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Résumé

La transmission des chromosomes lors des divisions nucléaires repose sur un ensemble
de mécanismes conservés. L'instabilité chromosomique est un moteur de 'oncogenese.
Comprendre les mécanismes moléculaires qui assurent une transmission fidele de
I'information génétique est donc un enjeu de santé humaine. La condensation mitotique
des chromosomes est I'un de ces mécanismes. Parmi les facteurs clefs de ce mécanisme,
on trouve les complexes condensines. Ces complexes sont des ATPases chromosomiques
ubiquitaires, indispensables a cette condensation. L’association des condensines a la
chromatine est nécessaire a la condensation mitotique. Cependant, les mécanismes par
lesquels ces complexes s’associent aux chromosomes et contribuent a leur condensation
de fagon régulée sont mal compris. Ceci est di en partie au fait que nous ne connaissons
pas I'ensemble des facteurs impliqués dans ce processus. L’objectif de ma these était
d’identifier et de caractériser des facteurs de condensation encore inconnus collaborant
avec condensine chez la levure Schizosaccharomyces pombe. Par un crible génétique,
nous avons recherché des mutants viables lorsque condensine est completement
fonctionnelle mais morts lorsque condensine est partiellement défective. Nous avons
ainsi identifié 7 protéines jusqu’alors jamais décrites comme impliquées dans la
condensation mitotique des chromosomes. Parmi ces protéines, nous avons identifié des
facteurs impliqués dans le remodelage de la chromatine, liés a la transcription et Gcn5,
une histone acétyl-transférase trés conservée, connue pour son réle de co-activateur de
la transcription. Gen5 s’associe a la chromatine au niveau des promoteurs des génes ou
elle acétyle principalement les histones H3K9, H3K14 et H3K18. Sa présence au niveau
des promoteurs est directement corrélée avec le niveau de transcription des genes
correspondants. Bien que la majorité de la chromatine soit déacétylée et que la présence
de Gen5 réduite au niveau des chromosomes en mitose, des traces de H3K9 acétylée
persiste au niveau de certains promoteurs. Nos résultats suggerent que cette acétylation

persistante est nécessaire au recrutement de condensine a la chromatine.

13



Duplication de
I’ADN

Chromosomes a une

chromatide Cohésion des

chromatides soeurs

1 cycle cellulaire

Quantité d’ADN/cellule
(0]
[y

| Y ) Temps

T
Interphase

®

Chromosomes a
deux chromatides

Condensation mitotique des chromosomes
et ségrégation des chromatides sceurs pour
obtenir deux cellules filles identiques

Figure 1. Représentation schématique du cycle cellulaire.



Chapitre I : Introduction Générale

I- La mitose

Chez les eucaryotes, le cycle cellulaire est divisé en quatre phases successives, G1, S, G2
et M. Les phases G1, S et G2 (G pour Gap, S pour Synthese) constituent
I'interphase. Pendant les phases d’intervalles G1 et G2, les cellules se préparent pour les
phases S et M (Mitose), respectivement. La phase S se caractérise par la duplication de
I’ADN et I’établissement de la cohésion entre les chromatides sceurs, et la phase M par la
condensation des chromosomes et la séparation des chromatides sceurs. Les
chromosomes subissent ainsi quatre changements structuraux majeurs au cours du
cycle cellulaire : la duplication, la cohésion, la condensation mitotique et la séparation

des chromatides sceurs (Figure 1).

A. Description cytologique

En 1882, W. Flemming publie ses travaux décrivant pour la premiere fois la mitose (ou
division nucléaire indirecte) dans le livre Zellsubstanz, Kern und Zelltheilung (Substance
cellulaire, noyau et division cellulaire). Il observe la formation de segments
filamentaires nucléaires qui se divisent en deux lots entrainés dans des directions
opposées, puis répartis dans les deux cellules filles pendant la division cellulaire. Il
nomme ces segments chromosomes (Paweletz 2001).

La mitose, du grec mitos : filament, est le processus au cours duquel une cellule se divise
pour produire deux cellules filles ayant chacune le méme patrimoine génétique que la
cellule mere. Elle se compose de cinq étapes: prophase, prométaphase, métaphase,
anaphase et télophase. Ces étapes sont illustrées dans la figure2. Elles ont été décrites

chez les eucaryotes par McIntosh et McDonald (McIntosh et McDonald 1989).
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1. Laprophase

La mitose débute avec la prophase, ou les fibres de chromatine interphasique se
condensent et se réorganisent pour former des chromosomes individualisés. Les
microtubules cytoplasmiques sont dépolymérisés. Les deux centrosomes fréres migrent
vers les poles opposés de la cellule et émettent des microtubules dans toutes les

directions.

2. Laprométaphase

La prométaphase est généralement marquée par la rupture de I'enveloppe nucléaire et
'attachement des chromosomes aux microtubules via leurs kinétochores. Chez certaines
espéces fongiques dont les levures, il n’y a pas de rupture de I'enveloppe nucléaire. Le
fuseau mitotique s’assemble alors dans le noyau.

En prométaphase, les chromosomes apparaissent sous la forme de deux chromatides
sceurs (résolution des chromatides sceurs) maintenues associées sur toute leur longueur
(cohésion des chromatides sceurs). Un complexe protéique transitoire, appelé
kinétochore, est assemblé au niveau des centromeres. C’est par son intermédiaire que
les microtubules accrochent les chromosomes. Chaque chromatide sceur possede un
kinétochore frere. Et chacun des kinétochores freéres capture les extrémités positives des
microtubules. Si un kinétochore interagit avec des microtubules provenant d'un des
deux poles opposés, son kinétochore frere interagit avec les microtubules provenant du
pole opposé. Les chromosomes sont ainsi attachés de fagcon bilatérale au fuseau
mitotique, on parle d’attachement bi-orienté ou bilatéral des chromosomes. Les
microtubules associés aux kinétochores sont qualifiés de microtubules kinétochoriens ;
ces microtubules sont orientés, avec leur extrémité positive ancrée au kinétochore et

leur extrémité négative ancrée au centrosome.

3. La métaphase

Apres une série d’oscillations, les chromosomes s’alignent selon I'axe équatorial du
fuseau, formant la plaque métaphasique. Ce mouvement est dii aux forces exercées par

les microtubules kinétochoriens tendant a séparer les centromeres qui s’opposent a la
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cohésion des chromatides sceurs. Les chromosomes sont alors parfaitement structurés

et hautement condensés.

4. L’anaphase

La transition métaphase-anaphase est marquée par la séparation des chromatides
sceurs (anaphase A) et I’élongation du fuseau (anaphase B). L’anaphase B ne commence
pas forcément apres 'anaphase A, un chevauchement temporel des deux évenements est
possible. Au cours de I'anaphase A, la cohésion des chromatides sceurs est rompue et les
extrémités positives des microtubules kinétochoriens dépolymérisent; ce qui engendre
la traction des chromatides sceurs vers les pdles opposés. Au cours de 'anaphase B, le

fuseau s’allonge augmentant la distance entre les deux lots de chromosomes.

5. Latélophase

La télophase marque la fin de la mitose, le fuseau se désassemble, les chromosomes
décondensent et les noyaux se reforment. Parallelement, la cytokineése (division du
cytoplasme) se déroule ol un anneau contractile se resserre progressivement et conduit

a la séparation des deux cellules filles.

B. Régulation biochimique

Deux grandes classes de protéines régulent le cycle cellulaire : les protéines Cdk (cycline
dependent kinase) et leurs phosphatases antagonistes. Les protéines Cdk forment des
hétérodimeres associées aux cyclines, constituant les sous unités régulatrices des Cdk.
Les différentes combinaisons cycline-Cdk déterminent les protéines cibles. Associée a
une cycline, une protéine Cdk phosphoryle des protéines spécifiques a un moment
donné du cycle cellulaire afin de permettre la progression des cellules d’'une phase du
cycle cellulaire vers une autre phase. Les Cdk sont constitutivement exprimées alors que

les cyclines sont synthétisées a des étapes spécifiques du cycle cellulaire puis

rapidement dégradées (Nurse 2000). L’activation du complexe cycline-Cdk dépend
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également du niveau de phosphorylation de la sous unité Cdk, lequel est déterminé par

les kinases Weel/Myt1 et la phosphatase Cdc25.

1. Entrée en mitose

L’entrée en mitose est provoquée par l'activation du complexe MPF (Maturation
Promoting Factor) composé de Cdkl-cycline B (Cdc2-Cdcl3 chez S. pombe). Cdk1
s’associe a la cycline B en interphase (phase S/G2) mais le complexe formé est inactif car
la sous unité Cdkl est inhibée par des phosphorylations inhibitrices sur les résidus
thréonine 14 et tyrosine 15 déposées par la protéine Weel/Myt1 (Lindqvist, Rodriguez-
Bravo, et Medema 2009). L’activation du MPF est induite par la déphosphorylation de
ces deux résidus par la phosphatase Cdc25 et la phosphorylation de la thréonine 161 par
I'enzyme CAK (Cdk activating kinase) (Figure 3). Le MPF actif initie alors la mitose en
agissant positivement sur la condensation des chromosomes, la rupture de I'enveloppe
nucléaire, I'activité de nucléation des centrosomes et le changement de dynamique des

microtubules. L’activité du MPF est maintenue jusqu’en anaphase (Clute et Pines 1999).

2. Sortie de mitose

Lorsque que tous les chromosomes sont bi-orientés, '’APC/CCd<20 (anaphase-promoting
complex/cyclosome) ubiquitile la cycline B, laquelle est alors adressée au protéasome
afin d’étre dégradée. La dégradation de la cycline B déclenche la sortie de mitose. Cet
événement est contr6lé par un point de controle appelé SAC (spindle assembly
checkpoint) que je décris dans le chapitre I-I-B-3 «notion de point de controle». La sortie
de mitose est marquée par deux évenements : la dissociation des chromatides sceurs et
la dégradation du MPF (Figure 4).

La séparase est I'enzyme qui induit la disjonction de chromatides sceurs en clivant les
anneaux de cohésines au niveau de leur sous unité kleisine (Figure 4A). L’action de la
séparase est déclenchée par la dégradation de sa protéine chaperonne inhibitrice,

appelée la sécurine, et la perte d’'une phosphorylation inhibitrice sur le résidu sérine
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1126 créée par le MPF (Stemmann et al. 2001). Lors de la transition
métaphase/anaphase, '’APC/CCd<20 induit la destruction de la sécurine, ce qui libére la
séparase (Figure 4B).La séparase clive les cohésines, éliminant la cohésion et
déclenchant la séparation des chromatides sceurs. L’APC/CCd<20 induit également la
destruction de la cycline B (Figure 4B), ce qui élimine la phosphorylation de la séparase
(Stemmann et al. 2001) et augmenterait son activité protéolytique.

L’inactivation du MPF entraine induit la sortie de la mitose. Les substrats de Cdk1 sont
déphosphorylés par des sérine/thréonine phosphatases, telles que PP1 et PP2A dans les
cellules humaines (De Wulf, Montani, et Visintin 2009). Chez S. cerevisiae, la protéine
Cdc14 est également impliquée dans la sortie de mitose (Bardin et Amon 2001;
Stegmeier et Amon 2004). Cdcl4 est séquestrée dans le nucléole, et éloignée de ses
substrats, jusqu’en fin de métaphase. En début d’anaphase, son activation est contrélée
par le systeme FEAR (fourteen early anaphase release) qui lui donne accés au
nucléoplasme afin de déphosphoryler les substrats de Cdk1. Puis en milieu d’anaphase,
elle est contrélée par le systeme MEN (mitotic exit network) pour la complétion de la
cytokinese (Weiss 2012). L’absence de Cdc14 induit un arrét du cycle cellulaire en
télophase. Cependant l'utilisation d’inhibiteur de Cdkl permet de lever cet arrét.
Néanmoins, dans ce cas, la cellule fille ne se sépare pas de la cellule mere. La voie MEN a
un roéle essentiel dans la cytokinese. Chez S. pombe, I'équivalent du systeme MEN est le
systéme SIN (septation initiation network) qui contréle la protéine Flp1 (orthologue de
Cdc14) impliquée dans la formation de l'anneau contractile lors de la cytokinese

(Bedhomme et al. 2008).

3. Notion de points de controle

3.1 Le SAC (Spindle Assembly Checkpoint)

L'attachement correct des chromosomes au fuseau mitotique est indispensable au
déclenchement de 1'anaphase. L'inspection de cet attachement représente un point de
controOle important au cours de la mitose.

Un point de controle appelé le SAC, pour spindle assembly checkpoint, inhibe I’entrée en

anaphase tant que l'attachement des chromosomes au fuseau n’est pas correct (Figure 5,
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attachement amphitélique). Le SAC se compose essentiellement des protéines Mad
(mitotic arrest deficient) et Bub (budding uninhibited by benzimidazole) telles que
Mad1, Mad2, Mad3 (BUBR1 chez I'Homme), Bub1 et Bub3. En prométaphase, toutes les
protéines du SAC et Cdc20 sont localisées au niveau des kinétochores non attachés.
Cdc20 se lie a Mad2, BubR1 et Bub3 formant le complexe MCC (mitotic checkpoint
complex) (Musacchio et Salmon 2007). Le MCC s’associe a ’APC/C inhibant son activité
de poly-ubiquitinylation. L’activation de I’APC/C nécessite le désassemblage du MCC.
Lorsque tous les chromosomes sont bi-orientés, les protéines du SAC se dissocient des
kinétochores, libérant Cdc20 qui peut alors activer 'APC/C pour I'entrée en anaphase.

Le SAC est maintenu activé tant que tous les kinétochores ne sont pas attachés au fuseau
et qu’il n'y a pas de tension entre les kinétochores freres, comme c’est le cas pour un
attachement mono-orienté. Il en existe deux types (Figure 5): l'attachement
monotélique, stade intermédiaire ou un seul kinétochore frére est relié aux
microtubules issus d'un méme centrosome ; et I'attachement syntélique, attachement
aberrant ou les deux kinétochores freres sont attachés aux microtubules provenant d’'un
méme centrosome. Cependant les attachements aberrants bi-orientés, dits mérotéliques
(Figure 5, ligne du bas), ou un kinétochore frere est attaché aux deux pdles, ne sont pas
détectés par le SAC. C’est la protéine kinase Aurora B qui joue un réle essentiel dans la
correction de ces attachements. En 'absence de tension entre les kinétochores freres
(syntélie ou mérotélie), Aurora B phosphoryle les protéines du kinétochore de fagon a
déstabiliser l'attachement des microtubules kinétochoriens (Gregan et al. 2011).
Lorsque I'attachement est correct (amphitélique), les microtubules exercent une force
qui tend a séparer les centromeres. La cohésion des chromatides sceurs s’oppose a cette
force, la tension est générée, 'attachement est stabilisé et I'inhibition par Aurora B est

levée.
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Figure 6. Réprésentation schématique des points de contréles de 'achevement de la cytokineése.

A. Point de controle NoCut chez la levure S. cerevisiae. La présence de chromatine trainante sur la plaque équatoriale
est détectée par Ipll via I'acétylation de la chromatine. D’aprés (Mendoza et al. 2009). B. Point de contrdle de
I'abscission chez les vertébrés. Si I'activité de Aurora B est trop rapidement diminuée, il n’y aura pas d’abscission mais

la sortie de mitose a quand méme lieu, on obtient ainsi une cellule binucléée. D’apres (C.-T. Chen, Hehnly, et Doxsey
2012).



3.2 Le point de controle « NoCut »

Chez S. cerevisiae, Norden et al. ont mis en évidence l'existence d'un point de
surveillance qu’ils ont nommé le « NoCut », controlant I'achevement de la cytokinese. La
présence de chromatine trainante au niveau de la zone médiane du fuseau en fin
d’anaphase retarde la cytokinese afin de prévenir toutes cassures de chromosomes
(Norden et al. 2006). Le « NoCut » permet de retarder la cytokinése mais n’induit pas
I'arrét du cycle. Les protéines impliquées dans le « NoCut» sont la protéine kinase
Ipl1/Aurora B et les ARP (anilin-related proteins) Boil et Boi2 (Norden et al. 2006;
Mendoza et al. 2009). Les data suggerent que la protéine Ahcl, une sous unité du
complexe ADA, acétyle la chromatine présente au niveau de la plaque équatoriale du
fuseau. Cette acétylation sert de signal a Ipl1 pour détecter la présence de chromatine
trainante en anaphase. La présence de chromatine trainante active Ipl1 et I'activation de
Ipl1 est requise a 'export de Boil et Boi2 du noyau vers le sillon de clivage pour inhiber
la complétion de I'abscission (Figure 6A).

Au contraire chez la levure S. pombe, la cytokinése semble s’opérer indépendamment de
la présence d’un défaut au niveau de la plaque équatoriale du fuseau mitotique. Ainsi le
phénotype « Cut», ou les chromosomes non ségrégés sont coupés a la suite de la
cytokinese, est tres souvent observable dans un grand nombre de mutants de
condensation de chromosomes. Cependant, dans les cellules HeLa, DT40, et les cellules
embryonnaires de C. elegans , ce point de contréle semble conservé (Steigemann et al.
2009; Bembenek et al. 2013). Chez ces dernieres, il est appelé point de contréle de
I'abscission, il fait intervenir les protéines kinases Aurora B et Polo et recrute la
machinerie ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport) et la protéine
MLK1 (mitotic kinesin-like 1) pour accomplir I'abscission (Figure 6B); (C.-T. Chen,
Hehnly, et Doxsey 2012). Des expériences menées dans les cellules embryonnaires de C.
elegans suggerent que le complexe condensine I, présent au niveau du plan de clivage,
pourrait prendre part au point de controle de I'abscission au travers d’'un mécanismes

qui reste a élucider (Bembenek et al. 2013). Toutefois, il est a noter que l'existence du
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point de contrdle de cytokinese (NoCut) est sujette a controverses. Notamment, de
récents travaux réalisés chez S. cerevisiae remettent en question la présence du
« NoCut » et le role des condensine I dans ce point de contrdle (Cuylen et al. 2013).
Cuylen et al. montrent que les cellules accomplissent leur cytokinese indépendamment
d’'un probleme de migration des chromosomes engendré par une altération du complexe
condensine, un défaut de cohésion ou par I'inactivation de la topoisomérase II. Un réle

pour condensine [ dans la surveillance de la sortie de mitose reste donc sujet a caution.

II- La chromatine, une structure dynamique

A. Assemblage du nucléosome

La chromatine a été découverte par W. Flemming dans les années 1880. C’est la forme
sous laquelle se trouve le matériel génétique dans le noyau des cellules eucaryotes. Elle
se compose d’ADN, de protéines histones et non-histones. La stoechiométrie ADN-

histone est de 1 :1 en masse.

1. Description du nucléosome

Le nucléosome, de 11 nm de diametre, est 'unité fondamentale de la chromatine. Il est
composé du NCP (nucleosome core particule) et d’'une région internucléosomique (ADN
de liaison et histone H1) comprenant environ 200 pb d’ADN. Le NCP, dont la structure
est trés conservée, est composée de 146 pb d'ADN enroulées (1,7 fois) autour d'un
octamere d’histones composé de deux copies des histones H3, H4, H2A et H2B.

Le nucléosome se divise en 4 dimeres d’histones: 2 dimeres H3-H4 qui forment le
tétramere (H3-H4), auxquels viennent s’associer 2 dimeres H2A-H2B via des
interactions entre les histones H2B et H4 (Figure7A)(K Luger et al. 1997). Les histones
H3, H4, H2A et H2B sont des protéines d’environ 15 kDa, tres basiques et hautement
conservées au cours de I'évolution. Elles sont dotées d'un domaine globulaire central
caractérisé par la présence d’'un motif HFD (histone fold domain) (Arents et al. 1991) qui

permet la dimérisation avecles protéines possédant un HFD. Ce domaine central est
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flanqué d’'une queue N-terminale de 15-45 résidus et C-terminale beaucoup plus courte.
L’octamere d’histones dans un nucléosome est composé en moyenne de 220 résidus
chargés positivement (lysine et arginine) et 74 résidus chargés négativement (acide
aspartique et acide glutamique).

Une 5¢ histone est accolée au NCP : I'histone H1, également appelée 'histone de liaison.
Les histones de classe H1 sont basiques et possedent un domaine central globulaire tres
conserve et des extrémités N-terminale et C-terminale tres variables. Le NCP associé a
I’histone H1 est appelé chromatosome. L'histone H1 s’associe a 40-70 pb d’ADN dit de
liaison constituant ainsi la région internucléosomique. Elle se localise au niveau de
I’ADN entrant et sortant du NCP. Elle induit le rapprochement des ADN entrant et
sortant du NPC, limitant leur mouvement et scellant ainsi le complexe nucléoprotéique
(Over et Michaels 2014).

Il est a noter que les histones de levures sont divergentes de celle des mammiferes
(Baxevanis et Landsman 1998). En effet chez S. pombe, la queue N-terminale des
histones du NPC est moins riche en résidus lysine, engendrant moins de charges
positives et I'histone de liaison au niveau des régions internucléosomiques est absente.
Les régions internucléosomiques, d’'une longueur de 4 a 5 pb, sont beaucoup plus
courtes que chez les autres eucaryotes (Moyle-Heyrman et al. 2013). Quant a la levure S.
cerevisiae, il existe une histone de liaison de type H1, appelée Hhol et dite « non
classique », qui joue un role similaire a I'histone H1 dans la compaction et la structure de

la chromatine (Georgieva et al. 2012).

2. Assemblage de novo

Au cours de la réplication, les nucléosomes sont dissociés transitoirement de la
chromatine au passage de la fourche de réplication et puis aussitét réassemblés. D’une
part, les histones parentales sont recyclées et transférées sur 'ADN répliqué. D’autre
part, des histones nouvellement synthétisées seront incorporées a la chromatine pour
reformer des nucléosomes. L’assemblage des nucléosomes requiérent des protéines
chaperonnes (Figure 7A); (Polo et Almouzni 2006). Avant d’étre associée a I’ADN,
I’histone H3, ou ses variants, sous forme hétérodimérique avec I'’histone H4, est associée
aux histones chaperonnes CAF-1 (chromatin factor-1) ou HIRA (histone regulator A) et

ASF1 (anti-silencing function-1). De méme, l'organisation des nucléosomes est
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transitoirement changée lors du passage de '’ARN polymérase II (ARN Pol II) au cours de
la transcription ou lors de réponse aux dommages a I’ADN.

ASF1 est nécessaire a la formation de I'hétérotétramere (H3-H4)». Lors de la réplication,
ASF1 intervient dans le recyclage du tétramere (H3-H4): présent dans la fibre de
chromatine, via son recrutement par l'hélicase MCM2-7 (Gurard-Levin, Quivy, et
Almouzni 2014) et dans l'assemblage de novo d’un tétramere (H3-H4), Cet assemblage
peut étre réalisé entierement a partir d’histones néosynthétisées, ou en y incorporant
des histones parentales (Polo et Almouzni 2006). Toujours pendant la réplication, le
complexe CAF-1, récruté par PCNA (proliferating cell nuclear antigen), est spécialisé
dans le dépot du tétramere variant (H3.1-H4)2 sur ’ADN. Le complexe HIRA, lui, dépose
le tétramere (H3.3-H4)2 au niveau des régions du génome généralement pauvres en
nucléosomes, comme certains élément régulateurs de genes (Gurard-Levin, Quivy, et
Almouzni 2014). Au niveau des télomeres, le tétramere (H3.3-H4). est déposé via les
protéines chaperonnes DAXX. Quant aux centromeres, c’est le tétramere (CENP-A-H4):
qui s’associe a I’ADN via les protéines HJURP (Holliday junction recognition protein)
(Gurard-Levin, Quivy, et Almouzni 2014). Les activités HIRA, DAXX et HJURP sont
indépendantes de la réplication.

Les dimeres H2A-H2B, associés aux protéines chaperonnes Nap1 (nucleosome assembly
protein1) ou FACT (facilitates chromatine transcription), sont rapidement associés aux
tétrameres (H3-H4); pour former les nucléosomes. La dissociation de ce dimere est
nécessaire pour le passage de ’ARN pol II au cours de la transcription. Ainsi au cours du
cycle cellulaire, la dissociation et I'association des nucléosomes sont des processus tres

dynamiques afin de pouvoir répondre aux besoins cellulaires.

B. Les niveaux d’organisation de la chromatine

1. Fibrede 11 nm

La structure primaire de la chromatine, parfois nommée structure en collier de perle,
observée in vitro par cristallographie aux rayons X, constitue le premier degré de
compaction de I’ADN (Olins et Olins 2003). Elle est composée de nucléosomes séparés
par les régions internucléosomiques formant une fibre de 11 nm de diameétre. L’ADN nu,

de 2nm de diametre, est chargé négativement et interagit avec I'octamere d’histones
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chargées positivement. Sur 200 pb, 'ADN comporte 400 résidus phosphates
négativement chargés. Pour chaque nucléosome, environ la moitié de la chromatine est
neutralisée par ces résidus phosphates, et 'autre moitié est neutralisée par la présence
d’autres facteurs, comme les histones H1, les cations et autres protéines chargées
positivement. L'organisation de ce nucléofilament varie en fonction de la séquence
d’ADN, des modifications post-traductionnelles des histones, et des protéines non-
histones présentes sur la chromatine. Ces conditions définissent les structures
secondaire (fibre de 30 nm de diametre) et tertiaire (degré de compaction supérieur) de

la chromatine (Figure 7B)

L’histone H1 est nécessaire pour la compaction du nucléo-filament en fibre de 30 nm de
diametre (Thoma, Koller, et Klug 1979). Sous microscope électronique, les fibres de 30
nm apparaissent comme des structures hélicoidales composées de 6 nucléosomes par
tour. Sous cette forme, ’ADN est compacté environ 40 fois par rapport a sa dimension
linéaire. Concernant la conformation de la fibre de 30 nm, deux modéles s’affrontent : le
modeéle solénoide et le modeéle en zigzag (Figure7C)(Maeshima, Hihara, et Eltsov 2010).
Dans le modéle solénoide, le nucléo-filament s’enroule et forme une structure
hélicoidale, en surface de laquelle les nucléosomes consécutifs sont adjacents. Dans le
modele zigzag, le nucléofilament adopte une forme de zigzag ou les nucléosomes
consécutifs sont alternativement d’'un coté et de l'autre de la fibre, formant ainsi une
double hélice. Les fibres de 30 nm seraient ensuite repliées en structure d’ordre
supérieur pour aboutir au chromosome métaphasique, qui constituerait le plus haut
niveau de compaction de '’ADN (Figure7B).

Il semblerait que les deux conformations - solénoide ou zigzag - dépendent des
conditions utilisées in vitro. De plus, la présence de la fibre de 30 nm in vivo a été remise
en cause (Karolin Luger, Dechassa, et Tremethick 2012). L'ensemble des analyses
réalisées par cryo-EM (cryo- electron microscopy) suggere que la fibre de 30 nm n’est
pas présente in vivo et que le chromosome mitotique serait constitué d’'un réseau dense
fibres de 11 nm (polymer melt) (Maeshima et al. 2014). Les résultats obtenus par la
technique de SAXS (small-angle X-ray scattering) suggérant la présence de fibres de 30
nm in vivo se sont avérés étre des artefacts causés par l'association des ribosomes a la

chromatine (Maeshima et al. 2014). De méme, les analyses réalisées par USAXS (ultra-
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small-angle X-ray scattering) sont en accord avec I'’hypothese d'une structure de
chromatine interphasique et mitotique fondée sur I'enchevétrement de fibres de 11 nm,

et non de 30 nm (Maeshima et al. 2014).

2. Euchromatine et hétérochromatine

En interphase, la chromatine nucléaire s’organiserait sous forme de domaines compacts
constitués de fibres de 11 nm repliées de fagon irréguliere, et ces domaines seraient
interconnectés par des zones de chromatine moins compacte (Maeshima et al. 2014).
Deux grands types de chromatine ont été définis selon leurs propriétés structurales et
fonctionnelles. L’hétérochromatine correspond a une forme compacte de la chromatine,
qui ne décondense pas en fin de mitose. L'’euchromatine, au contraire correspond a une
forme de la chromatine qui décondense et se déploie en interphase. Les régions
d’hétérochromatine se situent au niveau des centromeres et des télomeres, et au niveau
de régions pauvres en genes et de régions constituées de séquences répétées.
L’euchromatine, quant a elle, se situe au niveau des bras de chromosomes et au niveau
de régions riches en génes (séquences uniques). Ainsi les régions d’hétérochromatine
sont tres condensées et peu sensibles aux recombinaisons méiotiques, en contraste avec
I'euchromatine. Cette derniére est permissive a la transcription. Hétérochromatine et
euchromatine sont associées a des modifications post-traductionnelles des histones qui

leur sont propres (cf Chapl-IC1 « modification de la chromatine »).

La chromatine est une structure nucléoprotéique complexe qui contient I'information
génétique et controdle les fonctions cruciales du génome. C’est une structure dynamique
qui se réorganise en permanence pendant la réplication, la transcription, la réparation,
la recombinaison et la condensation des chromosomes. Elle posséde des fonctions
essentielles comme compacter I’ADN, organiser les territoires chromosomiques, séparer
les fonctions chromosomiques (télomeres, centromeres), et moduler 'accessibilité de

I’ADN.
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3. Structure du chromosome mitotique

L’assemblage du chromosome métaphasique, classiquement représenté sous la forme
d'un X, demeure une énigmatique pour la biologie. Paulson et Laemmli ont extrait les
histones associées de chromosomes mitotiques isolés en placant ces derniers dans des
solutions de forte force ionique ou riche en polyanions. Ils ont observé un squelette
protéique en forme X duquel émanait un halo de boucles d'ADN (Paulson and Laemmli,
1977). De ces observations, et d’autres, est né le modele selon lequel le chromosome
mitotique serait constitué d’'un squelette protéique sur lequel viendraient s’ancrer des
boucles de chromatine (Marsden et Laemmli 1979), via des séquences SAR (scaffold
attachment regions), riches en A-T (Saitoh et Laemmli 1994). Dans ce modele, les
boucles radiales de 50 a 100 kb seraient formées a partir des fibres de 30 nm guidées
par des protéines non histones interagissant spécifiquement avec I’ADN. Un second
modele propose, au contraire, un repliement hiérarchique des fibres de chromatine ou
formation du chromosome ne dépend pas d’un squelette protéique mais résulte plutot
d’enroulements hélicoidaux et de repliements successifs (Belmont et Bruce 1994).

Des expériences de micromanipulation des chromosomes suggerent la présence d’
d’enroulements et de repliements de chromatine (Kireeva et al. 2004). De plus, des
mesures d’élasticité de chromosomes mitotiques isolés et maintenus entre deux
micropipettes indiquent qu’'un chromosome mitotique peut étre étiré jusqu’a plusieurs
fois sa taille normale et ensuite revenir a ses dimensions initiales (Poirier et al. 2000).
En revanche, une pulvérisation de nucléase sur ces chromosomes mitotiques
isolés entraine une perte de I’élasticité (Poirier et Marko 2002; Belmont 2002). Ces
observations s’accordent mal avec I'’hypothése d'un squelette chromosomique rigide.
Pourtant, les protéines topoisomérase II et les complexes condensines, essentiels a la
condensation mitotique des chromosomes, sont enrichis le long de I'axe longitudinal de
chaque chromatide sceur, rappelant la structure du squelette chromosomique en X
(Maeshima et al. 2014). D’ailleurs, Topo II et Smc2 (sous unité des condensines) ont été
identifiées comme des constituants majeurs du squelette. Les expériences réalisées sur
des cellules humaines montrent que la distribution longitudinale des condensines et de
topoisomérase Il s’établie en prophase et que les condensines sont également associées
a la chromatine sur, et en périphérie, du chromosomes (Maeshima et Laemmli 2003;

Kireeva et al. 2004). Une hypotheése serait que les complexes condensines maintiennent
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la fibre de 11 nm au centre de 'axe longitudinal du chromosome mitotique en créant
des boucles radiales de chromatine (Maeshima et al. 2014). A ce jour, aucun des deux
modeles (squelette protéique ou repliement hiérarchique) ne semble prévaloir.

Quel que soit le mécanisme de formation du chromosome métaphasique, les données a
disposition indiquent qu’'il s’agit d'un processus déterministe et donc
vraisemblablement ordonné. Ce caractere déterministe est révélé par l'existence de
bandes chromosomiques reproductibles, qui impliquent une organisation longitudinale
mais également radiale des fibres de chromatine (Strukov et al. 2011). Les analyses
réalisées a partir d’AFM (atomic force microscopy), EM apres digestion enzymatique a la
tripsine, ou par coloration par le Giemsa mettent en évidence I'existence de bandes sur
les chromosomes mitotiques. Il en existe 4 types: les bandes C (centromere), Q
(quinacrine), G (giemsa) et R (reverse) (Ushiki et al. 2002). Les bandes G/Q sont riches
en AT alors que les bandes R (ou G négative) sont riches en CG. Les boucles de
chromatine seraient de petite taille et auraient une organisation hélicoidale au niveau
des bandes G, tandis qu’elles seraient de plus grande taille avec une organisation plus
linéaire au niveau des bandes R (Saitoh and Laemmli, 1994). L’organisation de ces
bandes chromosomique est hautement hierarchisée et reproductible d’une cellule a
I'autre, suggérant I'existence d’'un « plan » organisateur des chromosomes mitotiques
(cf. Chapl- IIC5 « organisation spatiale du génome dans le noyau»). Ce plan pourrait étre

défini en partie par la composition de ’ADN et/ou les modifications des histones.

C. Dynamique de la chromatine

La chromatine est une structure dynamique, qui évolue au cours du cycle cellulaire. Les
principaux mécanismes qui assurent le dynamisme de la chromatine sont: 'action de
complexes de remodelage permettant la mobilisation des nucléosomes, les
modifications post-traductionnelles des histones, la méthylation de 'ADN au niveau des
ilots CpG (marques de répression transcriptionnelle ou hétérochromatine), la
production d’ARN non-codants, I'incorporation de variants d’histones au sein du NCP et

'organisation spatiale (3D) de la chromatine dans le noyau.
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Figure 8. Le remodelage de la chromatine.

A. Les complexes de remodelage de la chromatine (vert) sont capables de modifier la chromatine en mobilisant les
nucléosomes B. Initialement inaccessible par la présence d’'un nucléosome, les sites cibles (rouge) deviennent
accessibles aux facteurs DBP (DNA binding protein) par glissement d'un nucléosome (repositionnement), éviction
totale du nucléosome (éjection) ou un décollement partiel de 'ADN en éliminant localement des interactions histone-
ADN. C. Les sites devenus accessibles (rouges) peuvent également aboutir a une altération de la composition du
nucléosome par le remplacement de dimeres parentaux par des dimeres variants (bleu) ou encore par I'éviction

partielle d’'un nucléosome (éjection de dimere) (Clapier et Cairns 2009).



1. Le remodelage de la chromatine

Les complexes remodeleurs modulent la structure de la chromatine en déplagant,
modifiant ou éliminant les nucléosomes. Les enzymes de remodelage se repartissent en
quatre familles que sont SWI/SNF (switching defective/sucrose non fermenting), ISWI
(imitation switch), CHD (chromodomain, helicase, DNA binding) et INO80 (inositol
requiring 80). Les protéines de ces familles partagent cinq propriétés. Elles présentent
une forte affinité pour les nucléosomes et sont capables de reconnaitre les modifications
des histones. Elles possedent un domaine ATPase, et utilisent 'hydrolyse de I’ATP
comme source d’énergie pour altérer les interactions ADN-histone (Figure 8). Cette
activité est régulée par un domaine et/ou une sous unité spécifique permettant
I'association du complexe remodeleur a la chromatine Enfin, elles présentent un
domaine et/ou une sous unité capable d’interagir avec d’autres facteurs de chromatine

ou de transcription (Clapier et Cairns 2009).

Prenons I'exemple du complexe SWI/SNF chez les levures S. cerevisiae et S. pombe. 1l en
existe deux classes : le complexe Swi/Snf et le complexe RSC (remodel the structure of
chromatin), dont les sous unités ATPase sont respectivement Snf2/Snf21 et Sth1/Snf22.
Ces complexes sont capables de transférer un nucléosome sur un ADN exogene en trans,
et de déplacer un nucléosome le long du brin d’ADN. Ces complexes partagent deux sous
unités Arp (actin related protein): Arp7 et Arp9 chez S. cerevisiae (Cairns et al. 1998) et
Arp42 et Arp9 chez S. pombe (Szerlong, Saha, et Cairns 2003). Les protéines ARP
semblent interagir avec les nucléosomes en fonction de modifications post
traductionnelles des histones (M. Chen et Shen 2007). Ces complexes participent a la
régulation de I'expression génique et sont recrutés sur la chromatine de maniére gene-
spécifique par des protéines régulatrices (Monahan et al. 2008). Ils interagissent avec la
chromatine via les sous unité Snf2 (Swi/Snf) et Rsc8 (RSC) au niveau des trois premiers
nucléosomes a partir du TSS (transcription start site) et au niveau des sites NFR
(nucleosome free region) (Yen et al. 2012). Le complexe Swi/snf est connu pour réguler
'activation de transcription (Sudarsanam et al. 2000) et le complexe RSC pour réguler

les ARN polymérases II et III (Parnell, Huff, et Cairns 2008).
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Figure 9. Les principales modifications post traductionnelles des histones du NPC.
P, phosphorylation ; Ac, acétylation; Me, méthylation; Ub, ubiquitination. D’aprés (Rodriguez-Paredes et Esteller
2011).



2. Les modifications post traductionnelles des histones

Les histones sont cibles de modifications post traductionnelles réversibles,
essentiellement au niveau de la queue N terminale (Figure 9).En fonction du type de
modification, I'organisation de la chromatine va étre changée localement en altérant les
interactions histone-ADN, ou en recrutant spécifiquement des protéines capables de lier
les résidus d’histone modifiés. Les principales modifications post-traductionnelles

d’histones sont :

- lacétylation des résidus lysine :
Cette modification est en général associée a une activation de la transcription,
avec notamment l'acétylation des lysine K9, K14 et K18 de I'histone H3
(Grunstein 1997). L’acétylation est réalisée par les HAT (histone acetyl
transferase) et est supprimée par les HDAC (histone deacetylase) qui
reconnaissent les lysines acétylées via leur bromodomaine. Le bromodomaine est
un domaine capable de reconnaitre et se fixer sur les lysines acétylées (Zeng et
Zhou 2002). L’acétylation neutralise la charge positive des résidus lysines
affaiblissant l'interaction entre I’histone et I'’ADN, ce qui rend I'ADN plus
accessible a la machinerie transcriptionnelle. L’acétylation des histones est un
processus trés dynamique facilitant la mobilisation et la restauration des

nucléosomes au cours de la transcription(Zentner et Henikoff 2013).

