImageJ 1.49s. n=100 cellules. Le graphique utilisé est le
diagramme en boite. La boite représente les données du premier au troisiéme quartile. La ligne
au centre de la boite représente la médiane entre les données. Les extrémités représentent
respectivement les valeurs extrémes inférieures et supérieures. *p<0,001, #p<2,2E-16. Figure
utilisant les données de seulement une expérience du triplicata, mais représentant la tendance

des différentes expériences.
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3.3. La metformine permet une plus grande survie cellulaire suite

a ’exposition aux rayons UV

3.3.1. La metformine confére une protection contre les rayons UV

Dans la majorité des études sur la réparation de I’ADN suite a I’exposition aux rayons
UV, les rayons UVC sont utilisés (83,92). Par contre, la metformine absorbe les longueurs

d’onde relatives aux rayons UVC (Figure 14).

Il y a une différence au niveau du nombre de colonies qui parviennent a croitre en
présence de metformine suite a I’exposition a des rayons UVC (Figure 16A). Suite a
I’exposition a des rayons UVC pendant une longue période de temps, il y a une certaine survie
chez les levures sans metformine (27 + 25%) (Figure 16B). Par contre, le taux de survie en
présence de metformine est beaucoup plus grand (100 £ 13%) (Figure 16B). La metformine
apporte donc une protection contre les rayons UVC. Cette survie peut €tre en partie expliquée

par I’absorbance de la metformine au niveau des rayons UVC (Figure 14).

Apres la radiation aux rayons UVA pendant 1 minute des levures, il est possible de
mesurer le taux de survie de levures en comptant le nombre de colonies qui se sont formées
apres 48h d’incubation post-exposition (Figure 17A). Comme il est possible de le constater, le
taux de survie en absence de metformine est de 1 = 0,8 % (Figure 17B). Par contre, en
présence de 5 mM metformine, le taux de survie moyen est de 77 £ 12 % (Figure 17B). La
metformine joue donc un rdle positif permettant la survie suite a 1’exposition a des rayons

UVA.
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Figure 16. La metformine apporte une protection contre les rayons UVC.
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A) Evaluation de la survie cellulaire a 1’aide du nombre de colonies présentes sur chacun des
pétris B) Evaluation du taux de survie des levures suite a 1’exposition a des rayons UVC
pendant 10 minutes, avec ou sans 5 mM metformine. Le graphique utilisé est le diagramme en
boite. La boite représente les données du premier au troisieme quartile. La ligne au centre de la
boite représente la médiane entre les données. Les extrémités représentent respectivement les

valeurs extrémes inférieures et supérieures. * p<0,001
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A) Evaluation de la survie cellulaire a 1’aide du nombre de colonies présentes sur chacun des
pétris. B) Evaluation du taux de survie des levures suite a I’exposition a des rayons UVA
pendant 10 minutes, avec ou sans 5 mM metformine. Le graphique utilisé est le diagramme en
boite. La boite représente les données du premier au troisieme quartile. La ligne au centre de la
boite représente la médiane entre les données. Les extrémités représentent respectivement les

valeurs extrémes inférieures et supérieures. * p<1E-04
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3.3.2. La protection apportée contre les rayons UVA dépend de la

concentration de metformine utilisée

Evidemment, il se pourrait que ce haut taux de survie ait été affecté par la
concentration de metformine employée. Dans le but de confirmer ce résultat, j’ai produit une
courbe dose-réponse du taux de survie en fonction de la concentration de metformine utilisée.
Il sera alors possible de déduire la véritable quantité de metformine requise pour permettre la

survie maximale des levures suite a I’exposition a des rayons UVA.

Comme nous pouvons le voir sur cette courbe, le taux de survie s’améliore en fonction
de la concentration de metformine a laquelle les levures sont exposées (Figure 18). Un plateau
de survie est atteint a 80% de survie autour de 1 mM metformine (Figure 18). Malgré la
variation entre les données brutes visibles, a une trés haute concentration de metformine, 50
mM, le taux de survie atteint presque 100%. En analysant les données a I’aide du logiciel
statistique R 3.1.3 et du paquet DRC, les données obtenues permettent d’évaluer la CEs

(concentration effective a 50%) a 616 + 33 uM de metformine.



69

o **

87 e
*¥

p——, °

O\o o * ¥

e O
o0 o o o

Q

.E °

[#]

7 Q- o ©

Q

o

Q

Qo L=

T <

-

L

-t *

= o _

0 (o]

o

o- © 7 8

— /7 I | | )
0 100 1000 10000 le+05

Concentration de metformine (M)

Figure 18. L’effet protecteur conféré par la metformine contre les rayons UVA dépend

de sa concentration.

Evaluation du pourcentage de survie de levures suite a ’exposition a des rayons UVA (366
nm) pendant 1 minute a l'aide de la lampe UVGL-58, en présence de différentes
concentrations de metformine (de 0 pM a 50 000 pM). La courbe représente la moyenne des

résultats obtenus. Les points représentent les données avant traitement par le paquet DRC de
R 3.1.3. * p<0,05, ** p<0,01
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3.3.3. La présence de metformine accélére la réparation de CPD

Puisque le niveau de survie augmente considérablement lorsqu’il y a présence de metformine,
il est aussi intéressant d’évaluer la vitesse de réparation des CPD. En effet, il est possible de
mesurer la présence de CPD formé par les rayons UV a partir d’un anticorps anti-CPD (Figure
7A). Alors, a I’aide du méme anticorps, il a été possible de mesurer par technique d’ELISA la

production, ainsi que la réparation de CPD, chez la levure.

Dans le but de confirmer la présence de CPD suite a I’exposition a des rayons UVA, il
a tout d’abord été possible d’évaluer le niveau de changement d’intensité a I’aide d’une
technique d’ELISA et des anticorps anti-CPD (Figure 19A). L’intensité¢ mesurée, a ’aide de la
technique d’ELISA, a permis de voir qu’il y a une augmentation significative de ’intensité

suite a I’exposition a des rayons UVA. Donc, les rayons UVA induisent la formation de CPD.

De plus, il a ét¢é montré que la metformine permet une meilleure survie suite a
I’exposition a des rayons UVA (Figure 17 et Figure 18). Alors, toujours a l’aide de la
technique d’ELISA, il a été possible de mesurer la réparation a travers le temps des CPD créés
par les rayons UVA (Figure 19B). Dans le cas de la réparation des CPD chez les levures
« contrdles », il semblerait que la réparation des CPD ne débute pas apres 3h d’incubation. Par
contre, la réparation est presque complétée aprées 6h d’incubation. En comparaison, en
présence de metformine, la réparation est complétée apres 3h d’incubation. Donc, il est

possible d’affirmer que la metformine joue un réle positif dans la réparation des CPD.
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Figure 19. La présence de metformine permet une réparation rapide des CPD chez la

levure.

A) Augmentation de I’intensité mesurée des CPD suite a I’exposition a des rayons UVA. Les
données représentent la moyenne + 1’écart type. p<0,05 B) Evaluation de la réparation des

CPD a travers le temps. Les symboles représentent les données avant traitement. Les lignes



72

représentent la moyenne obtenue entre les données brutes des différentes conditions.

* p<0,001
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3.4. La protéine Ino80 joue un role dans la régulation de la voie

de réparation de I’ADN touchée par la metformine

Comme nous en avons dé¢ja parlé, la protéine Ino80 joue un rdle dans la régulation de
la présence de I’histone Htzl au niveau de I’hétérochromatine (86,87). De plus, il y a une
mauvaise restauration de la présence de I’histone H3 suite a 1’exposition a des rayons UV
lorsque le géne INOSO a été supprimé (83). Par contre, I’importance de la présence d’Ino80

dépend de la quantité de rayons UV auxquelles les cellules ont été exposées (83).

De plus, Ino80 forme un complexe avec d’autres protéines dans les cellules de
mammiferes (90). En effet, il a été démontré qu’Ino80 est recruté des le début du processus de
réparation (90). Par contre, chez les levures, Ino80 est recrut¢ a la fin du processus de

réparation de I’ADN (83,86).

Dans le but de vérifier I’importance que pouvait avoir Ino80 dans I’effet apporté par la
metformine, j’ai supprimé le géne du génome en le remplacant par un geéne permettant de
coder pour une protection contre un antibiotique. Suite a la radiation aux rayons UVA, il y a
une augmentation du taux de survie des levures lorsqu’Ino80 est absent (Figure 20). En effet,
le taux de survie, en présence de metformine, est de 100 = 6 % pour ino804, alors qu’il est de
73 + 13 % en sa présence. Ceci pourrait signifier qu’Ino80 joue un réle de régulateur dans le

mécanisme influencé par la metformine.
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Figure 20. La protéine Ino80 régule négativement I’effet que posséde la metformine sur

la réparation des dommages a I’ADN produit par les rayons UVA.

Evaluation du taux de survie des levures suite a 1’exposition a des rayons UVA pendant 1
minute, avec ou sans 5 mM metformine. Le graphique utilisé est le diagramme en boite. La

boite représente les données du premier au troisiéme quartile. La ligne au centre de la boite
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représente la médiane entre les données. Les extrémités représentent respectivement les

valeurs extrémes inférieures et supérieures. * p<0,01, # p<1E-04, ## p<1E-08
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3.5. La présence de metformine augmente la présence de I’histone

Htz1 dans les nucléosomes

Comme il a été dit plus tot, la présence de 1’histone Htz1 est régulée par Ino80 (86,87).
De plus, I’histone Htz1 est nécessaire pour initier la réparation des dommages a I’ADN causés

par des rayons UV dans des zones denses en hétérochromatine (92,96).

Puisque le résultat de la suppression du géne /INOSO démontre un meilleur taux de
survie, il est important de clarifier si la metformine joue un role sur les recrutements des Htz1
aux nucléosomes. En effet, le taux de survie d’ino804 (Figure 20) pourrait suggérer qu’en
présence de metformine, Htz1 est plus présent dans les différents nucléosomes. En effet, Ino80
retire Htzl suite a la réparation ’ADN (86). Ceci permettrait donc une plus grande
accessibilité aux zones d’hétérochromatine dans le but d’effectuer la réparation de ’ADN

(92).

En se basant sur un protocole de ChIP (93,110), il a été possible d’évaluer la présence
de Htzl dans les nucléosomes en présence de metformine. Le site de recrutement étudi¢ de
Htzl se situe dans une zone dense en hétérochromatine, prés du site de coupure de
I’endonucléase HO (93,110). Comme il fut dit plus tot, Htzl est nécessaire pour permettre la

réparation de I’ADN dans cette zone (93).

En présence de metformine, il y a une augmentation de la présence de I’histone Htzl
pres du site de coupure de I’endonucléase HO (Figure 21A). Il est possible de voir que les
bandes d’INPUT posseédent environ la méme intensité, alors que 1’intensité des bandes post-

ChIP est plus grande lorsqu’en présence de metformine.

Au niveau du geéne de MDV1 (contrdle interne selon la littérature pour le recrutement

de Htzl (93)), la metformine ne confére pas de variation de présence de Htzl (Figure 21B).
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Alors, en normalisant les ratios ChIP/INPUT de Htzl avec le contrdle interne, il a été possible
de voir que la présence de Htzl est augmentée de 1,93 + 0,09 fois en présence de metformine
(Figure 21C). La metformine améliore donc le recrutement de I’histone Htzl en tout temps

pres du site de I’endonucléase HO.

Dans le but de voir I'importance de la protéine Htzl pour la protection contre les
rayons UVA, le géne codant pour H7Z! a été invalidé. Alors, il n’y a plus de production de
I’histone Htzl dans la cellule. Pour les souches htziA, le taux de survie en présence de
metformine est de 69 + 10 %, comparativement a un taux de survie de 85 + 6 % en présence
du géne de HTZI (Figure 22). Ceci confirme le fait qu’Htzl est important pour 1’effet

protecteur apporté par la metformine.
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Figure 21. L’histone Htz1 est plus présente au site de I’endonucléase HO en présence de

metformine.

A) Recrutement de I’histone modifiée Htz1-3HA suite a 1’exposition a 5 mM de metformine a
200 paires de base du site de dommages a I’ADN de I’endonucl¢éase HO. Le contraste a été
augmenté pour faire ressortir les bandes et pour montrer la différence entre les intensités. Cette
augmentation n’a pas influencée I’intensit¢ mesurée a 1’aide du logiciel ImageLab 5.0. B)
Recrutement de 1’histone modifiée Htz1-3HA suite a I’exposition a 5 mM de metformine au
niveau du géne MDVI. Le contraste a été augmenté pour faire ressortir les bandes et pour
montrer la différence entre les intensités. Cette augmentation n’a pas influencée 1’intensité

mesurée a I’aide du logiciel ImageLab 5.0. C) La présence de 1’histone Htzl est évaluée suite



79

a la normalisation de I’intensit¢ IP/INPUT par rapport au controle interne. L’intensité des
bandes obtenues en A et B fut mesurée a 1’aide du logiciel ImagelLab 5.0. Le graphique

représente la moyenne =+ écart-type entre les données obtenues. *p<0,05
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Figure 22. La protéine Htz1 est importante pour apporter I’effet protecteur de la

metformine.

Evaluation du taux de survie des levures suite a 1’exposition a des rayons UVA pendant 1
minute, avec ou sans 5 mM metformine. Le graphique utilisé est le diagramme en boite. La

boite représente les données du premier au troisiéme quartile. La ligne au centre de la boite
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représente la médiane entre les données. Les extrémités représentent respectivement les

valeurs extrémes inférieures et supérieures. * p<0,05 , # p<1E-04 , ## p<1E-06
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3.6. Les rayons UVA causent un recrutement nucléaire de la

protéine Rad14

Dans le but de bien confirmer que les rayons UVA font subir des dommages a I’ADN,
nous vérifierons si la protéine Rad14 est plus présente au niveau du noyau cellulaire. Il a été
rapporté dans la littérature qu’apparemment, Rad14 forme des focus de fluorescence suite a
I’exposition aux rayons UVC (59). Par contre, en observant bien les résultats sur lesquels
I’équipe de Dr. Fischhaber s’est penchée, leur définition de la présence d’un focus n’est pas
particulierement claire. En effet, selon leurs observations, plus de 68% du temps, aucun focus
n’est visible dans la cellule suite a I’exposition a des rayons UVC (59). Ce n’est que 14% des
fois, qu’il y a la formation d’un focus de Radl4, 15 minutes suivant I’exposition aux rayons
UVC (59). De plus, ils rapportent un grand bruit de fond (plus de 50%) rendant difficile la
détection de focus (59). Par contre, il semble bien que la fluorescence nucléaire de Rad14
augmente suite a 1’exposition d’un agent de dommages a I’ADN, méme si les agents testés

n’¢taient pas des rayons UV (65).

En me basant sur ce fait, j’ai évalu¢ la fluorescence moyenne qu’émettait la zone plus
intense de Rad14-GFP (correspondant au noyau selon la littérature (Huh et al., 2003; Mardiros
etal., 2011; Tkach et al., 2012)).

Comme il est possible de le voir, suite a I’exposition a des rayons UVA, il y a une
augmentation significative de I’intensité de Rad14 (Figure 23A). Cette augmentation se trouve
au méme emplacement que la coloration nucléaire a 1’aide de DAPI (Figure 23A). En
mesurant 1’intensité moyenne de Rad14 au niveau des noyaux, la présence de Rad14 augmente
de 1,20 £+ 0,02 (Figure 23B). Cette augmentation a un endroit bien précis démontre qu’il y a

une augmentation du recrutement de Rad14 au niveau du noyau.
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De plus, la quantité de Rad14 augmente légerement dans le cytoplasme (1,09 + 0,14),
mais pas de facon significative (Figure 23C). Il est donc possible de dire que Rad14 est plus
exprimé dans la cellule et qu’il est recruté au noyau pour venir promouvoir la réparation des
dommages dus aux rayons UVA. Il sera alors possible de répéter la méme expérience en
présence de metformine dans le but de voir s’il y a un changement au niveau du recrutement

nucléaire de la protéine Rad14.
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Figure 23. Rad14 est recruté au niveau du noyau suite a I’exposition a des rayons UVA.

A) Evaluation de la présence de Radl4 au niveau du noyau a 1’aide de I’intensité de
fluorescence du marqueur GFP, avant et aprés I’exposition a des rayons UVA pendant 1
minute. B) Evaluation de la présence de Radl4 au niveau du noyau suite & la mesure de
I’intensité de la fluorescence. Les résultats ont été normalisés face au contrdle sans exposition
aux rayons UVA. Le graphique représente la moyenne + écart-type entre les données
obtenues. n = 300 cellules. *p< 0,05 C) Evaluation de la présence de Radl4 au niveau du
cytoplasme suite a la mesure de I’intensité de la fluorescence. Les résultats ont été normalisés
face au controle sans exposition aux rayons UVA. Le graphique représente la moyenne +

écart-type entre les données obtenues. n = 300 cellules.
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3.7. La présence de metformine augmente la présence nucléaire

de Rad14

Dans cette recherche, nous avons démontré qu’il y a un recrutement nucléaire de
Rad14 suite a I’exposition a des rayons UVA (Figure 23A et Figure 23B). Alors, en effectuant
la méme expérience en présence de metformine, nous verrons si la metformine posséde un
effet sur le recrutement nucléaire de Rad14. De plus, il a précédemment ét¢ montré qu’Htz1
peut étre important pour permettre le recrutement de Rad14 suite a 1’exposition a des rayons
UV (Figure 9A) (92). Alors, puisqu’il a été¢ montré que Htz1 est important pour permettre la
survie cellulaire en présence de metformine (Figure 22), il se pourrait que Rad1l4 soit aussi

affecté par la présence de metformine.