- la méthylation des lysines et les arginines :
L’effet de la méthylation sur la chromatine dépend du nombre de groupe
méthyles déposés sur le résidu et varie en fonction du résidu méthylé (Lachner et
Jenuwein 2002). Par exemple, les méthylations de H3K4, H3K36 et H3K79 sont
des marques associées a une transcription active alors qu’au contraire les
méthylations H3K9, H3K27 et H4K20 sont plut6t associées a la répression de
transcription. La di ou triméthylation de H3K9 est une marque typique de

I’hétérochromatine.
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- la phosphorylation des résidus sérines et thréonines :
Les phosphorylations de H3S10 et H3S28 par la protéine kinase Aurora B sont
associées a la condensation des chromosomes au début de la mitose (Hans et
Dimitrov 2001). Le role de la phosphorylation des histones est d’'induire des
charges répulsives entres les histones et I’ADN, rendant ’ADN accessible a

d’autres facteurs.

- l'ubiquitination des résidus lysines :
L’ubiquitination de I'histone HA2K119 réprime la transcription des genes en
inhibant I'élongation de la transcription par I’ARN Pol II (Zhou et al. 2008). Par
contre, l'ubiquitination de H2BK123 est impliquée dans l'élongation de Ia
transcription et le réassemblage de la chromatine apres la passage de la fourche

de réplication (Zentner et Henikoff 2013).

- I'ADP-ribosylation des histones :
Cette modification est impliquée a la fois dans la réplication, la transcription et la
réparation de I'’ADN (D D’Amours et al. 1999). Elle est retrouvée sur '’ensemble
des histones du NPC et I'histone de liaison sous forme de mono- ou poly-ADP-
ribosylation. L’ADP-ribosylation apporte une charge négative aux résidus
modifiés suggérant que ces modifications créent des charges répulsives entre les

histones et I’ADN, facilitant I'accessibilité de ’ADN (Zentner et Henikoff 2013)

- la f-N-acetylglucosamination (OGIcNAc) des résidus sérine thréonine :
On retrouve cette modification sur les histones H2A, H2B et H4. La OGIcNAc
globale des histones aurait un effet répresseur sur la transcription alors que,
certaines marques comme O-GIcNAcylation de H2BS112 en H2BK120ubl
seraient associées a une transcription active (Zentner et Henikoff 2013). Les
mécanismes par lesquels la OGIcNAc serait impliquée dans la régulation

transcriptionelle restent obscurs.

Les nucléosomes sont des structures dynamiques régulées par les diverses
modifications post-traductionnelles des histones (Zentner et Henikoff 2013). Le systeme

est hautement combinatoire (a une modification donnée ne correspond une réaction
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Figure 10. Schéma représentatif des systéemes ARN interférence.

Ces systémes font intervenir les protéines Dicer et Argonaute A. Systeme PTGS (Post Transcriptional Gene Silencing).
L’ARNnc s’hybride a 'ARN complémentaire dans le noyau ou le cytoplasme. Cet ARN double brin (dsRNA pour double
strand RNA) est reconnu par Dicer (Dcr 1) qui le clive en petit ARN double brin (siRNA pour small interferencer RNA),
activant le complexe RISC (RNA Induced Silencing Complex). Les ARNm ciblés par RISC seront alors dégradés par
I'activité RNase du complexe RISC (Argonaute). B. Systéme TGS (Transcriptional Gene Silencing). Les siRNA4, ici sont
reconnus par le complexe RITS (RNA Induced Transcriptional Silencing), et le guide vers la chromatine en s’hybridant
aux ARN naissants, ou RITS induit des modifications post-traductionnelles des histones répressives. D’aprés (Verdel

etal. 2009).



biologique donnée). C’est la combinaison de plusieurs modifications dans un contexte
précis et dans une phase du cycle cellulaire qui va déclencher la réaction biologique

correspondante.

3. Les variants d’histones

A chaque histone, a I'exception de I'histone H4, un variant d’histone lui correspond. Par
définition, un variant d’histone a la capacité de remplacer I'’histone conventionnelle
correspondante dans un nucléosome. Les variants d’histones sont susceptibles d'induire
des changements de structure du nucléosome et ainsi de modifier les interactions entre
I’ADN et les protéines. De plus, ces variants sont également la cible de modifications
post-traductionnelles (Strukov et al. 2011). A titre d’exemple, on trouve les variants

H2A.Z, H2A.X, H2B.FWT, et les variants H3.1, H3.3 ou CENP-A.

4. Les ARN non codants

Les ARNnc (non codant) sont de petits ARN ne codant pas de protéine mais impliqués,
par exemple, dans la structure de la chromatine et/ou la régulation de I'’expression
génique. Un exemple bien décrit est le systéme ARNi. C’est le systéme par lequel les
ARNnc s’hybrident aux séquences complémentaires et y cible des machnieries de
répression de I'expression génique. Il y a deux types de répression induites par les petits
ARNnc: au niveau de la transcriptionnel et au niveau post-transcriptionnel. On les
retrouve sous les acronymes TGS pour Transcriptional Gene Silencing et PTGS pour Post
Transcriptional Gene Silencing (Figure 10)(Lejeune et Allshire 2011; Moazed 2009;
Verdel et al. 2009). Une différence majeure est que, dans le systeme PTGS, I'hybridation
d’'un petit ARN sur '’ARN complémentaire entraine sa dégradation dans le cytoplasme,
tandis que le TGS agit dans le noyau, en association avec des modifications répressives
de la chromatine qui peuvent étre maintenues a travers les divisions cellulaires (Verdel
et al. 2009). Dans le cas du TGS, les petits ARN guideraient la machinerie de modification
de la chromatine en s’hybridant aux ARN naissants. Récemment, des ARNnc de longueur

plus importante (>200 nucléotides), appelés ARNInc (long non coding), ont été
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impliqués dans la régulation transcriptionnelle et post transcriptionnelle (Mercer et

Mattick 2013).

5. Organisation spatiale du génome dans le noyau

La chromatine interphasique se compacte pour s’organiser en boucle de 150-200 kpb en
formant des fibres d'un diametre allant jusqu'a 250 nm (contre 850 nm dans le
chromosome métaphasique). Chaque chromosome peut occuper un territoire différent,
comme cela a été montré chez le poulet. Il a également été montré que les chromosomes
riches en genes sont localisés préférentiellement vers le centre du noyau, et ceux
pauvres en genes a la périphérie. De plus, au sein d'un chromosome, les génes exprimés
sont préférentiellement situés en périphérie du domaine formé par le chromosome dans
le volume nucléaire (Bickmore et van Steensel 2013). Parmi les réles interphasiques des
complexes condensines, condensine Il aurait un role dans I'organisation territoriale des
chromosomes (Tatsuya Hirano 2012a). Ce point sera développé dans le chapitre I-IVA

sur « les roles de condensine ».

I11- La condensation mitotique

A. Roles et dynamique de la condensation mitotique

La condensation mitotique des chromosomes est le processus par lequel la chromatine
interphasique se condense en début de mitose pour former les chromosomes
mitotiques, hautement structurés. Il s’agit d'un préalable essentiel a la ségrégation
correcte des chromosomes en anaphase, et, par conséquent, a la stabilité du génome
nucléaire au travers des divisions cellulaires. Ce processus est réversible et coordonné
avec la progression mitotique. La condensation mitotique débute en prophase et se
termine en télophase.

Parmi les prérequis nécessaires au déroulement correcte de la mitose, on trouve la
cohésion des chromatides sceurs réalisée par les complexes cohésine, la résolution des
chromatides sceurs réalisées par la topoisomérase II, et le super-enroulement et
raccourcissement des chromosomes interphasiques pour former les chromosomes

mitotiques réalisés par les complexes condensines (Jonathan Baxter et Aragén 2012;
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Losada 2007; Tatsuya Hirano 2012a; Piazza, Haering, et Rutkowska 2013).
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Figure 11. Représentation schématique des structures topologiques transitoires de I'ADN ou de la
chromatine.
A. Topo II induit le reldichement des molécules d’ADN ou de chromatine super-enroulées positivement ou

négativement. B. Topo II est capable de caténer ou décaténer deux molécules d’ADN (Jonathan Baxter et Aragén
2012).



B. Facteurs de condensation

1. Topoisomérase II

La topoisomérase Il a été identifiée comme une protéine associée au squelette protéique
(scaffold) des chromosomes (Lewis et Laemmli 1982). C’est une enzyme capable de
catalyser le passage d'un ADN double brin au travers d'un second, grace a son activité de
coupure-ligation, ATP-dépendante (Porter et Farr 2004) . L’activité de coupure-ligation
n’est pas orientée. La topoisomérase II peut indifféremment caténer ou décaténer deux
molécules d’ADN proches (Figure 11B). Chez les vertébrés, il existe deux isoformes de la
topoisomérase II, a et . La topoisomérase Il a est impliquée dans les évenements
mitotiques, tandis que la topoisomérase II B intervient plutét dans les éveénements
interphasiques (réparation de I’ADN, transcription). Dans ce manuscrit, le terme de topo
I1 fait référence a la topoisomérase II a. La localisation sur la chromatine de cette
derniére est dynamique durant la mitose (Baxter et Aragon 2012).

L’activité de topo II est nécessaire a I'individualisation des chromosomes mitotiques, en
éliminant les caténats entre les différents chromosomes. Topo II est également requise
pour éliminer les caténats entre les chromatides sceurs (on parle de résolution des
chromatides sceurs) afin qu’elles se séparent efficacement lors du déclenchement de
I'anaphase. Une déficience de topo Il empéche la séparation efficace des chromosomes
en anaphase, créant des ponts chromatiniens (Baxter et Aragéon 2012). Les centromeres
fréres gagnent les poles opposés du fuseau, mais les bras de chromosome restent
emmélés et s’étirent sur la longueur du fuseau mitotique. En utilisant un systeme
rapporteur permettant de mesurer la condensation longitudinale des chromosomes, le
groupe de C.Hearing a montré que topo II est requise a la condensation mitotique des
chromosomes chez S. pombe (Petrova et al. 2013). Le role de topo II dans la
condensation pourrait étre d’éliminer les caténats qui s’opposent a la compaction de la
chromatine. 11 a été montré que topo II collabore avec les complexes condensines
(Baxter et Aragon 2012). Cependant, alors condensine [ promeut le super-enroulement
positif de I'’ADN, topo II permettrait le relachement de ce super-enroulement (Figure
11A). La condensation mitotique résulterait donc d’'un équilibre entre l'activité de
super-enroulement de condensine I et de celle de relachement de topo II (Baxter et

Aragén 2012).
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2. Les condensines

Des acteurs clefs acteur clef de la condensation mitotique sont les complexes condensine
[ et II (Tatsuya Hirano 2012b). Condensine I a été identifiée il y a plus de 15 ans comme
une enzyme chromosomique nécessaire a la condensation des chromosomes chez le
Xénope (T Hirano, Kobayashi, et Hirano 1997). Condensine II a été découverte en 2003
(Ono et al. 2004; Yeong et al. 2003). Les deux complexes condensine existent chez la
plupart des eucaryotes. Cependant, seule condensine [ (communément appelé
condensine) est présente chez les levures S. pombe et S. cerevisiae (T Hirano, Kobayashi,
et Hirano 1997; Sutani et al. 1999), et conservée chez tous les eucaryotes. Chez la
plupart sinon tous les eucaryotes, la déficience des complexes condensine I ou II altere
profondément la condensation mitotique des chromosomes et entraine la formation de
ponts chromatiniens en anaphase (Jonathan Baxter et Aragén 2012).

La présence ou I'absence de condensine II n’est pas corrélée a la taille ou la complexité
du génome. Condensine II est présente chez des organismes a petits génomes telle que
'algue rouge Cyanidioschyzon merolae (génome: 16 Mb) ou absente chez des organismes
a plus grands génomes tel le protozoaire cilié Tetrahymena thermophila (génome : 180
Mb) (Tatsuya Hirano 2012b). Ces data suggerent que condensine I et condensine II
seraient apparues en méme temps et que certaines espéces, comme S. cerevisiae et S.
pombe, auraient perdu condensine II au cours de I’évolution, pour une raison encore
inconnue. Il existe un complexe SMC « condensin-like » chez la plupart des procaryotes
(Graumann et Knust 2009). L'origine des condensines est donc antérieure a celle des
histones, ce qui suggere que ces complexes condensines ont un réle ancestral dans
I'organisation du génome. Les diverses fonctions de ces complexes seront détaillées

dans la partie IV intitulée « les complexes condensines ».

3. RCA (Regulator of Chromosome Architecture)

Dans les cellules de poulet DT40, la déplétion de SMC2, qui est une sous unité commune
aux deux complexes condensine, par I'utilisation d’'un gene répressible par 'adjonction
de doxycycline dans le milieu de culture, n’entraine pas de défaut majeur de
condensation des chromosomes en métaphase. La condensation est retardée en

prophase, mais les chromosomes acquierent un certain niveau de condensation en
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métaphase (Vagnarelli et al. 2006). En revanche, ces derniers forment
systématiquement des ponts chromatiniens en anaphase (Vagnarelli et al. 2006). Sur la
base de ces observations, il a été proposé qu’'une activité distincte des condensines,
appelée RCA, pour regulator of chromosome architecture, contribue a la compaction de
la chromatine de la prophase jusqu'en métaphase, et que le rdle premier des
condensines seraient de maintenir l'architecture chromosomique en anaphase.
L’identité de RCA est a ce jour inconnue. Il a été proposé que RCA pourrait étre
conserveée chez la levure S. pombe (H.-S. Kim et al. 2009).

Alternativement, il est concevable que la déplétion de SMC2 ne soit pas totale dans les
cellules DT40, et qu'une faible quantité de condensine effective suffise pour assurer la
condensation des chromosomes jusqu’'en anaphase. En accord avec cette idée, des
études protéomiques de la composition globale des chromosomes ont montré que 5%
de la quantité normale de protéine SMC2 sauvage persistent dans les chromosomes de
poulet en condition de déplétion de SMC2 (Ohta et al. 2010). L’existence ou non de RCA

reste donc un sujet débattu.

4. La protéine Kif4

Comme topo II et les condensines, la protéine kinésine Kif4 est abondante au niveau de
I'axe longitudinale des chromosomes (K. Samejima et al. 2012). Kif4 est un moteur
moléculaire des extrémités positives des microtubules. Cette protéine s’associe au
chromosome en mitose et cette association est liée a celle de condensine. La délétion de
Kif4 entraine une diminution de l'association de condensine I a la chromatine plus
importante que celle de condensine II et les chromosomes mitotiques ont une apparence
boursouflée. Les données de protéomiques sur chromosomes isolés montrent une
diminution significative des protéines des sous unités régulatrices de condensine I et
des sous unité Smc2 et Smc4, communes aux condensines I et II, associées aux
chromosomes (K. Samejima et al. 2012). L’ensemble de ces data suggerent que Kif4 est
impliquée dans l'association des condensines a la chromatine. Dans les cellules
humaines, Kif4 a un réle dans la condensation mitotique des chromosomes, leur
alignement sur la plaque équatoriale, I'organisation du fuseau mitotique et la

cytokinese (Vagnarelli 2012).11 a été suggéré que les activités des
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condensines et de Kif4 dans la condensation mitotique des chromosomes seraient

équivalentes (K. Samejima et al. 2012).

5. Autres facteurs de condensation

5.1 Les polyamines

Les polyamines sont des composés organiques composés de groupement amines. Ces
sont des molécules chargés positivement, impliquées dans la régulation de la croissance
cellulaire (Wallace, Fraser, et Hughes 2003). Les polyamines sont capables de s’associer
aux molécules d’ADN, et sont connues pour induire des torsions dans ’ADN. Ces torsions
semblent associées a la condensation mitotique de '’ADN (Pastré et al. 2006). La
concentration des polyamines est hautement régulée au travers du cycle cellulaire, avec
une concentration maximale en phase G1 suivi d'une décroissance en phase S puis d’'une
remontée en phase G2 juste avant le début de la mitose (Wallace, Fraser, et Hughes
2003). Les polyamines telles que les spermines et les spermidines semblent affecter la
conformation de la chromatine in vivo. Un traitement des cellules avec du sodium azide
libére les polyamines liées a '’ATP et augmente la concentration des polyamines
associées a 'ADN, ce qui engendre une hypercompaction de 'ADN (Visvanathan et al.
2013). Les polyamines pourraient donc contribuer a la condensation mitotique des

chromosomes.

5.2 La protéine Trf 4

Chez la levure S. cerevisiae, la condensation mitotique de '’ADN ribosomique requiert les
protéines Trf 4 et la topoisomérase I (Castafio et al. 1996). Le double mutant top1 trf4-ts
présente des défauts de condensation ou a la fois I’établissement et le maintien de la
condensation des ADNr sont altérés. La protéine Trf4 interagit physiquement avec la
sous unité Smc2. Tfr4 est la polyA polymérase du complexe TRAMP (Trf4/Air2/Mtr4p
Polyadenylation) (Houseley, LaCava, et Tollervey 2006), bien connu pour son réle de

cofacteur de l'exosome dans la maturation ou dégradation des ARN. Bien que cette

59






interaction entre Smc2 et Trf4 n’est pas été confirmée chez d’autres organismes, elle

suggere la possibilité d'un lien entre condensine I et le complexe TRAMP.

5.3 Les protéines pRB

Les protéines du rétinoblastome (pRB), sont trés fréquemment mutées dans les
rétinoblastomes et ont été décrites comme les premiers suppresseurs de tumeur. Chez
la drosophile, la protéine RBF 1, de la famille pRB, est nécessaire a I'association de la
sous unité CAP-D3 de condensine Il a la chromatine (Longworth et al. 2008). RBF 1
interagit directement avec CAP-D3 et cette interaction semble étre conservée chez la
souris, ou une défaillance de condensation mitotique a été liée a un risque élevé de
cancérogenese (Coschi et al. 2010). En revanche pRB n’est pas requise a I'association de
condensine I a la chromatine. Son réle serait donc spécifique a condensine I (Manning,

Longworth, et Dyson 2010).

5.4 La protéine Wpl 1

La protéine Wpl 1 est connue pour réguler la cohésion des chromatides sceurs (Tedeschi
et al. 2013). Elle intervient dans I'établissement de la cohésion en phase S par le
complexe cohésine et son maintien jusqu’en prophase (cf Chap I- IVB2 « La cohésine »).
La protéine Wpl1l jouerait également un role dans la condensation des chromosomes
(Tedeschi et al. 2013, Lopez-Serra et al. 2013). Chez S. cerevisiae, la délétion de Wpl1
entraine une condensation accrue des chromosomes mitotiques mais également
interphasiques( Lopez-Serra et al. 2013). L'implication de Wpl1l dans la condensation
semble étre conservée chez les mammifeéres ou la délétion de Wapl1 altere 'architecture
du chromosomes mitotique (Tedeschi et al. 2013). Cependant, I'absence de Wapl1 n’a
pas d’impact notable sur la localisation des condensines (Smc2) (Tedeschi et al. 2013).
L’ensemble de ces data suggere que l'interaction entre les complexes cohésine et la

chromatine pourrait impacter la condensation des chromosomes.
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Tableaul. Les condensines dans les organismes modéles.

Sous unités Homme Xenopus Drosophila S. pombe S. cerevisiae C. elegans
SMC SMC2/hCAP-E XCAP-E DmSMC2 Cutl4 Smc?2 MIX-1
SMC4/hCAP-C XCAP-C DmSMC4 Cut3 Smc4 SMC4
Non-SMC hCAP-D2 XCAP-D2 CG1911 Cnd1 Ycs4 DPY-28
spécifiques a hCAP-G XCAP-G CG17054 Cnd2 Ycs5/Ycgl CAPG-1
Condensine I hCAP-H XCAP-H Barren Cnd3 Brnl DPY-26
Non-SMC hCAP-D3 XCAP-D3 CG311989 - - HCP-6
spécifiques a hCAP-G2 XCAP-G2 - - - CAPG-2
Condensine II hCAP-H2 XCAP-H2  CG144685 ; ; KLE-2
S Domaine coiled coi Hinge  Domaine coiled coill
omaine collea col omaine colled col
SMC2 ' L ‘
Ny Domaine coiled coil Hinge Domaine coiled coil <
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Figure 12. Schéma représentatif de la formation et la composition du complexe condensine I.
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IV- Les complexes condensine

Les condensines sont des pentameres composés des protéines SMC2 et SMC4 (Structural
Maintenance of Chromosome) et de trois sous unités régulatrices CAP (Chromosome
Associated Protein). Les complexes condensine I et II partagent les méme protéines
SMC2 et SMC4, mais différent par la nature de leur sous-unités régulatrices CAP
(Tableau 1). SMC2 et SMC4 sont deux ATPases qui forment un dimere qui sédimente a
8S, retrouvé parfois sous le nom de condensine 8S. Les protéines SMC possedent deux
domaines « coiled coil », séparés par une région charniere (Hinge), qui s’associent par
interaction intramoléculaire formant ainsi des batonnets de 50 nm de long. Les sous
unités régulatrices existent au sein d'un sous complexe 11S, coiffant les domaines
ATPases situées en vis-a-vis aux extrémités de 'hétérodimeére SMC2-SMC4 (Figure 12).
L’association de ces sous complexes 8S et 11S constitue le complexe condensine 13S, qui
correspond a condensine I (Kimura et Hirano 2000).

Parmi les trois sous unités régulatrices, 'une appartient a la superfamille des kleisines et
les deux autres possedent des domaines de répétitions HEAT (Huntingtin Elongation
Factor 3-protein phosphastase 2A-TOR1). La Kkleisine se lie directement aux tétes
ATPases de SMC2 et SMC4 via ses extrémités N-terminale et C-terminale,
respectivement (Onn et al. 2007), créant ainsi un structure en forme d’anneau, et recrute

les deux protéines a motifs HEAT.

A. Les activités de condensine

1. Activité de super- enroulement et de décaténation de ’ADN double brin

Des expériences in vitro ont montré que Condensine possede une activité de super-
enroulement positif de 'ADN, stimulée par la phosphorylation de ses sous unités
régulatrices par le complexe cycline-B/CDK1 (Kimura et al. 1998). Cette activité requiert
les 5 sous unités de condensine et I'hydrolyse de I'’ATP (Kimura et Hirano 2000). Plus
récemment, il a été montré chez S. cerevisiae que la phosphorylation de condensine I
réalisée par la kinase Polo augmente son activité de super-enroulement (St-Pierre et al.

2009). La phosphorylation a lieu en anaphase, quand I'activité CDK1 chute, et est

63



A Condensin | WT A Condensin Il

@ Condensin|
@ Condensin i

Figure 13 Représentation schématique des contributions de condensine I et condensine II a I'architecture du
chromosome métaphasique.
En l'absence de condensine I, seule la compaction longitudinale est réalisée par condensine II. En 'absence de

condensine I, condensine I assure une compaction latérale (Green et al. 2012).



nécessaire a la condensation des chromosomes, suggérant une relation causale entre
l'activité de super-enroulement de condensine I et la condensation des chromosomes.

Chez la levure S. cerevisiae, la sous unité SMC2 est requise pour l'activité de super-
enroulement positif de condensine (]J. Baxter et al. 2011). De plus le super-enroulement
positif de 'ADN semble étre un facteur clef pour promouvoir I'activité de décaténation
des chromatides sceurs par topo II (J. Baxter et al. 2011). Condensine orienterait
I'activité de topo II vers la décaténation. La moindre décaténation des chromosomes
et/ou des chromatides sceurs en l'absence de condensine fonctionnelle pourrait

contribuer a la formation de ponts chromatiniens en anaphase.

2. Assemblage du chromosome métaphasique

Chez les vertébrés, condensine I et II participent a la formation des chromosomes
mitotiques (Ono et al. 2003; Hirota et al. 2004). Mais leurs contributions respectives
different. Les quantités relatives de condensine I et Il dans la cellule ont un impact sur la
morphologie des chromosomes. Dans les extraits d’ceuf de Xénope, les chromosomes ont
une apparence longue et fine et le ratio de condensine I vis-a-vis de condensine II est de
5:1. Dans les cellules HeLa, les chromosomes sont courts et larges, et le ratio condensine
[/Il est de 1:1 (Ono et al. 2003). Des analyses protéomiques sur des chromosomes
mitotiques extraits de cellules DT40 de poulet ont montré un ratio de condensine 1/11
égal a 10:1 (Ohta et al. 2010). Dans ces mémes cellules DT40, la perte de CAP-H
(condensine I) ou de CAP-D3 (condensine II) modifie différemment la structure
chromosomique (Green et al. 2012). Des expériences d'immuno-déplétion quantitative
des condensines I ou Il dans le systeme acellulaire d’ceuf de Xénope ont clairement
démontré I'implication différente de condensine I et II sur la structure du chromosome
métaphasique (Shintomi et Hirano 2011). Lorsque le ratio condensine [/II est déplacé de
5:1 2 1:0 (ratio des cellules HeLa), les chromosomes passent d’une structure longue et
fine a courte et large. Sur la base de ces observations, il a été proposé que condensine II
aurait un role dans la compaction longitudinale des chromosomes et condensine I plutot

dans la compaction latérale (Figure 13) (Shintomi et Hirano 2011).
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3. Maintien de I'architecture chromosomique en anaphase

Les complexes condensines sont nécessaires a la ségrégation des chromosomes durant
I'anaphase (Ono et al. 2003; Hirota et al. 2004). Chez tous les eucaryotes, une altération
des complexes condensines engendre des défauts de ségrégation des chromosomes en
anaphase sous la forme des ponts chromatiniens persistants ou de chromosomes entiers
ou cassés non attachés aux microtubules kinétochoriens et trainant sur le fuseau
mitotique (Hudson, Marshall, et Earnshaw 2009; Piazza, Haering, et Rutkowska 2013).
Cependant, nous ne savons pas si ces phénotypes résultent d'un défaut d’établissement
de la condensation ou de maintien de I’état condensé en anaphase. Plusieurs expériences
ont montré la nécessité des condensines dans le maintien de I'état condensé et organisé
des chromosomes en anaphase. Les expériences in vitro d’Hirano en 1997 montrent que
I'adjonction d’anticorps anti condensine I sur des chromosomes déja formés entraine
une perte de condensation, indiquant que les condensines sont requises au maintien de
I'architecture du chromosome mitotique (T Hirano, Kobayashi, et Hirano 1997). Chez S.
pombe, l'inactivation de condensine, spécifiquement en anaphase, par I'emploi de
mutants thermosensibles, induit des ponts chromatiniens (Nakazawa et al. 2011). La
délétion de H2A.Z, qui entraine une dissociation de condensine de la chromatine
prématurée en anaphase, a pour conséquence la formation de ponts chromatiniens en
anaphase (H.-S. Kim et al. 2009). Chez S. cerevisiae, condensine I stimulerait le super
enroulement des chromosomes en début d’anaphase et cette activité semble faciliter
I’élimination des cohésines chromosomiques résiduelles pour la complete séparation
des chromatides sceurs (Renshaw et al. 2010). Ces observations indiquent que I'activité
de condensine est requise au maintien de la condensation en anaphase. En accord avec
cette idée, il a été montré chez les cellules de mammiferes que la compaction maximale
des chromosomes mitotiques est atteinte en anaphase, de fagon dépendante de I'activité
de la kinase Aurora (Mora-Bermudez, Gerlich, et Ellenberg 2007). Chez S. cerevisiae,
condensine | est suractivée en début d’anaphase par la kinase polo. (St-Pierre et al.
2009). L’ensemble de ces observations indique que les condensines sont requises a la
formation des chromosomes mitotiques en début de mitose et a la préservation de leur

intégrité structurale tout au long de la mitose.

67



Condensin

Centremere

Figure 14. Représentation schématique du réle de condensine I en méiose au niveau des kinétochores et des
ADNTr.

A. Condensine s’associe a la chromatine et interagit avec Csm1-Lrs4 au niveau des kinétochores. B. Cette association
permet le recrutement de la protéine Mam1, qui permet la cohésion des deux kinétochores afin qu’ils migrent vers le
méme pdle du fuseau mitotique lors de I'anaphase I. C. Condensine est également nécessaire au maintien des ADNr. Le
complexe RENT (regulator of nucleolar silencing and telophase exit) recrute le complexe Csm1-Lrs4, qui s’associe aux

condensines en les recrutant au niveau des ADNr. D’apres (Brito, Yu, et Amon 2010).



4. Autres fonctions

4.1 Role méiotique

La méiose est composée de deux divisions cellulaires appelées méiose I et méiose II. La
méiose I correspond a la division de la cellule mere en 2 cellules diploides alors la
méiose II correspond a la division de 2 cellules filles en 4 cellules filles haploides. Les
chromosomes condensent en méiose, et les complexes condensines sont impliqués dans
la condensation méiotique des chromosomes (J. Lee 2013). Cependant les mécanismes
par lesquels les complexes condensines prennent part a ce processus sont bien moins
connus que pour la condensation mitotique.

Dans l'ovocyte de souris en métaphase I, condensine II se localise le long de l'axe
longitudinal des chromosomes bivalents alors que condensine I est enrichie seulement
au niveau centromérique. Condensine I apparait le long des bras de chromosome apreés
I'anaphase I, lorsque les cohésines se dissocient de la chromatine. Ces résultats
suggerent que condensine I a un réle dans le fonctionnement des centromeéres en
méiose I, lorsque les kinétochores fréres s’attachent au fuseau de facon monopolaire (et
non bipolaire comme en mitose ou en méiose II). Chez S. cerevisiae, le complexe
monopoline composé de Mam1-Csm1-Lrs4 interagit avec la caséine kinase CKII et
CDK1 pour assurer la co-orientation des kinétochores fréres vers le méme pdle du
fuseau (Corbett et al. 2010). Condensine I est impliquée dans ce processus en recrutant
la protéine Mam1 au niveau des kinétochores (Brito, Yu, et Amon 2010). Ces data
suggeérent que condensine I collabore avec le complexe monopoline pour la co-
orientation des chromatides sceurs en méiose 1 (Figure 14). De plus, Csm1-Lrs4
interagirait avec condensine I au niveau des ADNr afin de prévenir les recombinaisons
entre des répétitions d’ADNr mal appareillé (Figure 14). (Brito, Yu, et Amon 2010).

Les travaux sur les ovocytes de souris suggerent également un réle pour les condensines
dans I'attachement co-orienté des kinétochores en méiose I (J. Lee et al. 2011). D’autres
fonctions méiotiques ont été attribuées aux condensines. Chez S. cerevisiae, condensine I
régulerait 'assemblage du complexe synaptonémal, 'appariement des chromosomes
homologues, et la réparation des cassures double brin dans 'ADN (Yu et Koshland
2003). Chez C. elegans, condensine I régulerait le nombre et la distribution des cross-

overs (Mets et Meyer 2009). L’ensemble de ces fonctions traduit vraisemblablement
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I'importance des condensines dans l'organisation du génome, indépendamment de la

nature de la division cellulaire.

4.2 Role interphasique

Les condensines sont des enzymes polyvalentes qui ont été impliquées dans de
nombreuses fonctions outre la condensation mitotique des chromosomes : 1a réparation
des dommages dans I’ADN, la régulation de l'expression génique et l'organisation
tridimensionnelle du génome dans le noyau en interphase. Chez S. pombe, Cnd2, une
sous unité régulatrice de condensine I, a été impliquée dans la réponse a un dommage a
I’ADN par NER (nucleotide excision repair) (Aono et al. 2002). Une mutation ponctuelle
au niveau du domaine charniere de Cut14/SMC2 engendre un défaut de ségrégation des
chromosomes et une hypersensibilité aux dommages a 'ADN (Akai et al. 2011). In vitro,
I'hétérodimere Cutl4-Cut3 (SMC2-SMC4) est capable de ré-hybrider les molécules
d’ADN simple brin quand RPA (replication protein A) y est associée. Il a été proposé que
I'une des fonctions primaires de condensine serait de dissocier les protéines et/ou les
ARN associés a la chromatine afin de rendre le site endommagé accessible aux facteurs
de réparation de 'ADN (Akai et al. 2011). Chez les mammiferes, condensine I participe a
la réparation des dommages a I’ADN en s’associant en interphase a la protéine PARP-1
(polyADP-ribose polymerase 1), détectrice de cassure ADN (Heale et al. 2006). La
participation de condensine I a la réparation des cassures dans I’ADN semble donc

évolutivement conservée.

Des études ont montré que condensine I est nécessaire a la répression transcriptionnelle
des geénes du mating type chez S. cerevisiae et des genes homéotiques chez D.
melanogaster (A. ]. Wood, Severson, et Meyer 2010). Condensine II est également
requise a la repression de l'expression génique dans les larves de drosophile
(Longworth et al. 2012). Chez les mammiferes, condensine Il a été impliqué dans la
répression des genes de prolifération dans les lymphocytes T quiescents (Rawlings et al.
2011). Condensine II assurerait ce réle répresseur en compactant la chromatine,
empéchant ainsi I'acces a I’ADN aux facteurs de transcription. Cependant, une étude
réalisée sur les cellules humaines suggere que la chromatine des chromosomes

mitotiques reste accessible aux facteurs de transcription (D. Chen et al. 2005). De plus,
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une étude in vivo et in silico suggere que la dynamique des nucléosomes est la méme
dans des chromosomes interphasiques et mitotiques, et que cette dynamique facilite
'accessibilité de la chromatine aux facteurs liant I’ADN (Hihara et al. 2012). L’ensemble
de ces résultats suggere que la répression transcriptionnelle par les complexes
condensines est conservée au cours de I'évolution, et que le mécanisme sous jacent n’est
pas fondé sur la seule condensation de la chromatine réduisant I'accessibilité des
facteurs de transcriptions a I’ADN.

Chez S. pombe, condensine participe a l'organisation spatiale du génome par le
regroupement des retro-transposons LTRs (long terminal repeat) et des genes transcrits
par I’ARN polymérase III (ARN pol III) en foci dans le volume nucléaire (A. Tanaka et al.
2012; Iwasaki et al. 2010). Chez S. cerevisiae, condensine est nécessaire a 'organisation
de '’ADN nucléolaire et participe au regroupement des 274 génes codant les ARNt
dispersés sur les 16 chromosomes en quelques foci dans le noyau (Haeusler et al. 2008)..
L’ensemble des ces data indique que condensine est impliquée dans I'organisation tri-

dimensionnelle du génome.

Les condensines sont donc des enzymes polyvalentes, impliquées dans de multiples
processus nucléaires en mitose et en interphase. Comment les condensines assurent

I’ensemble de ces fonctions apparemment distinctes demeure mal compris.

4.3 Cas de C. elegans : Condensine [ °¢ (dosage compensation)

Chez C. elegans est présente une troisieme forme de condensine appelée DCC (dosage
compensation complex) ou condensine IPC. Cette derniére est impliquée dans la
compensation de dosage génique, differe de condensine I par une de ses sous unités et
n’a pas de fonction mitotique connue. Dans le complexe condensine IP¢, la sous unité
DPY-27 remplace SMC4 (Figure 15A) (Csankovszki, Petty, et Collette 2009). Condensine
IPC s’associe aux chromosomes X des vers hermaphrodites (XX) (Figure 15B) et réduit le
niveau expression des génes de moitié (pour atteindre le méme niveau que chez les
males XO). Condensine IPC est également trouvée associée au niveau de genes
autosomausx, tels que le gene her-1 impliqué dans le développement d’'un ver male, les
genes codant les histones, et au niveau des ADNr et des ADNt. Des études biochimiques

montrent que condensine IP¢ estassociée a un autre complexe, nommé SDC-1-2-3,

73



Tableau 2. Les complexes SMC

SMC Complexe Fonction
BsSMC
Condensin like de B. subtilis et E. Organisation et transmission
Procaryote ou
coli, respectivement du chromosome bactérien
MukB
SMC1
Cohésine Cohésion des chromatides sceurs
SMC3
SMC2
Eucaryote Condensine [ et I1 Condensation des chromosomes
SMC4
SMC5
Complexe SMC5-SMC6 Réplication et recombinaison
SMC6
A
Condensine Condensine | Condensine Il Cohésine Complexe
SMC5-SMC6

SMC SMC  SMC2 SMC4 SMC2 SMC4 SMC1, SMC3 SMC5 SMC6
NSE2
AP-H
ScpA ScpA NSE

CAP-D2

bactérienne

ScpB ScpB

Figure 16 Les complexes SMC.
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nécessaire a la répression du gene autosomal her-1, et deux autres protéines : DPY-21,
liant les deux complexes condensine IPCet SDC-1-2-3, et DPY30, 'homologue de
COMPASS associé au sous complexe SDC-1-2-3 (Figure 16A) (Csankovszki, Petty, et
Collette 2009).

L’occupation des genes du chromosome X par I’ARN pol II est augmentée chez des
mutants de Condensine I PC¢ (Pferdehirt, Kruesi, et Meyer 2011) et l'association de
condensine I P¢ au chromosome X est corrélée a une restructuration du chromosome
dans les vers hermaphrodites. La restructuration du chromosome X par condensine IP€
pourrait donc jouer un réle dans la compensation de dosage génique par répression

transcriptionnelle.

B. Fonctionnement moléculaire des complexes SMC

Initialement décrites par Strunnikov et al. en 1993, les protéines de la famille SMC
(Structural Maintenance of chromosomes) sont des ATPases chromosomiques
essentielles a I'organisation et a la stabilité des chromosomes. Les protéines SMC sont
présentes des bactéries jusque chez 'Homme (Tableau 2). Bacillus subtilis et Escherichia
coli possedent une seule protéine SMC impliquée a I'état d’homodimere dans la
formation d’'un complexe condensine bactérien (Figure 16). Au contraire, les cellules
eucaryotes possedent six protéines SMC différentes (SMC1 a SMC6), formant trois
hétérodimeres distincts (Figure 16). SMC2 s’associe avec SMC4 au sein des condensines
[ et II, SMC1 et SMC3 forment le corps du complexe cohésine qui assure la cohésion des
chromatides sceurs, et SMC5 et SMC6 participent a un complexe peu caractérisé,

impliqué dans la réplication et la recombinaison de ’ADN.

Les protéines SMC partagent une méme structure. Les complexes condensines et
cohésine ont une organisation similaire, suggérant qu’ils puissent fonctionner selon un
méme principe ancestral. Ci-dessous je présente la structure des protéines SMC et leurs

complexes ainsi que les données disponibles quant a leur fonctionnement moléculaire.
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Figure 17. Cycle d’association et dissociation des domaines ATPases des protéines SMC2 et SMC4.