Donc, en présence de metformine, il y a une augmentation significative de I’intensité
de Rad14-GFP au niveau du noyau (Figure 24A). Cette augmentation de recrutement est faite
en tout temps, avec ou sans exposition a des rayons UVA. En mesurant 1’intensité moyenne de
la fluorescence, il est possible de quantifier le niveau d’augmentation de la présence nucléaire
de Radl4 lorsqu’on expose la cellule a la metformine (Figure 24B). En présence de
metformine, la présence nucléaire de Rad14 est sensiblement identique a celui mesuré lorsque
les cellules se font normalement exposer aux rayons UVA (Figure 24B). Ceci montre bien
I’effet protecteur contre les rayons UVA apporté par la metformine. L’augmentation, a 1’état
de repos en présence de metformine, est d’environ 1,20 £ 0,05. Apreés une exposition a des
rayons UVA, les cellules, sans metformine, viennent a avoir une augmentation moyenne de

1,15+ 0,05.
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Figure 24. La protéine Rad14 est plus présente au niveau du noyau en présence de

metformine.

A) Evaluation de la présence de Radl4 au noyau & 1’aide de I’intensité de fluorescence du
marqueur GFP, avant et aprés 1’exposition a des rayons UVA pendant 1 minute, en absence ou
présence de 5 mM metformine. B) Evaluation de la présence de Rad14 au niveau du noyau
suite a la mesure de I’intensité de la fluorescence. Les résultats ont ét¢ normalisés face au
contrdle sans exposition aux rayons UVA, ni a la metformine. Le graphique représente la

moyenne + écart-type entre les données obtenues. n =300 cellules. *p<0,05
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De plus, fait important, nous avons démontré qu’il y a une augmentation de 1,31 + 0,07
fois lorsqu’en présence de metformine suite a 1I’exposition a des rayons UVA. Ceci correspond
a plus du double de I’augmentation de Rad14 suite a I’exposition a des rayons UVA en temps
normal (Augmentation de 31% en présence de metformine versus une augmentation de 15%

normalement) (Figure 24B).

Dans le but de confirmer I’importance de Radl4 dans la protection apportée par la
metformine contre les rayons UVA, une souche déficiente en RADI4 a été exposée a des
rayons UVA. Malgré la présence de metformine, son taux de survie diminue a 50 + 14%
(Figure 25). Comparativement, la souche sauvage de levures parvient a un taux de survie de
84 + 9% (Figure 25). Donc, Radl4 est nécessaire pour permettre la protection contre les

rayons UVA, apportée par la metformine.



90

# *
Q
o -
- —
— [« I
¥ ©
QO
2 —T
? o
® ©
-
(1] ——
8
B ¥ i
3 —_
o
(= D
(o]
o = S —
[ | | 1
Metformine - + - +
Contréle rad144

Figure 25. La protéine Rad14 est nécessaire pour apporter I’effet protecteur de la

metformine contre les rayons UV.

Evaluation du taux de survie des levures suite a I’exposition a des rayons UVA pendant
1 minute, avec ou sans 5 mM metformine. Le graphique utilisé est le diagramme en boite. La
boite représente les données du premier au troisieme quartile. La ligne au centre de la boite
représente la médiane entre les données. Les extrémités représentent respectivement les

valeurs extrémes inférieures et supérieures. * p<0,001 , # p<1E-05
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4.1. La metformine apporte une protection contre les dommages

a ’ADN causés par des rayons UV

La metformine posséde son maximum d’absorption a 230 nm et commence a diminuer
a environ 260 nm (Figure 14). En comparaison avec la littérature, il est possible de voir que le
spectre d’absorption (Figure 14) est constant pour le maximum d’absorption. En effet, il fut

auparavant observé que I’absorption maximum est entre 230 et 240 nm (112).

Les différents résultats présentés montrent que la metformine apporte une protection
contre les rayons UVC ou UVA (Figure 16 et Figure 17). Par contre, jusqu’a présent, peu
d’études se sont intéressées au niveau de la survie suite a I’exposition a des rayons UV en
présence de metformine. Le laboratoire du Dr. He a étudié I’effet que possede la metformine
sur la réparation de I’ADN suite a I’exposition aux rayons UVB (39). Par contre, dans I’étude
effectuée par le laboratoire du Dr. He, aucune courbe de survie n’a été produite (39). Tel que
mentionné plus tot, cette étude a démontré qu’il y a une réparation plus rapide des CPD, mais

pas des 6,4-PP (39).

Suite a I’exposition a des rayons UVC, il y a une variation au niveau du taux de survie
obtenu en absence de metformine (Figure 16B). Ceci pourrait étre expliqué par le fait que les
cellules sont présentes dans du PBS lors de 1’exposition aux rayons UVC. Le PBS absorbe
légerement les rayons UV a environ 254 nm. Par contre, en présence de metformine, le taux de
survie est de 100% (Figure 16B). Ce haut pourcentage de survie provient en partie de
I’absorbance de la metformine (Figure 14). En effet, la majorité¢ des rayons UVC ont été
absorbés par la metformine. La metformine permet donc une protection physique contre les
rayons UVC. De plus, les différents effets positifs, présentés dans cette €¢tude, apportent aussi
une protection contre les rayons UVC. C’est assurément la méme voie de réparation de I’ADN

qui est impliquée pour les dommages causés par les rayons UVC et les rayons UVA.
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Effectivement, les résultats présentés sont tous en lien avec la réparation de CPD. Ces derniers

sont produits par toutes les sortes de rayons UV.

Avec notre étude, suite a une exposition aux rayons UVA, en absence de metformine,
le taux de survie est nul (Figure 16B). Ceci démontre bien que les rayons UVA peuvent
provoquer la mort cellulaire. Puisque la metformine n’absorbe pas au niveau des rayons UVA
(Figure 14), il y a une voie de réparation de I’ADN qui doit étre influencée par la metformine
pour permettre une haute survie des levures (~77%) (Figure 16B). Il a précédemment été
montré que la réparation de I’ADN suite a des rayons UVB en présence de metformine était
faite plus rapidement (39). Il se pourrait donc que 1’effet protecteur apporté par la metformine

contre les rayons UV A soit en lien avec une réparation plus rapide des dommages a I’ADN.

La courbe de dose-réponse montre que la protection contre les rayons UVA dépend de
la concentration de metformine utilisée (Figure 18). L’effet protecteur apporté par la
metformine débute aux environs d’une dose de 460 + 42 uM metformine (CE)o) et atteint le
plateau aux environs de 826 £ 73 uM metformine (CEq) (Figure 18). La fenétre d’action
bénéfique de la metformine est donc relativement petite, avec un CEsp a 616 + 33 uM (Figure
18). Comparativement, I’homme ingere ~19 mmoles de metformine dans le but d’en conserver
40-70 uM dans le systéme sanguin (11). La concentration intra-cellulaire de metformine chez
la levure risque donc d’étre inférieure a la concentration exposée dans le milieu de culture. Il
se pourrait que la concentration de metformine du milieu de culture joue un facteur sur la
concentration intra-cellulaire de metformine chez la levure. Alors, a partir d’une concentration
intra-cellulaire de metformine donnée, il y a la possibilité d’une protection contre les rayons
UV. 1l serait alors intéressant de quantifier la concentration de metformine intra-cellulaire par

spectrométrie de masse.

En somme, il serait intéressant d’effectuer une courbe de survie suite a 1’exposition a
des rayons UVB chez la levure. Il serait alors possible de voir si la metformine permet d’offrir

une protection globale chez la levure contre les rayons UV. Nous pourrions également
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produire une étude semblable a celle qui vient d’étre effectuée dans des cellules de
mammiferes telles que NHEK (« Normal Human Epidermial Keratinocytes ») (39). 1l serait
alors possible de savoir si ce sont les mémes voies qui sont stimulées lorsqu’il y a présence de
metformine dans la peau humaine. Dans 1’autre sens, il serait intéressant d’effectuer une
courbe de survie suite a I’exposition a des rayons UVB chez la levure. Il serait alors possible

de voir si la metformine permet d’offrir une protection globale chez la levure contre les rayons

UV.

De plus, grace a un «Kkit » permettant d’évaluer la présence de CPD au niveau de
I’ADN, il a été possible de vérifier si les rayons UVA permettent la formation de CPD (Figure
19A). Puisque I’intensité double, il est possible de bel et bien conclure que les rayons UVA
induisent la formation de CPD au niveau de I’ADN. Il a aussi été¢ possible de démontrer que la
présence de metformine dans le milieu de culture permet de réduire le temps requis pour
permettre la réparation de CPD a la suite de 1’exposition a des rayons UVA. En effet, lorsqu’il
y a présence de metformine, il semble que cela prenne environ la moiti¢ du temps normal pour
atteindre la réparation complete des CPD. Cela prendrait environ 3h pour permettre la
réparation des CPD en présence de metformine. En comparaison, pour atteindre un niveau
similaire de réparation des CPD en absence de metformine, le temps requis approche 6h. Il est
donc possible de dire que la metformine joue un role bénéfique dans le processus de réparation

de ’ADN en réponse a I’exposition a des rayons UV.

4.2. Ino80 controle la voie de réparation de I’ADN influencée par

la metformine

Dans la littérature, plusieurs articles soulignent que 1’utilisation d’une souche
déficiente du gene /NOSO a un taux de survie plus faible (81,83). Par contre, ces études
utilisent une grande quantité de rayons UVC, rayons qui sont considérablement plus

dommageables que les rayons UVA pour I’ADN. Nous pouvons supposer que la quantité de
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dommages subis par la cellule joue un rdle sur la survie. En effet, il a été prouvé, en utilisant
des rayons UVC, que la survie cellulaire dépendait grandement de la quantité de rayons UVC

auxquelles les cellules furent exposées (81,83).

L’augmentation du taux de survie suite a la suppression du géne d’/NOS0 (Figure 20)
pourrait aussi €tre expliquée par une plus grande présence de Htzl. Comme nous 1’avons
souligné précédemment, Ino80 retire Htzl des nucléosomes suite a la réparation de ’ADN
(86). Donc, en absence d’Ino80, il se pourrait qu’il y ait eu une plus grande présence de Htzl
aux nucléosomes puisque ce dernier est aussi recruté lors de duplication de I’ADN et qu’il n’a
pas pu étre retiré (94,98). Alors, la plus grande présence d’Htzl pourrait avoir permis a la
cellule d’enclencher le mécanisme de réparation de I’ADN plus rapidement. Il serait pertinent
d’effectuer une expérience similaire en utilisant une souche de levure ou les deux genes,
INOS80O et HTZ1, seraient supprimés. Par contre, il fut démontré dans la littérature qu’une

souche semblable ne peut pas survivre normalement (87).

4.3. La présence de metformine influence la présence de Htz1

Dans la littérature, le niveau de Htzl augmente apres environ 15-30 minutes suivant
I’induction d’un dommage a ’ADN par I’endonucléase HO (93). De plus, dans le cas de
I’induction de dommages a ’ADN par I’endonucléase HO, 1’augmentation de la présence de
Htzl atteint un maximum de deux fois la normale (93). Dans le cas de dommages a I’ADN
provoqués par les rayons UV, nous savons déja qu’Htzl est nécessaire au recrutement de

Rad14 a certains sites denses en chromatine (voir Figure 9) (92).

La plus grande présence d’Htz1 dans les nucléosomes en période de repos (Figure 21),
comme lorsqu’en présence de metformine, pourrait conditionner la cellule a un danger a venir.
Alors, la plus grande présence de Htzl permettrait a la cellule de débuter la réparation de

I’ADN plus rapidement. En effet, le recrutement de Radl4 dans certaines zones



96

d’hétérochromatine pourrait étre plus rapide (voir Figure 9) (92). Ceci expliquerait donc la
raison pour laquelle il y a une nette augmentation de la survie chez la levure suite a

I’exposition a des rayons UVA.

De plus, dans le cadre de cette étude, nous avons évalué la survie des levures apres la
suppression du gene H7Z1. Le pourcentage de survie des levures diminue suite a I’exposition
aux rayons UVA en présence de metformine comparativement a la souche de levures controle
(Figure 22). Ceci démontre bien qu’Htzl joue un role important dans la protection apportée
par la metformine. L’absence d’Htzl réduit donc la possibilité de réparation de I’ADN en
présence de metformine a certains endroits du génome. Alors, le taux de survie se voit

diminué.

4.4. Recrutement de Rad14 suite a I’exposition aux rayons UVA

L’augmentation globale de la présence de Rad14 dans la cellule (Figure 23B et Figure
23C) suggére une augmentation de I’expression du gene de Radl4. Par contre, puisque
I’augmentation est plus grande au niveau du noyau (Figure 23B) qu’au niveau du cytoplasme
(Figure 23C), le recrutement nucléaire de Rad14 est plus actif. L’augmentation de la présence
de Radl4, suite a I’exposition aux rayons UVA, suggére fortement que les rayons UVA
causent des dommages a I’ADN nécessitant le méme mécanisme de réparation que les rayons

UVC ou UVB.

De plus, ’augmentation du recrutement nucléaire de Radl14 (Figure 23B) est plus
grande comparativement a ce qui est rapporté dans la littérature lors d’exposition a des
composés chimiques (65). En effet, 1’augmentation est d’environ 20% (Figure 23B)
comparativement a une augmentation d’environ 10% lors d’exposition a des composés

chimiques (65). Suite a I’exposition a des rayons UVA, I’augmentation de la présence
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nucléaire de Rad14 montre que ce dernier est nécessaire pour permettre la réparation des

dommages dus aux rayons UVA.

Mes résultats montrent une plus grande présence de Rad14 dans le noyau, en présence
de metformine, avant et aprés 1’exposition a des rayons UVA (Figure 24). La metformine
double la présence de Rad14 au noyau apres I’exposition a des rayons UVA comparativement
en absence de metformine (augmentation de 1,31 fois en présence de metformine versus de
1,15 en absence de metformine) (Figure 24B). De plus, le taux de survie diminue
significativement lorsque le géne RADI4 est supprimé (Figure 25). Ceci montre que Rad14
est nécessaire pour I’effet protecteur apporté par la metformine contre les rayons UV. Alors,
I’augmentation du niveau nucléaire de Radl4 pourrait signifier qu’il se lie plus rapidement
aux zones ayant subi des dommages a ’ADN dans le but de commencer le processus de

réparation. Ceci explique donc le meilleur taux de survie observé (Figure 16 et Figure 17).

De plus, la plus grande présence de Rad14 en partie expliquer la raison pour laquelle la
réparation des CPD, en présence de metformine, est plus rapide. En effet, Rad14 permet la
détection des CPD (100,101,106). Alors, la plus grande présence nucléaire de Radl4 en
présence de metformine (Figure 24B) pourrait expliquer la réparation plus rapide des CPD
(Figure 19). Donc, il est possible de dire que la metformine joue un role dans le but de

protéger la cellule contre les rayons UVA via Rad14.

Par contre, entre les différentes expériences du triplicata, il y avait une certaine
variation entre les données, et ce, malgré de 1’utilisation constante de conditions identiques de
travail. Il a donc fallu une certaine normalisation des résultats de chaque expérimentation
individuelle dans le but de bien saisir le phénoméne en cours dans la cellule. Donc, dans le but
de pallier cette variation, toutes les données ont été rapportées en comparant les données avec
le contrdle sans metformine et sans exposition a des rayons UVA de I’expérience en cours. Ce
faisant, le ratio obtenu était toujours proportionnel a 1’intensité émise par la protéine Rad14 en

condition normale. Il est certain que cette méthode de mesure présente différentes limitations
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telles que la variation de la fluorescence entre les différentes journées d’expérimentation. Par
contre, en normalisant les données obtenues avec le controle Rad14-GFP de la journée
d’expérimentation en cours, il y a eu une sorte de standardisation des données selon les
conditions basales de culture. De plus, puisqu’il y avait une légere variation d’auto-
fluorescence entre les différentes photos prises a 1’aide du microscope a fluorescence InCell
Analyzer 6000, I’intensité fut mesurée a différents endroits de la photo a 1’étude dans le but
d’établir 1I’auto-fluorescence du milieu dans lequel les cellules étaient lors de la prise de photo
(Voir section 2.12). Grace a la normalisation de mes résultats relativement a la fluorescence de

la condition controle, I'utilisation d’un controle interne dans la cellule était superflue.

Il serait intéressant de refaire cette expérience en exposant les cellules a des rayons
UVB. Alors, il serait possible de constater si la metformine permet un meilleur recrutement de
Rad14 lors de D’exposition a des rayons UVB. Les résultats obtenus, si identiques,
confirmeraient la réparation plus rapide des CPD dans les cellules de mammiféres en présence
de metformine (39). Il serait également pertinent d’étudier le recrutement de Radl4 en
utilisant une souche déficiente en H7Z1, comme il fut fait précédemment (voir Figure 9) (92),
mais en présence de metformine. Nous pourrions alors confirmer ou infirmer la nécessité¢ de

Htz1 pour I’obtention d’un plus grand recrutement de Rad14 a des endroits précis de I’ADN.