Les extrémités N et C terminales de Smc2 (rose) et Smc4 (bleu) forme un domaine ATPase complet de type ABC. Une
molécule d’ATP se fixe au niveau des domaines walker A et B de chacune des tétes ATPases provoquant leur
association. L’hydrolyse de 'ATP entraine la dissociation des tétes ATPases. Extrait et modifié a partir de T Hirano,

2006.



1. Les protéines SMC

Les protéines SMC possedent deux domaines de fixation de nucléotide, appelés Walker A
et Walker B, situés respectivement aux extrémités N- et C-terminales. L’association
intramoléculaire des domaines coiled coil génére des monomeres en forme de batonnet
avec la région charniere (Hinge) a une extrémité et, a I'autre, un domaine ATPase
reconstitué par la juxtaposition des motifs Walker A et B (Figure 17).

L’'interaction spécifique de deux protéines SMC par les domaines charnieres créé des
hétérodimeres en forment de V avec les domaines ATPase positionnés en vis-a-vis aux
extrémités distales des bras coiled coil (Figure 16; (Tatsuya Hirano 2005; Piazza,
Haering, et Rutkowska 2013). La fixation d’'une molécule d’ATP par chacune des tétes
ATPase induirait leur association. Les tétes seraient catalytiquement inactives jusqu’a ce
qu’elles entrent en contact. Ainsi les protéines SMC se caractérisaient par une capacité a
former des anneaux protéiques bipartites instables; '’hydrolyse de 'ATP entrainant leur
ouverture par dissociation des tétes ATPases. Ces protéines SMC ne sont jamais trouvées
seules, elles sont toujours associées a des protéines régulatrices. Le role des protéines
régulatrices est de réguler l'association du complexe a la chromatine et son activité

(Tatsuya Hirano 2006).

Il est a noter que la protéine Rad50 appartient également a la famille SMC. Rad50
intervient dans la réponse aux dommages a ’ADN au sein d’'un complexe constitué de la
phosphoestérase Mrell (meiotic recombination 11:) et de sa sous unité régulatrice
Nbs1 (Nijmegen breakage syndrome 1) chez S. pombe, dont les homologues sont Mrel1
et Xrs2 chez S. cerevisiae. Ce complexe, nommé MRN/X (Mrel1-Rad50-Nbs1/Xrs2) est
présent chez tous les eucaryotes et conservé chez les procaryotes. Les fonctions du
complexe MRN/R sont dépendantes de la fixation et de ’hydrolyse de ’ATP au niveau de
Rad50. Mrel1l possede une activité nucléase et Nbs1 régule 'activité de Rad50-Mrel1 et

la localisation du complexe dans le noyau (Paull et Deshpande 2014).

2. La cohésine

Le complexe cohésine est vraisemblablement le complexe Smc dont les mécanismes

d’association a la chromatine sont les mieux connus a ce jour. Cohésine est composée de
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4 sous unités. La kleisine Sccl/Rad21 s’associe a I'hétérodimere Smcl-Smc3 en
interagissant avec les deux domaines ATPases. La protéine Scc3 interagit avec Sccl. La
structure du complexe forme un anneau protéique (Figure 17). L’intégrité de 'anneau
est cruciale pour l'association de cohésine a la chromatine, qui s’y lie de facon
topologique (Haering et al. 2002). Il existe une seconde forme de cohésine ou la sous
unité Sccl est remplacée par Rec8 et qui s’associe a la chromatine lors de la méiose (A. ].

Wood, Severson, et Meyer 2010).

Le chargement des cohésines a la chromatine en phase G1 nécessite '’hydrolyse de I’ATP
par I'hétérodimere Smc1-Smc3 afin de permettre I'ouverture transitoire de I'anneau et
I'entrée de I'’ADN chromosomique. Cette ouverture se ferait au niveau du domaine
charniere de I'hétérodimere Smc1-Smc3 (Gruber et al. 2006). L’association de cohésine a
la chromatine fait intervenir un complexe annexe constitué des protéines NIPBL-MAU2
(Scc2-Scc4 chez S. cerevisiae ou Mis4-Ss13 chez S. pombe). Une étude récente montre que
cohésine est capable de se lier a ’ADN nu de facon topologique en présence d’ATP et de
Mis4-Ssl3 (Murayama et Uhlmann 2014). A l'opposé, la dissociation des anneaux
cohésines de la chromatine fait intervenir les facteurs WAPL et PDS5, qui s’associent a la
cohésine sur la chromatine et induisent 'ouverture de I'anneau, provoquant ainsi sa
dissociation (Tedeschi et al. 2013).

Comment cohésine assure la cohésion des chromatides demeure inconnu. Un modele
propose que cohésine assure la cohésion en piégeant deux molécules d’ADN sceurs a
I'intérieur de son anneau. La cohésion résulterait de I'’emprisonnement topologique des
chromatides sceurs par les anneaux cohésine. Durant la phase G1, les cohésines
encerclent une molécule d’ADN unique, non-répliquée, et leur association est
constamment déstabilisée par I'action de WAPL. L’établissement de la cohésion a lieu en
phase S, de fagon couplée a la réplication, et nécessite I'acétylation de la sous unité Smc3
par l'acétyltransférase Ecol/Esol/ESCO1 ou ESCO2. Cette modification prévient la
dissociation des anneaux de cohésine de la chromatine par WAPL, stabilise I'association
topologique, et engage les cohésines dans la cohésion des chromatides sceurs. Chez les
vertébrés, 'acétylation de Smc3 permet I'association de la protéine sororine a la sous
unité PDS5, ce qui inhibe I'activité dissociatrice de WAPL (Nishiyama et al. 2010).

En début de mitose, la majorité des cohésines est dissociée des chromosomes au

moment de la résolution des chromatides sceurs. Cette dissociation serait le résultat de
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la phosphorylation de la sororine par les kinases mitotiques (Nishiyama et al. 2010;
Tedeschi et al. 2013). La sororine phosphorylée se dissocie des cohésines, rendant
WAPL et PDS5 a nouveau capables de dissocier les anneaux de la chromatine. Cependant
la réaction n’est pas totale. Des cohésines sont protégées de ces phosphorylations par le
complexe SGO-PP2A, en particulier au niveau des centromeres (W. Liu et al. 2010). Ce
pool persistant assure la cohésion des chromatides sceurs jusqu’en métaphase, et sera
éliminé par le clivage de la sous unité Kleisine Rad21/Sccl par la séparase lors du

déclenchement de I'anaphase (cf Chap. I- IB2 « sortie de mitose »).

3. Les condensines

La ressemblance structurale entre les complexes cohésine et condensine I et Il a conduit
a l'hypothése que les condensines pourraient contribuer a la condensation des
chromosomes en induisant et/ou en stabilisant des boucles de chromatine par
I'emprisonnement d’une fibre de chromatine a l'intérieur de leurs anneaux (Tatsuya
Hirano 2005). Il a été proposé que la différence de conformation des bras SMC entre les
complexes condensines et cohésine (Figure 16B)(Anderson et al. 2002) refléterait le fait
que cohésine assure des interactions topologiques intermoléculaires (entre molécules
d’ADN sceurs), tandis que les condensines assureraient des interactions
intramoléculaires impliquant une méme molécule d’ADN. Les détails sur les modes
d’association des condensines a la chromatine et la cartographie des sites

chromosomiques occupés sont présentés dans les chapitres qui suivent.

4. Le complexe Smc5-6

Le complexe Smc5-6 est composé d'un hétérodimere Smc5-Smc6 associé a des protéines
Nse (non Smc element). La protéine Nse4 interagit avec les 2 domaines ATPase de
I'hétérodimere Smc5/6. Nsel et Nse3 interagissent ensemble pour s’associer a
Nse4. Nse2 s’associe a la région coiled coil de Smc5 et possede un role crucial pour la
réparation de I’ADN via son activité de SUMO ligase (Figure 16 ) (Wu et Yu 2012).

Le complexe Smc5-Smc6 est impliqué dans la réparation des dommages a I'’ADN de
différentes manieres suivant la nature des dommages. Ce dernier, en collaborant avec

RPA et cohésine, est impliqué dans la réparation des cassures doubles brins de 'ADN
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par recombinaison homologue entre les chromatides sceurs. En réponse a un dommage
de I'ADN lors de la réplication, le complexe Smc5-Smcé6 intervient dans la stabilisation
de la fourche de réplication et la résolution des structures d’ADN apres la recombinaison
homologue. Enfin en réponse a un dommage de I'ADNr, le complexe Smc5-Smc6
intervient dans le recrutement de la protéine de recombinaison Rad52 au niveau de la

région a réparer (Figure 19 ;(Wu et Yu 2012).

5. Le complexe SMC bactérien « condensin like »

Les homodimeres SMC bactériens fixent '’ADN double brin in vitro. L’'interaction est
indépendante de 'ATP. En revanche, I'association a I’ADN est perdue quand la formation
de 'homodimere SMC est altérée par une mutation du domaine charniére. Fixer 'ADN
est donc une propriété de 'homodimere. L’analyse de la protéine SMC de B. subtilis par
mutations de résidus a précisé le role du domaine charniére (M. Hirano et Hirano 2006)
Des résidus lysine situés a proximité du domaine charniere permettent un premier
contact avec ’ADN. L'interaction déclenche I'’hydrolyse de I’ATP, la séparation des tétes
ATPase et une ouverture des bras. Ce changement de conformation du dimére SMC
expose un autre résidu lysine du domaine charniere qui stabilise l'interaction avec
I’ADN, et rend possible le passage de la molécule d’ADN entre les bras coiled coil (M.
Hirano et Hirano 2006). La kleisine bactérienne ScpB stabilise l'interaction des tétes
ATPase des protéines SMC en inhibant I'hydrolyse de I’ATP et pourrait ainsi jouer le réle
de verrou une fois 'ADN encerclé par le dimere SMC. Le paradoxe est que, dans le cas
d’'un anneau condensine préformé (clos), la kleisine s’opposerait a l'entrée de la
molécule d’ADN. Une analyse des interactions SMC/Kkleisine réalisée chez E. coli a
apporté un éclaircissement en montrant que I’hydrolyse de ’ATP entraine une rupture
de contact entre la kleisine MuKF et une téte ATPase SMC, et donc potentiellement une
ouverture transitoire de I'anneau (Woo et al. 2009). Une mutation dans la kleisine qui
empéche sa dissociation d’avec SMC est 1étale, révélant que cette dissociation joue un

rble clef dans le fonctionnement de la condensine bactérienne.

Ainsi, les complexes Smc sont des enzymes anciennes, qui pré-datent les histones et
dont le mode d’association aux chromosomes, fondé sur I'emprisonnement topologique

de I'ADN, semble conservé au cours de I'évolution. L’hydrolyse de ’ATP par les sous
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unités Smc entraine une ouverture transitoire de 'anneau protéique, possiblement au
travers d’'un mécanisme allostérique permettant la capture de I’ADN. Les sous unités
régulatrices, non-Smc, jouent, quant a elles, un réle clef dans la régulation fine de
'activité ATPase, et donc dans l'association/dissociation des complexes d’avec I’ADN

chromosomique.

C. Association des condensines a la chromatine

1. Localisation des condensines

1.1 Condensine I

Chez 'Homme, condensine I est cytoplasmique en interphase et s’associe massivement a
la chromatine en prométaphase, apres la rupture de I'enveloppe nucléaire, et y persiste
jusqu’en télophase (Hirota et al. 2004; Ono et al. 2004). Condensine I a un
comportement similaire chez S. pombe (Sutani et al. 1999). Le complexe est
majoritairement cytoplasmique en interphase, transporté dans le noyau en début de
mitose (I'enveloppe nucléaire ne se rompt pas chez les champignons) ou il s’associe aux
chromosomes jusqu’en télophase. Cependant des traces de condensine I semblent
persister sur les chromosomes en interphase (Aono et al. 2002). Chez S. cerevisiae, en
revanche, condensine I est trouvée associée a la chromatine tout au long du cycle
cellulaire (Freeman, Aragon-Alcaide, et Strunnikov 2000; Bhalla, Biggins, et Murray
2002; D’Ambrosio et al. 2008) indiquant que I'association chromosomique de
condensine I n’est pas suffisante pour la condensation mitotique.

Des expériences de FRAP sur des cellules humaines exprimant une kleisine étiquetée
par la GFP ont montré que plus de 80% des condensine I s’associent aux chromosomes
de fagon dynamique (instable) en début de mitose contre 20% associées de fagon stable
(Gerlich et al. 2006). Ces résultats suggerent que condensine I s’associe a la chromatine

suivant au moins deux modes différents.
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1.2 Condensine II

Condensine II est nucléaire (nucléo-soluble) pendant l'interphase, s’associe a la
chromatine des la prophase et y persiste jusqu’en télophase (Yeong et al. 2003; Hirota et
al. 2004; Ono et al. 2004; Gerlich et al. 2006). Ainsi, condensine II précede condensine I
sur la chromatine. Les mécanismes par lesquels condensine II persiste dans le noyau en
interphase ne sont pas connus. Il a été montré qu'a I'exception des centromeres,
condensine [ et Il ne partagent pas les mémes sites d’association aux chromosomes : les
sous-unités régulatrices CAP-G (condensine ) et CAP-G2 (condensine II) détectées par
immunofluorescence indirecte géneérent une alternance de signaux distincts le long de
'axe longitudinal des chromatides sceurs (Ono et al. 2003). De plus, la déplétion de CAP-
G ou CAP-G2 par ARNi a révélé que les deux condensines s’associent a la chromatine de
maniére indépendante (Hirota et al. 2004). Condensine II semble fixer la chromatine de
facon plus stable que condensine I des la prophase (Gerlich et al. 2006). Ceci indique que
les sous unités régulatrices jouent un réle clef dans I'association des condensines a la

chromatine en déterminant o, quand et comment la réaction a lieu.

1.3 Mode d’association topologique

Le(s) mécanisme(s) par lequel(s) les condensines s’associent a la chromatine et
conduisent la condensation mitotique des chromosomes reste(nt) mal compris. Chez
tous les organismes ou I'association des condensines a la chromatine a été examinée, il a
été observé que la perte de fonction d’'une sous unité suffit a altérer la fixation des
condensines et la condensation mitotique des chromosomes, indiquant que ces deux
réactions sont liées et que seuls les holocomplexes sont compétents pour leur
réalisation. Il est possible que les condensines soient initialement recrutées sur la
chromatine par des interactions de type protéine-protéine et/ou protéine-ADN. Une fois
condensine « posée » sur la chromatine, la proximité de I’ADN déclencherait ’hydrolyse
de 'ATP, entrainant 'ouverture des bras SMC, '’entrée de la fibre de chromatine et la
formation d'une boucle par un mécanisme qui reste a déterminer. La kleisine pourrait
ensuite assurer un role stabilisateur en s’opposant a un nouveau cycle d’hydrolyse de

I'ATP par les tétes SMC. La plupart des travaux suggerent que l’association de
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condensine est régulée par des modifications post transcriptionnelles telles que des

phosphorylations, sumoylations ou encore acétylations.

Les ressemblances structurales entre condensine et cohésine ont depuis longtemps
alimenté l'idée que l'association des condensines a la chromatine était de nature
topologique, en encerclant deux segments distants d'une méme molécule d’ADN a
I'intérieur de l'anneau protéique. Les travaux de Cuylen et al. ont montré que
'association de condensine a I’ADN chromosomique est bien de nature topologique, et
que lintégrité de l'anneau de condensine est essentielle a sa fixation stable a la
chromatine et a la condensation mitotique des chromosomes in vivo chez S. cerevisiae
(Cuylen, Metz, et Haering 2011). Cependant, la dissociation des anneaux ouverts de
condensines de la chromatine requiert des concentrations de sels plus élevées que pour
les cohésines, suggérant I'existence de liaisons électrostatiques entre les condensines et
la chromatine, en plus de la dimension topologique (Cuylen, Metz, et Haering 2011). En
lien avec cette idée, il a été récemment montré que les domaines HEAT repeats des sous
unités non-Smc de condensine I fixent ’ADN de fagcon aspécifique chez S. cerevisiae. Et
cette association a I’ADN stimule I'activité ATPase des protéines Smc (Piazza et al. 2014).
Il a été montré que condensine I et II fixent les histones. Chez S. pombe, la sous unité
Cnd2 de condensine I interagit physiquement avec H2A et son variant H2A.z, suggérant
que condensine I s’associe aux nucléosomes via Cnd2 (Tada et al. 2011). La
phosphorylation de la partie N-terminale de Cnd2 par Aurora B stimule son association
avec l'extrémité N-terminale de H2A (ou H2A.z) chargée positivement. De méme,
condensine II semble interagir avec '’histone H4K20me1 via les sous unités CAP-D3 et
CAP-G2, et non avec H4K20me3 (W. Liu et al. 2010). Cette association des condensines
aux histones pourrait servir d’ancrage a la chromatine avant ou apres avoir encerclé

I’ADN chromosomique.

Des analyses de mutants des condensine affectés pour la fixation ou I'hydrolyse de I'ATP
ont cherché a déterminer le role de la fixation de I'ATP et de son hydrolyse sur le
fonctionnement des condensines in vivo (Smith et al. 2004; Y. Xu et al. 2006; Hudson et
al. 2008). Ni la fixation ni I'hydrolyse de I’ATP n’est requise pour l'assemblage de
condensine I. En revanche, la fixation de I’ATP par condensine I est nécessaire a son

association stable a la chromatine (Hudson et al. 2008). Au contraire, deux mutations
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Figure 20. Modéle d’association des condensines a la chromatine.
A. Condensine condense les bras de chromosomes en créant des zones rigides. La perte de rigidité par le départ de
condensine de la chromatine entraine la décondensation B-C. Deux modes supposés d’association de condensine a la

chromatine. Extrait de (Cuylen, Metz, et Haering 2011).



censées bloquer I'hydrolyse de 'ATP n’empéchent pas la présence de 'enzyme sur la
chromatine, mais compromettent la structure des chromosomes. Ces observations
suggerent I'existence d’'un complexe condensine I qui doit capter une ou deux molécules
d’ATP pour fixer la chromatine. Plutot que de permettre l'association initiale a la
chromatine, 'hydrolyse de ’ATP libérerait I'énergie nécessaire au fonctionnement de
condensine I. Ainsi, I'association de condensine I a la chromatine pourrait étre
découplée de la condensation. Alternativement, la fixation de 'ATP pourrait permettre
un premier contact entre condensine I et la chromatine (électrostatique), tandis que
I'hydrolyse de I'ATP pourrait ouvrir I'anneau et l'engager dans une interaction
topologique efficace pour la condensation. Quel que soit le mécanisme, il semble clair
que le fonctionnement de condensine I est étroitement lié a un cycle de fixation et
d’hydrolyse de I’ATP par les sous unités SMC. On peut aisément imaginer qu’il en va de
méme pour condensine II.

Les travaux réalisés par Hudson et al. montrent que le clivage protéolytique du domaine
coiled coil de la sous unité SMC2 n’induit pas une dissociation des condensines de la
chromatine dans les cellules DT40 de poulet (Hudson et al. 2008). Ces résultats
s’opposent a ceux de Cuylen et al. obtenus chez S. cerevisiae (Cuylen, Metz, et Haering
2011). Cependant, contrairement a Cuylen et al., Hudson et al. n’ont pas placé les sites de
clivage de fagon a ce qu'’ils soient face a face dans les bras coiled coil de SMC2. 1l est
probable le clivage protéolytique de SMC2 n’ait pas entrainé I'ouverture de I'anneau

condensine dans les cellules de poulet.

L’association des condensines se ferait suivant un modele en deux temps. Le premier
temps correspondrait au recrutement de condensine sur la chromatine via les
répétitions HEAT des protéines régulatrices. Dans un second temps, ’hydrolyse de I'ATP
par les tétes ATPases des sous unité SMC ouvrirait I'anneau et permettrait la capture
topologique d’une ou plusieurs molécules d’ADN (Figure 20). A ce jour nous ne savons
pas si un anneau de condensine encercle une ou plusieurs molécules d’ADN. Il s’agit
d’'une question centrale pour comprendre comment les condensines induiraient et/ou

stabiliseraient des boucles de chromatines.
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2. Les sites d’association chromosomiques des condensines et les différents
mécanismes de recrutement

2.1 Cartographie des condensines I et I1

Les sites d’association des condensines [ et II sur I'ensemble du génome ont été
déterminés par ChIP-chip (Chromatin Immunoprecipitation followed by microarray) ou
ChIP-seq (Chromatin Immunoprecipitation followed by massive parrallel sequencing
analysis) chez les levures S. cerevisiae, S. pombe, chez C. elegans, le poulet (DT40) et la
souris (cellules ES) (D’Ambrosio et al. 2008; Tanaka et al. 2012; Nakazawa et al. 2011;
Kranz et al. 2013; J. H. Kim et al. 2013; Dowen et al. 2013). Dans tous les cas, un méme
patron d’association a été observé, indiquant que les mécanismes de chargement et/ou
de positionnement des condensines sur les chromosomes sont extrémement conservés.
Condensine I est enrichie au niveau des régions centromériques et péricentromériques,
des télomeres, des ADN ribosomiques, et, le long des bras de chromosome, a proximité
des génes fortement transcrits indépendamment de leur classe transcriptionnelle
(D’Ambrosio et al. 2008; Tanaka et al. 2012; Nakazawa et al. 2011; Kranz et al. 2013; ]. H.
Kim et al. 2013; Dowen et al. 2013). La cartographie réalisée sur les cellules ES de souris
(Dowen et al. 2013) indique que condensine II est enrichie au niveau des promoteurs
des geénes de classe Il et au niveau des régions activatrices de la transcription de ces
geénes appelées enhancers et super enhancers (Whyte et al. 2013). De méme chez C.
elegans, condensine II est enrichit au niveau des promoteurs et des enhancers (Kranz et
al. 2013).

Aucune séquence d’ADN consensus des sites chromosomiques occupés par les
condensine n’a été détectée, a 'exception des motifs B-Box trouvés dans les promoteurs
des genes de classe 111, suggérant que les positions des condensine sur les chromosomes
ne sont pas principalement définies au niveau ADN. En revanche, 'abondance des
condensines a proximité des geénes fortement transcrits depuis les levures jusque chez
les vertébrés indique I'existence d'un lien important entre I'association des condensines
a la chromatine et une forte activité transcriptionnelle (cf Chapl-VI «Lien entre

condensation et transciption »).
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2.2 Mécanismes de chargement multiples et indépendants

Les données a disposition indiquent I'existence de plusieurs mécanismes de chargement

des condensine I, apparemment indépendants et restreints en cis.

a. Mécanismes de chargement de condensine I

Condensine [ est recrutée au niveau du domaine central des centromeres par le
complexe Pcs1/Mde4 chez S. pombe (Tada et al. 2011). La présence de condensine I au
centromere nécessite également la fonction des protéines Mis6, Cnp1C¢ENP-Aet Mis13, qui
sont impliquées dans la formation de la chromatine sur laquelle est assemblée le
kinétochore (Nakazawa et al. 2008). La présence de condensine I au niveau de ’ADNr
est dépendante du facteur de transcription Acrl, et également de Pcs1/Mde4 (Nakazawa
et al. 2008; Tada et al. 2011). L’association de condensine au niveau des génes de classe
[II (ADNt) requiert le facteur de transcription TFIIIC (D’Ambrosio et al. 2008). Ce
dernier fixe directement I’ADN au niveau d’une séquence consensus appelée « B-box »,
présente dans les promoteurs des génes de classe IIl. TFIIIC interagit physiquement
avec condensine I (Haeusler et al. 2008; Iwasaki et al. 2010).

La déficience de Pcs1 altére le recrutement de condensine aux centromeres, au niveau
des répétitions de I’ADN ribosomique et non aux sites bras de chromosomes. La
déficience de Mis6, Cnp1CENP-A ou Mis13, en revanche, n’affecte pas la localisation de
condensine I a 'ADN ribosomique. Réciproquement, la défaillance du facteur Acr1 réduit
la quantité de condensine au niveau de 'ADN ribosomique et non au niveau des
centromeres chez S. pombe (Nakazawa et al. 2008). Ces observations indiquent
I'existence de multiples modes de recrutement indépendants de condensine I. Les
mécanismes par lesquels Mis6, Cnp1CENP-A ou Mis13, contribuent au recrutement de
condensine [ ne sont pas connus. Aucune interaction physique avec condensine I n’a été
rapportée (Nakazawa et al. 2008). Il est possible que ces protéines soient requises pour
la présence de Pcs1/Mde4 au centromere, ou que la structure de la chromatine joue un
role dans le recrutement des condensines.

Les analyses de ChIP-chip chez S. cerevisiae ont montré que condensine s’associe a la
chromatine tout au long du cycle cellulaire et sur la pleine longueur des chromosomes
en des sites spécifiques d’environ 500pb et séparés par 2 a 45 kb (D’Ambrosio et al.

2008; S.-W. Wang et al. 2005). Les sites sont différents de ceux occupés par cohésine,
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suggérant que les modes de chargement ou de relocalisation sont différents. Cependant,
la sous unité Brn1l de condensine colocalise avec Scc2 au niveau des genes ADNt chez S.
cerevisiae (D’Ambrosio et al. 2008). Scc2 associée a Scc4 est impliquée dans le
recrutement de cohésine. L'inactivation de Scc2 réduit I'enrichissement de condensine
en certains sites chromosomiques, mais pas tous (D’Ambrosio et al. 2008). Aucune
interaction directe n'a été détectée entre Scc2 et condensine (D’Ambrosio et al. 2008).
Ces data suggerent que le recrutement de condensine et cohésine, au niveau des genes
codants les ARNt, pourrait passer par un méme mécanisme impliquant le complexe de
chargement Scc2/Scc4. Une fois chargées en ces sites, les condensines et les cohésines
ne se positionneraient pas aux mémes endroits sur les chromosomes.

Chez S. pombe, Ssl3/Mis4 (I'homologue de Scc2/Scc4) est trouvée principalement a
proximité des genes fortement transcrits (Schmidt, Brookes, et Uhlmann 2009),
rappelant la localisation des condensines. En revanche, aucun réle pour Ssl3 et/ou Mis4

n’a été décrit a ce jour dans le chargement des condensines chez S. pombe.

b. Mécanismes de chargement pour condensine II
Chez la souris, les sites d’association de condensine II se superposent a ceux de cohésine
et 'association de condensine II a la chromatine est dépendante du facteur NIPBL,
homologue de Scc2 (Dowen et al. 2013). La délétion de NIPBL par RNAi réduit
I'association de condensine Il a la chromatine. De plus la délétion de cohésine ou de
condensine Il modifie I'expression des genes ES-spécifiques (Dowen et al. 2013). Chez C.
elegans, les sites occupés par condensine Il chevauchent ceux occupés par SCC2 (Kranz
et al. 2013). Condensine II pourrait étre chargée sur les chromosomes par ’homologue
de Scc2/Scc4. L'ensemble de ces data suggere que l'interaction fonctionnelle entre Scc2
et condensine I décrite chez S. cerevisiae est conservée chez C. elegans et la souris, mais
avec condensine II. Curieusement, condensine I est associée aux chromosomes tout au
long du cycle cellulaire chez S. cerevisiae, ce qui rappelle la localisation de condensine II.
Il est donc tentant de spéculer que condensine I, chez S. cerevisiae, fonctionne plus

comme une condensine Il que comme une condensine [ canonique.

c. Cas de condensine IP¢
Condensine IPC s’associe aux chromosomes X, avec une forte affinité pour les séquence

ADN de type GCGCAGGG (Kranz etal. 2013), et son recrutement dépend des protéines
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SDC-2 et SDC3 (Davis et Meyer 1997; Dawes et al. 1999). Condensine IP¢ fixe également
des genes autosomaux mais la seule présence du motif GCGCAGGG n’est pas suffisante
pour son association, ce qui suggerent que d’autres facteurs de chargement doivent

intervenir (Kranz et al. 2013).

d. Recrutement des condensin-like bactériennes
Chez Bacillus subtilis, le complexe SMC bactérien est abondant au niveau de la séquence
ADN ParsS et a proximité des genes fortement transcrits. Le complexe SMC est recruté au
site ParS par la protéine SpoO]. En revanche, cette derniere n’a pas d’effet notable sur la
présence des SMC a proximité des genes fortement transcrits (Gruber et Errington
2009). Ces observations suggerent a nouveau l'existence de multiples voies

d’association de condensine, indépendantes, et d’'un lien avec la transcription.

L’ensemble des données a disposition suggere que l'association des condensines a la
chromatine se ferait en deux temps: le recrutement a proximité de la chromatine par
des facteurs de chargement multiples suivi de 'association topologique de condensine a
la chromatine. Au moins deux grands mécanismes de chargement cohabiteraient, I'un
impliquant de facteurs sites spécifiques (Pcs1, SpoQ]), 'autre, encore inconnu, opérant

au niveau des genes fortement transcrits.

D. Régulation des condensines

Chez S. cerevisiae, 'association de condensine I a la chromatine est constante au cours
du cycle du cellulaire (D’Ambrosio et al. 2008). De méme, condensine II est présente
dans le noyau des l'interphase. Pourtant la condensation mitotique reste couplée a la
mitose. Ceci implique que l'activité de condensation des condensines est régulée au
cours du cycle cellulaire. Cette régulation est bien siir fondée sur des modifications post-
traductionnelles des sous unités des condensines. Dans les cellules humaines,
condensine [ est phosphorylée tout au long du cycle cellulaire (Takemoto et al. 2006).
Cependant le pattern de phosphorylation difféere entre l'interphase et la mitose,
suggérant que la phosphorylation de condensine I régule son association et/ou son

activité de condensation. Chez S. cerevisiae, 18 sites phosphorylés en mitose ont été
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détectés par spectrométrie de masse (Bazile, St-Pierre, et D’Amours 2010). Ainsi,
condensine [ est I'objet de régulations effectuées par des protéines kinases, telles que
CDK1/Cdc2 en début de mitose, Polo/Plo1 en anaphase et Aurora-B. Condensine I fait
également l'objet de régulations effectuées par des phosphatases telles PP2A et Cdc14
(Kimura et al. 1998; Ono et al. 2004; Takemoto et al. 2006; Lipp et al. 2007; St-Pierre et
al. 2009; Bazile, St-Pierre, et D’Amours 2010).

1. Régulation par les kinases CDK1/Cdc2 et Polo PLK1/cdc5

CDK1-cycline B est capable de phosphoryler les sous unités régulatrices CAP-D2 et CAP-
H de condensine I in vitro, ce qui stimule son activité de super-enroulement de '’ADN
(Kimura et al. 1998) En revanche cette phosphorylation n’augmente pas la capacité de
condensine a s’associer a I’ADN in vitro. Chez S. pombe, la phosphorylation du résidu
Thr9 de SMC4/Cut3 par Cdk1 provoque la rétention de condensine I dans le noyau en
mitose (Sutani et al. 1999; Nakazawa et al. 2008). Chez S. cerevisiae, la phosphorylation
de Smc4 par Cdk1l facilite I'hyper-phosphorylation des sous unités régulatrices de
condensine I par la kinase Polo/Plo1 (St-Pierre et al. 2009). Cette phosphorylation par
Polo augmente l'activité de super-enroulement de condensine et contribue a la
condensation des chromosomes en anaphase lorsque le taux de CDK1 chute (St-Pierre et
al. 2009). Dans les cellules humaines, condensine II est phosphorylée par CDK1 au
niveau de la Thr1415 de CAP-D3, qui est hautement conservée (Abe et al. 2011).
Nécessaire aux phases initiales de la condensation, cette phosphorylation crée un
module de fixation pour le PBD (Polo Box Domain). Ainsi la kinase Polo, PKL1, s’associe
a CAP-D3 via son PBD et hyper-phosphoryle I'’ensemble de condensine II. Cette hyper-
phosphorylation est nécessaire a 'assemblage des chromosomes mitotiques (Abe et al.
2011).

L’ensemble des données actuelles montre que les kinases mitotiques CDK1 et PLK1 sont
des acteurs clefs de la condensation en activant les condensines. Cependant, le lien entre
hyperphosphorylation des condensines et association avec la chromatine demeure mal
compris. Notamment I'impact des phosphorylations par Polo ou Cdk1 sur l'association

de condensine I a la chromatine n’a pas été exploré (St-Pierre et al. 2009).
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2. Régulation par Aurora B/Ipll

La kinase Aurora B fait partie du complexe CPC (chromosomal passenger complex) et
est impliquée dans la condensation des chromosomes mitotiques dans de nombreuses
especes. Cependant, le role exact d’Aurora-B semble varier d’'un organisme a 'autre. Il a
été montré qu’Aurora-B joue un role essentiel dans le recrutement de condensine [ sur
les chromosomes chez la drosophile (Giet et Glover 2001), chez C. elegans (Hagstrom et
al. 2002) et chez S. pombe, ou la phosphorylation par Aurora B/Ark1 des résidus Ser 5,
Ser 41 et Ser 52 situés dans région N-terminale de Cnd2 est nécessaire a la fixation de
condensine et a la condensation des chromosomes (Pettersen 2003, Tada et al.
20011Nakazawa et al. 2011). Au contraire, chez S. cerevisiae, 'association de condensine
[ a la chromatine ne dépend pas de l'activité de Aurora B (Losada, Hirano, et Hirano
2002), bien que cette derniére soit essentielle en anaphase pour le maintien de la
condensation de I’ADN ribosomique (Lavoie, Hogan, et Koshland 2004). Dans le systeme
acellulaire d’extrait d’ceufs de Xénope, la déplétion d’Aurora B n’impacte pas ou peu
I'association de condensine I a la chromatine (MacCallum et al. 2002; Takemoto et al.
2007). Chez I'homme, les données ne sont pas claires. Certains résultats suggérent que
I'activité d’Aurora B contribue a I'association de condensine I a la chromatine, et non a
celle de condensine II (Lipp et al. 2007). D’autres travaux, au contraire, suggerent
qu’'Aurora B participe a la localisation de condensine Il au centromeére, mais n’est
requise ni pour 'association de condensine I ni pour celle de condensine II le long des
bras de chromosome (Ono 2004). Il est possible qu’Aurora B contribue partiellement a
'association de condensine I, et que les effets de la perte de fonction d’Aurora B mesurés

sur I'association de condensine I varient selon les techniques expérimentales employées.

3. Régulation par CKII

L’activité de condensation des condensines doit étre réprimée ou du moins controlée en
interphase. La protéine CKII (caséine kinase) régule négativement l'activité de super
enroulement de condensine I par phosphorylation, en interphase, dans les cellules
humaines (Takemoto et al. 2006). C’est a ma connaissance le seul cas clairement montré
de régulation négative de condensine I. Cette activité CKII existerait chez S. pombe au

sein d'un complexe appelé NCT (Nrcl-CKII-TAFs) (H.-S. Kim et al. 2014). Ces résultats

103






suggeérent qu’'une phosphatase, non identifiée jusqu’alors, doit intervenir en début de

mitose pour lever cette inhibition.

4. Régulation par les phosphatases

Chez S. cerevisiae, Smc4 est phosphorylée par Cdkl en début de mitose puis
déphosphorylée par Cdc14 au niveau de la sérine 128 en fin de mitose (Kao et al. 2014).
Cdc14 semble réguler I'association de condensine a ’ADN ribosomique de fagon positive
en début d’anaphase (Damien D’Amours et Amon 2004) puis négative en fin d’anaphase
(Varela et al. 2009). En effet, Cdc14 activée par le systeme FEAR permet le recrutement
de condensine a la chromatine au niveau nucléolaire en favorisant la sumoylation de la
sous unité régulatrice Ysc4 en début d’anaphase (Damien D’Amours et Amon 2004). Au
contraire, I'activation de Cdc14 par le systeme MEN en fin d’anaphase coincide avec la
décompaction de 'ADN ribosomique et la dissociation de la sous unité kleisine Brn1 de
la chromatine (Varela et al. 2009). Les cibles de Cdc14 seraient donc différentes en
début et fin d’anaphase.

De méme, dans les cellules humaines et les cellules d’ceuf de Xénope, la phosphatase
PP2A (protéine phosphatase 2A) régule I'association de condensine II de facon positive
et négative (Takemoto et al. 2009). Durant 'anaphase, PP2A déphosphoryle la sous
unité CAP-H2, ce qui permet la dissociation de condensine II de la chromatine en fin de
mitose. Au contraire en début de mitose, PP2A participe a la condensation mitotique des
chromosome positivement en recrutant condensine II et la protéine KIF4 sur la
chromatine, mais PP2A assure cette fonction indépendamment de son activité

catalytique (Takemoto et al. 2009).

5. Régulations par acétylation et sumoylation

L’interrogation de l'acétylome humain révele que les sous unité SMC2 et SMC4 sont
acétylées (Bazile, St-Pierre, et D’Amours 2010). Cependant le role de ces acétylations
dans la condensation mitotique et/ou les autres fonctions des condensines, et
acétyltransférases responsables de ces modifications sont inconnus.

Chez S. cerevisiae, la sous unité Ycs4 est sumoylée spécifiquement en anaphase (Damien

D’Amours, Stegmeier, et Amon 2004). La surexpression de Cdc14 est suffisante pour
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induire la symoylation de Ysc4 et entrainer le recrutement de condensine au niveau de
I’ADNr et engendrer la séparation des chromatides sceurs au niveau des répétitions
ADNr. Donc, la sumoylation de la sous-unité Ysc4 controlée par Cdcl4 semble étre

impliquée dans la ségrégation des ADNr en anaphase.

V- Modification de la chromatine, condensation des chromosomes

et association des condensines

La chromatine est le substrat des condensines et de la réaction de condensation
mitotique. Il n’est donc pas surprenant que des modifications d’histones prennent part,
directement ou indirectement a la condensation mitotique des chromosomes. La
premieére évidence en faveur d'un roéle pour les modifications d’histone dans la
condensation mitotique fut la découverte de la phosphorylation de la serine 10 de
I’histone H3 (H3S10) par la kinase Aurora B, de fagon concomitante de la condensation
mitotique (Hendzel et al. 1997). Toutefois, la phosphorylation de H3S10 n’est pas
essentielle a la condensation mitotique des chromosomes chez S. cerevisiae, ni au
recrutement des condensines dans le systéeme acellulaire d’extrait d’ceufs de Xénope
(Lavoie, Hogan, et Koshland 2002; MacCallum et al. 2002). La phosphorylation de H3510
n’est pas non plus essentielle a la viabilité cellulaire chez S. pombe (Mellone et al. 2003),
suggérant que son réle dans la condensation serait secondaire ou redondant.