4.5. Perspective et travaux futurs

Grace a cette étude novatrice, nous avons établi un nouveau phénotype de protection
apporté par la metformine, soit la protection contre les rayons UVC et contre les rayons UVA.
Ce résultat enrichit les connaissances que nous avions déja, a savoir que la metformine confere
une protection contre les rayons UVB (39). La prochaine étape serait donc de tester les
résultats obtenus chez les levures dans des cellules de mammifeéres telles que NHEK (39). Ces

derniéres correspondent a des cellules de peau humaine (39). Alors, la protection apportée par
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la metformine chez des cellules épithéliales suggérera la réduction du risque de développer un

cancer de la peau.

Par exemple, il serait bien de vérifier si I’équivalent de Rad14 chez les cellules de
mammiferes, XPA, vient a étre plus présent au niveau du noyau de la cellule en présence de
metformine. On pourrait ajouter une étiquette de fluorescence, telle que GFP, grace a la
nouvelle technique de CRISPR/Cas, dans le but de pouvoir observer la présence de XPA de
facon endogeéne. Dans 1’étude de Wu et al., il a été montré qu’XPC est plus exprimé en
présence de metformine (39). XPC est I’équivalent de Rad4 chez la levure. Par contre, chez la
levure, il n’y a pas d’augmentation de la présence de Rad4/XPC (Résultat non présenté). Il se
peut donc que les voies qui sont influencées par la metformine changent Iégérement selon

I’organisme qui est étudié.

Aussi, Wu et al. démontre que 1’activation de XPC dépend de la présence de I’AMPK
(39). Chez la levure, la protéine équivalente a I’AMPK est Snfl. La littérature se concentre
principalement sur son effet au niveau de 1’activation de la transcription de génes codant pour
les protéines permettant la prise de glucose (116-120). De plus, la littérature sur Snfl
s’intéresse a la phosphorylation de ce dernier lorsque la cellule est mise dans un milieu
dépourvu de glucose (116-120). Une étude montre un lien entre Snfl et ’expression des genes
codant pour les protéines qui réparent les dommages a I’ADN (121). En effet, en absence de
Snfl, HTZI est moins exprimé (121). Par contre, il n’a pas ét¢ montré si Snfl joue un role sur
I’expression de RAD14 ou de RAD4 (121). Jusqu’a présent, a ma connaissance, il n’y a pas de
littérature témoignant d’un lien entre Snfl et la metformine chez la levure. Ce serait donc
intéressant de faire une étude dans le futur pour vérifier si Snfl est plus phosphorylé ou plus
actif en présence de metformine. Alors, il serait possible de venir a étudier les différentes

voies de signalisation possédant Snfl en amont chez la levure en présence de metformine.



5. Conclusion
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En conclusion, dans le cadre de ce projet de recherche, j’ai démontré que la
metformine apporte une protection contre les rayons UVC et UVA grace a une nette
augmentation de la survie cellulaire et par une plus grande rapidité de réparation des CPD
causés par les rayons UV. Pour les rayons UVC, cette protection provient en partie de
I’absorption des rayons UVC par la metformine. De plus, la metformine influence
positivement différentes protéines impliquées dans la réparation des dommages a I’ADN
causés par tous les types d’UV. La présence de metformine augmente la présence de Htzl a
une zone d’hétérochromatine. En supprimant H7Z1 du génome, le taux de survie en présence
de metformine diminue. Ceci montre I’importance de Htz1 dans la protection apportée par la
metformine. Aussi, il y a une augmentation de la présence nucléaire de Rad14 en période de
repos lorsqu’en présence de metformine. Cette augmentation est encore plus significative suite
a I’exposition a des rayons UVA. En absence de Radl4, les levures ont de la difficulté a
survivre suite a I’exposition a des rayons UVA. Tous ces résultats confirment le fait que la

metformine apporte une protection contre les rayons UV.

Ces résultats étant particulierement prometteurs, il serait important de refaire ces
différents tests sur des cellules de mammiferes, et préférablement dans des cellules épithéliales
humaines. Alors, si les résultats dans des cellules épithéliales humaines reproduisent ceux faits
chez la levure, un nouveau type de protection apporté par la metformine sera confirmé. Il sera
aussi profitable de confirmer, dans des cellules de mammiferes, si I’AMPK est nécessaire pour
permettre la protection contre les rayons UVA grace a la metformine. La protection apportée
contre les rayons UVC et UVA aurait donc un impact majeur sur la sant¢ humaine en

réduisant les risques de cancer cutané (36).

De plus, si I’effet de la metformine est positif sur XPA, il serait alors intéressant
d’essayer de comprendre la raison pour laquelle il y a une plus grande présence de la protéine
Rad14/XPA au niveau du noyau. Effectivement, ce pourrait étre causé par une plus grande

expression du gene permettant de coder pour ces protéines. Il serait alors intéressant de
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comprendre si la metformine influence une voie de signalisation en amont de I’expression de

RADI4.

En conclusion, les études portant sur I’effet que posseéde la metformine sur la cellule
n’en sont qu’a leurs débuts. Et ce, probablement parce que le métabolisme de la metformine
n’est pas encore totalement compris. Alors, il est difficile de comprendre ou d’émettre de
nouvelles hypothéses sur les voies de signalisation qu’elle peut influencer. Pourtant, cette
molécule apparait posséder un grand potentiel de prévention contre le développement du
cancer. En s’inspirant de la littérature, démontrant une amélioration de la réparation des
dommages a ’ADN causé sur les UVB (39), ce projet de maitrise a démontré clairement
I’effet protecteur de la metformine contre les rayons UVC et contre les rayons UVA chez la
levure. Par conséquent, nous espérons fortement que nos résultats pourront inspirer d’autres

chercheurs vers de nouvelles études sur les bienfaits apportés a la cellule par la metformine.



6. Bibliographie



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.

104

Hermann, L.S. (1979) Metformin: a review of its pharmacological properties and
therapeutic use. Diabete Metab, S, 233-245.

Bailey, C.J. and Turner, R.C. (1996) Metformin. N Engl J Med, 334, 574-579.

Sterne, J. (1969) Pharmacology and mode of action of hypoglycaemic guanidine
derivatives, London.

Beckmann, R. (1971) Biguanide (Experimenteller Teil). Springer-Verlag ed.

Sterne, J. (1957) Innovations in antidiabetics. nn dimethylamine guanyl guanidine
[N.N.D.G.]. Maroc Med, 36, 1295-1296.

UKPDS. (1998) Effect of intensive blood-glucose control with metformin on
complications in overweight patients with type 2 diabetes (UKPDS 34). Lancet, 352,
854-865.

Klip, A. and Leiter, L.A. (1990) Cellular mechanism of action of metformin. Diabetes
Care, 13, 696-704.

Bailey, C.J. and Day, C. (2004) Metformin: its botanical background. Practical
Diabetes International, 21, 115-117.

Lashen, H. (2010) Role of metformin in the management of polycystic ovary
syndrome. Ther Adv Endocrinol Metab, 1, 117-128.

Velazquez, E.M., Mendoza, S., Hamer, T., Sosa, F. and Glueck, C.J. (1994) Metformin
therapy in polycystic ovary syndrome reduces hyperinsulinemia, insulin resistance,
hyperandrogenemia, and systolic blood pressure, while facilitating normal menses and
pregnancy. Metabolism, 43, 647-654.

He, L. and Wondisford, F.E. (2015) Metformin action: concentrations matter. Cel/
Metab, 21, 159-162.

Nordlie, R.C., Foster, J.D. and Lange, A.J. (1999) Regulation of glucose production by
the liver. Annu Rev Nutr, 19, 379-406.

Meyer, C., Stumvoll, M., Nadkarni, V., Dostou, J., Mitrakou, A. and Gerich, J. (1998)
Abnormal renal and hepatic glucose metabolism in type 2 diabetes mellitus. J Clin
Invest, 102, 619-624.

Foretz, M., Guigas, B., Bertrand, L., Pollak, M. and Viollet, B. (2014) Metformin:
from mechanisms of action to therapies. Cell Metab, 20, 953-966.

Gong, L., Goswami, S., Giacomini, K.M., Altman, R.B. and Klein, T.E. (2012)
Metformin pathways: pharmacokinetics and pharmacodynamics. Pharmacogenet
Genomics, 22, 820-827.

Andrzejewski, S., Gravel, S.P., Pollak, M. and St-Pierre, J. (2014) Metformin directly
acts on mitochondria to alter cellular bioenergetics. Cancer Metab, 2, 12.

Owen, M.R., Doran, E. and Halestrap, A.P. (2000) Evidence that metformin exerts its
anti-diabetic effects through inhibition of complex 1 of the mitochondrial respiratory
chain. Biochem J, 348 Pt 3, 607-614.

Hirst, J. (2013) Mitochondrial complex 1. Annu Rev Biochem, 82, 551-575.

Evans, J.M., Donnelly, L.A., Emslie-Smith, A.M., Alessi, D.R. and Morris, A.D.
(2005) Metformin and reduced risk of cancer in diabetic patients. BM.J, 330, 1304-
1305.