En revanche, il a été montré que la dé-acétylation de I'histone H4 par 'histone dé-
acétylase Rpd3 est nécessaire et suffisante au recrutement massif de condensine I au
niveau de I’ADN ribosomique en réponse a une carence nutritionnelle chez S. cerevisiae
(Tsang, Li, et Zheng 2007). Condensine I fixe le variant d’histone H2A.Z (Tada et al.
2011). Chez S. pombe, I'acétylation de H2A.Z par 'acétyl-transférase Mst1 est essentielle
a l'association stable de condensine I a la chromatine en anaphase (H.-S. Kim et al.
2009). La localisation chromosomique du complexe condensine IPC de C. elegans est liée
a des modifications de la chromatine. Le systéeme de compensation de dosage entraine
une mono-méthylation de I'histone H4K20 sur le chromosomes X, ce qui induit la
répression des génes du chromosomes X. Condensine IP¢ colocalise avec H4K20mel et
son association a la chromatine précede l'apparition de ces marques épigénétiques

(Vielle etal. 2012 ), ce qui suggere que condensine IP¢ serait a l'origine de cette
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modification d’histones. Condensine II interagit physiquement avec H4K20me1 (W. Liu
et al. 2010). Une hypothése serait que condensinelP¢ induirait la méthylation de H4K20,
et fixerait cette méme modification, stabilisant son association avec la chromatine.

Les liens entre condensines et les modifications d’histones peuvent également étre
négatifs. L'acétylation de H3K56 au niveau des rétrotransposons entraine la dissociation
de condensine I chez S. pombe (A. Tanaka et al. 2012). Cette marque interfere avec la
localisation chromosomique des protéines pKU70 et pKU80 qui recrutent condensine I
au niveau des rétrotransposons. De méme, aux centromeres chez S. pombe, 'histone H4
acétylée serait fixée par le complexe NCT (Nrc1-CKII-TAFs), inhibiteur condensine I (H.-
S. Kim et al. 2014). Le complexe NCT est composé de la protéine Nrcl (negative
regulator of condensin 1), qui appartient a la famille BET (tandem Bromodomains and
Extra Terminal domain), la protéine kinase CKII et cinq protéines TAF (TBP associated
factor). Associé a la chromatine via sa sous-unité Nrc1 qui reconnait I'acétylation de H4,
et les protéines TAF, le complexe NCT régulerait négativement le complexe condensine
via son activité caséine kinase CKII (H.-S. Kim et al. 2014).

L’ensemble de ces observations illustre la capacité des modifications d’histones a
affecter I'association des condensines a la chromatine, et/ou leur activité, parfois au
niveau sub-chromosomique. Cependant, les modifications d’histones peuvent également
impacter la condensation mitotique des chromosomes indépendamment des
condensines. Une récente étude chez S. cerevisiae indique que H3S10 phosphorylée par
Aurora B engendre le recrutement de la de-acétylase Hst2 qui dé-acétyle I'histone H4
lysine 16 (H4K16). L’histone H4 se lie alors aux nucléosomes voisins stimulant la
compaction de la chromatine (Wilkins et al. 2014). Cependant, la viabilité du mutant
H3S10A4, dans lequel I'histone H3 est non phosphorylable en position 10 (Lavoie, Hogan,
et Koshland 2002), implique que la phosphorylation de H3S10 joue un réle secondaire

ou redondant dans la condensation mitotique de la chromatine.

VI- Lien entre condensation et transcription
Depuis les bactéries jusque chez 'Homme, les condensines sont trouvées enrichies a
proximité des genes fortement transcrits. La grande conservation de ce patron
d’association indique l'existence d'un lien positif, important, entre l'association de

condensine a la chromatine et un fort taux de transcription. Cette conclusion est
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confortée par l'implication de facteurs de transcription tels que TFIIIC et Acrl dans
'association de condensine I a la chromatine (D’Ambrosio et al. 2008; Nakazawa et al.
2008). La nature de ce lien demeure énigmatique en revanche.

Paradoxalement, condensine I s’associe massivement a la chromatine en mitose, alors
que la transcription est généralement inhibée durant cette phase du cycle cellulaire
(Taylor 1960). Méme chez S. cerevisiae, la transcription de I’ADNr cesse en mitose
(Andrés Clemente-Blanco et al. 2009). De plus, il a été montré que la transcription par
les ARN Pol I et Pol II s’oppose a la fixation de condensine I sur la chromatine(Andrés
Clemente-Blanco et al. 2009; Andres Clemente-Blanco et al. 2011). La phosphatase
Cdc14 inhibe l'activité de I'’ARN polymérase II au niveau des régions de séquences
répétées, permettant le chargement de condensine I (Clemente-Blanco et al. 2011).
L’ensemble de ces observations conduit donc a un paradoxe apparent ou, d'un coté,
condensine semble liée positivement a la transcription pour son association a la
chromatine, et, de 'autre, fixation de condensine et transcription sont antagonistes.

Une possibilité serait que la fixation de condensine I soit liée non a la transcription en
tant que telle, mais a des facteurs ou des propriétés associés a la transcription qui
persistent en mitose malgré le silence transcriptionnel. L'inhibition chimique de '’ARN
pol III n’affecte pas la localisation de condensine I sur les ADN de transfert chez S.
cerevisiae (D’Ambrosio et al. 2008), suggérant que la fixation de condensine en ces sites
n’est pas directement liée a I'activité transcriptionnelle de I’ARN pol III.

Des modifications de la chromatine et/ou certains facteurs de transcriptions persistent
sur les chromosomes en mitose (Xing, Vanderford, et Sarge 2008). Ces marques
transcriptionnelles sont considérées servir de base moléculaire a une mémoire
épigénétique de la transcription durant la mitose. On parle de gene bookmarking. Ce
processus permettrait de conserver la mémoire du programme transcriptionnel
enclenché durant I'interphase pendant la traversée de la mitose.

Un lien négatif a été décrit entre le gene bookmarking et I'association de condensine a la
chromatine. TFIID persiste aux promoteurs de genes de réponse au stress pendant la
mitose et y recrute PP2A dont l'activité phosphatase inhibe condensine 1 (Xing,
Vanderford, et Sarge 2008). L’ensemble de ces data suggere que la répression de la
transcription doit étre effectuée pour permettre le chargement des condensines a la

chromatine.
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Le lien entre I'association des condensines a la chromatine et la transcription reste a
élucider. Chez les eucaryotes, il est possible que I’environnement chromatinien influence
positivement ou négativement la fixation de condensine selon le gene considéré.
Cependant, la conservation de I'enrichissement des condensines a proximité des genes
fortement transcrits chez les procaryotes implique que le lien condensine /
transcription pourrait étre fondé, au moins en partie, sur des propriétés indépendantes
des histones. La fixation de facteurs de transcription et/ ou la topologie de 'ADN (super-

enroulement) pourraient étre certaines de ces propriétés.
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VII- Problématique et objectifs

Condensine est considéré comme un organisateur universel du génome et un acteur clef
de la condensation mitotique des chromosomes. Cependant, comment condensine
s’'associe a la chromatine et, dans ce contexte, assure ses fonctions en lien avec le cycle
cellulaire demeure mal compris. Ceci tient au moins en partie au fait que nous ne

connaissons pas I’ensemble des acteurs mis en jeu.

Plusieurs mécanismes de chargement des condensine semblent fonctionner au niveau
sub-chromosomique. La structure de la chromatine semble également influencer la
fixation de condensine aux chromosomes. Cependant les mécanismes moléculaires sous
jacents demeurent en grande partie ignorés. Enfin, un lien important, conservé au cours
de I'évolution, existe entre la transcription et la fixation et/ou le positionnement des
condensines sur les chromosomes. Mais la nature de ce lien est également ignorée.

L’objectif de mon travail de theése était d’améliorer notre compréhension des
mécanismes mis en jeu dans la condensation mitotique des chromosomes (1) par la
recherche de facteurs qui collaborent avec condensine I chez S. pombe et (2) par la

caractérisation fonctionnelle de I'un d’entre eux.

Dans ce manuscrit, je présente les résultats d’un crible génétique congu pour identifier
les collaborateurs de condensine, et I'étude du roéle de I'histone acétyl-transferase Gcn5,
identifiée par ce crible, dans l'association de condensine I a la chromatine et la

condensation mitotique des chromosomes.
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Chapitre Il : Matériels et Méthodes

I- Matériel biologique

A. Schizosaccharomyces pombe

S. pombe est une levure ascomycete. Toutes les souches dérivent d'un méme ancétre
nommé SP972. La cellule est de forme cylindrique et sa taille est d’environ 3-4 um de
diametre pour 7 a 15 um de longueur. Le génome haploide comprend 12.6 Mpb d’ADN
répartis sur 3 chromosomes. Le cycle biologique est haplo-diplobiontique avec une
phase haploide dominante. Le temps de génération est compris entre 2 et 4h suivant les
conditions de culture. Le cycle cellulaire haploide est typiquement eucaryotique, avec
quatre phases: G1, S, G2 et M. En condition de croissance exponentielle, 80% des
cellules sont en phase G2, 10% en mitose et 10% en G1/S.

En condition de carence nutritionnelle, deux cellules haploides de types sexuels opposés
(h+ et h-) conjuguent: les cellules fusionnent par une extrémité et la caryogamie est
réalisée (16-24h). La méiose est alors déclenchée (>24h), suivie par la genése d'un asque
contenant 4 spores haploides. L’asque se rompt et, en conditions nutritives favorables,
les spores germent et le cycle cellulaire haploide recommence. Si le zygote issu de la
conjugaison de deux cellules haploides est placé en conditions nutritives favorables

avant le déclenchement de la méiose, alors un cycle diploide végétatif peut s’établir.

1. Lasouche cut3-477 pREP41-cut3*

La souche testeuse cut3-477 pREP41-cut3* a été construite par P. Bernard. Cette souche
posseéde la mutation récessive cut3-477 (Saka et al. 1994) au locus cut3, plus un gene
chimérique pREP41-cut3* inséré dans le génome en position ectopique. pREP41 est une
version atténuée du promoteur nmtl (no message in thiamine) dont l'activité est
réprimée par la thiamine (vitamine B1). S. pombe est prototrophe pour la thiamine. En
I'absence de thiamine dans le milieu de culture, le promoteur nmtl est actif (Basi,
Schmid, et Maundrell 1993; Maundrell 1990; Maundrell 1993). En présence de thiamine

(20 uM), les cellules concentrent la vitamine, entralnant une répression du promoteur
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Numéro de souche

Figure 21 :

L113
LY1069
LY270
LY1802
LY2098

Figure 22

L113
LY1069
LY42
LY78
LY75

Figure 24

L113
LY1069
LY360
LY725
LY860
LY962
LY536
LY612
LY564

LY854
LY1066
LY862
LY852
LY1062
LY864

Figure 25
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LY1066
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LY854
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h-
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h-
h-
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h-
h-
h-
h-
h-
h-
h-
h-
h-
h-

Génotypes

leul-32 ura4D18 ade6-210

leul-32 ura4D18 cut3-477ts

leul-32 ura4D18 nda3-KM311cs

leu1-32 ura4D?nda3-KM311 cnd2-gfp-LEUZ2
leul-32 ura4D?nda3-KM311 cut3-477

leu1-32 ura4D18 ade6-210

leu1-32 ura4D18 cut3-477ts

leul-32top2-250cs

leu1-32 cut3-477 pREP41XL-cut3-LEU2

leul-32 cut3-477 top2-250 pREP41XL-cut3-LEUZ2

leul-32 ura4D18 ade6-210

leul-32 ura4D18 cut3-477

leu1-32 ura4D18 ade6-216 cut3-477 pREP41XL-cut3-LEU2
leu1-32 ura4-D? ade6-210 slc90

leu1-32 ura4D18 ade6-210 slc173

leul-32 ura4D? ade6-216 slc129

leu1-32 ura4D? ade6-216 cut3-477 pREP41XL-cut3-LEUZ slc90
leu1-32 ura4D? ade6-216 cut3-477 pREP41XL-cut3-LEUZ slc173
leu1-32 ura4D? ade6-216 cut3-477pREP41XL-cut3-LEUZ slc129

leul-32 ura4D? ade6-216 slc47

leul-32 ura4D18 ade6-216 slc71

leu1-32 ura4D18 ade6-210 slc85

leul-32 ura4D? ade6-210 cut3-477 slc47
leul-32 ura4D18 ade6-216 cut3-477 sic71
leu1-32 ura4D18 ade6-210 cut3-477 slc85

leul-32 ura4D18 ade6-210

leul-32 ura4D18 cut3-477

leu1-32 ura4D18 ade6-210 pcs1A::ura4+
leul-32 ura4D18 ade6-216 rad3A::ura4+
leul-32 ura4D18 ade6-216 slc71

leul-32 ura4D18 ade6-210 slc85
leul-32 ura4-D? ade6-210 slc90

leul-32 ura4D? ade6-216 slc129

leul-32 ura4D18 ade6-210 slc173
leul-32 ura4D? ade6-216 slc47

leul-32 ura4D? ade6-210 slc127



nmtl. Concernant la souche testeuse cut3-477 pREP41-cut3*, sur milieu PMG dépourvu
de thiamine, le promoteur pREP41 est actif, le géne cut3* est exprimé et complémente la
mutation cut3-477, et la souche se comporte comme une souche sauvage a 32°C. En
présence de thiamine, le promoteur pREP41 est réprimé et la souche testeuse se

comporte comme le mutant cut3-477.

2. Les souches mutantes

Certaines souches proviennent des équipes de J.P. Javerzat, A. Verdel, R. Allshire. Les
souches utilisées dans ce travail ont été obtenues par croisement ou par transformation.

L’ensemble des souches utilisées dans ce travail est listé par figure.

B. Bactéries électrocompétentes Escherichia Coli

Pour les transformations bactériennes, seules les bactéries E. Coli ultracompétentes
DH5a (Life Technologies) ou NEB10p-High Efficiency (New England Biolabs) ont été

utilisées.

II- Méthodes

A. Meéthode de culture

1. Milieu de culture

1.1 S. pombe

Les milieux de culture utilisés sont ceux décrits par (Forsburg et Rhind 2006; Moreno,
Klar, et Nurse 1991). Le milieu synthétique utilisé est le PMG (Pombe Minimum
Glutamate) et le milieu complet est le YES+A. Pour les croisements, un milieu carencé en
azote, SPA (sporulation agar media), est utilisé. La phloxine B (2,5 mg/l), la thiamine (20
uM) et/ou les drogues (G418 : 100mg/1 - Clonat: 100pg/l - Hygromycin B: 100mg/l1)

sont ajoutées apres autoclavage a 110°C pendant 30 minutes.
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Figure 26
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Figure 27
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Figure 28
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leu1-32/ leul-32

ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477

PREP-cut3-LEU2/pREP-cut3-LEU2

leul-32/ leul-32

ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477

PREP-cut3-LEU2/pREP-cut3-LEU2 slc129/ slc129+

leul-32/ leul-32

ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477

pPREP-cut3-LEU2/pREP-cut3-LEU2 slc129/slc129

leul-32/ leul-32
leul-32/ leul-32
leul-32/ leul-32
leu1-32/ leul-32
leul-32/ leul-32
leul-32/ leul-32
leul-32/ leul-32
leul-32/ leul-32
leul-32/ leul-32
leul-32/ leul-32
leu1-32/ leul-32
leu1-32/ leul-32

leul-32/ leul-32
leu1-32/ leul-32
leul-32/ leul-32
leu1-32/ leul-32
leu1-32 leul-/32
leul-32/ leu1-32
leu1-32/ leul-32
leu1-32/ leul-32
leu1-32/ leul-32
leu1-32/ leul-32
leu1-32/ leul-32
leu1-32/ leul-32
leu1-32/ leul-32
leu1-32/ leu1-32

leu1-32/ leul-32

ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477

ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477 slc85/ slc85+
ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477 slc85/slc85
ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477 slc47/ slc47+
ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477 slc47/slc47
ura4D18/ ura4D18 ade6-210/216

ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 slc173/ slc173+

ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 slc173/slc173

ura4D18/ ura4D? ade6-210/216 sic90/ slc90+

ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 sic90/slc90

ura4D18/ ura4D18 ade6-210/216 slc71/ slc71+

ura4D18/ ura4D? ade6-210/216 slc71/slc71

ura4D18/ ura4D18 ade6-210/216
ura4D18/ ura4D? ade6-210/216 sic90/ slc90+
ura4D18/ ura4D18 ade6-210/216 cutl4-208/cutl4+
ura4D18/ ura4D? ade6-210/216 sic90/cut14-208
ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 sic90/slc90
ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 cut14-208/cut14-208
ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 slc173/ slc173+
ura4D18/ ura4D18 ade6-210/216 slc71/ slc71+
ura4D18/ ura4D? ade6-210/216 slc71/slc173
ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 slc173/slc173
ura4D18/ ura4D? ade6-210/216 sic71/slc71
ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477
ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477 slc85/ slc85+
ura4D?/ ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477 slc85/slc85
ura4D18/ wura4D18 ade6-210/216 cut3-477/cut3-477

leul-32 ura4D18 ade6-210
leul-32 ura4D? ade6-216 slc129
leul-32 ura4D? ade6-216 slc127
leu1-32 ade6-210 slc174
leu1-32 ura4D? ade6-210 slc185



1.2 E. Coli
Le milieu LB (Luria Broth) a été utilisé pour les cultures bactériennes. Ce milieu peut

également étre sous forme solide par l'ajout d’agar et/ou complémenté par de

I'ampicilline a 100 pg/l.

2. Condition des cultures liquides

Les souches stockées a -80°C en YES+A 40% glycérol sont remises en croissance par
striation sur milieu solide a température permissive jusqu'a apparition de colonies. La
pré-culture est alors ensemencée a partir des colonies sur boite dans une fiole
d’Erlenmeyer d’'une capacité au moins cinq fois supérieure au volume de culture, puis
sont incubées sur la nuit a 32°C sous agitation constante de 200 rpm afin d’assurer une
aération homogene du milieu. La culture est ensemencée a partir de la pré-culture dans
les mémes conditions.

En milieu liquide, la phase exponentielle de croissance se situe entre 1.10° a 1.107
cellules/ml (Moreno, Klar, et Nurse 1991).

La densité cellulaire est estimée par comptage a I'aide d’une cellule de Thoma. Le temps
de génération (1 cycle cellulaire) dure entre 2,5 et 5 heures suivant le génotype de la
souche, la température et le milieu de culture. Les cultures sont ensemencées a partir

des pré-cultures de sorte a ce que les cellules soient cultivées en phase exponentielle.

3. Cultures des mutants nda3-KM311

Le géne nda3 (nuclear division arrest) code la p-tubuline. La mutation nda3-KM311
confere une cryosensiblité a 20°C et bloque la synthése du fuseau mitotique. A
température restrictive, les cellules mutantes nda3-KM311 se bloquent en prophase -
métaphase (Hiraoka, Toda, et Yanagida 1984).

En phase exponentielle, 1a majorité des cellules de S. pombe sont en phase G2. Lorsque
la culture atteint 5.10¢ cellules/ml en YES+A a 32°C, elle est transférée dans un bain
marie agitant a 17°C pendant 7 heures. L'arrét des cellules en début de mitose est
marqué par I'absence de cellules binucléées et 'absence de septum. La synchronisation

des cellules est ensuite vérifiée au microscope par coloration au DAPI et calcofluor
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leul-32 ura4D? slc47 cut3-gfp-ura4+ sid4-Tomato-HygroR

leul-32 ura4D18 ade6-210

leu1-32 ura4D18 cut3-477

leul-32 ura4D? ade6-210 cut3-477 slc47
leu1-32 ura4D ? ade6-210 gcn5A::kanR

leu1-32/leul-32 ura4D18/ura4D18 ade6-210/216

leu1-32/leul-32 ura4D?/ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477
leu1-32/leul-32 ura4D?/ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477 slc47/slc47
leu1-32/leul-32 ura4D?/ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477 slc47/slc47+
leu1-32/leul-32 ura4D?/ura4D? ade6-216/ade6-210 cut3-477/cut3-477

slc47/gcn5A::KanR

h-
h-
h-
h-
h-
h-
h+
h?
h+
h-
h-
h-
h-
h-

leu1-32 ura4D18 ade6-210

leu1-32 ura4D18 cut3-477

leu1-32 ura4D? ade6-216 slc47

leu1-32 ura4D? ade6-210 cut3-477 slc47
leu1-32 ura4D ? ade6-210 gcn5A::kanR
leu1-32 ura4D? ade6-210cut3-477 gcn5A::kanR
leu1-32 ura4D18 ade6-210 arp94::NatR
leu1-32 ura4D? cut3-477 arp94::NatR
leu1-32 ura4D? ade6-210mga2A::KanR
leu1-32 ura4D? cut3-477 mga2A::KanR
leu1-32 ura4D? ade6-210 slc185

leu1-32 ura4D? ade6-210 slc185 cut3-477
leu1-32 ura4D? ulp2A::NatR

leu1-32 ura4D? ulp2A::NatR cut3-477



ou par la présence de signaux GFP enrichis dans le noyau pour les souches cnd2-GFP
(Cnd2-GFP utilisé ici comme marqueur mitotique). A t=7h a 17°C, on compte entre 70%

et 80% de la population cellulaire synchronisée en mitose.

B. Méthode génétique

1. Mutageneése aléatoire a I'Ethyle Methane Sulfonate (Fait par P.B et X. R)

Les cellules pREP41-cut3* cut3-477 cultivées en phase exponentielle de croissance en
milieu synthétique dépourvu de thiamine ont été incubées en présence d’'EMS 2% (v/v)
- Ethyl Methane Sulphonate - pendant 3 heures a 30°C (~1 génération). Les cellules ont
été lavées six fois avec 1 ml d'une solution NaCl 0,9% (w/v), cultivées 6 heures en milieu
synthétique sans thiamine a 30°C, reprises dans une solution de PMG 40% (v/v) glycérol
et stockées a -80°C.

L’enrichissement en mutations a été estimé en étalant des aliquotes traitées a I'EMS et
non traitées sur milieu complet contenant une dose létale de bénomyl (inhibiteur de
polymérisation des microtubules). La fréquence d’apparition des colonies mutantes,
résistantes au bénomyl était 100 a 150 fois supérieure pour I'échantillon traité a I'EMS
comparé au contréle non traité. Avec un taux de mutations spontanées de 10-¢ par geéne,

le taux de mutations induites par traitement a 'EMS serait de 'ordre de 10-* par géne.

2. Test en gouttes (TEG)

Les cellules sont cultivées en milieu liquide en phase exponentielle de croissance ou
resuspendues dans H20q stérile a partir de souches fraichement striées sur milieu
solide, puis diluées en série au 1/5¢ et déposées en gouttes sur milieu solide. La

premiere goutte contient 3000 cellules.

3. Croisement

Un croisement se fait par le mélange de deux souches de signes opposées (h* et h) sur
un milieu synthétique carencé en azote (SPA). Dans ces conditions, les cellules h+ et h-
vont conjuguer pour entrer en méiose pour donner des asques a 4 spores ordonnées.

Des 48 heures a 28 ou 30°C, les asques et les spores peuvent étre visibles sous le
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LY1259 h+ leul-32 ade6-210 slc174

LY1005 h+ leu1-32 ade6-216 slc174 cut3-477

LY2601 h+ leu1-32 ura4D18 ade6-216 cph2A::NatR

LY2745 h- leu1-32 ura4D18 cut3-477 cph2A::NatR

Figure 34

L113 h- leu1-32 ura4D18 ade6-210

LY1069 h- leu1-32 ura4D18 cut3-477

LY846 h - leu1-32 ura4D? ade6-216sup122

LY840 h- leu1-32 ura4D? ade6-210cut3-477 sup122

LY971 h+/h- leul-32/leul-32 ura4D?/ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477

LY972 h+/h- leul-32/leul-32 ura4D?/ura4D? ade6-210/216 cut3-477/cut3-477
supl22/sup122+

LY973 h+/h- leul-32/leul-32 ura4D?/ura4D?ade6-210/216 cut3-477/cut3-477
sup122/sup122

LY28 h- leu1-32 ura4D18 ade6-210 pcs1A::ura4+

LY688 h- leu1-32 ura4D18 ade6-216 rad3A::ura4+

LY392 h- leu1-32 ura4D18 ade6-210 his3D1 phtlA::natR

LY981 h+ leu1-32 ura4D18 cut3-477 sup122 phtl1A::NatR

Figure 35

L113 h- leu1-32 ura4D18 ade6-210

LY1069 h- leu1-32 ura4D18 cut3-477

LY846 h- leu1-32 ura4D? ade6-216sup122

LY840 h- leu1-32 ura4D? ade6-210cut3-477 sup122

Figure 38

L113 h- leu1-32 ura4D18 ade6-210

LY1069 h- leu1-32 ura4D18 cut3-477

LY854 h- leu1-32 ura4D? ade6-216 slc47

LY852 h- leu1-32 ura4D? ade6-210 cut3-477 slc47

LY1292 h- leu1-32 ura4D ? ade6-210 gcn5A::kanR

LY1318 h- leu1-32 ura4D? ade6-210cut3-477 gcn5A::kanR

Figure 39

L113 h- leu1-32 ura4D18 ade6-210

LY1139 h+ leu1-32 ura4D? cdc11-GFP-KanR mis6-3HA-LEUZ2

LY1354 h? leu1-32 ura4D? cut3-477 cdc11-GFP-KanR mis6-3HA-LEUZ

LY1357 h- leu1-32 ura4D? slc47 cdc11-GFP-KanR mis6-3HA-LEU2

LY1942 h- leu1-32 ura4D ? slc47 cdc11-gfp-KanR pREP-fib1-RFP-LEUZ

LY1938 h- leu1-32 ura4D ? cut3-477 cdc11-gfp-KanR pREP-fib1-RFP-LEU2

Figure 40

L113 h- leu1-32 ura4D18 ade6-210

LY854 h- leu1-32 ura4D? ade6-216 slc47

LY1292 h- leu1-32 ura4D ? ade6-210 gcn5A::kanR

LY395 h- leul-32 ura4D? cut3-GFP-ura4+



microscope la présence de spore, riche en amidon, peut étre révélée par une coloration a

la vapeur d’iode l'iode (violet/noir si positif).

3.1 Analyses des spores en vrac

1/10¢ du croisement est traité a la cytohélicase 0,5% (v/v en H20) pendant quelques
heures a 32°C sous agitation. Cette réaction enzymatique détruit les cellules végétatives
et libere les spores des asques. La lyse des cellules végétatives est complétée par I'ajout
de SDS 1% final (w/v). La densité des spores est déterminée par comptage a la cellule de

Thoma et les spores sont étalées sur le milieu solide.

3.2 Analyses de tétrades

Les asques issus d'un croisement sont striés sur milieu solide et ils sont déposés de
facon isolée a l'aide d’'un micromanipulateur. Apres 2 a 3 heures d’incubation a la
température du croisement, la paroi des asques se rompt. Les 4 spores contenues dans
chaque asque sont semées de facon ordonnée. Les boites sont incubées a température

appropriée jusqu'a apparition des colonies.

4. Isolement de souches diploides

Les cellules haploides mutantes ade6-210 ou ade6-216 sont auxotrophes pour 'adénine
et développent une coloration rouge ou orangée, respectivement, sur milieu limitant en
adénine. Cette coloration est due a 'accumulation d’'un précurseur dans la voie de
biosynthése de l'adénine. L’isolement de souches diploides repose sur la
complémentation intragénique entre les alleles ade6-210 et ade6-216, qui restaure la
prototrophie pour l'adénine (colonies blanches sur milieu limitant en adénine)
(Forsburg et Rhind 2006). Les souches haploides ade6-210 et ade6-216 de signes sexuels
opposés (h* et h-) sont mélangées sur SPA. Apres 16/18h a 25/32°C, le mélange est strié
sur milieu PMG dépourvu d’adénine (PMG-A) ou seules les cellules diploides pourront

croitre.
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LY2342
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LY388
LY348
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Figure 41
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LY1069
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LY1318
LY1490 AVerdel
LY1518
LY1491 AVerdel
LY1519
LY1492 A.Verdel
LY1520
LY1658 rwp314
LY1698

LY1659 rwp342
LY1788
LY1660 rwp343
LY1786

LY1694 bioneer version 2 10H6

LY1741

LY1695 bioneer version 2 22E4

LY1743
LY1635 ry1890
LY1686
LY1682
LY1726
LY1785

h-
h-
h-
h-
h-
h+
h+
h+

h-
h-

h-

h-
h-
h+
h-
h+

h-
h-
h-
h-
h+
h-
h+
h-
h+
h-
h+
h?

h+
h?
h+
h-

leu1-32 ura4D? ade6-210slc47cut3-GFP-ura4+

leu1-32 ura4D gcn5A::KanR cut3-GFP-ura4+ sid4-tomato-hygroR
leu1-32 cut14-3HA-His6-ura4+

leu1-32 ura4D? ade6? slc47 cutl4-HA-His6-ura4+ dam1-gfp-kanR
leu1-32 ura4D? gcn5A::NatR cut14-HA-His6-ura4+ dam1-gfp-kanR
leu1-32 ura4D? top2-HA-ura4+ dam1-gfp-KanMX6

leul-32 ura4D? slc47 top2-HA-ura4+ dam1-gfp-KanMX6

leul-32 ura4D? gcn5A::NatR top2-HA-ura4+ dam1-gfp-KanMX6

h- leu1-32 ura4D18 cut3-477

leul-32 ura4D? ade6-210 cut3-477 sic47

leu1-32 ura4D? ars1-FYG146.021-abp2cnp3-LEUZ sic47

leu1-32 ura4D? ade6-210ars1-FYG146.021-abp2cnp3-LEUZ cut3-477
leu1-32 ura4D? ars1-FYG146.021-abp2cnp3-LEU2 cut3-477 slc47

leul-32 ura4D18 nda3-KM311

leu1-32 ura4D? nda3-KM311 cut3-HA-His6-ura4+ cnd2-GFP-LEU2

leu1-32 ura4D? nda3-KM311 cut3-3HA-His6-ura4+

leu1-32 ura4D? nda3-KM311 gcn5A::KanR cut3-HA-His6-ura4+

leu1-32 ura4D? nda3-KM311 gcn5A ::KanR cut3-HA-His6-ura4+ cnd2-gfp-LEUZ

leu1-32 ura4D18 ade6-210

leu1-32 ura4D18 cut3-477

leu1-32 ura4D ? ade6-210 gcn5A::kanR

leu1-32 ura4D? ade6-210cut3-477 gcn5A::kanR
leu1-32 ura4D? sgf11A::KanR

leu1-32 ura4D? cut3-477 sgf11A::KanR

leu1-32 ura4D ? ada2A::KanR

leu1-32 ura4D? cut3-477 ada2A::KanR

leu1-32 ura4D ? ngg1A::KanR

leu1-32 ura4D? cut3-477 ngglA::KanR
ura4D18 ade6-216 spt8A::ura4+

leu1-32 ura4D? ade6-210cut3-477 spt8A::ura4+

ura4D18 ade6-216 gcn5-myc13-NatR

leu1-32 ura4D? ade6-216cut3-477 gcn5-mycl3-natR
ura4D18 ade6-216 gcn5-191-myc13-NatR

leu1-32 ura4D? ade6-216cut3-477 gcn5-191-myc13-natR

h+ leul-32 ura4D?-ade6-210 hatlA::KanR

h- leul-32 ura4D? cut3-477 hatlA::KanR
h+ leu1-32 ura4D ? ade6-210 naa40A::KanR
h- leul-32 ura4D? cut3-477 naa40A::KanR

h+ leu1-32 ura418 ade6-210mst2A::ura4+

h+ leul-32 ura4D? mst2A::ura4+ cut3-477

h90 leu1-32 ura4D? his3D1 arg3D4 rrt109A::KanR
h- leu1-32 ura4D? cut3-477 rrt109A::KanR

h? elp3A::KanR



C. Techniques de génétique et biologie moléculaire

1. Transformation de S. pombe

Les cellules sont mises en culture pour atteindre une densité cellulaire entre 8.10° et
1.107 cellules/ml. Les cellules sont centrifugées pendant 3 min a 3000 rpm, transférées
dans un Eppendorf, et lavées deux fois dans 1 ml de lithium acétate 0,1 M pH 4,9. Les
cellules sont ensuite resuspendues de facon a obtenir 10° cellules/ml en lithium acétate
et aliquotées par 150 uL. Chaque aliquot est incubé a 32°C pendant 1 h. L’ADN (environ
1 ug d’ADN) est ajouté dans un volume inférieur ou égal a 15 ul en TE pH 7,5 (10 mM
Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 7,5), les tubes sont brievement vortexés pour homogénéiser
la suspension cellulaire et 370 ul de TE-PEG (50% w/v) préchauffé a 32°C sont rajoutés.
Le tout est vortexé pendant 30 secondes, puis les cellules sont incubées pendant 45 min
a 32°C. Apres ce délai, un choc thermique est réalisé a 46°C pendant 15 min, les tubes
sont ensuite laissés 10 min a température ambiante puis centrifugés pendant 5 secondes
a pleine vitesse. Les cellules sont resuspendues dans 500 ul de YES+A, puis des parties
aliquotes de la suspension cellulaire sont étalées sur des boites YES+A a 32°C sur la nuit.
Le lendemain, les colonies sont répliquées sur milieu sélectif. Les colonies transformées

apparaissent généralement apres 3-4 jours d’incubation.

Intégration d’un plasmide dans le génome de S. pombe. Chez S. pombe, I'intégration par
recombinaison homologue est plus fréquente que par recombinaison non-homologue (5
a 10% des évenements d’intégration). Une coupure unique dans I’ADN génomique porté
par le plasmide augmente environ 10 fois la fréquence d’intégration au locus
(vraisemblablement en activant le systeme de réparation au locus). Apres avoir
transformé les cellules avec un plasmide réplicatif rendu linéaire par coupure unique
dans la région d’intérét, les souches transformées de fagon stable sont sélectionnées de
la fagon suivante. Environ 50 colonies transformées sont repiquées sur milieu sélectif.
Apres 2 jours d’incubation a 32°C, les colonies sont répliquées sur milieu non sélectif
afin de permettre la croissance des cellules ayant perdu le plasmide. Les boites sont
incubées a 32°C jusqu’a apparition de colonies isolées et trois a six d’entre elles sont
testées pour la présence du plasmide par repiquage sur milieu sélectifs et non

sélectifs. Sile plasmide est intégré dans le génome alors toutes les colonies repiquées
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cut3-477 elp3A::KanR

leu1-32 eso1-H17

leu1-32 esol-H17 gcn5A::KanR sid4-Tomato-HygroR

leu1-32 slc47 eso1-H17 sid4-Tomato-HygroR

leul-32 ura4D? ade6-216rad21-K1-ura4+

leu1-32 ura4D? ade6-216rad21-K1-ura4+ gcn5A::KanR sid4-Tomato-HygroR
leul-32 ura4D? ade6-216slc47 rad21-K1-ura4+ sid4-Tomato-HygroR

leu1-32 ura4D18 ade6-210

leu1-32 ura4D18 cut3-477

leu1-32 ura4D18 ade6-216 cut14-208ts

leu1-32 ura4D ? ade6-210 gcn5A::kanR

leu1-32 ura4D? ade6-210cut3-477 gcn5A::kanR
leu1-32 ura4D? ade6-210cut14-208 gcn5A::KanR
leu1-32 uraD? ade6-210 slc179

leu1-32 ura4D? ade6-210slc179 gcn5A::KanR
leu1-32 ura4D? ade6-210slc184-3

leu1-32 ura4D? ade6-210slc184-gcn5A::KanR
leul-32 ura4D18 top2-250

leu1-32 ura4D18 ade6-210 pcs1A::ura4d+

leu1-32 ura4D? ade6-210gcn5A::KanR pcslA::ura4+

leu1-32 ura4D18 ade6-210 dam1-gfp-KanMX6

leu1-32 ura4D? cut3-HA-kanMX6 dam1-gfp::Hph

leu1-32 uraD ? gcn5A::NatR cut3-HA-KanMX6 dam1-gfp::Hph

leu1-32 uraD ? mst2A::ura4+ gcn5A::NatR cut3-HA-KanMX6 dam1-gfp::Hph
leu1-32 ura4D ? gcn5A::NatR mst2A::ura4+ dam1-gfp-Hph

leu1-32 ura4D? top2-HA-ura4+ dam1-gfp-KanMX6

leu1-32 ura4D ? gcn5A::NatR mst2A::ura4+ top2-HA-ura4+ dam1-gfp-Hph
leul-32 ura4D? cut3-477 top2-HA-ura4+ dam1-gfp-KanMX6

leu1-32 ura4D18 nda3-KM311

leu1-32 ura4D ? nda3-KM311 gcn5A::NatR mst2::ura

leu1-32 ura4D? nda3-KM311 cnd2-gfp-LEUZ

leu1-32 ura4D? ade6-210nda3-KM311 gcn5A::KanR cnd2-gfp-LEU2
leu1-32 ura4D ? nda3-KM311 gcn5A::NatR mst2::ura+ cnd2-gfp-LEUZ2

leul-32 ura4D18 ade6-210

leu1-32 ura4D? ade6-216cut3A::ura4+-cut3K348R-LEU2
leu1-32 ura4D? ade6-216cut3A::ura4+-cut3K1069R-LEUZ2
leu1-32 ura4D? ade6-210cut3A::ura4+-cut3KR2-LEU2



doivent croitre sur milieu sélectif apres plusieurs générations en absence de pression de

sélection.

2. Transformation de E. Coli

Entre 50 et 100 ng de solution d’ADN sont ajoutés a 40 ul de bactéries
électrocompétentes. Le mélange est transféré dans une cuve a électroporation
préalablement refroidie dans la glace. L’électroporation est effectuée a 18 kV (entre 4 et
5 ms), les bactéries sont ensuite immédiatement reprises dans 1 ml de LB préchauffé a
37°C puis incubées 30 min a 37°C (temps du délai d’expression phénotypique). Les
bactéries transformées sont étalées aux billes sur milieu solide LB-Amp (ampicilline 100

ug/ml) a 37°C sur la nuit.

3. Préparation d’ADN

3.1 Extraction d’ADN génomique de S. pombe

A partir d’'une culture de 20 ml de 1.107 cellules/ml ou de colonies fraiches sur boites
(racler la moitié de la boite) resuspendues dans 500 ul d’eau millipore, les cellules sont
centrifugées puis resuspendues dans un 200 ul de tampon de lyse (2% v/v triton X-100,
1% w/v SDS, 100mM NaCl, 10mM Tris-Hcl pH8, 1ImM EDTA pH8). Un volume de billes
de verres (glass beads- acid washed -Sigma) est ajouté a la suspension cellulaire avec
200 ul de phénol chloroforme isoamyl alcohol 25 :24 :1. Le tout est vortexé durant4 a 5
min, puis centrifugé pendant 5 min a 14,5 krpm. La phase acqueuse est transférée dans
un nouveau tube, ’ADN est alors précipité a I'Ethanol absolu pendant 15 min sur la roue
40 rpm et culotté par centrifugation de 2 min a 15 rpm. Le culot d’ADN est rincé a
I’éthanol 70% puis resuspendu dans 400 ul de TE 0,1 mg/ml RNAse A. Le tout est incubé
5-15 min a 37°C. L’ADN est a nouveau précipité par ajout de Na-acétate pH 5,2 150mM
final et 1 ml d’éthanol absolu. Apres centrifugation de 2 min a 15 krpm, le culot est séché

5-10 min a 65°C et enfin resuspendu dans 50 ul de TE pHS8.
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h- leu1-32 ura4D? ade6-210arg3D4 his3D1 cut3-477 H3.2-K14R H3.1/H4.1A::his3+
H3.3/H4.3A::arg3+ otr1R(sphl)::ade6+

h- leu1-32  ura4D? ade6-210/216 arg3D4  his3D1 cut3-477 H3-S10A
H3.1/H4.1A::his3+ H3.3/H4.3A::arg3+ otr1R(sphl)::ade6+

h- leu1-32 ura4D? ade6-210arg3D4 his3D1 cut3-477 H3-K4R H3.1/H4.1A::his3+
H3.3/H4.3A::arg3+ otr1R(sphl)::ade6+

h- leu1-32 ura4D? ade6-210 arg3D4 his3D1 cut3-477 H3.2-K9R
H3.1/H4.1A::his3+ H3.3/H4.3A::arg3+ otr1R(sphl)::ade6+

h- leu1-32 ura4D18 cut3-477

h- leu1-32 ura4D? ade6-210 SWI6A::ura4+

h- leu1-32 ura4D? ade6-210 cut3-477 swibA::ura4+

h- leu1-32 ura4D ? ade6-210 gcn5A::kanR

h- leu1-32 ura4D? ade6-210cut3-477 gcn5A::kanR

h- leu1-32 ura4D? cut3-477 clr3A::KanR gcn5A::NatR

h- leu1-32 ura4D? cut3-477 hos2A::KanR gcn5A::NatR

h- leu1-32 cut3-477 hos2A::KanR

h90 leul-32 ura4D? Acut3-477clr3A::KanR

h- leu1-32 ura4D18 ade6-210 his3D1 arg3D4 H3.2/H4.2-ura4+ H3.1/H4.1A::his3+
H3.3/H4.3A::arg3+ otr1R(sphl)::ade6+

h? leu1-32 ura4D- ade6-210 his-arg3- H3.1/H4.1A::his3+ H3.3/H4.3A::arg3+
H3.2K9R-K14R otr1R(sphl)::ade6+

h+ leul-32 ura4D- ade6-210 his-arg3- H3.1/H4.1A::his3+ H3.3/H4.3A::arg3+ H3.2-
ura4+ otrlR(sphl)::ade6+ cnd2-gfp-LEU2

h? leu1-32 ura4D- ade6-210 his-arg3- H3.1/H4.1A::his3+ H3.3/H4.3A::arg3+
H3.2K9R-K14R otr1R(sphl)::ade6+ cnd2-gfp-LEU2



3.2 Extraction plasmidique a partir de E. coli

Minipréparation. Les bactéries sont cultivées sur la nuit dans 2 ml de milieu LB-Amp

(100 wg/ml). Le Kit EZ-10 spin column plasmid DNA Minipreps commercialisé par Bio

Basic Inc. est utilisé pour I'extraction plasmidique.

Midipréparation. Les bactéries sont cultivées sur la nuit dans 50 ml de milieu LB-Amp
(100 nug/ml). Le systeme Wizard Plus Midipreps DNA purification System commercialisé

par Promega est utilisé pour I'extraction plasmidique.

4. Préparation des ARNs

Les cellules sont récoltées a partir de cultures en phase exponentielle de croissance
(5.106- 1.107 cellules par ml) en YES+A afin d’obtenir 2.108 cellules par échantillon. Le

culot de cellules est alors congelé a 'azote liquide puis conservé a -80°C.

4.1 Extraction des ARNs

Les cellules sont décongelées sur la glace, et resuspendues dans 1 ml d’eau millipore
« RNAse free » froide. Apres centrifugation de 30 sec 13 krpm, le surnageant est éliminé,
les cellules sont reprises dans 500 ul de tampon TE10S (10 mM Tris pH 7,5, 10 mM EDTA
pH 8, 0,5% SDS) et 500 ul de phénol: chloroforme 5:1, acide (pH 5,1) réfrigéré, est
rajouté. Le tout est vortexé 10 sec puis incubé a 65°C pendant 1 h (vortexé 10 sec toutes
les 10 min). Les tubes sont replacés a 4°C quelques minutes puis centrifugés 10 min 15
krpm afin de récupérer la phase aqueuse. Aprés une seconde extraction phénol-
chloroforme acide et une extraction au chloroforme, '’ARN est précipité par ajout de
NaCl 300 mM et 'ajout de 750 ul d’éthanol absolu. Le tout est vigoureusement vortexé
puis incubé a -80°C pendant 30 min puis I'’ARN est culotté par centrifugation de 20 min a
14 krpm. Le culot est ensuite rincé a I'éthanol 70%, puis séché a 32°C. L’ARN est
resuspendu dans 100 ul de TE pH7,5. Les ARNs sont dosés au spectrophotométre DO
260 et la concentration finale est autour de 2-4 ug/ul d’ARN total.
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Figure 48
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leu1-32 ura4D? cnd2-pk9-Hph dam1-gfp-kanR
leu1-32 ura4D? ade6-210gcn5A::NatR cnd2-pk9-Hph dam1-gfp-kanR

leu1-32 ura- ade6-216dam1-gfp::Hph
leul-32 ura4D ? gcn5A::NatR mst2A::ura4+ dam1-gfp-HygroR

leu1-32 ura4D? nda3-KM311 cnd2-gfp-LEU2
leu1-32 ura4D? ade6-210nda3-KM311 gcn5A::KanR cnd2-gfp-LEU2
leu1-32 ura4D ? nda3-KM311 gcn5A::NatR mst2::ura+ cnd2-gfp-LEU2

leu1-32 ura4D18 ade6-210
leu1-32 ura4D18 ade6-210 his3D1 arg3D4 dam1-gfp-HygroR snf22-HA-KanR
leu1-32 ura4- ade6- his3D1 arg3D4 dam1-gfp-HygroR arp9-HA-KanR

leu1-32 ura4D18 ade6-210

leu1-32 ura4D? cnd2-pk9-Hph dam1-gfp-kanR

leu1-32 ura4D? cut3-477 cnd2-pk9-Hph dam1-gfp-kanR
leu1-32 ura4D? slc127 cnd2-pk9-Hph dam1-gfp-kanR

ura4D? correspond a l'allele ura4D18 ou ura4D/E



4.2 Digestion des ARNs

20 ug d’ARN sont digérés avec le kit Turbo DNA free commercialisé par Ambion. La
digestion est vérifiée en migrant 2 ug d’ARN digérés sur gel d’agarose 1% en vis a vis
avec 2 ug d’ARN non digéré. On observe deux bandes d’ARN ribosomiques, distinctes,

net et sans bavure, avec un ratio grande/petite bande proche de 2 :1.

4.3 Reverse Transcription

La synthese des ADN complémentaires (ADNc) est réalisée, a partir de 500 ng d’ARN
digéré par le kit Turbo DNA free, en utilisant le kit RT First Strand synthesis using

oligodT commercialisé par Life Technologies (Invitrogen).

4.4 Détermination du niveau d’expression d’un gene d’'intérét

Les PCR quantitatives (qQPCR) sont effectuées sur les ARNs ayant été traités a la RT
(ADNc) en des sites spécifiques. Les résultats de ces qPCRs sont alors comparés a
d’autres effectuées sur les ARNs non-traités afin de déterminer le niveau d’expression
des sites étudiés.

L’enzyme utilisée est le SYBR Green commercialisée par Qiagen. La machine utilisée est
le rotor gene Q de Qiagen. Les résultats sont analysés a I'aide du logiciel rotor gene Q
series, puis traités sur excel pour la normalisation (par rapport a act 1) et le montage des

graphiques.

5. Mutagénése dirigée pour construire des souches cutl4 non acétylables ou
constitutivement acétylée et des souches cut3 non acétylables

Nous avons construit un produit PCR ou la partie de 5’UTR et une partie de 'ORF (open
reading frame) de cut14 est remplacée par la cassette KAN (kanamycine). La premiere
étape a été de construire un diploide cut14A::NatR/cut14* en transformant un diploide
wt par le produit PCR. Parallelement, j'ai cloné le géne cut14 dans le plasmide pREP-

41XL-LEUZ (ligation ratio PCR cut14/vecteur 3 :1).
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Des mutageneses dirigées ont été réalisées sur le plasmide pREP-41XL-cut14-LEUZ a
I'aide du kit QuikChange II Site Directed Mutagenesis commercialisé par Agilent
Technologies avec des amorces spécifiques a la construction du pREP-41XL-cut14K114R-
LEUZ et a celle du pREP-41XL-cut14K114Q-LEUZ. Le diploide cut14A::NatR/cut14* a été
transformé avec par les plasmides pREP-41XL-cutl14-LEUZ2, pREP-41XL-cut14K114R-
LEUZ et pREP-41XL-cutl14K114Q-LEUZ linéarisés au niveau de cutl4. Apres sporulation
des transformants diploides, les haploides cuti4A::NatR pREP-41XL-cutl4-LEUZ2,
cutl4A::NatR pREP-41XL-cut14K114R-LEUZ et cutl4A::NatR pREP-41XL-cutl4K114Q-
LEUZ ont été sélectionnées.

Les souches cut3 non acétylables ont été construites par le méme principe (cut3 est
également un gene essentiel). Seule la synthese des genes a été confiée a la plateforme
de séquencages (Grenoble). Les souches haploides obtenues sont cut3A::ura4 pREP-
41XL-cut3-LEU2, cut3A::ura4 pREP-41XL-cutl14K348R-LEUZ, cut3A::ura4 pREP-41XL-
cutl4K1069Q-LEUZ et cut3A::ura4 pREP-41XL-cut14K348R -K1069Q-LEUZ.

D. Analyse des protéines

Les cellules sont récoltées en PMSF 1 mM final en PBS a partir d’'une culture de 20 ml en
phase de croissance exponentielle (5.100-1.107 cellules par ml) en YES+A. Le culot de

cellules est alors congelé dans 'azote liquide puis conservé a -80°C.

1. Extraction en condition dénaturante

Les culots de cellules sont pesés et les cellules sont resuspendues dans du Sample Buffer
SB (62,5 mM Tris pH 6,8, 5% SDS, 10% glycérol, 5% 3 mercapto, 0,01% bromophenol
blue, 1 pastille de protéase EDTA free Roche (1 pour 10 ml)) en proportion 1 :3 (pour 1
mg ajouter 3 ul de SB). Un volume de billes de verres (glass beads- acid washed -Sigma)
est ajouté a la suspension cellulaire. Les cellules sont cassées pendant 30 secondes a 6,5
m/s a l'aide d'un CryoFastPrep®-24 commercialisé par MP Biomedicals. Le lysat est
récupéré, clarifié et bouilli a 95°C pendant 5- 10 min. Les échantillons sont préts pour

étre chargés sur un gel d’électrophorese et peuvent étre conservés a -20°C.
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2. Immunoprécipitation (IP)

Le systeme Miltenyi a été utilisé pour les immunoprécipitations a raison de 50 ul de
billes magnétique uMACS couplées a la protéine G par échantillon. L’anticorps utilisé est

un anti Gfp roche (ref 11814460001) a raison de 5 ul par IP.

2.1 Extraction de protéines en version native

L'immunoprécipitation est réalisée sur 2.108 cellules. Les cellules décongelées sont
reprises dans 125 ul de tampon de lyse froid (50 mM Hepes pH7,6, 75 mM KCI, 1 mM
MgCl2, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0,1% Triton X-100, 10% glycérol, 10mM Sodium
Butyrate, 1 pastille de protéase EDTA free Roche (1 pour 10 ml)). Un volume de billes de
verres (acid washed -Sigma) est ajouté au mélange cellules-tampon. Les cellules sont
cassées a l'aide d'un CryoFastPrep®-24 (MP biomedicals) : 2 fois 20 secondes a 6,5 m/s.
Le lysat est récupéré dans de nouveaux tubes et 275 ul de tampon de lyse froid. Le tout
est clarifié 2 fois 5 min (14 000 rpm/ 4°C). Les extraits totaux sont préts pour
I'immunoprécipitation, un aliquot est conservé pour étre migré sur gel d’électrophorese.

Les échantillons peuvent étre dosés via la technique de Bradford.

2.2 Immunoprécipitation sur les lysats clarifiés

A partir du lysat clarifié, 50 pl de billes uMACS préalablement équilibrées dans le
tampon de lyse sont ajoutées ainsi que 5 pl anti-GFP. Le tout est incubé une heure dans
la glace a 'abri de la lumiere. Les colonnes uMACS sont positionnées sur le portoir
magnétique puis équilibrées par du tampon de lyse. Le lysat est passé sur la colonne. Les
billes magnétiques et les complexes immuns associés sont retenus dans la colonne. La
fraction non retenue par la colonne est conservée. Cinq lavages de 200 pl de tampon de
lyses sans inhibiteur sont effectués. Enfin 20 pl de sample buffer (SB) (62,5mM Tris
pH6,8 , 5% SDS, 10% glycérol, 5% p mercapto, 0,01% bromophenol blue, 1 pastille
d’inhibiteurs de protéases EDTA free Roche (1 pour 10 ml)) préchauffé a 95°C est
ajouté (volume mort). Apres 5 min d’incubation, 50 pl de SB sont ajoutés afin de

récupérer 50 pl de fraction éluée constituant I'IP.
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3. Co-immunoprécipitation (Co-IP)

3.1 Récoltes des culture

Les cellules sont récoltées en PMSF 1mM final de fagon a obtenir 2 aliquots de 2,5.108
cellules par échantillon a partir de culture en phase exponentielle de croissance

(synchrones ou asynchrones) puis congelées en azote liquide et stockées a -80°C.

3.2 Lyse cellulaire

Les cellules sont décongelées sur la glace puis resuspendues dans 100 ul de tampon HB
(100 mM MOPS, 500 mM MgCI2, 150 mM EGTA, 0,1% triton X100, 300 mM DTT, 600
mM pglycérol, 100 mM NO, 100 mM NaF, 300 mM PN, 500 mM NaButyrate, 100 mM
PMSF, 1 pastille d’'inhibiteurs de protéases EDTA free Roche (1 pour 10 ml)). On ajoute
un volume de billes de verres (acid washed -Sigma) au mélange. Les cellules sont
cassées a l'aide d'un CryoFastPrep®-24 (MP biomedicals) : 2 fois 30 secondes a 6,5 m/s.
Le lysat est conservé apres 2 clarifications de 5 min (14 krpm/ 4°C), et un ré-équilibrage

du volume a 400 ul en tampon.

3.3 Préparation des billes

Apres remise en suspension des billes sur la roue, un volume de 30 pl est prélévé par
immunoprécipitation (IP), 2 tubes pour 2 échantillons de la méme souche. Elles sont
lavées 3 fois dans 500 pl de tampon HB, puis reprises dans leur volume initial.
L’anticorps est ensuite ajouté: 4 pg/IP d’anti GFP (A11122 life technologies) pour le

ChiP condensine. Le mixte billes-AC est incubé 1 h sur la roue 30 rpm, a 4°C.

3.4 Co-immunoprécipitation sur les lysats clarifiés

A partir du lysat clarifié, 50 ul constitueront l'extrait total et le reste subira

I'immunoprécipitation. Aux 350 pl restants sont ajoutés 30 pl de billes-Ac. Le tout est

incubé sur la roue a 4°C pendant une heure sur la roue 30 rpm. Apres 'incubation, 50 pl
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de surnageant sont prélevés pour constituer la partie non retenue ( FT) et les
billes sont lavées 3 fois par le tampon HB. Les billes sont ensuite reprises dans 50 pl de
sample buffer (SB) (62,5 mM Tris pH6,8, 5% SDS, 10% glycérol, 5% 3 mercaptoéthanol,
0,01% bromophenol blue, 1 pastille d’inhibiteurs de protéases EDTA free Roche (1 pour
10 ml)) et mises a 95°C pendant 5 min. Les [P sont recoltées dans de nouveaux tubes et

peuvent étre conservées a -20°C.

4. Western blot

4.1 Electrophorese des protéines

Les protéines sont séparées selon leur masse moléculaire par électrophorese en gel de
polyacrylamide en conditions dénaturantes. L’électrophorese est réalisée avec un
appareil « Miniprotean Il » de Bio-Rad. Le gel de polyacrylamide en plaque mince
(épaisseur 1,5 mm) est composé d’'un gel de séparation homogene contenant 7,5 a
12,5% de polyacrylamide au sommet duquel est coulé un gel de concentration de 1 a 2

cm de hauteur contenant 5,2% de polyacrylamide. La composition des gels est indiquée

ci-dessous

Gel de séparation Gel de concentration
Acrylamide 7,5% 10% 12,5% 52%
Bisacrylamide 0,17% 0,13% 0,1% 0,14%
Tris-HCI pH8,8 375mM 375mM 375mM 130mM pH6,8
SDS 0,1% 0,1% 0,1%
APS 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
TEMED 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%

Les échantillons protéiques sont déposés dans les puits. L’électrophorese est réalisée en
tampon de migration (25 mM Tris, 250 mM Glycine, 0,1% w/v SDS) pendant 30 a 45 min

a voltage constant (200 volts).
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4.2 Transfert des protéines sur membrane

Ici, le transfert des protéines du gel sur la membrane (membrane nitrocellulose -
Amersham) se fait par transfert électrique semi sec. Le gel démoulé est plongé dans un
bain de tampon de transfert (25 mM tris, 190 mM glycine, 20% éthanol, 3,7% SDS)
pendant 5 min. De la cathode vers l'anode, le montage est le suivant: 3 papiers
Wathman, la membrane, le gel, 3 papiers Wathman, le tout préalablement humidifié
dans le tampon de transfert. Le courant appliqué entre les pdles (+ et -) est de 0,8 mA

par cm2 de gel, soit environ 40 mA pendant une heure.

4.3 Immunoblot

Application de I’anticorps primaire. Apres transfert sur membrane de nitrocellulose
(Amersham), il est possible par marquage au ponceau de vérifier 'efficacité du transfert.
La membrane est ensuite rincée a I'eau distillée puis est saturée dans du lait 5% TBST
(TBST: 20 mM tris, 137 mM NaCl, 0,1% tween-20) sur plateau agitant 20 rpm a
température ambiante. Apres 30 min d’incubation, la membrane est incubée dans
I'anticorps primaire dilué dans du lait 5% TBST pour la nuit a 4°C sous agitation douce.

Les anticorps utilisés sont listés dans le tableau.

anti gfp monoclonal de souris (roche - anti gfp 11814460001- 0,4mg/ml) 1/1000
polyclonal de lapin (life technologies -A11122-2mg/ml) 1/1000

anti HA monoclonal de souris (roche- 12CA5- 0,4mg/ml) 1/1000

anti tatl monoclonal de souris anti-alpha-tubuline 1/800

Application de I'anticorps secondaire. Cette étape consiste a révéler 'anticorps primaire
par un anticorps secondaire couplé a une protéine HRP (horseradish peroxidase).

Le lendemain, la membrane subit 3 bains de lavage en TBST, 10 min a température
ambiante. La membrane est ensuite incubée dans 'anticorps secondaire dilué dans le

lait 5% TBST pendant 45 min sur plateau agitant, suivi de 3 lavages en TBST (10 min sur

plateau agitant).
anti-souris-HRP (Sigma A7282) 1/10 000
anti-lapin-HRP (E Healthcare NA9340) 1/10 000
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Révélation-Développement. L’activité peroxidase issue du substrat HRP couplé a
I'anticorps secondaire est détectée par traitement de la membrane avec le kit
SuperSignal™ West Femto Chemiluminescent Substrate pour les protéines peu
abondantes ou par le kit SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate pour les
protéines abondantes (kits commercialisés par Thermo Scientific). Le tout est révélé par

une développeuse de films en chambre noire.

E. Protéines associés a la chromatine

Ici, deux méthodes complémentaires sont utilisées, une approche pan-génomique avec
I'immunofluorescence sur étalement de la chromatine permettant de mesurer
I'association d’'une protéine a la chromatine en mesurant l'intensité de fluorescence sur
I'ensemble des chromosomes et une approche région-spécifique par ChIP permettant de
mesurer I'association d’'une protéine a la chromatine en une ou des région(s) d’ADN bien

spécifiques (de I'ordre des paires de base).

1. Immufluorescence sur étalement de la chromatine

1.1 Préparation des sphéroplastes

Digestion des parois. Les cultures de cellules en phase exponentielle de croissance sont
arrétées par ajout d’azide de sodium a 1 mM final et incubées pendant 5 min. 5.107
cellules sont récoltées apres lavage en eau millipore PMSF 1mM. Les culots cellulaires
sont repris dans 900 pl de sorbitol 1,2 M froid. La paroi des cellules est lysée a I'’enzyme
« Lysing Enzymes from Trichoderma harzianum (Sigma) » a 6,7 mg/ml en SP2 (1,2M
sorbitol, 50 mM Tri-sodium citrate, 450 mM Na2HPO, pH 5,6). Aprés 30 min
d’incubation a 37°C, la lyse est vérifiée au microscope sur 2 pl de cellules traitées au SDS
(2 pl de SDS 1%). Lorsqu’elle atteint 90%, I'activité de 'enzyme est stoppée I'ajout de 3
ul de Tris-HCI 1 M pH 7,5 dans la glace.

Lavages des sphéroplastes. Sous les sphéroplastes sont ajoutés 1 ml de coussin de

saccharose 15% froid (15% w/v sucrose, 1,2 M sorbitol, 10 mM Tris-HCl, pH 7,5). Apres
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deux centrifugations de 2 min a 4000 g a 4°C (entre les 2, changement de 'orientation
des tubes), deux lavages se succeédent par resuspension des sphéroplastes dans 1 ml de
deux solutions de lavage différentes (1- solution de Sorbitol/Tris froid : 1,2 M sorbitol,
10 mM Tris-HCl, pH 7,5 2- solution de Sorbitol/MES froid: 100 mM MES hydrate, 1 mM
EDTA, 0,5 mM MgCl2, 1 M sorbitol, pH 6,4). Le culot est resuspendu dans 400 pl de
Sorbitol/MES froid.

1.2 Etalement de la chromatine

L’étalement de la chromatine se fait sur des lames de microscopie Superfrost®, Menzel-
Glaser, par défaut la chromatine colle au verre. L’étalement se fait en simultanée avec la
lyse complete des sphéroplastes (membranes plamidique et nucléaire) sous I'action de
détergent et la fixation des liaisons entre protéines et ADN de maniere covalente
(pontages). Sur la lame sont déposés de facon successive 20 pl de la suspension de
sphéroplastes, 40 pl fixateur (3,4% saccharose, 1,89% pFA), 80 pl de Lipsol 1,5% et a
nouveau 80 ul d'une solution de fixateur. Le tout est étalé sur la lame a l'aide d’une
pipette Pasteur utilisé comme «rouleau a patisserie». Les lames doivent étre

completement seches avant toute utilisation ou stockage a 4°C (temps minimum 4 h).

1.3 Immunofluorescence indirecte sur la chromatine étalée sur une lame de verre.

Les étalements de chromosomes fixés sur les lames sont réhydratés et lavés dans 3
bains de PBS (136,9 mM NacCl, 2,68 mM KCI, 8,1 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2P0O4, pH
7,2) de 10 min sur agitation douce (plateau 20 rpm). Les lames sont saturées par ajout
de 100 pl d’une solution de blocage (25 mg BSA, 385 pl de gélatine de poisson 13%, en
PBS, le tout filtré 0,45 pm) entre lame et lamelle.

Application de I'anticorps primaire. Apres I'étape de blocage, la lamelle est retirée et
I'excédant de liquide est drainé sur du papier Wathman. Une solution d’anticorps
primaire(s) dilué dans la solution de blocage est déposée sur la lame (100 pl), et le tout
est recouvert d’'une lamelle. L’anticorps primaire incube sur les lames 2 h a température

ambiante sous agitation douce (plateau agitant 20 rpm).
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anti GFP: polyclonal de lapin (A11122-2pug/ul- life technologies-2mg/ml)
monoclonal de souris (JL-8 Living colors- clontech-1mg/ml).

Ici ils permettent de visualiser la protéine Daml-gfp. Daml est une protéine des
kinétochores, utilisée comme marquage mitotique. L’'anticorps A11122 est utilisé au
1/800 etle JL-8 au 1/500

anti V5-TAG PK9: monoclonal de souris clone SV5-Pk1l (AbD serotec- 1pg/ul). Ici il permet de
visualiser la protéine Cnd2-PK9. Cnd2 est sous unité régulatrice du complexe condensine.
L’anticorps est utilisé au 1/500.

anti HA : monoclonal souris (12CA5). Ici il permet de visualiser les protéines Top2-HA et
Cut3-HA. Top2 code la topoisomérase Il et Cut3 est une sous unité SMC de condensine.

L’anticorps est utilisé au 1/800.

anti- H3 Ct : polyclonal de lapin (Abcam, ab1791- 0,5mg/ml). L’anticorps est utilisé au 1/200.

anti- H3K9%ac : polyclonal de lapin (Abcam, ab12179- 2,3mg/ml). L’anticorps est utilisé au
1/200.

anti cnd2 polyclonal lapin anti Cnd2. (B-Bridge #63-105) L’'anticorps est utilisé au 1/500

anti-MPM2 monoclonal souris anti MPM2 (Millipore #05-368). L’anticorps est utilisé au 1/10000

Application de I'anticorps secondaire. Cette étape consiste a révéler 'anticorps primaire
par un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome (FITC ou Cy3 cf Cytologie-
immunofluorescence indirecte). Le FITC (fluoresceine isothiocyanate) est un
fluorochrome dont la longueur d’onde d’excitation est 495 nm et la longueur d’onde
d’émission 525 nm (vert). Le Cy3 est un fluorochrome dont la longueur d’onde
d’excitation est de 550 nm et la longueur d’onde d’émission est de 570 nm (rouge).

La lamelle est retirée, la lame est soumise a 3 bains de lavages en PBS de 10 min,
I'excédant de liquide est drainé par du papier Wathman. Une solution d’anticorps
secondaire(s) dilué dans la solution de blocage est déposée sur la lame (100 pl), et le
tout est recouvert d’'une lamelle. L’anticorps primaire incube sur les lames sur la nuit a
4°C sous agitation douce (plateau agitant 20 rpm). Les lames sont placées dans une

chambre humide obscure afin que la lame ne colle pas a la lamelle.

Anti-mouse FITC (SIGMA F2883) 1/400
Anti-mouse CY3 (SIGMA C2181) 1/400
Anti-rabbit FITC (SIGMA F0382) 1/400
Anti-rabbit CY3 (SIGMA C2306) 1/400
Anti-mouse-Alexa 488 (FITC) (life technologies A11017 -2 mg/ml) 1/500
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1.4 Coloration de ’'ADN au DAPI et montage des lames

Le DAPI (4, 6’-diamino-2 phénylindole dihydrochloride) colore 'ADN en se fixant
préférentiellement dans les petits sillons de la double hélice avec une préférence pour
les séquences riches en base A+T (Jeppesen et Nielsen 1989).

La lamelle est retirée de la lame et la lame est soumise a 3 bains de lavages en PBS de 10
min. L’exces de liquide sur du papier absorbant est drainé completement. 50 pl de milieu
de montage (0,3 pl DAPI 100 pg/ml, 150 pl de solution de blocage, 300 pl d’antifading
Vectashield) sont déposés sur la lame puis recouverts délicatement d’'une lamelle. Les

bords sont séchés avec du papier absorbant puis scellés au vernis ongle.

1.5 Détections et quantifications de la fluorescence des protéines associées a la

chromatine

Les images ont été collectées avec le microscope a fluorescence Axiolmager (objectif
63X) piloté par le logiciel Metamorph. Pour chaque longueur d’onde, des empilements
de 8-10 images espacées de 0,2 um en Z ont été acquis. L’acquisition se fait au format 12
bit, sans autoscale (4096 niveaux de gris allant de noir a blanc). La gamme linéaire de la
caméra CCD est située entre 0 et 3000. Pour chaque filtre, on détermine la durée
d’exposition permettant d’obtenir un signal max proche de 2000. Les réglages
d’acquisition se font sur les noyaux sauvages, pour chaque longueur d’onde et ces
réglages seront sauvegardés sur les trois réplicats. Sont listés ci-dessous les différentes

conditions d’acquisitions en fonction des protéines observées et AC utilisés.

Cnd2-Pk9 (Cy3) Dam1-gfp (FITC) =>Cy 3: 500 ms, GFP: 700ms, DAPI : 400ms

Top2-HA (Cy3) Dam1-gfp (FITC) =>Cy 3: 500 ms, GFP: 500ms, DAPI : 300ms

Cut3-HA (Cy3) Dam1-gfp (FITC) =>Cy 3:1000 ms, GFP: 800ms, DAPI: 500ms
H3K9ac (Cy3) Dam1-gfp (FITC) =>Cy 3: 800 ms, GFP:200ms, DAPI: 100ms
H3Ct (Cy3) Dam1-gfp (FITC) =>Cy 3: 500 ms, GFP:500ms, DAPI: 100ms
MPM2(Cy3) Cnd2-gfp (FITC) =>Cy 3: 300 ms, GFP: 200ms, DAPI : 200ms
Cnd2(Cy3) Dam1-gfp (FITC) =>Cy 3: 300 ms, GFP:200ms, DAPI: 100ms

L’intensité des signaux Dam1 en GFP est utilisée comme marqueur mitotique de maniere
qualificative, les noyaux présentant un ou deux spots de GFP sont en mitoses, les noyaux
sans spot sont en interphase. L’intensité des signaux Cy3 (correspondant aux protéines

d’intéréts) est mesurée sur un carré de surface constante (70x70 pixels) contenant le
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noyau mitotique ou non mitotique. Le bruit de fond du signal de fluorescence est mesuré
sur un carré d'une zone adjacente et sans noyau. Le signal correspondant au bruit de
fond est soustrait pour chaque noyau. L’intensité des signaux est mesurée sur 30 a 60
noyaux mitotiques et 50-100 noyaux interphasiques par échantillon.

Pour comparer les résultats d’expériences indépendantes, les données ont été
normalisées en prenant comme référence la valeur de la médiane du wt des noyaux

mitotiques.

2. Immunoprécipitation de chromatine (ChIP)

2.1 Fixation et Récoltes des cellules

Les cellules sont cette fois-ci fixées au paraformaldéhyde dans de but de créer des
pontages (liaisons covalentes) entre protéines et ADN. Les cellules sont cultivées en
phase exponentielle de croissance a 32°C (synchrones ou asynchrones), et sont fixées
par ajout de 1/10¢ de fixateur (50 mM Tris pH 8, 11% formaldéhyde, 1 mM EDTA pH 8,
0,5 mM EGTA pH 8, 100mM NaCl) 5 min a 32°C puis 25°C a 17°C. Dans le cas de cellules
arrétées nda3-KM311, les cellules sont fixées 30 min a 17°C (Bernard et al. 2010). Apres
les 30 min de fixations les cellules sont récoltées apres 2 lavages en PBS froid (136,9 mM
NaCl, 2,68 mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2P04, pH 7,2) de facon a obtenir
2.108 cellules par échantillon Le culot cellulaire est ensuite congelé en azote liquide puis

stocké au -80°C.

2.2 Préparation de la chromatine

Les cellules sont décongelées sur la glace et toutes les manipulations sont réalisées dans
sur la glace. La lyse des cellules est réalisée dans 400 pl de tampon de lyse (50 mM
Hepes-KOH pH 7,5, 140 mM NacCl, 1 mM EDTA, 1% v/v Triton X-100, 0,1 % w/v sodium
deoxycholate, 1mM PMSF), un volume de billes de verre (acid washed sigma) et a I'aide
du CryoFrastPrep (MP Bio), 6 fois 1 min a 6,5 m/s. La lyse est vérifiée au microscope et
le lysat est récolté dans de nouveaux tubes, et le volume est réajusté au tampon de lyse a
500 pl final. La chromatine est alors fragmentée (sonication) a l'aide du Diagénode

Bioruptor préalablement refroidi (3°C) pendant 10 cycles 30 s ON/ 30 s OFF a vitesse
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maximale. Le lysat est ensuite clarifié par 2 centrifugations, 1 fois 10 min et 1 fois 5

min 14 krpm 4°C.

2.3 Préparation des billes magnétiques dynabeads

Apres remise en suspension sur la roue des billes, un volume de 15 pl est prélévé par
immunoprécipitation (IP). Elles sont lavées 3 fois dans 500 pl de tampon d’IP ( 20 mM
Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA pH 8, 1% v/v triton X-100), puis reprises dans
ce tampon dans 5 fois leur volume initial moins le volume de I'anticorps (AC).
L’anticorps est ensuite ajouté : 4 pg/IP d’anti GFP (A11122 life technolgies) pour le ChiP
condensine, 2 pul/IP d’anti H3Ct (abcam ab1791) et 2 ul/IP d’anti H3K9ac (millipore 07-
352) 2 ul/IP d’anti H3K14ac (millipore #06-911) 2 ul/IP d’anti H3K18ac (millipore #07-
354) pour les ChIP H3. Le mixte billes-AC est incubé 40 min sur la roue 30 rpm, a
température ambiante. Les billes-AC subissent 2 lavages de 500 pl de tampon d’IP et

sont reprises dans le volume initial.

2.4 Les Immuprécipitations (IP)

A partir de la chromatine clarifiée (environ 500 pl), 70 pl sont utilisés pour la
vérification de la sonication (shearing), 2 X 30 ul sont conservés a 4°C pour constituer la

partie de I'extraction totale et 300 pl seront traités pour 'immunoprécipitation.

Shearing. Aux 70 pl sont ajoutés 112 ul de TE pH8 0,5% w/v SDS - 700 pg/ml protéine
K (roche 10 mg/ml). Le tout est incubé a 65°C sur la nuit. Le lendemain, 320 pl de TE8
sont ajoutés. Une extraction au phénol/chloroforme/IAA est réalisée. L’ADN est ensuite
précipité au NaCl 300 mM final et a I’éthanol. Le culot d’ADN est resupendu dans 10 pl
de TE8, RNase A 1 mg/ml final. Le tout est chargé sur gel d’agarose 2% en TBE 0,5X, puis
migre2h30a3ha50V/cm.

IPs. Les IPs sont divisées en deux, 15 pl de billes-AC sont ajoutés aux 150 pl de
chromatine clarifiée plus 150 pl de tampon de lyse. Les tubes sont incubés sur la roue 30

rpm a 4°C sur la nuit.

Le lendemain, les tubes sont placés sur le portoir aimanté et les IPs sont lavées

dans 500 pl de tampons de lavages (1¢ tampon de lavage : 20 mM Tris/HCl pH 8, 150
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mM NaCl, 2 mM EDTA pH8, 1% v/v triton X-100 et 0,1% w/v SDS - 2¢ tampon de lavage :
20 mM Tris/HCI pH 8, 300 mM NaCl, 2 mM EDTA pH8, 1% v/v triton X-100 et 0,1% w/v
SDS - 3¢ tampon de lavage: 10 mM Tris/HCl pH 8, 1mM EDTA pHS8, 0,5% w/v
déoxycholate, 1% v/v Igepal, 250 mM LiCl- 4¢ et 5¢ tampon : TE pH 8).

Pour les 3 premiers lavages, les tubes sont incubés 5 min sur la roue a 30 rpm a
température ambiante, les 2 derniers sont réalisés sans étape d’incubation.

A chaque culot (complexe immun) sont ajoutés 130 pl de tampon d’élution (TE pH 8§,
0,5% w/v SDS, 0,35 mg/ml protéinase K). Le tout est incubé 4 h a 65°C dans le but de
reverser les pontages protéines/ADN. Apres incubation, I’ADN est purifié sur colonne du

kit NucleoSpin Gel et PCR Clean-up de Macherey Nagel.

Totaux. Les 60 pl sont également divisés en deux tubes de 30 pl et sont gardés a 4°C sur
la nuit. IIs sont ensuite traités en méme temps que les IPs : incubés pendant 4h a 65°C
apres l'ajout de 100 pl de tampon d’élution (TE pH8, 0,5% SDS, 0,35 mg/ml protéinase
K) et I'extrait est purifié sur colonne du kit NucleoSpin Gel et PCR Clean-up de Macherey
Nagel.

2.5 Détermination du pourcentage d’ADN immunoprécipité en des régions

spécifiques

L’enzyme utilisée est le Syber Green commercialisée par Qiagen. La machine utilisée est
le rotor gene Q de Qiagen. Les résultats sont analysés a I'aide du logiciel rotor gene Q
series, puis traités sur Excel.

Les IPs et ADN totaux sont soumis a des PCR quantitatives en des sites (régions d’ADN)
d’'intéréts. Les régions testées sont indiquées dans le tableau. L’ADN est quantifié dans

I'IP et le total a partir d’'une gamme étalon.
Pour les ChIP condensines, le pourcentage d’ADN immunoprécipité est obtenu par

((concentration de I'IP1) / [(concentration ds le totall) x facteur de dilution (5)]

+ (concentration de I'[P2) / [(concentration ds le total2) x facteur de dilution (5)]) /2
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Pour les ChIP H3Kac (ratio H3Kac/H3 Ct) :
((concentration de I'IP H3Kac) / [(concentration ds le totall) x facteur de dilution (5)])

/ ((concentration de I'IP H3 Ct) / [(concentration ds le total2) x facteur de dilution (5)])

F. Analyses cytologiques

1. Immunofluorescence indirecte

1.1 Fixation des cellules au paraformadéhyde(pFA)
Les cellules en phase exponentielle de croissance (2x10° a 1x107) sont fixées au
formaldéhyde 3,7% (w/v) en présence de sorbitol 1,2 M pendant 45 minutes a
température ambiante. Les cellules sont collectées par centrifugation et lavées 3 fois
dans 1 ml de tampon PEMS (100 mM PIPES, 1 mM EGTA, 1 mM MgS04, 1,2 M Sorbitol,

pH 6,9). Les cellules peuvent étre alors conservées plusieurs semaines a 4°C.