Suissa, S. and Azoulay, L. (2012) Metformin and the risk of cancer: time-related biases
in observational studies. Diabetes Care, 35, 2665-2673.



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

105

Suissa, S. and Azoulay, L. (2014) Metformin and cancer: mounting evidence against
an association. Diabetes Care, 37, 1786-1788.

Libby, G., Donnelly, L.A., Donnan, P.T., Alessi, D.R., Morris, A.D. and Evans, J.M.
(2009) New users of metformin are at low risk of incident cancer: a cohort study
among people with type 2 diabetes. Diabetes Care, 32, 1620-1625.

Mamtani, R., Pfanzelter, N., Haynes, K., Finkelman, B.S., Wang, X., Keefe, S.M.,
Haas, N.B., Vaughn, D.J. and Lewis, J.D. (2014) Incidence of bladder cancer in
patients with type 2 diabetes treated with metformin or sulfonylureas. Diabetes Care,
37, 1910-1917.

Yang, Y.X., Hennessy, S. and Lewis, J.D. (2004) Insulin therapy and colorectal cancer
risk among type 2 diabetes mellitus patients. Gastroenterology, 127, 1044-1050.
Patel, T., Hruby, G., Badani, K., Abate-Shen, C. and McKiernan, J.M. (2010) Clinical
outcomes after radical prostatectomy in diabetic patients treated with metformin.
Urology, 76, 1240-1244.

Bayraktar, S., Hernadez-Aya, L.F., Lei, X., Meric-Bernstam, F., Litton, J.K., Hsu, L.,
Hortobagyi, G.N. and Gonzalez-Angulo, A.M. (2012) Effect of metformin on survival
outcomes in diabetic patients with triple receptor-negative breast cancer. Cancer, 118,
1202-1211.

Lehman, D.M., Lorenzo, C., Hernandez, J. and Wang, C.P. (2012) Statin use as a
moderator of metformin effect on risk for prostate cancer among type 2 diabetic
patients. Diabetes Care, 35, 1002-1007.

Murtola, T.J., Tammela, T.L., Lahtela, J. and Auvinen, A. (2008) Antidiabetic
medication and prostate cancer risk: a population-based case-control study. 4m J
Epidemiol, 168, 925-931.

Li, D., Yeung, S.C., Hassan, M.M., Konopleva, M. and Abbruzzese, J.L. (2009)
Antidiabetic therapies affect risk of pancreatic cancer. Gastroenterology, 137, 482-
488.

Donadon, V., Balbi, M., Ghersetti, M., Grazioli, S., Perciaccante, A., Della Valentina,
G., Gardenal, R., Dal Mas, M., Casarin, P., Zanette, G. et al. (2009) Antidiabetic
therapy and increased risk of hepatocellular carcinoma in chronic liver disease. World
J Gastroenterol, 15, 2506-2511.

Sadeghi, N., Abbruzzese, J.L., Yeung, S.C., Hassan, M. and Li, D. (2012) Metformin
use is associated with better survival of diabetic patients with pancreatic cancer. Clin
Cancer Res, 18, 2905-2912.

Garrett, C.R., Hassabo, H.M., Bhadkamkar, N.A., Wen, S., Baladandayuthapani, V.,
Kee, B.K., Eng, C. and Hassan, M.M. (2012) Survival advantage observed with the use
of metformin in patients with type II diabetes and colorectal cancer. Br J Cancer, 106,
1374-1378.

Zhang, P., Li, H., Tan, X., Chen, L. and Wang, S. (2013) Association of metformin use
with cancer incidence and mortality: a meta-analysis. Cancer Epidemiol, 37,207-218.
Reddi, A., Powers, M.A. and Dellavalle, R.P. (2014) Therapeutic potential of the anti-
diabetic agent metformin in targeting the skin cancer stem cell diaspora. Exp Dermatol,
23, 345-346.



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

106

Chaudhary, S.C., Kurundkar, D., Elmets, C.A., Kopelovich, L. and Athar, M. (2012)
Metformin, an antidiabetic agent reduces growth of cutaneous squamous cell
carcinoma by targeting mTOR signaling pathway. Photochem Photobiol, 88, 1149-
1156.

Mitchell, D. (2006) Revisiting the photochemistry of solar UVA in human skin. Proc
Natl Acad Sci U S A, 103, 13567-13568.

de Laat, A., van der Leun, J.C. and de Gruijl, F.R. (1997) Carcinogenesis induced by
UVA (365-nm) radiation: the dose-time dependence of tumor formation in hairless
mice. Carcinogenesis, 18, 1013-1020.

Wheaton, W.W., Weinberg, S.E., Hamanaka, R.B., Soberanes, S., Sullivan, L.B.,
Anso, E., Glasauer, A., Dufour, E., Mutlu, G.M., Budigner, G.S. et al. (2014)
Metformin inhibits mitochondrial complex I of cancer cells to reduce tumorigenesis.
Elife, 3, €02242.

Wu, C.L., Qiang, L., Han, W., Ming, M., Viollet, B. and He, Y.Y. (2013) Role of
AMPK in UVB-induced DNA damage repair and growth control. Oncogene, 32, 2682-
2689.

Rattan, R., Graham, R.P., Maguire, J.L., Giri, S. and Shridhar, V. (2011) Metformin
suppresses ovarian cancer growth and metastasis with enhancement of cisplatin
cytotoxicity in vivo. Neoplasia, 13, 483-491.

Kato, K., Gong, J., Iwama, H., Kitanaka, A., Tani, J., Miyoshi, H., Nomura, K.,
Mimura, S., Kobayashi, M., Aritomo, Y. ef al. (2012) The antidiabetic drug metformin
inhibits gastric cancer cell proliferation in vitro and in vivo. Mol Cancer Ther, 11, 549-
560.

Cifarelli, V., Lashinger, L.M., Devlin, K.L., Dunlap, S.M., Huang, J., Kaaks, R.,
Pollak, M.N. and Hursting, S.D. (2015) Metformin and Rapamycin Reduce Pancreatic
Cancer Growth in Obese Prediabetic Mice by Distinct MicroRNA-Regulated
Mechanisms. Diabetes, 64, 1632-1642.

Zhou, G., Myers, R., Li, Y., Chen, Y., Shen, X., Fenyk-Melody, J., Wu, M., Ventre, J.,
Doebber, T., Fujii, N. et al. (2001) Role of AMP-activated protein kinase in
mechanism of metformin action. J Clin Invest, 108, 1167-1174.

Shaw, R.J., Lamia, K.A., Vasquez, D., Koo, S.-H., Bardeesy, N., DePinho, R.A.,
Montminy, M. and Cantley, L.C. (2005) The Kinase LKB1 Mediates Glucose
Homeostasis in Liver and Therapeutic Effects of Metformin. Science, 310, 1642-1646.
Zakikhani, M., Dowling, R., Fantus, 1.G., Sonenberg, N. and Pollak, M. (2006)
Metformin is an AMP kinase-dependent growth inhibitor for breast cancer cells.
Cancer Res, 66, 10269-10273.

Luo, Z., Zang, M. and Guo, W. (2010) AMPK as a metabolic tumor suppressor:
control of metabolism and cell growth. Future Oncol, 6, 457-470.

Kahn, B.B., Alquier, T., Carling, D. and Hardie, D.G. (2005) AMP-activated protein
kinase: Ancient energy gauge provides clues to modern understanding of metabolism.
Cell Metabolism, 1, 15-25.

Cerezo, M., Tichet, M., Abbe, P., Ohanna, M., Lehraiki, A., Rouaud, F., Allegra, M.,
Giacchero, D., Bahadoran, P., Bertolotto, C. et al. (2013) Metformin blocks melanoma



49.
50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.
59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

107

invasion and metastasis development in AMPK/p53-dependent manner. Mol Cancer
Ther, 12, 1605-1615.

ISO21348. (2007). International Organization for Standardization.

Millikan, R.A. (1916) A Direct Photoelectric Determination of Planck's "h". Physical
Review, 7, 355-388.

Epstein, J.H. and Wang, S.Q. (2015) Understanding UVA and UVB.
http://www.skincancer.org/prevention/uva-and-uvb/understanding-uva-and-uvb
Sinha, R.P. and Hader, D.P. (2002) UV-induced DNA damage and repair: a review.
Photochem Photobiol Sci, 1, 225-236.

Rochette, P.J., Therrien, J.P., Drouin, R., Perdiz, D., Bastien, N., Drobetsky, E.A. and
Sage, E. (2003) UVA-induced cyclobutane pyrimidine dimers form predominantly at
thymine-thymine dipyrimidines and correlate with the mutation spectrum in rodent
cells. Nucleic Acids Res, 31, 2786-2794.

Mouret, S., Baudouin, C., Charveron, M., Favier, A., Cadet, J. and Douki, T. (2006)
Cyclobutane pyrimidine dimers are predominant DNA lesions in whole human skin
exposed to UVA radiation. Proc Natl Acad Sci U S A, 103, 13765-13770.