1.2 Perméabilisation des cellules

La paroi est digérée par traitement a la zymolyase 100T (1 mg/ml en PEMS) pendant 90
minutes a 37°C. Les cellules sont reprises dans 0,5 ml de tampon PEMS 1% triton (v/v),
incubées 5 minutes a température ambiante et lavées trois fois avec 0,25 ml de PEM

(PEMS sans Sorbitol).

1.3 Immunofluorescence

Application de [Ianticorps primaire. Les cellules ainsi perméabilisées sont incubées
pendant 1 heure a température ambiante dans 0,5 ml de PEMBAL (PEM 1% w/v BSA,
10mM lysine hydrochloride). Elles sont ensuite reprises dans 0,1 ml d'une solution

d’anticorps primaire diluée en PEMBAL et incubées a température ambiante sur la nuit.

anti Tat1 : monoclonal de souris anti-alpha-tubuline (Woods et al. 1989). Son utilisation en
immunofluorescence indirecte permet de visualiser les microtubules qui forment le

réseau interphasique et le fuseau mitotique. Il est utilisé a une dilution au 1/50.
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anti-HA: monoclonal de souris (HA.7 - Sigma). Ici il permet de visualiser la protéine Mis6-
HA, Mis 6-HA est une protéine centromérique. L’anticorps est utilisé au 1/500.

anti GFP: polyclonal de lapin (A11122- life technologies). Ici il permet de visualiser la
protéine Cdcl1-gfp. Cdc 11 est une protéine des SPB (spindle Pole Bodies) qui sont

I’équivalent des centrosomes. L’anticorps est utilisé au 1/800.

Application de I'anticorps secondaire. Cette étape consiste a révéler 'anticorps primaire
par un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome. Le FITC (fluoresceine
isothiocyanate) est un fluorochrome dont la longueur d’onde d’excitation est 495 nm et
la longueur d’émission 525 nm (vert). Le Cy3 est un fluorochrome dont la longueur
d’onde d’excitation est de 550 nm et la longueur d’émission est de 570 nm (rouge).

La suspension cellulaire est soumise a 3 lavages de 30 minutes dans 0,2 ml de PEMBAL.
Les cellules sont reprises dans 0,1 ml d’anticorps secondaire dilué en PEMBAL incubées
sur la roue pendant 2 h a température ambiante sur la roue 30 rpm. les cellules sont
soumises a 3 lavages de 30 min, dans 0,15 ml de PEMBAL, 0,2 ml de PEM et 0,2 ml de

PBS. Les cellules peuvent étre a cette étape conservées a 4°C a 'obscurité.

Anti-mouse-Alexa 488 (FITC) (A11017-life technologies - 2 mg/ml) 1/400
Anti-mouse Cy3 (Sigma C2181) 1/200
Anti-rabbit FITC (Sigma F0382) 1/200

1.4 Coloration de I’ADN au DAPI

Le DAPI (4, 6’-diamino-2 phénylindole dihydrochloride) colore 'ADN en se fixant
préférentiellement dans les petits sillons de la double hélice avec une préférence pour
les séquences riches en base A+T (Jeppesen et Nielsen 1989). Les cellules sont reprises
dans 0,1 ml de DAPI 0,5 pg/ml en PBS et incubées 5 min a température ambiante a
'obscurité. Apres quelques minutes, les cellules sont brievement centrifugées et remises

en suspension dans du PEM.

2. Fluorescence directe

Les cellules synthétisant des protéines fusionnées a la GFP, ou ses variants (Tomato),
sont cultivées en milieux liquides en phase exponentielle de croissance. Les cellules

subissent une fixation légere au formaldéhyde 1% (w/v) pendant 5 min, et, apres deux
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lavages en PBS, sont montées entre lame et lamelle en présence de 2ul d’'une solution de

DAPI 0,5 pg/ml en PBS.

3. Montage entre lame et lamelle

Les lamelles sont lavées au détergent, rincées a I’eau distillée, séchées puis recouvertes
de poly-L-lysine. Le montage entre lame et lamelle se fait a 'aide de 5 pl de milieu de
montage (anti-fading) déposés au centre de la préparation. Le tout est fixé a 'aide d’'un
vernis puis observation au microscope sinon le montage peut étre conservé a 4°C a

I'obscurité.

4. Microscopie

Les images ont été collectées avec le microscope a fluorescence Axiolmager (objectif
63X) piloté par le logiciel Metamorph. Pour chaque longueur d’'onde, des empilements

de 8-10 images espacées de 0.2 um en Z ont été acquis.

5. Analyse des images

Les longueurs des fuseaux mitotiques sont mesurées en utilisant le logiciel Image ]. Les

montages ont été réalisés en utilisant le logiciel Photoshop.
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Chapitre III: Crible génétique pour des mutations synthétiquement

létales avec cut3-477

A mon arrivée au laboratoire, un crible génétique pour des mutations synthétiquement
létales avec cut3-477 (slc) avait été initié par P. Bernard et X. Robellet dans le but
d’identifier des facteurs de condensation mitotique des chromosomes chez la levure S.
pombe. J'ai participé a la caractérisation et I'identification des mutations sic.

Nous avons isolés 17 mutants sic ainsi qu'un mutant suppresseur phénotypique de cut3-
477. La répartition du travail s’est faite entre X. Robellet et moi. Je présente dans ce
chapitre les 7 mutants sur lesquels j’ai principalement travaillés ainsi que les résultats
que j’ai obtenus pour le suppresseur. Par soucis de cohérence et afin d’avoir une vision
globale des résultats du crible, je présenterai également dans les tableaux récapitulatifs
les résultats obtenus par X. Robellet. La publication relatant les résultats du crible dont

je suis co-auteur avec X. Robellet est placée en fin du manuscrit (Robellet et al. 2014).

I- Principe

A. Principe de la colétalité

La létalité synthétique affecte généralement des génes redondants ou impliqués dans
des processus distincts mais convergeant vers une méme fonction cellulaire.

Le géne top2 code la topo II (Top2) et cut3, la sous unité Cut3/Smc4 du complexe
condensine I, chez S. pombe. La mutation cryosensible top2-250 réduit l'activité
catalytique de la topoisomérase II (Uemura et al. 1987). Cette mutation est
synthétiquement létale avec la mutation thermosensible cut3-477. Le double mutant
top2-250 cut3-477 est mort a 30°C alors que les simples mutants sont viables a cette
température (Saka et al. 1994). Cette colétalité est vraisemblablement due au fait que la
condensation des chromosomes n’est pas compléetement effective a 30°C dans les fonds
génétiques cut3-477 ou top2-250. Ainsi, elle résulterait d’'une interaction négative entre
deux défauts modérés, non-létaux, de condensation. La souche cut3-477 serait ainsi
hypersensible a des mutations additionnelles, non létales qui altereraient la

condensation des chromosomes, a température permissive. Sur ce principe, la recherche
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Figure 21 Caractérisation du mutant cut3-477.

A. Anaphases du mutant cut3-477 par immunofluorescence indirecte de la tubuline (en vert). L’ADN est coloré par
DAPI (en rouge). Le panneau de gauche correspond a une anaphase normale et celui de droite a une anaphase
anormale ou l'on observe un pont chromatinien. Barre : 5 microns B. Pourcentage d’anaphases présentant un défaut
de ségrégation des chromosomes en fonction de la température chez les cellules mutantes cut3-477. C. Association de
condensine (Cnd2-GFP) a la chromatine dans le mutant cut3-477. Les cellules ont été synchronisées en prométaphase
par un arrét nda3-KM311. Le % de cellules montrant un signal Cnd2-GFP nucléaire (mitotique) ou un septum (septée)
Cet arrét est validé par 'index mitotique (panneau de gauche) puis les cellules sont traitées pour une ChIP contre
Cnd2-GFP (panneau de droite). Les valeurs indiquées correspondent aux moyennes et écart-moyens calculés a partir

de 5 expériences indépendantes.



de mutations synthétiquement létales avec cut3-477 devrait permettre I'identification de

geénes nécessaires a la condensation des chromosomes.

B. Le mutant cut3-477

La mutation cut3-477 est récessive et engendre une substitution de la sérine 1147 en
proline (S1147P) dans la région C-terminale de Cut3, dans I'extrémité de la région coiled
coil proximale du domaine ATPase. En regle générale, la proline entraine une
désorganisation des hélices alpha ; il est ainsi possible que la structure de la protéine
Cut3-477 soit altérée. La mutation cut3-477 confere une thermosensibilité de croissance
a 36°C (Saka et al. 1994). Les mutants cut3-477 présentent des défauts de condensation
a 36°C mais ne montrent pas de défaut d’élongation du fuseau.

Afin de confirmer que la condensation des chromosomes n’est pas pleinement effective
chez le simple mutant cut3-477 a 32°C, P. Bernard a examiné la migration des
chromosomes dans les cellules cut3-477 cultivées a 32°C par une expérience
d'immunofluorescence indirecte contre la tubuline suivie d’'une coloration de I’ADN au
DAPI. Les résultats ont montré la présence de ponts chromatiniens a 36°C mais
également a 32°C et 25°C. Environ 90% des cellules en anaphase présentent des ponts
chromatiniens a 36°C (Figure 21A-B). A cette température, la viabilité cellulaire diminue
de 20 a 30% a chaque division cellulaire (Saka et al. 1994). A 32°C, les défauts de
migration des chromosomes affectent 50% des anaphases, mais les cellules sont viables
(Figure 21B). La présence de ponts chromatiniens a 32°C chez le mutant cut3-477
suggere que l'activité condensine, et par conséquent la condensation mitotique des
chromosomes, est partiellement altérée a cette température. La viabilité de la souche,
suggere que les cellules cut3-477 seraient capables de résoudre la plupart des défauts de

migration des chromosomes avant la cytokinese.

La condensation mitotique des chromosomes nécessite l'association du complexe
condensine a la chromatine. Il est possible que les défauts observés dans les mutants
cut3-477 soit le résultat d’'un défaut d’association de condensine. Afin d’adresser cette
question, P. Legros et X. Robellet (Al et Post-doc) ont réalisé une immunoprécipitation
de la chromatine (ChIP) a partir de cellules exprimant Cnd2-GFP (kleisine de condensine

[) et synchronisées en prométaphase par un arrét nda3-KM311 de 7 heures a 17°C
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(Figure 21C ; cf Chap II -1IA3 « Cultures des mutants nda3-KM311 »). Dans les cellules S.
pombe, la mitose est fermée (absence de rupture de la membrane nucléaire) et le
complexe condensine, majoritairement cytoplasmique en interphase, est importé dans
le noyau en début de mitose. Le signal Cnd2-GFP est majoritairement cytoplasmique en
interphase et nucléaire en mitose (Sutani et al. 1999). L’'import nucléaire de Cnd2-GFP a
été évalué dans les cellules cut3-477 bloquées en prométaphase en déterminant le
pourcentage de cellules montrant un signal Cnd2-GFP nucléaire et la qualité de I'arrét
mitotique en mesurant le pourcentage de cellules septées (index de septation). Comme
indiqué dans la Figure 21C, la souche cut3-477 a montré une accumulation nucléaire de
Cnd2-GFP et un index de septation similaires au contrdle sauvage. L'import nucléaire de
Cnd2-GFP en mitose n’est donc pas manifestement altéré dans un fond génétique cut3-
477. De plus, les cellules nda3-KM311 cut3-477 cnhd2-GFP s’arrétent efficacement en
prométaphase a 17°C.

Les résultats de la ChIP montrent une diminution de l'association de Cnd2-GFP au
niveau des centromeéres (cen), de I'ADN ribosomal (ADNr) et le long des bras de
chromosome (Chr. arms) (Figure 21C). Ces résultats sont en accords avec ceux de Tada
et al. (Tada et al. 2011), et suggeérent que la mutation cut3-477 réduit 'association de

condensine a la chromatine.

L’ensemble de ces données indique que le mutant cut3-477 est viable a 32°C mais que
I'association de condensine a la chromatine est réduite, et la migration des
chromosomes altérée a cette température. Ces données sont cohérentes avec une
défaillance partielle de condensation mitotique des chromosomes chez le mutant cut3-
477 a 32°C qui conférerait a la souche une hypersensibilité aux mutations additionnels

affectant la condensation mitotique.

C. Lecrible

Pour réaliser le crible génétique de 1étalité synthétique avec cut3-477, la souche testeuse
cut3-477 pREP41-cut3* a été construite par P. Bernard (Figure 22A). Cette souche
possede la mutation récessive cut3-477 au locus cut3, plus un géne chimérique pREP41-
cut3* inséré dans le génome en position ectopique. pREP41 est une version atténuée du

promoteur nmtl (no message in thiamine) dont l'activité est réprimée par la thiamine
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Figure 22 Principe du crible
A. La mutation top2-250, colétale avec cut3-477 a 32°C, peut étre maintenue dans la souche testeuse cultivée en
I'absence de thiamine. Test en gouttes réalisé sur milieu solide PMG complémenté avec la phloxine B, contenant ou

non de la thiamine. B. Schéma explicatif du crible génétique de 1étalité synthétique avec cut3-477.



(vitamine B1). S. pombe est prototrophe pour la thiamine. En I'absence de thiamine dans
le milieu de culture, le promoteur nmtl est actif (Basi, Schmid, et Maundrell 1993;
Maundrell 1990; Maundrell 1993). En présence de thiamine (20 uM), les cellules
concentrent la vitamine, entrainant une répression du promoteur nmtl. Concernant la
souche cut3-477 pREP41-cut3*, sur milieu PMG dépourvu de thiamine, le promoteur
pREP41 est actif; le gene cut3* est exprimé, complémente la mutation cut3-477 et la
souche se comporte comme une souche sauvage a 32°C (Figure 22A). En présence de
thiamine, le promoteur pREP41 est réprimé et la souche testeuse se comporte comme le
mutant cut3-477.

Le crible a consisté en la recherche de mutants viables a 32°C sur milieu synthétique
dépourvu de thiamine (PMG 0 Thi) lorsque condensine est pleinement fonctionnelle
mais morts sur milieu synthétique supplémenté en thiamine (PMG 20 uM Thi) lorsque
condensine est partiellement altérée (Figure 22B). Une mutagenése aléatoire a 'EMS a
été réalisée sur la souche testeuse par P. Bernard (cf Chapll- [IB1 « Mutageneése aléatoire
a 'Ethyl Methane Sulfonate »). Les cellules mutées ont été étalées sur PMG en I'absence
de thiamine a 32°C, et les colonies formées ont été répliquées sur milieu PMG sans
thiamine ou supplémenté en thiamine (20 uM) contenant de la phloxine B. La phloxine B
est un colorant vital qui s’accumule dans les cellules malades ou mortes. Les colonies
mutantes rose pale (viables) sur PMG 0 Thi mais rouges foncées (mortes) sur PMG

20 uM Thi ont été sélectionnés (Figure 22B).

II- Isolement des souches sic

A. Mutations non pertinentes attendues

Deux types de mutations non pertinentes étaient a anticiper : les mutations secondaires
au locus cut3-477, invalidantes a 32°C (cut3 est essentiel pour la viabilité cellulaire), et
les mutations conférant une hypersensibilité a la thiamine. Ce bruit de fond a été éliminé
par croisement retour avec une souche sauvage (cut3*). Les mutations secondaires au
locus cut3-477 ont été éliminées en recherchant la présence de colonies cut3-477 viables

a 32°C parmi les descendants. Les mutations d’hypersensibilité a la thiamine ont été
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Figure 23 Obtention d’'un simple mutant slc par analyse de tétrades.

La souche cut3-477 slc, viable a 25°C mais morte a 32°C ou a 35,5°C (TS 32°, TS 35,5°) est croisée avec une souche
sauvage. Les asques issus du croisement sont isolés et les spores semées. Les quatre colonies formées a partir des
spores contenues dans un asque (tétrade) sont répliquées sur le milieu solide contenant de la phloxine B. Les
descendants ditypes recombinants, ici cut3+sic, sont sélectionnés, et la présence de la mutation sic d’intérét, cryptique

dans un fond génétique cut3*, est confirmée par croisement retour avec cut3-477



identifiées comme celles conférant une létalité en présence de thiamine

indépendamment de pREP41-cut3* parmi les descendants.

B. Isolement des souches

Sur 180 000 colonies criblées, 190 candidats viables sur PMG 0 Thi et apparemment
morts en présence de thiamine ont été sélectionnés a 32°C. Sur les 190 candidats,
seulement environ 10% ont été retenus et ont été initialement nommés sic1 a slc190.

Un premier tri a consisté a vérifier le caractere reproductible et suffisamment pénétrant
du phénotype ThiS (sensible a la thiamine) pour étre tracable par réplique velours. A
I'issue de ce test, environ la moitié des candidats a été éliminée. Les restants ont subit un
croisement retour avec une souche sauvage afin d’éliminer les candidats porteurs d’une
mutation secondaire dans cut3-477 ou d’'une mutation ThiS. Seuls deux mutants
conféraient une hypersensibilité a la thiamine mais pres de la moitié des candidats
s’avéraient porteurs d’'une mutation secondaire dans cut3-477, suggérant un biais
important vers ce type de mutation. Ce biais provient au moins en partie de la détection
aisée des colonies rouges vifs (mortes) au milieu des répliques lors de la primo
sélection. Enfin, prés d’'un quart des candidats redonnaient des colonies cut3-477 mais
pas de phénotype ThiS évident, suggérant un déterminisme multigénique du phénotype
ThiS. Ces candidats ont également été éliminés. Dix sept mutants sic ont été conservés a
Iissu de ces tests. Lors du premier croisement avec la souche sauvage, nous avons
constaté que certaines mutations sic, mais pas toutes, pouvaient étre maintenues dans
un fond génétique cut3-477, en 'absence de pREP41-cut3*, a la température de 25°C. Les
souches doubles mutantes cut3-477 slc étaient viables a 25°C mais mortes a 32°C. Le
phénotype synthétiquement létal était donc thermosensible. Ces mutations sic sont dites
« conditionnelles », par opposition aux mutations slc « strictes », qui ne peuvent étre
maintenues dans un fond génétique cut3-477 en I'absence de pREP41-cut3*, méme a
25°C. Il s’agit des mutations sic90, slc173 et slc129.

Chacun des 17 mutants slc a subi trois, parfois quatre, croisements retour successifs
avec la souche cut3-477 pREP41-cut3*, pour les mutations sic strictes, ou avec la souche
cut3-477 pour les mutations sic conditionnelles, afin de purifier la mutation sic. Ces
croisements retour ont permis de vérifier que le phénotype synthétiquement létal

ségrégeait 2:2 dans la  descendance, indiquant que la  colétalité
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Figure 24 Mutations slc, synthétiquement létales avec cut3-477.
Les cellules, en phase exponentielle de croissance, ont été déposées en goutte sur YES ou PMG. A. Phénotype colétale
des mutants slc strictes dans un fond génétique pREP41-cut3+, apres 3 croisements retour. Thi: Thiamine. B.

Phénotype colétale des mutants sic conditionnels.



avec cut3-477 était conférée par une seule mutation slc.

Afin de démontrer formellement le caractere synthétiquement létal avec cut3-477 des
mutations sic ainsi sélectionnées, chaque mutation a été isolée dans un fond génétique
cut3* (Figure 23) et le comportement du simple mutant slc obtenu a été comparé avec
celui du double mutant cut3-477 slc correspondant. Concernant les mutations slc
strictes, comme indiqué dans la Figure 24, les simples mutants cut3-477 (slc*) ou slc
(cut3*) sont viables a 32°C et leur croissance n’est pas affectée par la présence de
thiamine dans le milieu de culture. En revanche, les souches double mutantes pREP41-
cut3* cut3-477 slc sont viables a 32°C en I'absence de thiamine, lorsque pREP41-cut3*
complémente la mutation cut3-477, mais meurent en présence de thiamine, lorsque
PREP41-cut3* est réprimé, démontrant la létalité synthétique entre cut3-477 et les
mutations slc. Concernant les mutations sic conditionnelles, les simples mutants cut3-
477 (slc*) ou slc (cut3*) sont viables a 25°C et 32°C. En revanche les doubles mutants
cut3-477 slc, sont viables a 25°C mais morts a 32°C (Figure 24B). Les mutations sic

conditionnelles sont donc bien synthétiquement létales avec cut3-477 a 32°C.

I11- Phénotypes macroscopiques additionnels des mutants sic

Il a été rapporté que le complexe condensine pourrait jouer un role dans I'attachement
correct des chromosomes au fuseau en mitose, possiblement au travers de la
condensation de la chromatine centromérique (Stear et Roth 2002; Ono et al. 2004;
Tada et al. 2011). Condensine intervient également en interphase dans la réparation des
dommages dans I’ADN causés par les rayonnements ultraviolets (UV), et dans le point de
controle de la réplication qui permet aux cellules de détecter une défaillance pendant la
phase S. Certains mutants slc pourraient étre affectés pour l'un et/ou l'autre de ces

processus. Afin de tester cette hypotheése, trois tests d’hypersensibilité ont été réalisés.

A. Hypersensibilité au thiabendazole

Les mutations qui affectent I'attachement des chromosomes au fuseau mitotique

conferent généralement une hypersensibilité a des doses sub-létales de drogues
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Figure 25. Phénotypes macroscopiques additionnels des mutants slc.
Les cellules, en phase exponentielle de croissance, ont été déposées en goutte sur YES+A. A. Hypersensibilité au TBZ.

B. Hypersensibilité a ’'HU. C. Hypersensibilité aux UV-C. D. Thermosensibilité a 35,5°C.



déstabilisatrices des microtubules telles que le thiabenzadole (TBZ). Par exemple, la
délétion du gene pcsl, qui code une protéine centromérique impliquée dans
I'attachement des chromosomes au fuseau mitotique, confére une hypersensibilité au
TBZ (Gregan et al. 2007). La croissance des simples mutants slc a été examinée sur
milieu complet contenant des concentrations croissantes de TBZ (Figure 25A). La
souche pcs1A a été utilisée comme controle. Seuls les mutants sic71, sic127 et slc129 ont
montré une hypersensibilité au TBZ suggérant que ces mutants pourraient présenter

des défauts dans I'attachement des chromosomes au fuseau mitotique.

B. Hypersensibilité au stress génotoxique : HU et UV-C

L’hydroxyurée (HU) est une drogue qui inhibe la ribonucléotide réductase, empéchant la
synthése de novo des dNTPs et par conséquent la réplication du génome en phase S. Les
rayonnements UV-C (200-280 nm) entrainent la formation de dimeéres de pyrimidine
dans ’ADN. Le gene rad3 code une protéine kinase nécessaire aux points de contrdle
mobilisés en réponse au stress causé par une irradiation UV ou a une défaillance de la
réplication en phase S (Bentley et al. 1996). La délétion de ce géne confere une
hypersensibilité a des doses sub-létales d’'HU ou de rayonnements UV-C.

La sensibilité des mutants slc aux rayonnements UV-C ou a des doses sub-létales d’'HU a
été déterminée par test en gouttes, la souche mutante rad3A servant de controle positif
(Figure 25B-C). En accord avec les travaux d’Aono et al, le mutant cut3-477 n’a pas
montré de sensibilité accrue a des doses sub-létales d’"HU ou d’'UV-C (Aono et al., 2002).
Les résultats montrent que les souches mutantes sic127 et slc129 présentent une
sensibilité accrue a HU, leur croissance est nettement ralentie par rapport au controle
sauvage en présence d’'HU a une concentration de 5 mM (Figure 25B). Au contraire,
aucun mutant sic ne présente d’hypersensibilité aux rayonnements UV-C (Figure 25C).
L’ensemble de ces résultats suggere que les facteurs affectés par les mutations sic127 et
slc129 pourraient étre impliqués dans la détection d'une défaillance de réplication et/ou
la réparation des dommages dans I’ADN causés par une altération de la dynamique de la

réplication pendant la phase S.
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C. Thermosensibilité, cryosensibilité

Afin de savoir si certaines mutations slc conféraient une thermosensibilité ou une
cryosensibilité de croissance, des tests de croissance a 20, 32 et 35,5°C ont été réalisés.
Aucune des mutations slc n’affecte la croissance a 20°C (résultat non montré). En
revanche, les mutations sIc90, silc71, slcl127, slc129 et slc173 conferent une
thermosensibilité de croissance a 35,5°C (Figure 25D). Les facteurs affectés par ces

quatre mutations sont donc essentiels a la prolifération cellulaire a 35,5°C.

IV- Analyses génétiques

A. Groupes de liaison génétique

1. Groupes de liaisons entre les mutations slc

Afin de déterminer si les mutations slc affectent un méme locus ou des loci distincts,
nous avons effectué des tests de liaison génétique en croisant les mutants deux a deux. Si
deux mutations slc en confrontation affectent deux loci distincts, génétiquement
indépendants, alors on doit obtenir un quart de recombinants sauvages (slc*) dans la
descendance. Au contraire, I'absence de descendant recombinant sauvage ou leur sous-
représentation dans la descendance indiquerait deux mutations sic affectant un méme
locus ou deux loci génétiquement liés.

Les résultats des tests de liaison sont consignés dans le tableau 4. Les croisements des
mutants sic71, slc85, slc90, slc173, slc179 et slc180 réalisés deux a deux n’ont produit
aucun recombinant sauvage, révélant une tres forte liaison génétique entre ces 6
mutations. Nous avons obtenus le méme résultat pour les croisements entre les mutants
slc175, slc181 et slc182. Les 17 mutations slc se répartissent donc en 10 groupes de
liaisons définissant donc 10 loci distincts, suggérant ces 17 mutations pourraient

affecter 10 génes de condensation distincts.
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Tableau 4. Les mutations slc et sup se répartissent en 11 groupes de liaisons.

Il slc175 slc181 slc182 cnd1 (0)

\Y) slc190 ark1 (0)

VI slc127

Vil slc174

X slc185

(a) Test de liaison génétique entre les mutations slc. (b) Test de liaison génétique entre les mutations slc et des
genes de condensations connus. Entre parenthése est indiqué le pourcentage de recombinants sauvages. Les

mutations écrites en gras correspondent a celles sur lesquelles j’ai travaillé.



2. Test de liaison entre les mutations slc et des génes de condensations connus

Afin de rapidement savoir si les mutations sic affectaient des facteurs de condensation
connus tels que les sous unités de condensine (cnd1, cnd2, cnd3 et cutl4), la protéine
kinase Aurora-B (arkl) ou ses sous unités régulatrices (picl et birl), la protéine kinase
Polo (plo1) ou enfin la topoisomérase Il (top2), des tests de liaisons génétique ont été
réalisés entre les mutations slc et chacun des 9 genes de condensation candidats. Les

résultats sont consignés dans le Tableau 4.

Aucune colonie recombinante sauvage n'a été obtenue dans la descendance du
croisement entre les souches mutantes thermosensibles slc90 et cut14-208, suggérant
que les mutations du groupe de liaison I affectent le géne cut14, lequel code la sous unité
Smc2 du complexe condensine. Au contraire, les trois mutations sic47, scl127 et slc129 se
sont avérées génétiquement distinctes des neuf génes de condensation testés. Ces
dernieres pourraient donc affecter de nouveaux facteurs de condensation.

Quant aux résultats obtenus par X. Robellet avec les autres mutations slc, également
consignés dans le Tableau 4, les résultats montrent une forte liaison génétique entre les
mutations slc175, slc181, slc182 et le gene cnd1, entre la mutation slc184 et le gene cnd3,
et entre le géne slc190 et le géne arkl, suggérant que ces mutations pourraient affecter
les genes cnd1, cnd3 et arkl, respectivement. Au contraire, les mutations sic174, sic178
et slc185 sont génétiquement distinctes des 9 genes de condensation testés.

L’ensemble de ces résultats suggerent que parmi les 10 groupes de liaisons obtenus,
quatre correspondent a de genes de condensations connus (cut14, cndl, cnd3, ark1). En
revanche, les 6 autres groupes pourraient correspondre a de nouveaux facteurs de

condensation.

B. Dominance et récessivité

Pour déterminer le caractere récessif ou dominant des mutations slc, nous avons
construit des souches diploides homozygotes mutantes (-/-), hétérozygotes (-/+) et
homozygotes sauvages (+/+), et comparé leurs phénotypes. Si la souche diploide
hétérozygote montre un phénotype sauvage, alors la mutation est récessive. Au

contraire, si le diploide hétérozygote montre un phénotype mutant, alors la mutation est
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Figure 26. Récessivité des mutations sic.
A. Les cellules diploides, en phase exponentielle de croissance, ont été déposées en goutte sur PMG dépourvu
d’adénine (PMG-A). B-D. Les cellules diploides en phase exponentielle de croissance ont été déposées en goutte sur

YES-A



dominante. L’expérience a été menée sur tous les mutants slc. Des résultats
représentatifs sont présentés dans la Figure 26. L’ensemble des résultats a montré que
toutes les mutations slc sont récessives. Les alléles récessifs résultent généralement
d’'une mutation qui inactive le gene affecté, conduisant a une perte de fonction totale ou
partielle. On peut donc suggérer que ces mutations slc entrainent une altération de

fonction du facteur qu’elles affectent.

C. Groupes de complémentation

Les tests de liaison génétique suggerent que les mutations du groupe de liaison I (sIc90,
slc71, slc173, slc179, slc180, slc85) pourraient affecter le géne cut14. Ainsi ces mutations
pourraient étre alleles. Afin d’éprouver cette hypothese, un test de complémentation a
été réalisé (Figure 27A). Les mutations ont été confrontées par la construction de trois
souches diploides : sic90/cut14-208, slc71/slc173 et slc85/slc71. Leur phénotype
(sauvage ou mutant) a été déterminé. Les mutations slc90, cut14-208, slc71 et slc173
conferent une thermosensibilité de croissance a 35,5°C. Les résultats obtenus indiquent
que les souches diploides hétérozygotes slc90/cut14-208 et slc71/slc173 sont également
thermosensibles a 35,5°C. Il y a donc non-complémentation (Figure 27A-B). De plus, le
phénotype thermosensible conféré par la mutation sic90 peut étre complémenté par le
géne cutl4 porté par un plasmide multicopie (Figure 27D). Puisque la mutation sic85
n’est pas thermosensible a 35,5°C, le test de complémentation avec slc71 a été réalisé en
déterminant le phénotype de la souche diploide cut3-477/cut3-477 slc85/s1173 a 32°C.
La souche diploide est viable a 25°C, mais morte a 32°C. La persistance de 'interaction
colétale avec cut3-477 montre une non-complémentation entre sic85 et sic173 (Figure
27,C). Ces résultats montrent que les mutations slc71, slc85 et slc173 sont alleles et
suggerent que slc90 affecte le gene cuti4..

Les tests de liaison suggéraient que les mutations slc71, slc85, slc90, slc173, slc179 et
slc180 étaient alléles. Le gene cut14 a alors été séquencé par la méthode Sanger dans
chacune des souches mutantes. Les mutations s/c90, sic173 et slc178 sont identiques et
correspondent a la substitution C1955T dans le gene cut14 (numérotation débutant a
I’ATG), ce qui entraine la modification d’'une thréonine en une méthionine en position
652 dans la protéine Cutl4. Les mutations sic71, slc85 et slc180 correspondent aux

changements G1190A, G1966A et G1853A, respectivement (Figure 27E). slc85 modifie
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Figure 27 Tests de complémentation des mutations.

A. Non-complémentation entre slc90 et cut14-208. Les cellules diploides, en phase exponentielle de croissance, ont été
déposées sur YES-A. B. Non complémentation entre slc173 et slc71. Les cellules diploides, en phase exponentielle de
croissance, ont été déposées en goutte sur YES-A. C. Non complémentation entre sic71 et slc85. Les cellules diploides
ont été striées sur YES-A. D. Le plasmide pJR41XL-cut14+ portant le géne cut14+ restaure la croissance du mutant
slc90 a 35,5°C. Les cellules, en phase exponentielle de croissance, ont été déposées en goutte sur PMG dépourvu
d’uracile. E. Tableau récapitulatif des mutations affectant le géne cut14. F. Cartographie physique des mutations de

cutl4.



un aspatate en une asparagine en position 656, slc180 une cystéine en tyrosine en
position 631, et sic71 se situe dans la région coiled coil et correspond a la substitution
d’une glycine par un aspartate en position 397. Au niveau protéique, les trois mutations
slc90, slc85 et slc180 affectent la protéine Cut14 au niveau de la région charniere (hinge),
proche de la région impliquée dans la dimérisation. Nous avons donc isolé 4 alleles de
cutl4 différents des mutants cut14-208, cut14-Y1, cut14-r8 et cutl14-aal4 (1. Samejima et
al. 1993; Akai et al. 2011; Petrova et al. 2013) (Figure 27F). Cette collection de mutants
de cut14 pourrait étre précieuse pour la caractérisation fine de condensine.

Les tests de complémentation réalisés par X. Robellet ont montré que sic175, sic181 et
slc182 sont alleles et affectent le gene cnd1, que sic184 affecte le gene cnd3 et que slc190
affecte le gene arkl. Toutes ces mutations ont été identifiées par séquencage Sanger

(Tableau 5 dans le Chap III paragraphe VI « Identification des mutations sic »).

A Tlissu du crible, nous avons obtenu 17 mutations réparties en 10 groupes de
complémentations, affectant 10 loci distincts. Parmi ces 10 loci, 4 correspondent a des
genes de condensation connus. Les alleles mutants ont été renommés par le nom du
gene qu'ils affectent suivi du numéro du mutant sic. A titre d’exemple, les mutants de

cutl4 ont été renommeés cut14-71, cut14-85, cut14-90, cutli4-173, cut14-178 et cut14-180.

D. Expression des genes de condensation dans les

mutants slc

Les genes des sous unités de condensine et de topo II sont essentiels a la viabilité
cellulaire. La colétalité entre cut3-477 et slc pourrait étre expliquée par un effet indirect
des mutations slc sur la transcription des genes de condensine ou de topo II. Afin
d’éprouver cette hypothese, I'expression de ces génes a été analysée dans les mutants
slc127, slc129, slc174 et slc185. Des RT-qPCR ont été réalisées sur les ARNs totaux
(Figure 28). Les résultats montrent qu’il n'y a pas de diminution significative (plus d’'un
facteur 1,5) de I'expression des génes de condensine ou de topo Il dans chacune des
souches mutantes slc testées. Ainsi, la colétalité entre les mutations slc et cut3-477 ne

résulte pas d’'une altération de la transcription des genes de condensine ou de topo II.
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Figure 28. Niveaux al’équilibre des ARNm de condensine et de topo II chez les mutants slc.

Les ARNs totaux ont été extraits a partir de cultures en phase exponentielle a 32°C. 500 ng d’ARN total ont été
reverse-transcrits en présence (+) ou en I'absence (-) de Reverse Transcriptase (RT) et les ADN complémentaires ont
été quantifiés par PCR en temps réel. Les valeurs indiquées correspondent a aux moyennes et écarts moyens calculés

a partir de deux expériences indépendantes avec deux reverse-transcriptions par expérience.



Concernant le mutant slc47/gcn5-47, les résultats sont consignés dans le chapitre IV

intitulé « Genb et I'association de condensine a la chromatine ».

V- Analyses cytologiques

Le crible génétique de létalité synthétique avec cut3-477 a 32°C a été mené pour
identifier des facteurs impliqués dans la condensation mitotique des chromosomes. Si
les mutations sic affectent la condensation, alors des ponts chromatiniens devraient étre
détectés dans les cellules simples mutantes sic en anaphase. Les cellules mitotiques ont
donc été identifiées par la présence d'un fuseau mitotique, détecté par
immunofluorescence indirecte contre |'alpha-tubuline, et la migration des chromosomes

examinée par coloration de 'ADN au DAPL

A. La mitose chez S. pombe

Chez S. pombe, il n'y a pas de rupture de l'’enveloppe nucléaire en prométaphase,
I'assemblage du fuseau ainsi que la ségrégation des chromosomes sont des processus
intranucléaires. Les différentes étapes de la mitose observées chez une souche sauvage
sont présentées dans la Figure 29A. Les cellules en interphase se caractérisent par la
présence d'un réseau de microtubules cytoplasmiques (a). La transition G2/M est
marquée par le désassemblage des microtubules cytoplasmiques et la formation du
fuseau mitotique (b). Les cellules uninucléées pourvues d’'un fuseau court (1 a 3 pm)
recouvrent les étapes de la prophase jusqu’a 'anaphase A. En effet, la migration des
centromeres vers les pbles opposés du fuseau, qui marque 'anaphase A, a lieu sans
élongation notable du fuseau de 3 um (Nabeshima et al. 1998). Cette étape n’est donc
pas visible par simple coloration au DAPI. S’ensuit I'anaphase B (c-i). Le fuseau
mitotique s’allonge progressivement, ce qui achéve la séparation des chromatides sceurs
en deux lots distincts. La longueur du fuseau atteint son maximum aux environs de 15
um. Les images c, d et e correspondent au début de 'anaphase B ou les chromosomes
sont en cours de séparation : la chromatine trainante entre les deux masses principales
situées aux pdles opposés du fuseau (d, e) correspond certainement aux bras des

chromosomes. Les microtubules astraux sont parfois visibles aux extrémités du fuseau
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Figure 29 Les étapes de la mitose chez S. pombe.

Les cellules sauvages ou mutantes cut3-477 cultivées en phase exponentielle de croissance en milieu complet a 32°C
ont été traitées pour une immunofluorescence indirecte anti alpha-tubuline. La chromatine a été révélée par
coloration de 'ADN au DAPI. A-B. Contrdle sauvage. (A) une cellule est montrée par colonne. (B) Fréquences des
quatre types morphologiques en fonction de la taille du fuseau mitotique. C-D. Cellules cut3-477. a, b) chromosomes

connectés trainant (pont chromatinien), c) chromosomes séparés trainants. Barre: 5 microns



mitotique (f-i). En télophase (j), les noyaux font marche arriére pour gagner le centre
des futures cellules filles, les chromosomes décondensent et le fuseau mitotique se
désassemble pour laisser place aux futurs réseaux de microtubules cytoplasmiques des
deux cellules filles.

Si 'on omet la télophase, quatre types de cellules mitotiques peuvent étre discernés
dans la Figure 29A. Les cellules uninucléées (b), les cellules montrant des chromosomes
connectés trainants (c, d), ou des chromosomes séparés trainants (e) et les cellules
binucléées (f-i). Ces quatre populations apparaissent successivement avec la
progression travers de la mitose qui est mesurable par I'élongation du fuseau (Figure
29B). Les cellules mitotiques uninucléées sont majoritaires quand la taille du fuseau est
comprise entre 1 et 3 um. Les types «chromosomes connectés trainants» et
« chromosomes séparés trainants » apparaissent successivement quand le fuseau passe
de 3 a 5,2 um, et disparaissent au-dela de cette longueur. Ces catégories représentent le
début de I'anaphase B avec le début de la séparation des bras de chromosome. Les
cellules mitotiques binucléées, dépourvues de matériel chromosomique trainant le long
de 'axe longitudinal du fuseau, représentent la totalité de la population une fois que le
fuseau a dépassé la longueur de 5,2 um. Ces cellules sont en anaphase B tardive. Notez
qu’'une séparation totale des chromatides sceurs (absence de chromatine trainante) est
fréquemment observée sur des fuseaux dont la taille est comprise entre 4 et 5 um,
révélant une certaine plasticité dans la taille minimale du fuseau requise pour achever la
séparation des bras de chromosome. Ainsi, dans un fond génétique sauvage la
séparation des chromosomes débute sur un fuseau d’'environ 3 um et est

systématiquement achevée quand ce dernier dépasse la longueur de 5,2 um.

Les analyses cytologiques ont également été réalisées sur des cellules mutantes cut3-477
cultivées a 32°C. Deux phénotypes cytologiques ont été observés: des ponts
chromatiniens ininterrompus, courant d’'un pole a I'autre du fuseau mitotique, et des
masses de chromatine trainant sur le fuseau d’anaphase B (Figure 29C-D). Les
centromeres gagnent les pdles opposés du fuseau dans ~90% des anaphases en
I'absence de condensine fonctionnelle au centromeére (Nakazawa et al. 2008; Tada et al,,
2011). Les ponts chromatiniens traduisent vraisemblablement la difficulté qu’a la cellule
a séparer des bras de chromosomes peu condensés.Les masses de chromatine trainantes

en anaphase pourrait résulter de la cassure des bras de chromosome peu condensés ou
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Figure 30. Phénotypes mitotiques des mutant sic47, slc127 et slc129.

Les cellules sauvages ou mutantes slc ont été cultivées en phase exponentielle de croissance en milieu complet a 32°C
pour le mutant sic47 et a 35,5°C pour les mutants thermosensibles a 36°C sic127 et slc129. Les cellules ont été ensuite
traitées pour une immunofluorescence indirecte anti alpha-tubuline. La chromatine a été révélée par coloration de
I’ADN au DAPI. Les cellules présentent des chromosomes connectés trainants (1¢ ligne des panneaux des mutants) et
séparés trainants (2¢ et 3¢ des panneaux des mutants). Les fréquences (%) des catégories en fonction de la taille du

fuseau sont indiquées sous forme de graphiques. Barre : 5 microns



d’'une défaillance des centromeres (Tada et al. 2011). Les anaphases ont donc été
classées en fonction de ces deux phénotypes ; dans la catégorie «chromosomes
connectés trainants » quand un pont chromatinien ininterrompu était visible (Figure
29A), et dans la catégorie « chromosomes séparés trainants » quand au moins un signal
DAPI tralnant était clairement dissocié des signaux présents aux pdles du fuseau
mitotique (Figure 29C-D). Comme indiqué dans la Figure 29D, ces deux catégories sont
détectées pour des longueurs de fuseau nettement supérieures chez le mutant cut3-477
comparé au controle sauvage. 100% des cellules cut3-477 pourvues d’un fuseau de 6-7
um montrent des défauts de migration des chromosomes : ~70% présentent des ponts
chromatiniens ininterrompus et ~30% des chromosomes séparés trainants. En
revanche quand le fuseau atteint 8-12 um, les ponts chromatiniens ininterrompus
disparaissent quasiment et des cellules binucléées normales apparaissent (60%). Les
chromosomes séparés trainants persistent en revanche. Ces observations confirment la
présence de ponts chromatiniens chez le mutant cut3-477 cultivé a 32°C et suggérent
que face a un défaut de condensation mitotique, un fuseau plus long que la normale
serait nécessaire pour achever la pleine séparation des bras de chromosome. Cependant,
en fin d’anaphase B, la séparation des chromosomes peut étre achevée apparemment
normalement dans 60% des cas. Les masses chromosomiques qui persistent sur la
longueur fuseau, observées dans 40% des cellules en anaphase B tardive, pourraient
résulter de la cassure des chromosomes ou bien d'une défaillance centromérique

persistante.

B. Les cellules mutantes slc montrent des défauts de ségrégation des

chromosomes évoquant les mutants de condensine

Comme attendu, les analyses cytologiques réalisées sur les cellules simples mutantes
slc47, slc129 et slc127 ont révélé la présence d’anomalies de migration des chromosomes
en anaphase.

Les cellules sic47 ont montré des anomalies de séparation des chromosomes similaires a
celles causées par la mutation cut3-477 (Figure 30). La fréquence des chromosomes
connectés trainants est quasiment doublée chez le mutant slc47 comparé au controle

sauvage (Figure 30) et le pic d’apparition est déplacé vers des fuseaux plus longs (4-5, 5
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Figure 31. Localisation nucléaire de condensine I chez les mutants cut14-173 et sic47.

Les cellules exprimant les protéines de fusion Cut3-GFP (condensine I) et Sid4-tomato (SPBs) ont été cultivées en
phase exponentielle de croissance en milieu complet a 32°C, fixées et observées directement apres coloration de
I’ADN au DAPI. A. Cellules sauvages. B. Mutant sic173 (cut14-173) Barre (A-B) : 5 microns. C. Mutant sic47. Barre 5

microns.



um contre 3-4 um). De plus, du matériel chromosomique trainant sur le fuseau en
anaphase B est détecté dans environ 50% des cas pour des fuseaux compris entre 6 et 7
um, de facon similaire au mutant cut3-477. En revanche, la fréquence de ces masses
chromosomiques trainantes diminue significativement avec 1’élongation du fuseau au-
dela de 8 um. Les défauts de migration semblent donc compensés par une élongation du
fuseau. Ces observations montrent que la migration correcte des chromosomes est
altérée chez le mutant sic47 et sont cohérent avec un défaut de condensation mitotique
dont la pénétrance serait moindre que chez cut3-477. Les anomalies de ségrégation
montrées par les cellules mutantes sic129 et sic127 cultivées a 35,5°C suggerent encore
plus clairement un possible défaut de condensation. Chez ces deux mutants, des ponts
chromatiniens et des masses chromosomiques trainantes sont présentes dans les
cellules en anaphase B. Contrairement au mutant sic47, les ponts chromatiniens
ininterrompus sont observables méme sur des fuseaux dont la taille est supérieure a 6
um (Figure 30).

L’ensemble de ces analyses suggére que la condensation mitotique des chromosomes est
altérée chez les mutants slc47, slc127 et slc129. Concernant les autres mutants slc, les
analyses ont montré que les mutants présentaient également des défauts de

ségrégations des chromosomes (voir la publication Robellet et al, 2014, ci-jointe).

C. Import nucléaire de condensine chez le mutant s/c47

Le complexe condensine est localisé dans le cytosol en interphase et devient nucléaire
en mitose. La mitose étant fermée chez S. pombe, condensine doit étre importée dans le
noyau pour accéder aux chromosomes (Sutani et al., 1999). Cet import est controlé par
la phosphorylation de Cut3 au résidu T19 par Cdc2 et requiert I'importine o Cutl5
(Sutani et al. 1999; Nakazawa et al. 2008). La 1étalité synthétique entre les mutations sic
et cut3-477 pourrait donc étre causée par une défaillance d’import nucléaire de
condensine. Afin d’éprouver cette hypothese, la localisation de la protéine Cut3-GFP a
été examinée dans les cellules mutantes sic47 en mitose. La souche mutante de
condensine cut14-173 (slc173) a été utilisée comme contréle. Les cellules mitotiques ont
été identifiées en détectant la protéine de fusion Sid4-Tomato. Sid4 est un constituant

des SPBs (Spindle Pole Bodies), 'équivalent des centrosomes.
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Figure 32. Identification de la mutation slc47.

A. Clonage du géne gcn5 par complémentation fonctionnelle. Les cellules ont été cultivées a 25°C en phase
exponentielle de croissance, puis transformées par la banque d’ADN génomique pTN-L1. Les transformants capables
de croitre a 32°C ont été sélectionnés, pTNL1-47 restaure la croissance de sic47 cut3-477 a 32°C. B. La souche slc47
cut3-477 a été transformée avec le plasmide pUR19 contenant le géne gcn5+ (pGen5), pUR19 vide (pUR19) et pUR19
contenant le géne top2 (pTop2) et la capacité des transformants a croitre a 32°C a été testée par test en gouttes. C.

Test de complémentation fonctionnelle entre les mutations slc47 et gcn5A.



Dans les cellules en interphase, Sid4-Tomato génére un signal unique (Figure 31) et
Cut3-GFP est non-détectable dans le noyau. Pendant la mitose, les SPBs dupliqués se
séparent avec I'élongation du fuseau, générant deux signaux Sid4-Tomato (Figure 31).
La protéine Cut3-GFP est alors enrichie dans le noyau. Le signal Cut3-GFP nucléaire est
aisément détectable jusqu’en anaphase B.

Le mutant slc173 est un mutant de condensine, la mutation affecte la sous unité cut14.
Aucun défaut majeur dans l'import nucléaire de condensine n’est observé dans ce
mutant, méme en présence de défaut de migration des chromosomes en anaphase. De
méme, les cellules slc47 cut3-GFP sid4-Tomato n’ont pas montré de défauts flagrants
dans le recrutement nucléaire de Cut3-GFP en mitose (Figure 31C). Ici aussi (Figure 31C,
fleche bleue), Cut3-GFP est clairement présente dans le noyau des cellules mutantes en
anaphase montrant des défauts de migration des chromosomes. Ces données suggerent
que I'import nucléaire du complexe condensine n’est pas significativement altéré dans

les fonds génétiques sic47 et cut14-173.

VI- Identification des mutations sic

A. Par complémentation fonctionnelle

Les mutations sic47, sic127 et slc129 sont récessives. Afin d’identifier rapidement ces
mutations, nous avons tenté de clonage les génes correspondants par complémentation
fonctionnelle en utilisant les banques d’ADN génomique pUR19-B1 et pUR19-B2 et pTN-
L1 (Barbet, Muriel, et Carr 1992; Nakamura et al. 2001).

Le géne sic47 a été cloné a partir de la banque pTN-L1 par complémentation
fonctionnelle du phénotype colétale a 32°C de la souche slc47 cut3-477 (Figure32). Il
s’agit du gene gcnb5. Le plasmide pTNL1-47 qui restaure la croissance de la souche slc47
cut3-477 a 32°C et non a 35,5°C (Figure 32A) contient un insert d’environ 4 kb
contenant quatre genes: otuZ tronqué en 5, les genes SPAC1952.04c, gcn5 et
SPAC1952.06c¢, en entiers, et radl tronqué en 3’. Comme slc47, la mutation nulle gcn54
est colétale avec cut3-477 a 32°C (Figure 32B). Le gene gcn5 a été sous cloné dans le
vecteur pUR19 et sa capacité a restaurer la croissance du mutant sic47 cut3-477 testée.

Les résultats montrent que gcnb porté par le
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Tableau 5. Récapitulatif des mutations sic et leurs identifications

sle71
slc85
slc175
Mutations slc90
slc181 slc184 slc190 slc47 slc127 slc129 slc174 slc178 slc185
slc slc173
slc182
slc179
slc180
Geénes cutl4 cnd1 cnd3 ark1 gens arp9 snf21 cph2 mga2 ulp2
ADN
Enzyme de
Swi/Snf Hélicase HDAC Modu-
Kinase déconju-
Fonctions Sous unité de Condensine HAT RSC - Remodelage -lateur
auroraB -gaison de
complexe RSC chromatine RNAplI
Sumo
complexe
cutl4-71
cutl4-85
Nomen- cnd1-175
cut14-90
-clatures cnd1-181  cnd3-184 ark1-190 gcn5-47  arp9-127  snf21-129 chp2-174 mga2-178  ulp2-185
cut14-173
des alléles cnd1-182
cut14-179
cut14-180
G397D
D656N
G667E
T652M
Protéines A G912D E195K R241H G765A Q13* E524K C453Y Q725* R81C
R1117C
T652M
C631Y

Les astérisques (*) représentent des codons stops




plasmide pUR19 restaure la croissance de la souche slc47 cut3-477 a 32°C mais ne
complémente pas le phénotype thermosensible de la mutation cut3-477, suggérant
fortement que gcn5 complémente la mutation sic47 (Figure 32B). Enfin, un test de
complémentation fonctionnelle a montré que la mutation slc47 appartient au méme
groupe de complémentation que le géne gcn5, confortant I'idée que la mutation sic47
affecte le gene gcn5 (Figure 32C). Le séquencage par la méthode de Sanger du gene gcn5
dans les cellules mutantes sic47 a révélé une mutation G761A (la numérotation débutant
au A du codon initiateur ATG) dans la souche slc47. Cette mutation créé un codon stop

prématuré. La mutation slc47 a donc été renommée gcn5-47.

Le gene arp9 a été cloné par complémentation fonctionnelle du phénotype
thermosensible a 35,5°C de la souche mutante sic127. Le séquencgage par la méthode de
Sanger des genes arp9 et gcn5 dans les mutants slc127 et slc47 ont révélé une mutation
du gene arp9: C37T (comptage a partir de '’ATG) dans la souche slc127 et une mutation
du gene gcn5: G761A dans la souche sic47. Et ces deux mutations créent des codons
stops prématurés. Ainsi les mutations slc127 et slc47 ont été respectivement renommées

arp9-127 et gcn5-47.

B. Par séquencage du génome

Les 4 autres genes slc, slc129, slc174, slc178 et slc185, ont été identifiés par séquencage
du génome entier des souches silc par la méthode de séquencage a haut débit Illumina
HiSeq 2000 réalisé par H. Parrinello au MGX-Montpellier GenomiX. Les data ont ensuite
été analysées par P. Bernard et S Janczarsky. Le séquencage des 4 génomes, nous a
permis d’identifier 109 + 8 SNPs (single nucleotide polymorphisms) par souche. Par
comparaison deux a deux de la liste des SNPs, nous avons identifié 5 + 3 SNPs unique a
chaque mutant.

Chaque mutation sic a été assignée a un chromosome par analyse de co-ségrégation de la
mutation sic et d'un marqueur auxotrophique (situé sur le chromosome 1, 2 ou 3) dans
un fond génétique rec124, qui permet de diminuer les taux de recombinaison d’environ
1000 fois lors de croisements homozygotes (Anders et al. 2008). Et parfois quand cela
était nécéssaire, afin de déterminer la localisation de la mutation slc sur le chromosome

en question, nous avons utilisé la mutation swi5A qui permet réduire a la fois les
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Les cellules, en phase exponentielle de croissance, ont été déposées en goutte sur YES+A



fréquences de recombinaisons intragéniques et intergéniques, diminuant ainsi la
distance génétique par rapport a la distance physique entre 2 loci de 5 a 15 fois par
rapport aux sauvages (swi5*) (Anders et al. 2008). L’ensemble des résultats nous a
permis de réduire le nombre de SNP candidats a 3 * 2 par mutant. Chacune des
mutations slc a été identifiée par analyses de liaisons génétiques et confirmée par
séquencage par la méthode de Sanger (Tableau 5). La mutation sic129 correspond a
snf21, sic174 a cph2, slc178 a mgaZ2 et slc185 a ulpZ2. Ainsi les mutations sic129, slc174,
slc178 et slc185 ont été renommées arp9-129, cph2-174, mga2-178 et ulp2-185,

respectivement.

A l'exception de snf21 qui est un gene essentiel, nous avons confirmé que la délétion de
gcnb, arp9, cph2, mga2 ou ulp2 est synthétiquement colétale avec cut3-477 a 32°C
(Figure 33).

VII- Cas du suppresseur de cut3-477 : sup122

A. Caractérisation initiale du mutant sup122

Le crible génétique a également permis d’isoler une mutation qui restaure la croissance
de la souche cut3-477 a la température restrictive de 34°C. Le phénotype « cut3-477
supprimé » ségrége 2:2 lors des croisements retour, et la mutation responsable est
génétiquement indépendante du locus cut3-477. La suppression du phénotype
thermosensible de cut3-477 a 34°C est donc conférée par une mutation suppresseur
extragénique qui a été baptisée sup122. L’effet suppresseur de supl122 sur la
thermosensibilité de cut3-477 est montré dans la figure 34A. La suppression
phénotypique étant, avec la létalité synthétique, un outil génétique efficace pour
identifier des genes qui interagissent fonctionnellement, le mutant sup122 a été

conservé et analysé plus en détails.
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Figure 34. Phénotypes macroscopiques du mutant sup122.

Les cellules en phase exponentielle de croissance ont été déposées en goutte sur YES+A. A. Phénotype du suppresseur
de cut3-477 a 34°C B. Récessivité de la mutation sup122 par rapport a l'alléle sauvage C. Sensibilité au TBZ, HU ou
UV-C D. Interaction génétique entre pht1 et sup122.



1. Phénotypes macroscopiques

La mutation sup122 ne confere pas de thermosensibilité a 34 ou 35,5°C (Figure 34A) et
est récessive par rapport a l'allele sauvage (Figure 34B). supl22 ne confére ni
hypersensibilité au TBZ, a la présence d’'HU (Figure 34C). En revanche, la souche sup122
semble légerement plus sensible aux rayonnements UV-C. Ces résultats suggerent que le
gene affecté par sup122 n’a de fonction cruciale dans 'attachement des chromosomes au
fuseau mitotique ou la réplication de I’ADN pendant la phase S. En revanche, le gene
sup122 pourrait prendre part a la détection et/ou la réparation de dommages dans

I’ADN causés par les rayonnements UV-C.

2. Test de liaison

Afin de déterminer si sup122 affectait un géne de condensation connu, des tests de
liaison génétiques ont été réalisés les genes codant les sous unités de condensine (cnd1,
cnd2, cnd3 et cutl4), la protéine kinase Aurora-B (ark1) ou ses sous unités régulatrices
(picl et birl), la protéine kinase Polo (plo1), ou, enfin, topo II (topZ2). Aucune liaison
génétique n’a été observée entre la mutation suppresseur et les génes testés.

La délétion de gene phtl qui code le variant d’histone H2A.Z chez S. pombe restaure la
croissance de la souche mutante cut3-477 a 34°C (H.-S. Kim et al. 2009). La perte de
fonction de la phosphatase Dis2 exerce également un effet suppresseur sur la
thermosensibilité de cut3-477 (Vanoosthuyse et al. 2014). Un test de liaison génétique a
donc été réalisé entre sup122 et les mutations phtlA ou disZA. Le double mutant cut3-
477 sup122 a été croisé avec les souches cut3-477 pht1A ou cut3-477 dis2A et 1a présence
de descendants cut3-477 (simple mutant) a été recherchée dans la descendance. Chaque
croisement a produit un quart de descendants recombinants cut3-477. Ceci montre que
la mutation sup122 est génétiquement distincte des genes pht1 et disZ2.

De facon inattendue, ces tests de liaison ont révélé une interaction synthétique négative
entre les mutations phtlAet supl22: le double mutant phtlA supl22 forme des
microcolonies a 32°C alors que les simples mutants montrent une croissance peu ou pas
affectée (D). Ceci suggere que supl22 et phtl auraient des fonctions partiellement

redondantes au sein d’'un processus important pour la viabilité cellulaire.
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Figure 35. La mutation sup122 réduit la fréquence des défauts de migration des chromosomes en anaphase
chez le mutant cut3-477.

Les cellules ont été cultivées en phase exponentielle de croissance en milieu complet a 32°C, transférées a 34°C
pendant une génération et traitées pour une immunofluorescence indirecte anti alpha-tubuline. La chromatine a été
révélée par coloration de 'ADN au DAPI. A. Phénotype « Masse chromosomique trainante » du mutant sup122. B-C

Les défauts de migration des chromosomes en anaphase B ont été comptés (fuseau > 6 microns, n>100).



3. La mutation sup122 restaure partiellement la migration des chromosomes dans
un fond génétique cut3-477

Afin de préciser les mécanismes par lesquels la mutation sup122 restaure la croissance
de la souche cut3-477 a 34°C, la migration des chromosomes en anaphase a été
examinée par analyse cytologique des cellules cut3-477 et doubles mutantes cut3-477
sup122 cultivées a 34°C. La fréquence des ponts chromatiniens est réduite d'un facteur 2
chez le double mutant cut3-477 sup122 comparé au controdle cut3-477 (Figure 35A). La
mutation supl22 supprime donc partiellement les défauts de migration des
chromosomes causés par cut3-477.

Etonnamment, 'examen des cellules simples mutantes sup122, a révélé la présence de
matériel chromosomique trainant sur le fuseau mitotique dans environ 10% des
anaphases examinées (Figure 35B). Ainsi, la mutation sup122, seule, cause des défauts
de migration des chromosomes en anaphase B. Les résultats indiquent que le gene
affecté par la mutation sup122 est requis a la ségrégation normale des chromosomes et
que la mutation sup122 restaure partiellement la ségrégation des chromosomes dans un

fond génétique cut3-477 a 34°C.

B. ldentification du géne nut2

La mutation suppresseur sup122 a été identifiée par séquencage a haut débit Illumina en
collaboration avec la plateforme GenomiX, combiné a une cartographie chromosomique
via l'utilisation de la mutation rec124 (cf Chap III- VIB « par séquencage du génome »)
qui nous a permis de placer la mutation sur le chromosome 2. Le séquencage par
méthode de Sanger nous a conduit a une mutation G3A (numérotation débutant a 'ATG)
dans le géne nut2 qui remplace le codon initiateur ATG par un codon isoleucine Le
supl22 a ainsi été renommé nut2-122. Le gene nutZ code une protéine NutZ non
essentielle, sous unité du complexe médiateur.

Nous avons confirmé que la délétion du gene nutZ restaure comme nut2-122 la
croissance du mutant cut3-477 a 34°C (Figure 4 du papier Robellet et al.2014). Et M.
Thevenin (stagiaire M1) a analysé la ségrégation des chromosomes du simple mutant
nut2A et des mutants nut2A4 cut3-477 par rapport a des cellules cut3-477 et sauvages. Les

résultats ont montré une réduction d’'un facteur 3 d’anaphases anormales dans les
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mutants nut2A cut3-477 par rapport au mutant cut3-477, et la présence de défaut de
ségrégation des chromosomes, environ 7%, chez le simple mutant nut2A. L'ensemble
des résultats est en accord avec les analyses faites chez les mutants nut2-122 (ChapllI-
paragraphe VII-A-3 «La mutation sup122 restaure partiellement la migration des
chromosomes dans un fond génétique cut3-477 »). L’ensemble des résultats indique que
le géne nut2 est un suppresseur phénotypique de cut3-477. La protéine Nut2 pourrait
donc prendre part a la condensation des chromosomes en influencant 'activité de

Cut3/condensine.
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Chapitre IV- Gen5 et I'association de condensine a la chromatine

A l'issu du crible, nous avons obtenu 17 mutations sic et un suppresseur de cut3-477.
Parmi ces mutations nous avons identifié des genes de condensations connus (cf Chap
[II « Crible génétique pour des mutations synthétiquement létales avec cut3-477 »), les
premieres mutations identifiées chronologiquement ont été gcn5 et ensuite arp9. J'ai
donc commencé les analyses plus approfondies sur le mutant gcn5-47. Les données
préliminaires issues du chapitre II, nous montrent que gcn5-47 est colétale avec cut3-
477, et que gcn5-47 elle seule présente des défauts de ségrégation des chromosomes,
semblables aux défauts observés dans le mutant de condensation cut3-477. Les data
issues de la cytologie de cut3-GFP suggerent que ce défaut observé chez le mutant gcn5-
47 n’est pas du a un défaut d'import de condensine dans le noyau en mitose.

Les cartes de I'association de condensine aux chromosomes réalisées dans les cellules de
vertébrés (J. H. Kim et al. 2013) et dans les levures a fission et a bourgeonnement
(D’Ambrosio et al. 2008), montrent que condensine est enrichie en mitose au niveau des
genes fortement transcrits. De méme chez Bacillus subtilis, les complexes SMC bactériens
(Condensin like) sont recrutés au niveau des origines de réplications et des génes
fortement transcrits (Gruber et Errington 2009). Alors qu’en entrée en mitose, I'activité
transcriptionnelle est fortement réduite voire nulle. Ces data suggerent qu’il y aurait un
lien entre la machinerie transcriptionnelle et l'association de condensine a la
chromatine. Or Gen5 (general control nonderepressed 5) est une HAT (histone acetyl
transferase) appartenant au complexe SAGA, un co-régulateur de la transcription. Cette
HAT est connue pour acétyler les histones H3K9, H3K14 et H3K18 (Nugent et al. 2010).
La protéine Gen5 est recrutée au niveau des promoteurs des genes fortement transcrits
de facon proportionnellement a leurs niveaux d’expressions, ou elle acétyle les histones
H3K9 et H3K14 (Robert et al. 2004).

Ainsi, I’étude du réle de Gen5 dans la condensation mitotique des chromosomes pourrait
nous éclaircir sur le lien établi entre la transcription et la condensation au niveau des
genes fortement transcrits. Dans ce chapitre, aprés une introduction sur la protéine
Genb, je présente mes travaux réalisés sur cette protéine en 2 parties. La premiere partie
consiste en la caractérisation initiale de Gcn5 dans la condensation mitotique des
chromosomes et la seconde consiste en la caractérisation du lien fonctionnel de Gen5

dans cette condensation mitotique.
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I- Introduction sur Gen5/GCNS5, co-activateur de la transcription

A. Découverte de la protéine Gcn5

Gen5 est 'une des premiere HAT identifiées appartenant a la super famille des GNAT
(Gen5-related N-acetyltransferase). Les protéines appartenant a cette super famille sont
impliquées dans I'activation de la transcription ou dans la régulation du cycle cellulaire,
utilisant 'acétyl-CoA elles acétylent leurs substrats (Vetting et al. 2005). 11 a été
démontré que la protéine GCN5 de Tetrahymena thermophila, in vitro, est capable
d’acétyler la queue N-terminale des histones H3 en présence d’Acétyl-CoA, le donneur
du groupement acétyl (Rojas et al. 1999). Les protéines GNAT correspondent dans la
majorité des cas aux histones acétyl-transférase mais il est a noter que certaines
protéines GNAT sont capables d’acétyler des protéines non histones, c’est le cas pour la
protéine GCN5 (Cai et al. 2011; Paolinelli et al. 2009; ].-H. Kim et al. 2010). L’acétylation
de Genb sur des protéines non histones seront détaillées au dernier paragraphe de cette
introduction.

Genb a été découverte en 1992, comme activateur de la transcription (Georgakopoulos
et Thireos 1992) puis a été identifiée 2 ans plus tard sous le nom de ada4 (Marcus et al.
1994) lors d’un crible génétique pour identifier des protéines ADA (adaptateur) chez la
levure S. cerevisiae. De cette étude en ressort que l'activation de la transcription par les
protéines Ada2 et Ada3 est dépendante de Gecn5 et que Gen5 interagit physiquement
avec Ada2 (Marcus et al. 1994). La séquence protéique de Gen5 montre la présence d'un
bromodomaine, domaine nécessaire aux fonctions de Gen5 (Marcus et al. 1994).

En 1995, il est montré qu’'une protéine nommeée p55 chez T. thermophila, un protozoaire
cilié, est capable d’acétyler des histones a partir d’acétyl CoA in vitro (Brownell et Allis
1995). Et cette protéine p55 présente une forte conservation de séquence (environ 60%
de similarité) avec la protéine Gen5 de levure, suggérant que ces protéines p55 et Genb
sont homologues. Un an plus tard, la méme équipe publie que Gcn5, comme p55, est
capable d’acétyler les histones in vitro (Brownell et al. 1996). Cette protéine sera alors

appelée tGCN5.
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Figure 36. Les protéines GCN5 sont homologues avec les protéines PCAF.

Les domaines AT (acétyl-transférase) et Bromo (Bromodomaine) sont conservés chez toutes les espéces. Chez les
vertébrés, ici chez 'homme, GCN5 possédent une protéine paralogue PCAF ayant un pourcentage d’homologie de 73%
avec GCN5. PCAF-HD représente le domaine d’homologie entre GCN5 et PCAF. Figure modifiée a partir de (Nagy et
Tora 2007).



B. Structure de Gcn5, une protéine conservée

Suite aux travaux obtenus chez T. thermophila et S. cerevisiae, la présence de cette
protéine a été recherchée chez d’autres organismes. Les résultats montrent que la
protéine GCN5 est présente chez la plupart des métazoaires mais different au niveau de
I'extrémité du N-terminale. De plus, les vertébrés possedent un second gene codant les
protéines PCAF (p300/CREB binding protein [CBP]-associated factor) présentant un peu
plus de 70% de similitudes avec la protéine GCN5 (Nagy et Tora 2007) (Figure 36).

Les domaines des protéines GCN5 sont tres conservés. Le domaine enzymatique AT
pour acétyltransférase est en position centrale et est présent chez toutes les especes.

La protéine GCN5 possede un bromodomaine situé au niveau de I'extrémité C-terminale.
Les bromodomaines correspondent en général a des domaines capables d’interagir avec
les résidus lysines acétylées de la queue N-terminale des histones H3 et H4. En effet, la
protéine GCN5 est recrutée sur les nucléosomes préalablement acétylés via son bromo-
domaine (Hassan et al. 2002; Hassan et al. 2007). Cependant il est a noter la protéine
dGCN5 de drosophile dépourvue de son bromodomaine est capable d’acétyler les
histones (Carré et al. 2005), ce qui suggere que le role du bromodomaine est redondant
avec une autre protéine ou domaine protéique. Le troisieme domaine conservé en
position N terminale est le domaine PCAF-HD (PCAF- homology domain), absent chez les
levures (Figure 36). Ce domaine permet, comme pour les protéines PCAF, I'interaction
de GCN5 avec le coactivateur de transcription p300/CBP (W. Xu, Edmondson, et Roth
1998).

C. Gcnb5, sous unité du complexe SAGA

Comme la plupart des histones acétyl-transférases, la protéine GCN5 est retrouvée
associée a des complexes multiprotéiques. GCN5 est une sous unité du complexe SAGA,
un complexe trés conservé durant I'évolution de la levure a 'homme (Nagy et Tora
2007). Mais il est a noté que cette protéine est également retrouvée dans d’autres
complexes orthologue a SAGA de S. cerevisiae, tels que les complexes hSTAGA (human
SPT3- TAF(II)31- GCN5L acetylase)(Martinez et al. 1998) et hTFTC (human TBP Free
TAF Containing) (Wieczorek et al. 1998), ou encore dans le complexe ATAC (Ada Two A
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Containing) présent chez ’homme et la drosophile (Guelman et al. 2006; Guelman et al.
2009). Dans tous ces complexes, 'activité HAT est toujours portée par la sous unité
GCNS ou ses orthologues GCN5-like ou PCAF. 1l s’agit donc de complexes de méme type
et treés similaires. Ainsi, je ne décris dans les parties suivantes que la protéine GCN5 au

sein du complexe SAGA.

1. Le complexe SAGA co-activateur de la transcription

Le complexe SAGA a été initialement décrit chez S. cerevisiae comme un complexe
d’environ 2 MDa composé de 19 sous unités (Daniel et Grant 2007). Ce complexe est un
complexe treés conservé incluant la levure S. pombe, D. melanogaster et les mammiferes.
C’est un co-activateur de la transcription par 'ARN polymérase II (ARN pol II). Doté
d’activités de modification post-traductionnelle des histones, ce complexe modifie la
structure de la chromatine de facon a rendre I'ADN accessible a la machinerie

transcriptionnelle. Il est composé de 4 modules (K. K. Lee et al. 2011) (Figure 37).

- le module HAT (histone acetyl transferase), composé de Gen5/GCN5, ses deux
sous unités régulatrices Ada2/ADA2b et Ada3/ADA3 (adaptor proteins), et la
protéine Sgf29/SGF29 (SAGA associated factor 29) (Figure 37, module vert). Les
protéines adaptatrices sont des cofacteurs faisant le lien entre les régulateurs et
la machinerie transcriptionnelle. La protéine Sgf29/SGF29 interagit directement
avec ada3/ADA3 (K. K. Lee et al. 2011) et est dotée d'un domaine Tudor, lui
permettant de se fixer sur les histones H3K4 di ou tri méthylées (Bian et al. 2011;
Vermeulen et al. 2010). Le module HAT de SAGA est connu pour acétyler
préférentiellement les histones H3K9, H3K14, H3K18 et H3K23, au niveau des
promoteurs des genes fortement transcrits (Grant, Berger, et Workman 1999)..

SAGA acétyle également H4K5 et H4K12chez la drosophile (Nagy et Tora 2007).

- Le module DUB (deubiquitinase), composé en partie de Sgfl1, Sus1 et Sgf73 chez
les levures, permet le recrutement de 'ubiquitine hydrolase Ubp8 au complexe
SAGA (Figure 37, module violet). L’activité DUB de SAGA est nécessaire a la

déubiquitination de I'histone H2B principalement au niveau du résidu K123, ce
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Figure 37. Le complexe SAGA se compose de 4 modules fonctionnels.
Le module vert correspond au module HAT (Histone Acétyl-transférase), le module violet au module DUB (dé-
ubiquitination), le module bleu au module TAF (TBP associated factor) et enfin le module orange correspond au

module Tral/SPT. D’aprés (K. K. Lee et al. 2011).



qui faciliterait la transcription. Cette activité H2B DUB est en corrélée a la

meéthylation H3K4 et H3K36 (Henry et al. 2003; Zhao et al. 2008).

Le module TAF composé de plusieurs protéines TAF (TBP associated factor)
également présentes dans le facteur général de transcription TFIID (TAF5, TAF6,
TAF9, TAF10 and TAF12) (Figure 37, module bleu). Avec les protéines
Adal/ADA1, Spt7/SPT7, Spt20/SPT20, les protéines TAF forment le coeur
architectural du complexe SAGA. Certaines de ces protéines possedent des
domaines HFD (histone fold domain). Ces domaines peuvent interagir ensemble
permettant la formation de dimeres et des interactions stables pour I'assemblage
de SAGA, ou interagir avec des histones permettant l'interaction de ce module
avec les histones nucléosomiques (Spedale, Timmers, et Pijnappel 2012).Les
mutants adalA spt74 ou spt20 présentent des défauts d’assemblage du complexe
SAGA (Grant et al. 1997; D E Sterner et al. 1999), indiquant que les protéines
Adal/ADA1, Spt7/SPT7 et Spt20/SPT20 sont nécessaires a l'intégrité du
complexe SAGA. La protéine Spt7 est pourvue d’'un bromodomaine, comme Gcnb5,
mais ne semble pas interagir avec les histones acétylées au sein de SAGA (Hassan

etal. 2002).

Le module Tral/SPT (Figure 37, module orange) au sien duquel Spt3 et Spt8
permettent le recrutement de la machinerie transcriptionnelle au niveau de la
TATA box, en interagissant directement avec les facteurs généraux tels que TBP
(TATA binding protein), et ainsi initie la transcription par la RNA pol II (Weake et
Workman 2012). Tral connecte physiquement SAGA a certains activateurs de la
transcription. C'est une grosse protéine représentant environ 25% de la masse
du complexe SAGA. L'interaction physique entre Tral et les activateurs de la
transcription fixés au niveau de promoteurs de génes participe au recrutement
de SAGA (Weake et Workman 2012). TRRAP (Transformation/ Transcription
domain-Associated Protein) est 'homologue de Tral chez 'homme. De plus, il
semblerait que cette protéine d’environ 400kb ait également un réle pour la
stabilité du complexe SAGA chez S. cerevisiae (Knutson et Hahn 2011), mais non

chez S. pombe, grace a la présence d'un paralogue TraZ (Helmlinger et al. 2011).
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Ainsi le complexe SAGA possedent deux activités enzymatiques modifiant les histones :
'activité d’acétylation au sein du module HAT et l'activité d’'ubiquitination au sein du
module DUB. Ce complexe possede des protéines architecturales et des protéines de

liaison avec I’ADN.

2. SAGA régule la transcription

Le complexe SAGA se lie a la chromatine au niveau des promoteurs des genes via le
bromodomaine de Gen5 (Hassan et al. 2002). Comme décrit précédemment, le module
HAT via l'activité acétyl-transférase de Gcn5 acétyle les queues N-terminales des
histones H3, ce qui entraine le recrutement de complexes possédant un domaine de
liaison aux résidus lysines acétylés et facilite 'acces a I'ADN a la machinerie
transcriptionnelle (Nagy et Tora 2007). Chez la levure S. cerevisiae, I'acétylation des
histones par le complexe SAGA entraine le recrutement du complexe de remodelage de
la chromatine SWI/SNF via le brodomaine de sa sous unité Swi2/Snf2 permettant ainsi
I'ouverture de la chromatine pour I'acceés a la machinerie transcriptionnelle sur 'ADN
(Hassan, Awad, et Prochasson 2006). Il est également a noter que chez les levures S.
pombe et S. cerevisiae, Gen5 participerait également a I'éviction des nucléosomes au
niveau de certaines régions transcrites par I’ARN pol II (Govind et al. 2007; Sansoé et al.
2011).

Les profils d’expression des genes chez les levures ont été réalisés chez les mutants pour
les sous unité de SAGA non essentielles (Helmlinger et al. 2008; Lenstra et al. 2011), et
analysé par micro arrays. De ces études en ressort que les profils d’expressions de
chacune de ces souches ne sont pas tous identiques mais se répartissent en plusieurs
groupes distincs classés suivant la fonction du module et la fonction structurale de la
protéine délétée. Le seul et unique groupe de profils d’expressions identiques observé
chez S. cerevisiae et aussi chez S. pombe est celui composé des mutants gcn54, adaZA et
ada3A. Un second groupe consistuée par les mutants spt74 et adalA. des protéines
architecturales du complexe SAGA présente le phénotype transcriptionnelle le plus fort
avec le plus grand nombre de génes dérégulés.

Chez S. pombe, la délétion de gcn5A affectent 57 génes dont le niveau expression est de
plus de deux fois supérieur ou inférieur par rapport a son niveau d’expression dans une

cellule sauvage ; ce qui représente un peu plus de 1% des genes totaux de S. pombe
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(Helmlinger et al. 2008). Parmi ces geénes, la plupart sont impliqués dans la
différenciation sexuelle, le mating type et la méiose.
Il est a noter qu'il existe une redondance fonctionnelle avec les HAT Mst2 et Elp3 pour la

régulation de I'expression de certains des genes Gen5-dépendant (Nugent et al. 2010).