Peak, M.J. and Peak, J.G. (1990) Hydroxyl radical quenching agents protect against
DNA breakage caused by both 365-nm UV A and by gamma radiation. Photochem
Photobiol, 51, 649-652.

Ravanat, J.L., Douki, T. and Cadet, J. (2001) Direct and indirect effects of UV
radiation on DNA and its components. J Photochem Photobiol B, 63, 88-102.

Tewari, A., Sarkany, R.P. and Young, A.R. (2012) UVAI Induces Cyclobutane
Pyrimidine Dimers but Not 6-4 Photoproducts in Human Skin In Vivo. J Invest
Dermatol, 132, 394-400.

Conconi, A. (2015) UV, NER and chromatin. http://www.conconilab.ca/projects/
Mardiros, A., Benoun, J.M., Haughton, R., Baxter, K., Kelson, E.P. and Fischhaber,
P.L. (2011) Rad10-YFP focus induction in response to UV depends on RAD14 in
yeast. Acta Histochem, 113, 409-415.

Prakash, S. and Prakash, L. (2000) Nucleotide excision repair in yeast. Mutat Res, 451,
13-24.

Malik, S., Chaurasia, P., Lahudkar, S., Durairaj, G., Shukla, A. and Bhaumik, S.R.
(2010) Rad26p, a transcription-coupled repair factor, is recruited to the site of DNA
lesion in an elongating RNA polymerase II-dependent manner in vivo. Nucleic Acids
Res, 38, 1461-1477.

Sugasawa, K. and Hanaoka, F. (2007) Sensing of DNA damage by XPC/Rad4: one
protein for many lesions. Nat Struct Mol Biol, 14, 887-888.

Giaever, G., Chu, A.M., Ni, L., Connelly, C., Riles, L., Veronneau, S., Dow, S.,
Lucau-Danila, A., Anderson, K., Andre, B. et al. (2002) Functional profiling of the
Saccharomyces cerevisiae genome. Nature, 418, 387-391.

Huh, W K., Falvo, J.V., Gerke, L.C., Carroll, A.S., Howson, R.W., Weissman, J.S. and
O'Shea, E.K. (2003) Global analysis of protein localization in budding yeast. Nature,
425, 686-691.

Tkach, J.M., Yimit, A., Lee, A.Y., Riffle, M., Costanzo, M., Jaschob, D., Hendry, J.A.,
Ou, J., Moftat, J., Boone, C. ef al. (2012) Dissecting DNA damage response pathways




66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

108

by analysing protein localization and abundance changes during DNA replication
stress. Nat Cell Biol, 14, 966-976.

Pelletier, J.N., Campbell-Valois, F.X. and Michnick, S.W. (1998) Oligomerization
domain-directed reassembly of active dihydrofolate reductase from rationally designed
fragments. Proc Natl Acad Sci U S A4, 95, 12141-12146.

Tarassov, K., Messier, V., Landry, C.R., Radinovic, S., Serna Molina, M.M., Shames,
I., Malitskaya, Y., Vogel, J., Bussey, H. and Michnick, S.W. (2008) An in vivo map of
the yeast protein interactome. Science, 320, 1465-1470.

Pelletier, J.N., Arndt, K.M., Pluckthun, A. and Michnick, S.W. (1999) An in vivo
library-versus-library selection of optimized protein-protein interactions. Nat
Biotechnol, 17, 683-690.

Schnell, J.R., Dyson, H.J. and Wright, P.E. (2004) Structure, dynamics, and catalytic
function of dihydrofolate reductase. Annu Rev Biophys Biomol Struct, 33, 119-140.
Schweitzer, B.1., Dicker, A.P. and Bertino, J.R. (1990) Dihydrofolate reductase as a
therapeutic target. FASEB J, 4, 2441-2452.

Appleman, J.R., Prendergast, N., Delcamp, T.J., Freisheim, J.H. and Blakley, R.L.
(1988) Kinetics of the formation and isomerization of methotrexate complexes of
recombinant human dihydrofolate reductase. J Bio/ Chem, 263, 10304-10313.

Remy, 1., Campbell-Valois, F.X. and Michnick, S.W. (2007) Detection of protein-
protein interactions using a simple survival protein-fragment complementation assay
based on the enzyme dihydrofolate reductase. Nature Protocols, 2, 2120-2125.
Michnick, S.W., Ear, P.H., Landry, C., Malleshaiah, M.K. and Messier, V. (2010) A
toolkit of protein-fragment complementation assays for studying and dissecting large-
scale and dynamic protein-protein interactions in living cells. Methods Enzymol, 470,
335-368.

Tosi, A., Haas, C., Herzog, F., Gilmozzi, A., Berninghausen, O., Ungewickell, C.,
Gerhold, C.B., Lakomek, K., Aebersold, R., Beckmann, R. ef al. (2013) Structure and
subunit topology of the INO80 chromatin remodeler and its nucleosome complex. Cell,
154, 1207-1219.

Gorynia, S., Bandeiras, T.M., Pinho, F.G., McVey, C.E., Vonrhein, C., Round, A.,
Svergun, D.I., Donner, P., Matias, P.M. and Carrondo, M.A. (2011) Structural and
functional insights into a dodecameric molecular machine - the RuvBL1/RuvBL2
complex. J Struct Biol, 176, 279-291.

Lopez-Perrote, A., Munoz-Hernandez, H., Gil, D. and Llorca, O. (2012)
Conformational transitions regulate the exposure of a DNA-binding domain in the
RuvBL1-RuvBL2 complex. Nucleic Acids Res, 40, 11086-11099.

Watanabe, S., Tan, D., Lakshminarasimhan, M., Washburn, M.P., Hong, E.J., Walz, T.
and Peterson, C.L. (2015) Structural analyses of the chromatin remodelling enzymes
INO80-C and SWR-C. Nat Commun, 6, 7108.

Saravanan, M., Wuerges, J., Bose, D., McCormack, E.A., Cook, N.J., Zhang, X. and
Wigley, D.B. (2012) Interactions between the nucleosome histone core and Arp8 in the
INOS8O0 chromatin remodeling complex. Proc Natl Acad Sci U S 4, 109, 20883-20888.



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

109

Gerhold, C.B., Winkler, D.D., Lakomek, K., Seifert, F.U., Fenn, S., Kessler, B., Witte,
G., Luger, K. and Hopfner, K.P. (2012) Structure of Actin-related protein 8 and its
contribution to nucleosome binding. Nucleic Acids Res, 40, 11036-11046.

Fenn, S., Breitsprecher, D., Gerhold, C.B., Witte, G., Faix, J. and Hopfner, K.P. (2011)
Structural biochemistry of nuclear actin-related proteins 4 and 8 reveals their
interaction with actin. EMBO J, 30, 2153-2166.

Shen, X., Mizuguchi, G., Hamiche, A. and Wu, C. (2000) A chromatin remodelling
complex involved in transcription and DNA processing. Nature, 406, 541-544.
Shimada, K., Oma, Y., Schleker, T., Kugou, K., Ohta, K., Harata, M. and Gasser, S.M.
(2008) Ino80 chromatin remodeling complex promotes recovery of stalled replication
forks. Curr Biol, 18, 566-575.

Sarkar, S., Kiely, R. and McHugh, P.J. (2010) The Ino80 chromatin-remodeling
complex restores chromatin structure during UV DNA damage repair. J Cell Biol, 191,
1061-1068.

Kawashima, S., Ogiwara, H., Tada, S., Harata, M., Wintersberger, U., Enomoto, T. and
Seki, M. (2007) The INO80 complex is required for damage-induced recombination.
Biochem Biophys Res Commun, 355, 835-841.

van Attikum, H., Fritsch, O., Hohn, B. and Gasser, S.M. (2004) Recruitment of the
INO8O0 complex by H2A phosphorylation links ATP-dependent chromatin remodeling
with DNA double-strand break repair. Cell, 119, 777-788.

Papamichos-Chronakis, M., Krebs, J.E. and Peterson, C.L. (2006) Interplay between
Ino80 and Swrl chromatin remodeling enzymes regulates cell cycle checkpoint
adaptation in response to DNA damage. Genes Dev, 20, 2437-2449.
Papamichos-Chronakis, M., Watanabe, S., Rando, O.J. and Peterson, C.L. (2011)
Global regulation of H2A.Z localization by the INO80 chromatin-remodeling enzyme
is essential for genome integrity. Cell, 144, 200-213.

Tsukuda, T., Fleming, A.B., Nickoloff, J.A. and Osley, M.A. (2005) Chromatin
remodelling at a DNA double-strand break site in Saccharomyces cerevisiae. Nature,
438, 379-383.

Tsukuda, T., Lo, Y.C., Krishna, S., Sterk, R., Osley, M.A. and Nickoloft, J.A. (2009)
INOS80-dependent chromatin remodeling regulates early and late stages of mitotic
homologous recombination. DNA Repair (Amst), 8, 360-369.

Jiang, Y., Wang, X., Bao, S., Guo, R., Johnson, D.G., Shen, X. and Li, L. (2010)
INO8O0 chromatin remodeling complex promotes the removal of UV lesions by the
nucleotide excision repair pathway. Proc Natl Acad Sci U S 4, 107, 17274-17279.
Czaja, W., Bespalov, V.A., Hinz, J.M. and Smerdon, M.J. (2010) Proficient repair in
chromatin remodeling defective ino80 mutants of Saccharomyces cerevisiae highlights
replication defects as the main contributor to DNA damage sensitivity. DNA Repair
(Amst), 9, 976-984.

Yu, Y., Deng, Y., Reed, S.H., Millar, C.B. and Waters, R. (2013) Histone variant Htz1
promotes histone H3 acetylation to enhance nucleotide excision repair in Htz1
nucleosomes. Nucleic Acids Res, 41, 9006-9019.



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

110

Kalocsay, M., Hiller, N.J. and Jentsch, S. (2009) Chromosome-wide Rad51 spreading
and SUMO-H2A.Z-dependent chromosome fixation in response to a persistent DNA
double-strand break. Mol Cell, 33, 335-343.

Keogh, M.C., Mennella, T.A., Sawa, C., Berthelet, S., Krogan, N.J., Wolek, A.,
Podolny, V., Carpenter, L.R., Greenblatt, J.F., Baetz, K. ef al. (2006) The
Saccharomyces cerevisiae histone H2A variant Htz1 is acetylated by NuA4. Genes
Dev, 20, 660-665.

Haber, J.E. (2012) Mating-type genes and MAT switching in Saccharomyces
cerevisiae. Genetics, 191, 33-64.

Mizuguchi, G., Shen, X., Landry, J., Wu, W.H., Sen, S. and Wu, C. (2004) ATP-driven
exchange of histone H2AZ variant catalyzed by SWR1 chromatin remodeling
complex. Science, 303, 343-348.

Xu, Y., Ayrapetov, M.K., Xu, C., Gursoy-Yuzugullu, O., Hu, Y. and Price, B.D.
(2012) Histone H2A.Z controls a critical chromatin remodeling step required for DNA
double-strand break repair. Mol Cell, 48, 723-733.

Meneghini, M.D., Wu, M. and Madhani, H.D. (2003) Conserved histone variant
H2A.Z protects euchromatin from the ectopic spread of silent heterochromatin. Cell,
112, 725-736.

Raisner, R.M., Hartley, P.D., Meneghini, M.D., Bao, M.Z., Liu, C.L., Schreiber, S.L.,
Rando, O.J. and Madhani, H.D. (2005) Histone variant H2A.Z marks the 5' ends of
both active and inactive genes in euchromatin. Cell, 123, 233-248.

Guzder, S.N., Sung, P., Prakash, L. and Prakash, S. (1993) Yeast DNA-repair gene
RAD14 encodes a zinc metalloprotein with affinity for ultraviolet-damaged DNA.
Proc Natl Acad Sci U S A, 90, 5433-5437.

Prakash, L. and Prakash, S. (1979) Three additional genes involved in pyrimidine
dimer removal in Saccharomyces cerevisiae: RAD7, RAD14 and MMS19. Mol Gen
Genet, 176, 351-359.

Aboussekhra, A. and Al-Sharif, I.S. (2005) Homologous recombination is involved in
transcription-coupled repair of UV damage in Saccharomyces cerevisiae. EMBO J, 24,
1999-2010.

Rodriguez, K., Talamantez, J., Huang, W., Reed, S.H., Wang, Z., Chen, L., Feaver,
W.J., Friedberg, E.C. and Tomkinson, A.E. (1998) Affinity purification and partial
characterization of a yeast multiprotein complex for nucleotide excision repair using
histidine-tagged Rad14 protein. J Biol Chem, 273, 34180-34189.

Guzder, S.N., Sung, P., Prakash, L. and Prakash, S. (1996) Nucleotide excision repair
in yeast is mediated by sequential assembly of repair factors and not by a pre-
assembled repairosome. J Biol Chem, 271, 8903-8910.

Volker, M., Mone, M.J., Karmakar, P., van Hoffen, A., Schul, W., Vermeulen, W.,
Hoeijmakers, J.H., van Driel, R., van Zeeland, A.A. and Mullenders, L.H. (2001)
Sequential assembly of the nucleotide excision repair factors in vivo. Mol Cell, 8, 213-
224,

Guzder, S.N., Sommers, C.H., Prakash, L. and Prakash, S. (2006) Complex formation
with damage recognition protein Rad14 is essential for Saccharomyces cerevisiae



107.

108.

109.

110.

I11.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

111

Rad1-Rad10 nuclease to perform its function in nucleotide excision repair in vivo. Mol
Cell Biol, 26, 1135-1141.

Messier, V., Zenklusen, D. and Michnick, S.W. (2013) A nutrient-responsive pathway
that determines M phase timing through control of B-cyclin mRNA stability. Cell, 153,
1080-1093.

Lee, S.E., Moore, J.K., Holmes, A., Umezu, K., Kolodner, R.D. and Haber, J.E. (1998)
Saccharomyces Ku70, mrel 1/rad50 and RPA proteins regulate adaptation to G2/M
arrest after DNA damage. Cell, 94, 399-409.

Amberg, D.C., Burke, D.J. and Strathern, J.N. (2006) Isolation of yeast genomic DNA
for southern blot analysis. CSH Protoc, 2006.

Aparicio, O., Geisberg, J.V., Sekinger, E., Yang, A., Moqtaderi, Z. and Struhl, K.
(2005) Chromatin immunoprecipitation for determining the association of proteins
with specific genomic sequences in vivo. Curr Protoc Mol Biol, Chapter 21, Unit 21
23.

Greinert, R., Volkmer, B., Henning, S., Breitbart, E.W., Greulich, K.O., Cardoso, M.C.
and Rapp, A. (2012) UVA-induced DNA double-strand breaks result from the repair of
clustered oxidative DNA damages. Nucleic Acids Research.

El-Bagary, R.I., Elkady, E.F. and Ayoub, B.M. (2011) Spectroflourometric and
spectrophotometric methods for the determination of sitagliptin in binary mixture with
metformin and ternary mixture with metformin and sitagliptin alkaline degradation
product. Int J Biomed Sci, 7, 62-69.

Mouret, S., Forestier, A. and Douki, T. (2012) The specificity of UVA-induced DNA
damage in human melanocytes. Photochem Photobiol Sci, 11, 155-162.

Mouret, S., Leccia, M.T., Bourrain, J.L., Douki, T. and Beani, J.C. (2011) Individual
photosensitivity of human skin and UV A-induced pyrimidine dimers in DNA. J Invest
Dermatol, 131, 1539-1546.

Algire, C., Moiseeva, O., Deschenes-Simard, X., Amrein, L., Petruccelli, L., Birman,
E., Viollet, B., Ferbeyre, G. and Pollak, M.N. (2012) Metformin reduces endogenous
reactive oxygen species and associated DNA damage. Cancer Prev Res (Phila), 5,
536-543.

Hedbacker, K. and Carlson, M. (2008) SNF1/AMPK pathways in yeast. Front Biosci,
13, 2408-2420.

Wilson, W.A., Hawley, S.A. and Hardie, D.G. (1996) Glucose repression/derepression
in budding yeast: SNF1 protein kinase is activated by phosphorylation under
derepressing conditions, and this correlates with a high AMP:ATP ratio. Curr Biol, 6,
1426-1434.

Mitchelhill, K.I., Stapleton, D., Gao, G., House, C., Michell, B., Katsis, F., Witters,
L.A. and Kemp, B.E. (1994) Mammalian AMP-activated protein kinase shares
structural and functional homology with the catalytic domain of yeast Snfl protein
kinase. J Biol Chem, 269, 2361-2364.

Woods, A., Munday, M.R., Scott, J., Yang, X., Carlson, M. and Carling, D. (1994)
Yeast SNF1 is functionally related to mammalian AMP-activated protein kinase and
regulates acetyl-CoA carboxylase in vivo. J Biol Chem, 269, 19509-19515.



120.

121.

112

Ghillebert, R., Swinnen, E., Wen, J., Vandesteene, L., Ramon, M., Norga, K., Rolland,
F. and Winderickx, J. (2011) The AMPK/SNF1/SnRK1 fuel gauge and energy
regulator: structure, function and regulation. FEBS J, 278, 3978-3990.

Wade, S.L., Poorey, K., Bekiranov, S. and Auble, D.T. (2009) The Snfl kinase and
proteasome-associated Rad23 regulate UV-responsive gene expression. EMBO J, 28,
2919-2931.



113