3. Le module HAT

Le fait que les mutants gcn54, adaZA ou ada3A présentent le méme phénotype
transciptionel indique que ces genes sont impliqués dans le méme processus . AdaZ2
stimule l'activité acétyl-transférase de Gcn5 sur les histones in vitro (Gamper, Kim, et
Roeder 2009; David E Sterner et al. 2002) et la protéine Sgf29 semble également
nécessaire a cette activité acétyl-transférase in vivo (Bian etal. 2011).

Il a été montré que chez S. cerevisiae, le module HAT est lié au complexe SAGA par sa
sous unité Ada2. En effet, la délétion de Gen5 ou de Sgf29 n’affecte pas I'association de
Ada2 et Ada3 au complexe SAGA, par contre la délétion de Ada2 entraine la dissociation
de Ada3, Gen5 et Sgf29 du complexe . Chez S. cerevisiae, une partie du complexe HAT est
retrouvée également non associée au complexe SAGA (Eberharter et al. 1999; Grant et
al. 1997). 1l s’agit de Gen5 et des sous unités AdaZ2 et Ada3. On retrouve cette association
de protéines sous le nom du complexe ADA. Sont également associées des protéines
absentes du complexe SAGA comme Ahcl (ADA HAT complex component 1) jouant un
réle dans l'intégrité de ce complexe (Eberharter et al. 1999) et Ahc2 (K. K. Lee et al.
2011). La délétion du bromodomaine de Gcn5 altere l'activité d’acétylation des
nucléosomes dans le complexe SAGA, cependant pas dans le complexe ADA (Eberharter
et al. 1999). Gen5 aux seins des deux complexes acétylent les histones. Ces résultats
suggerent que ces deux complexes ont des actions spécifiques dépendant des protéines

environnantes.

4. Gcnb acétyle également des protéines non histones

L’activité de Gen5 n’est pas restreinte a 'acétylation des histones. Il a été montré chez S.
cerevisiae que Gen5 est capable d’acétyler des sous unités de son propre complexe SAGA
(Cai etal. 2011). Les auteurs de ces travaux ont montré que la délétion de Gen5 entraine
la dé-acétylation de certaines sous unités telles que Ada3, Sgf73 et Spt7, suggérant que

Gen5 est responsable de l'acétylation de ces protéines. De plus, il est a noter que la
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Figure 38. Gen5 devient essentielle lorsque Cut3 est partiellement déficiente a 32°C.
A. La mutation gcn5-47 47 engendre une protéine Gen5 tronquée dépourvue de son bromodomaine. B. La déficience
de gcn5 est colétale avec cut3-477 a 32°C. Les cellules, en phase exponentielle de croissance ont été déposées sur
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protéine Gen5 est également capable d’acétyler des protéines hors complexe SAGA et
non histone, telles que CDC6 chez 'Homme et Snf2 chez la levure S. cerevisiae (Paolinelli
etal,, 2009 ; Kim et al 2010).

Paolinelli et al. ont démontré chez les cellules humaines, que la protéine GCN5 interagit
physiquement avec CDC6 et acétyle CDC6 sur les résidus lysines 92, 105 et 109 in vivo.
CDC6 est une protéine du complexe pre-RC (pre-replicative complex), assemblé et activé
en début de phase G1. Son acétylation par GCN5 régule sa phosphorylation par la Cycline
A durant la phase S afin d’étre exportée du noyau vers le cytosol puis étre dégradée. Le
complexe SWI/SNF est un complexe de remodelage de la chromatine qui utilise de I’ATP
pour remodeler la structure des nucléosomes, ce qui est nécessaire a la régulation de la
transcription de certains genes. L’acétylation de la sous unité SwiZ2/Snf2 sur les résidus
lysines en position 1493 et 1497 par Gen5 permet la dissociation du complexe de la

chromatine (J.-H. Kim et al. 2010).

II- Caractérisation initiale de Gcn5 vis a vis de la condensation

mitotique des chromosomes

A. Gcn5 est essentielle lorsque Cut3 est partiellement

déficiente

La mutation gcn5-47 est une mutation non-sens G761A qui créée un codon stop
prématuré en position 255. La protéine Gcn5-47 est amputée de son bromodomaine
(Figure 38A). Gen5 n’est pas essentielle a la viabilité cellulaire. En revanche sa perte de
fonction est létale dans un fond génétique cut3-477 (Figure 38B), suggérant que Gcn5

pourrait prendre part a la condensation mitotique des chromosomes.

B. Gcnb5 est nécessaire a la ségrégation des bras de

chromosomes

Lors des analyses cytologiques des mutants sic (cf Chap III « Crible génétique pour des

mutations synthétiquement létales avec cut3-477»), j'avais observé des ponts
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chromatiniens en début d’anaphase B dans les cellules mutantes gcn5-47 (Chap III- VB
« Les cellules mutantes slc montrent des défauts de ségrégations des chromosomes
évoquant les mutants de condensine»). La présence de ponts chromatiniens en
anaphase chez le mutant gcn5-47 est cohérente avec un défaut de condensation
mitotique ou une altération de la résolution des chromatides sceurs. Cependant, des
données suggerent que Gcn5 peut étre nécessaire au bon fonctionnement des
centromeres chez S. cerevisiae (Vernarecci et al. 2008), et il est formellement possible
que les ponts chromatiniens observés dans les cellules mutantes gcn5 correspondent en
fait a des chromosomes entiers trainant au centre du fuseau.

Afin de déterminer si les défauts de migration des chromosomes en I'absence de Gcn5
fonctionnelle résultaient ou non d'un défaut de condensation mitotique, j'ai observé la
migration des centromeres ainsi que celle des bras du chromosome III en anaphase chez

le mutant gcnb5.

1. Analyse de la ségrégation des chromosomes avec marquage des centromeres et
SPB chez le mutant gcn5-47

J'ai construit les souches mis6-HA cdc11-GFP, mis6-HA cdc11-GFP gcn5-47 et mis6-HA
cdc11-GFP cut3-477 afin de pouvoir suivre, par analyses cytologiques, la migration des
chromosomes et des centromeres en fonction de la taille du fuseau mitotique. Mis6 est
une protéine centromérique (S. Saitoh, Takahashi, et Yanagida 1997), et Cdc11 est une
protéine des SPB (Krapp et al. 2001).

Les cellules mitotiques ont été identifiées par la présence Cdc11-GFP, détectée par
immunofluorescence indirecte contre la GFP et la distance entre les deux lots de signaux
GFP correspond a la longueur des fuseaux mitotiques mesurée. La migration des
centromeres a été suivie par la présence de Mis6-HA détecté par immunofluorescence
indirecte contre HA. Enfin, la migration des chromosomes a été examinée par coloration

au DAPI (Figure 39).

En métaphase, les SBP sont dupliqués et se situent de part et d’autre du noyau et les
centromeres sont localisés entre les SBP (Figure 39A). A ce stade les chromosomes ni
sont pas séparés, ni entrés en migration. En début d’anaphase, les centromeres gagnent

les poles opposés du fuseau mitotique, la migration des chromosomes débute créant

223



wt
DAPI
DAPI
Cen
SPB
o
<2
E
@
o
L
o
N
20
0
B DAPI  ADNr
~N
5
wn
<
o
>
C

Chromosome |

Répétitons TetO Répétitons LacO

e Y N
« -j - »
] \
TetR-tdTom \ , Lacl-5F
o S pr
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détectée par la protéine Fib1-RFP chez les mutants cut3-477 ou gcn5-47 lors d’anaphases normales (Norm.) ou en
présence de pont chromatinien (Def.). Les cellules exprimant Fib1-RFP et Cdc11-GFP ont été cultivées en phase
exponentielle de croissance a 32°C, fixées et 'ADN a été coloré par une solution de DAPI pour visualiser la ségrégation
des chromosomes n>70. C. Schéma représentant la construction des souches pour les essais de condensation D. Essai
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ainsi un mini pont chromatinien transitoire. La présence des centromeres aux poles du
fuseau mitotique est un marqueur cytologique de 'anaphase. La séparation des bras est
achevée quand le fuseau mitotique atteint 5 a 6 microns.

Chez le mutant cut3-477, 1a condensation mitotique est altérée (Saka et al. 1994; Petrova
et al. 2013). Les centromeres rejoignent les pdles opposés mais les bras de
chromosomes peinent a se séparer et forment des ponts chromatiniens (Figure 39A).
L’examen des cellules gcn5-47 n’a révélé aucun défaut de migration des centromeres
vers les pdles opposés du fuseau en anaphase. En revanche, la séparation des bras de
chromosomes est clairement retardée. Comme chez le mutant cut3-477, on observe des
ponts chromatiniens et des trainées de bras de chromosomes sur le fuseau mitotique.
Chez le mutant gcn5-47, la séparation complete des bras est fréquemment retardée au-
dela de 6 microns, la longueur du fuseau pouvant atteindre 9 microns (Figure 39A).
Ainsi, les résultats montrent que la mutation gcn5-47 retarde la séparation des bras de
chromosomes en anaphase mais aucun défaut de migration des centromeéres n’a été
observé, ce qui suggere que la présence des ponts chromatiniens n’est pas le résultat
d’'une altération de fonctions centromériques. Il pourrait s’agir d'un défaut de
condensation ou de résolution des chromatides sceurs.

Pour éprouver cette hypotheése j'ai visualisé directement les bras du chromosome III en
anaphase dans les cellules mutantes gcn5 (Figure 39B). Un défaut de condensation des
bras de chromosomes entraine leur étirement en anaphase causé par la migration des
centromeres vers les poles du fuseau. La protéine Fib1 se fixe a '’ADN ribosomique situé
sur les bras du chromosome III. En utilisant la protéine de fusion Fib1-RFP, j’ai montré
que ’ADN ribosomique était anormalement étiré en anaphase dans les cellules mutantes
gcnb-47 et cut3-477 (Figure 39B). Cet étirement ne peut résulter d'un défaut
d’attachement des centromeres.

L’ensemble de ces résultats suggere que Gen5 est nécessaire a la condensation des bras

de chromosomes en anaphase.

2. Essai de condensation chez le mutant gcn5-47

Une étude récente a permis de mettre place un essai de condensation chez S. pombe par

analyses quantitatives (Petrova et al. 2013). L’essai consiste a réaliser une mesure

tridimensionnelle de la distance entre deux régions d’'un méme chromosome au cours de
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Figure 40. L'interaction fonctionnelle entre Gen5 et Cut3 est directe

A. Niveaux a ’équilibre des ARNm des sous unités de condensine et de la topo II normalisés par rapport au niveau
d’actl. B. Niveaux protéiques a I'équilibre de Cut3, Cut14 et Top2 chez les mutants gcn5 et la souche sauvage. C. Les
niveaux d’expression des genes cnp3 et abp2 mesurés par RT-qPCR. pC3A2 indique la présence du plasmide
FYG149_021, portant les genes cnp3 et abp2, inseré dans le génome. D. La présence du plasmide pFYG146_021
(pC3A2) dans la souche gcn5-47 cut3-477 ne restaure pas sa croissance a 32°C. E. Co-immunoprécipitation de Cut3-

HA et Cnd2-GFP en présence ou I'absence de gcn5.



la mitose sur des cellules vivantes. Les auteurs inserent des répétitions TetO (tetracyclin
operator) et LacO (lactose operator) au niveau de deux régions du chromosome I (le
plus long des 3 chromosomes de S. pombe) distantes d’au moins 0,1 Mb et les suivent
par marquage de I'expression simultanée des répresseurs Lacl-GFP et TetR-tdTomato
(tandem tomato) (Figure 39C). Les auteurs synchronisent les cellules en G2, filment les
cellules entrant en mitose, puis calculent la distance entre les deux signaux vert (GFP) et
rouge (tdTomato).

Afin de confirmer que les phénotypes observés chez le mutant gcn5-47 résultent d’'un
défaut de condensation, nous avons réalisé en collaboration avec I'équipe C. Hearing un
essai de condensation sur la souche gcn5-47 et la souche sauvage (Figure 39D). Les
marqueurs utilisés sont placés sur le bras du chromosome I et séparés par 1 Mb d’ADN.
Les résultats montrent que chez un mutant gcn5-47, comme chez un mutant cut3-477 ou
cut14-208 (Petrova et al. 2013), la distance entre les marqueurs chromosomiques GFP et
tdTomato est globalement augmentée par rapport au sauvage tout au long de
I'anaphase. Ces données montrent que la protéine Gen5 est nécessaire a la condensation

longitudinale des bras de chromosome en anaphase.

C. Interaction entre gcn5 et cut3 est spécifique

1. Expression des genes de condensation dans les mutants gcn5

L’'implication de Gen5 dans la transcription pose la question de la spécificité du réle de
Gen5 dans la condensation mitotique des chromosomes. Le défaut de condensation
observé quand Gen5 est déficiente reflete-t-il un role direct ou la conséquence indirecte
d’'un défaut de transcription d'un authentique géne de condensation ?

L’analyse du transcriptome par puce a ADN a montré que la mutation gcn5A altere
I'expression de seulement 1% des genes chez S. pombe, et la majorité de ces genes
affectés est impliquée dans la méiose (Helmlinger et al. 2008). J’ai vérifié qu’aucun gene
de condensation connu n’est présent parmi les 57 génes affectés en 1'absence de Gcn5.
Puis j’ai confirmé par RT-qPCR que les niveaux d’expression des genes codant les sous
unités de condensine et du gene top2 (codant topo II) ne sont pas modifiés chez le
mutant gcn5-47 (Figure 40A). Concernant le mutant gcn5A, le niveau des ARNm cut3 est

tres légerement diminué, en accord avec les données de Helmlinger et al. (Helmlinger et
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al. 2008). Cependant, les niveaux protéiques a I’équilibre des protéines Cut3, Cutl4 et
Top2 ne sont diminués ni dans le mutant gcn54 ni dans le mutant gcn5-47 (Figure 40B).
L’ensemble de ces données suggere que les effets synthétiques 1étaux entre gcn5-47 et
cut3-477, et gcn5A et cut3-477, ne sont pas dus a un effet indirect d’'une altération de

I'expression des genes de condensation.

2. Expression de cnp3 et abp2

Helmlinger et al montrent que I'expression des genes cnp3 et abpZ2 est fortement réduite
dans un mutant gcn5A. Cnp3 est une protéine centromérique, homologue de CENP-C
(Yokobayashi et Watanabe 2005) et Abp2 est une protéine impliquée dans l'initiation de
la réplication de '’ADN mais également présente au niveau des SBP durant la mitose
(Matsuyama et al. 2006). J'ai confirmé par RT-qPCR la moindre expression des génes
cnp3 et abp2 chez les mutants gnc5-47 et gcn5A (Figure 40C). Nous avons voulu nous
assurer que la colétalité entre gcn54 et cut3-477 n’était pas due a une diminution de
I'expression de cnp3 et/ou abpZ2. Pour cela, j’ai transformé la souche simple mutante
gcnb-47 avec le plasmide FYG149_021 portant les génes cnp3 et abp2 (renommé pC3A2
pour plasmide cnp3-abp2) dans le but de rectifier la déficience en ARNm cnp3 et abp2.
J'ai vérifié par RT-qPCR que le niveau d’expression de ces deux genes est restauré dans
une souche gcn5-47 portant le plasmide FYG149_021 (Figure 40C). Les résultats ont
montré que le plasmide FYG149_021 inséré dans la souche double mutante gcn5-47
cut3-477 ne permet pas la restauration de la croissance a 32°C, alors que les simples
mutants sont viables (malgré la surexpression du gene cnp3) (Figure 40D). Ceci suggere
que la colétalité entre gcn5A et cut3-477 ne dépend pas du niveau d’expression réduit

des genes cnp3 et abp?2.

3. Intégrité du complexe condensine dans le mutant gcn5A

Afin de déterminer si Gen5 affectait I'intégrité du complexe condensine, une expérience
de co-immunoprécipitation (co-IP) entre Cut3-HA et Cnd2-GFP a été réalisée. Les
résultats montrent que les deux protéines co-immunoprécipitent efficacement dans un

fond génétique gcn5A et aucune différence n’a été observée avec le controle sauvage
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(Figure 40E), suggérant que l'intégrité du complexe condensine n’est pas dépendante de

Genb.

4. Interactions génétiques entre les sous unités du complexe SAGA et cut3-477

La protéine Gen5 est la sous unité catalytique du complexe SAGA, lequel est constitué
des modules HAT, TAF, DUB et Tral, structurellement et fonctionnellement distincts
(Nagy et Tora 2007). Afin de préciser la nature de l'interaction fonctionnelle entre Gcn5
et Cut3/condensine, nous avons testé des mutations représentatives de chacun des
modules pour une interaction colétale avec cut3-477 a 32°C. Ni spt84 (module TBP), ni
sgf11A (module déubiquitylase), ni tralA (module Tral) ne sont colétales avec cut3-477
(Figure 41A et données non-montrées). En revanche la délétion du gene adaZ ou ada3,
lesquels codent des sous unités régulatrices de Gen5 au sein du module HAT, est colétale
avec cut3-477 (Figure 41A). L'ensemble de ces résultats suggére que l'interaction

fonctionnelle entre Gen5 et Cut3 concerne le module HAT du complexe SAGA.

Les résultats précédents suggerent un lien entre Gen5, 'activité HAT de SAGA, et
condensine. Si tel est le cas, alors la mutation gcn5-191, qui rend Gen5 catalytiquement
inactive sans I'éliminer (Helmlinger et al. 2008), devrait étre colétale avec cut3-477. Les
résultats, en accord avec les résultats précédents, montrent une interaction synthétique
létale entre gcn5-191 et cut3-477 a 32°C (Figure 41B). L’ensemble de ces résultats
suggere que l'interaction fonctionnelle entre Gen5 et Condensine implique l'activité

acétyltransférase de Genb, Ada2 et Ada3.

5. Spécificité de l'interaction fonctionnelle entre Gen5 et Cut3/condensine

Les protéines HATs Elp3 et Mst2 sont fonctionnellement redondantes avec Gen5 vis-a-
vis de la régulation de la transcription (Nugent et al. 2010). Cependant, ni elp3A, ni
mst2A, ni trois autres HATSs testées, hatlA, naa40A et rtt109A, ne sont colétales avec
cut3-477 (Figure 41C). Ces résultats suggerent que l'interaction fonctionnelle entre Gen5

et Cut3/condensine est spécifique.
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Figure 42. Interactions génétiques entre gcn5 et les génes codant des facteurs de condensation.

A. Seule la mutation cut3-477 est colétale avec gcn54 a 32°C (Panneau de droite). Le pourcentage de ponts
chromatiniens en anaphase a été mesuré dans chacun des simples mutants de condensine, cultivés en phase
exponentielle de croissance a 32°C, par immunofluorescence indirecte de la tubuline et une coloration de 'ADN au
DAPI. n=50 cellules en anaphase dont le fuseau mitotique est supérieur a 6 microns. B. Analyse de tétrades issues du
croissement entre la souche gcn54 ::kanMX6 et la cryosensible top2-250. Le panneau du haut représente un ditype
parental, et les deux panneau du dessous représentent deux tétratypes. C. La mutation pcsi4 a un effet

synthétiquement négative avec gcn54 a 35,5°C



Mst2 pourrait partiellement compenser I'absence de Gen5 (Nugent et al. 2010), et
atténuer la défaillance de condensation mitotique des chromosomes causée par la
mutation gcn5A. Pour tester cela, j'ai examiné la croissance de la souche triple mutante
gcn5A mst2A cut3-477 (Figure 41D). L'absence de Mst2 durcit nettement l'interaction
synthétique négative entre gcn54 et cut3-477 puisque l'interaction synthétique négative
se manifeste des 30°C. Ce résultat suggere que Mst2 pourrait contribuer a la

condensation des chromosomes de facon partiellement redondante avec Genb.

L’interaction 1étale entre gcn5A et cut3-477 pourrait traduire une hypersensibilité du
mutant gcn5 a tout défaut dans 'organisation globale des chromosomes, plutot qu’a une
seule altération de la condensation. Pour tester cette hypothese, j’ai confronté la souche
gcn5A a une déficience de cohésion des chromatides sceurs en utilisant les mutations
rad21-K1 (Tatebayashi, Kato, et [keda 1998) et eso1-H17 (K. Tanaka et al. 2000). Ces
mutations sont connues pour altérer séverement la cohésion des chromatides sceurs.
L’absence de Gen5 ne confere aucune sensibilité a la déficience de Rad21 ou d’Esol
(Figure 41E). La déficience de Gcn5 ne cause donc pas de sensibilité aveugle a tout type
de défaut d’organisation des chromosomes. Ces résultats sont cohérents avec un role

spécifique de Gen5 dans la condensation mitotique des chromosomes.

6. Interaction fonctionnelle entre Gen5 et d’autres protéines de condensation

Pour tenter de préciser le role de Gen5 dans la condensation, j’ai testé la mutation gcn5A
pour des interactions génétiques avec d’autres sous unités de condensine et/ou avec
TopZ2.

La mutation gcn5A n’est pas colétale avec cut14-208 (S861P) ou cuti4-179 (T652M) ou
cnd3-184 (E195K) (Figure 42A). En revanche, on peut noter une interaction génétique
négative entre gcn5A et cnd3-184. Les fréquences des ponts chromatiniens mesurées a
32°C chez ces trois mutants de condensine sont légerement inférieures a celle du mutant
cut3-477 (cut14-208 : 38% ; cut14-179: 41% ; cnd3-184: 41% ; cut3-477 : 49%) (Figure
42A, panneau de droite), suggérant que ces mutations affectent la condensation
mitotique avec des pénétrances moindres que celle de cut3-477. Ces résultats suggerent

une interaction fonctionnelle étroite entre Gen5 et la sous unité Smc4/Cut3 du complexe
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condensine, ou, alors, Gen5 ne devient essentielle a la viabilité cellulaire qu’au dela d'un
certain de seuil de disfonctionnement de condensine, atteint chez le mutant cut3-477 a
32°C.

La souche mutante gcn5-47 présente des anomalies en anaphase qui pourraient
s’expliquer par un défaut de décaténation des chromatides sceurs. Top2 est nécessaire a
cette réaction et la mutation top2-250 qui réduit l'activité catalytique de Top2 est
colétale avec cut3-477 (Saka et al. 1994). La mutation gcn5-47 pourrait donc réduire
'activité de Top2 sur les chromosomes. En accord avec cette hypothese, gcn5-47 est
colétale avec top2-250 (Figure 42B). Alternativement, la colétalité entre top2-250 et

gcn5A pourrait traduire un disfonctionnement de condensine en I'absence de Gen5.

La protéine Pcs1 recrute condensine au centromere et au niveau de I’ADNr (Tada et al.
2011) et la mutation pcs1A est colétale avec cut3-477, comme gcn5A. Gen5 pourrait donc
fonctionner dans la voie de chargement des condensines impliquant Pcs1. Si tel était le
cas, il pourrait ne pas y avoir d’effet additif entre les mutations gcn5A et pcs1A. Les
résultats montrent que ce n’est pas le cas, j'ai observé un effet synthétique négatif entre
les mutations gcn5A et pcslA a 36°C (Figure 42C), suggérant que Gcn5 et Pcsl

fonctionneraient, au moins en partie, dans des voies séparées.
L’ensemble de ces résultats implique I'existence d’'une interaction fonctionnelle étroite
entre Gen5, condensine et/ou topo I, et conforte 'idée d'un réle pertinent, direct, pour

Gen5 dans la condensation mitotique des chromosomes.

D. Gen5 assiste la fixation de condensine a la

chromatine

Afin de déterminer si Gcn5 contribue ou non a l'association de condensine a la
chromatine, nous avons utilisé deux méthodes complémentaires: la technique de
d’étalement de la chromatine (chromosome spreads) qui permet de mesurer par
immunofluorescence indirecte la quantité totale de condensine associée a la chromatine
apres étalement des noyaux sur une lame de verre, et la technique
d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) qui permet de mesurer la quantité de

condensine associée a la chromatine en des sites précis du génome.
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A. Chromosomes étalés a partir de cellules sauvages cut3-HA dam1-GFP cultivées en phase exponentielle de
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mitotique Barre :5 microns. B. L’association de Cut3-HA a la chromatine mitotique (dam+) ou interphasique (dam-) a
été mesurée par étalement de chromosomes. (p<0,001, test U) n=30. Les rectangles (boxes) correspondent aux
valeurs réparties dans linterquartile entre le 1¢ et 3¢ quartiles et la médiane (valeur du 2e¢ quartile), les
« moustaches » (whiskers) correspondent aux valeurs minimum et maximum. Les valeurs sont issues de 5 expériences
indépendantes, chacune est normalisée par rapport a la valeur de médiane de la population des chromosomes issus
de cellules sauvages en mitose (dam+) qui est propre a chacune des expériences. C. Le niveau protéique a I'équilibre
de Cut3-HA chez le mutant gcn5Amst2A a été déterminé par western blotting. L’a-tubuline sert de contréle de
chargement. D. Chromosomes étalés a partir de cellules sauvages top2-HA dam1-GFP cultivées en phase exponentielle
de croissance a 32°C suivi d'un immunomarquage contre GFP et HA. Barre :5 microns.. E. L’association de Top2 a la
chromatine mitotique (Dam1-GFP positive) a été mesurée par étalement de chromosomes (*p>0,05, test U) n=30. Les
valeurs sont issues de 3 expériences indépendantes, chacune est normalisée par rapport a la valeur de médiane de la
population des chromosomes issus de cellules sauvages en interphase (dam-) qui est propre a chacune des

expériences.



1. Association de condensine a la chromatine dans les mutants gcn5 par
chromosome spreads

Condensine fixe les chromosomes en mitose. Pour mesurer par immunofluorescence
indirecte la fixation pan-génomique de condensine a la chromatine apres étalement des
chromosomes sur une lame de verre il est nécessaire de pouvoir identifier les
chromosomes mitotiques. La protéine Dam1-GFP, recrutée au niveau des kinétochores
spécifiquement en mitose (X. Liu et al. 2005), a été utilisée comme marqueur mitotique.
Les noyaux de cellules dam1-GFP cut3-HA ont été étalés sur lame de verre et la quantité
de protéine Cut3-HA associée a la chromatine mitotique (Dam1-GFP positive) ou
interphasique (Dam1-GFP négative) a été mesurée. |'ai observé des signaux Cut3-HA
intenses au niveau des chromosomes décorés par Dam1-GFP, et, au contraire un
marquage Cut3-HA faible au niveau des chromosomes dépourvus de Dam1-GFP (Figure
43A), reflétant le recrutement massif de condensine sur la chromatine en mitose.
L’examen des chromosomes extraits des cellules mutantes a montré que la quantité
globale de Cut3-HA associée a la chromatine est réduite d’environ 20% dans un fond
génétique gcn5A et de 50% chez le double mutant mstZA gen5A (Figure 43A). Notez
cependant que la quantité de protéine Cut3-HA n’est pas réduite dans les cellules
mutantes mst2A gcn5A (Figure 43B). Ces résultats indiquent donc une diminution

significative de 'association de condensine a la chromatine en I'absence de Genb.

Afin de d’éprouver la spécificité du lien entre Condensine et Gcn5, j'ai mesuré
'association de topo II a la chromatine en I'absence de Gcn5 par la méme approche
expérimentale. La souche mutante cut3-477 a été utilisée comme controle pour un lien
éventuel entre une moindre association de condensine et la localisation de topo II sur la
chromatine. Comme indiquée dans la figure 43E, l'association de Top2-HA a la
chromatine n’est pas significativement modifiée en mitose en I'absence de Gcn5 et Mst2,
ou en l'absence de condensine fonctionnelle. L’effet de Gcn5 sur la localisation

chromosomique de condensine semble donc spécifique.
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Figure 44 Gcn5 est requise a ’association de condensine aux génes de classe I et de classe II.

A. Les cellules ont été cultivées a 32°C en phase exponentielle de croissance puis synchronisées par un arrét nda3-
KM311 7h a 17°C. Entre parenthése est indiqué le pourcentage de cellules mitotiques, basé sur 'accumulation de
Cnd2-GFP dans le noyau (nd pour non déterminé)n=100 X 3 expériences. Le ChIP a été réalisé contre Cnd2-GFP sur
ces cellules synchronisées en prométaphase, les valeurs de % d’'IP représentent les moyennes et écarts moyens
calculés a partir de 3 expériences indépendantes, chacune réalisée en duplicat. (* P>0,05, ** P<0,05, ***P<0,01, test U)
B. Le niveau protéique a I'équilibre de Cnd2-GFP chez le mutant gcn54mst24 a été déterminé par western blotting.
L’o-tubuline sert de contrdle de chargement. C. Niveaux a I’équilibre des ARNm des génes que nous avons testé pour
I'association de condensine a la chromatine. Les valeurs indiquées correspondent aux moyennes et écarts moyens

calculés a partir de 2 expériences.



2. Association de condensine a la chromatine dans les mutants gcn5 par ChIP suivi
de gPCR sur cellules synchronisées en prométaphase par arrét nda3-KM311

Pour déterminer ou sur les chromosomes Gcn5 facilitait I'association de condensine a la
chromatine j’ai employée la technique d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP)
en utilisant un anticorps dirigé contre la sous unité Cnd2-GFP de condensine. Les
cellules ont été bloquées ne prométaphase avec la mutation nda3-KM311, et la
chromatine co-immunoprécipitée avec Cnd2-GFP a été analysée par qPCR. La qualité des
arréts mitotique a été déterminée en mesurant le pourcentage de cellules montrant une
accumulation de Cnd2-GFP dans le volume nucléaire (Figure 44A). Les résultats
montrent une association réduite de Cnd2-GFP au niveau du domaine central du
centromere, et, le long des bras de chromosome, au niveau de plusieurs genes de classe
Il en 'absence de Gen5 (Figure 44A). L'association de Cnd2-GFP est également réduite
au niveau de I'’ADNr (classe I), mais reste inchangée au niveau des genes de classe III
codant I'’ARNt Gly05 et I'ARNr 5S. L’absence combinée de Gen5 et Mst2 réduit un peu
plus le niveau d’association de Cnd2-GFP, tandis que le niveau a I"équilibre de protéine
Cnd2-GFP reste inchangé (Figure 44B), corroborant les résultats obtenus par étalement
de chromatine. La transcription s’opposant a la fixation des condensines (Andrés
Clemente-Blanco et al. 2009; Andres Clemente-Blanco et al. 2011), nous avons mesuré
par RT-gPCR les niveaux d’expression des sites de fixation de condensine en I'absence
de Gen5 et de Mst2. Certains sont diminués (rds1, snoU14), d’autres sont augmentés
(cdc22, eng1, rpl39) ou inchangés (sno20, 18S) (Figure 44C). La moindre association de
Cnd2-GFP en l'absence de Gcn5 n’est donc pas la conséquence d'une transcription
accrue des sites de fixation chromosomiques. L'ensemble de ces résultats indique un
role pour Gen5 dans l'association de condensine a la chromatine au niveau de certains
sites mais pas tous. Gen5 prendrait part a la localisation de condensine aux genes de

classe 1], de classe I et non de classe III.

Les expériences décrites dans la Figure 44 ont été réalisées en collaboration avec Esther

Mollereau qui est technicienne CNRS dans I'équipe.
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3. Gcn5 ne semble pas interagir avec condensine en prométaphase

Afin de déterminer si l'interaction génétique entre condensine et Gcn5 traduit une
interaction physique, j’ai réalisé une expérience de co-IP entre les protéines Gen5-cMyc
et Cut3-GFP, d’une part, et entre Gcn5-191-cMyc (catalytiquement inactive) et Cut3-GFP,
d’autre part. Les protéines ont été extraites de cellules arrétées en prométaphase. Les
résultats obtenus n’ont pas révélé d’interaction. Il est cependant possible que
l'interaction entre Gen5 et condensine soit treés transitoire (acétylation de condensine)
et/ou qu’elle est lieu en anaphase, ou bien qu’elle ne soit visible qu’avec Cut14-GFP. Ces

possibilités restent a étre adressées par des expériences complémentaires.

I11- Role de Gecn5 dans la condensation mitotique des

chromosomes

Nos résultats indiquent que Gen5 interagit fonctionnellement et spécifiquement avec
Condensine. L'interaction entre cut3 et gcn5 est spécifique, Gen5 lui méme a un role
dans la condensation mitotique des chromosomes et ceux via son activité acétyl-
transférase. Sachant que Gen5 est capable d’acétyler des protéines non histones, nous
avons a ce stade au moins 2 possibilités mutuelles non exclusives envisageables:

- Acétylation d'une sous unité de condensine par Gcn5,

- ou/etrole de Gen5 via son activité HAT sur les nucléosomes.

Des acétyl-lysines ont été détectées dans les protéines Cut3/Smc4 et Cutl4/Smc2, et
Genb peut acétyler des protéines non-histones (Cai et al. 2011; Paolinelli et al. 2009; J.-H.
Kim et al. 2010). Il est donc possible que la fonction de Gen5 dans la condensation soit
d’acétyler Cut3 et/ou Cut14.

Chez S. pombe comme chez S. cerevisiae, Gen5 acétyle principalement les résidus K9 et
K14 de I'histone H3 (Nugent et al. 2010; Robert et al. 2004; Xhemalce et Kouzarides
2010), et la quantité de Gen5 présente au niveau des promoteurs des genes est fonction
du niveau d’expression de ces derniers. On pourrait donc s’attendre a ce que les sites de
fixation de condensine, qui sont proches de genes fortement transcrits soit également

proches de sites enrichies en histone H3 acétylées au niveau des résidus K9 et/ou K14.
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L’acétylation de I'histone H3 par Gcn5 pourrait jouer un réle dans l'association de

condensine a la chromatine.

Jai cherché a déterminer le mécanisme par lequel Gcn5 assiste la fixation de
Condensine. Si Gen5 est nécessaire a I'acétylation de condensine, alors les mutants non
acétylables doivent phénocopier le mutant gcn5A. L’examen de ces cellules mutantes
devrait nous indiquer de fagon fiable laquelle des deux hypotheses est a privilégier, idem

pour la sous unité cut3.

A. Gecn5 ne semble pas étre responsable de

'acétylation de la lysine K114 de Cutl4 ou des

lysines K348 et K1069 de Cut3

1. Données sur les sites lysines acétylées des sous unité SMC

L’analyse de I'acétylome de S. pombe a révélé que la sous-unité Cut3/Smc4 est acétylée
au niveau des lysines K348 et K1069 (Javerzat JP, communication personnelle). hSmc4,
I’homologue humain de Cut3, est également acétylée (Bazile, St-Pierre, et D’Amours
2010). La séquence primaire des sites d'acétylation de Cut3 n'est pas conservée chez
hSmc4, mais la position relative des acétyl-lysines, notamment K1069, est conservée
(Figure 46A), suggérant un role important pour cette modification dans le
fonctionnement de condensine.

L’analyse de I'acétylome humain a montré que 'homologue humain de Cut14 (hSmc2)
est acétylée au niveau de la lysine K114 (Choudhary et al. 2009). La lysine K114 de
hSmc2 est extrémement conservée au cours de l'évolution, y compris dans Cutl4
(Figure 46A). De plus, la position de la lysine K114 par rapport au site de fixation de
I’ATP dans Cut14/Smc2 correspond parfaitement a la position de la lysine K112 dans la
protéine Smc3 du complexe cohésine (Figure 46B). Or, I'acétylation de Smc3-K112 par
Esol/Ecol en phase S stabilise I'interaction cohésine/chromatine et engage les anneaux
de cohésine dans la cohésion. Ces observations suggerent donc que la lysine K114 de
Cut14/Smc2 serait conservée parce que son acétylation stabiliserait l'interaction de

condensine avec la chromatine pendant la mitose. Aucune acétylation n’a été détectée
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Figure 45. Analyses des mutants non acétylables de Cut3.

A. Structure de Smc4 et Cut3, les étoiles représentent les sites de résidus lysines acétylables. B. La ségrégation des
chromosomes en anaphase n’est pas altérée dans les mutants non acétylables de cut3, cut3. KR2 correspond a
I'association des deux résidus non acétylables K348R et K1069R (n=100). Les cellules sauvages ou mutantes cut3 ont
été cultivées en phase exponentielle de croissance a 32°C Les cellules ont été ensuite traitées pour une

immunofluorescence indirecte anti alpha-tubuline. La migration de la chromatine est suivie par une coloration au

DAPI.
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pour Cutl4, mais ceci peut s’expliquer par le fait que 'analyse de I'acétylome de S.
pombe a été réalisée a partir d’extraits de cellules asynchrones, et non uniquement
mitotiques.. Afin de déterminer si Gen5 est nécessaire ou non a l'acétylation Cut3 ou
Cut14, j’ai immunoprécipité les protéines Cut3-GFP ou Cutl4-HA a partir de cellules
sauvages, gcn54 ou gcn5-47, asynchrones ou arrétés en prométaphase, et recherché la
présence d’acétyl-lysine par Western blot en utilisant des anticorps anti acétyl-lysine
génériques (Abcam 21623, ICP0380). Malheureusement, cette approche n’a jamais
fourni de signal positif, ni pour Cut3, ni pour Cutl4. Face a cet échec, j’ai changé de
stratégie. Si le role de Gen5 est d’acétyler Cut3 ou Cutl4, alors le mutant cut3 non-

acétylable, ou le mutant cut14 non-acétylable, doit phénocopier le mutant gcn5A.

2. Construction et analyses des mutants non acétylables de cut3

J'ai entrepris la construction des souches mutantes cut3 non acétylables cut3-K348R,
cut3-K1069R et cut3-KR2 ou les deux résidus lysines sont remplacés par des arginines.
L’examen des chromosomes dans ces souches mutantes devrait permettre de
déterminer le réle de I'acétylation dans la condensation mitotique.

Le géne cut3 est essentiel a la viabilité cellulaire. Pour obtenir les souches mutantes cut3
non-acétylables nous avons transformé une souche diploide cut3*/cut3A::ura4* avec les
plasmides p-cut3K348R-LEUZ, p-cut3K1069R-LEUZ et p-cut3KR2-LEUZ, préalablement
linéarisés de facon a ce qu'ils s’intégrent en aval du locus cut3. Des diploides Ura+ Leu+
ont été sélectionnés et I'intégration correcte de chacun des plasmides a été vérifiée par
PCR. Mes résultats indiquent que les souches diploides ainsi transformées générent par
sporulation des descendants haploides cut3A::ura4* cut3-K348R-LEU2, cut3A :ura4+
cut3-K1069R-LEUZ et cut3A:ura4+ cut3-KR2-LEUZ viables, indiquant que les trois
mutations non-acétylables de cut3 ne sont pas létales.

Les phénotypes des mutants cut3 non-acétylables ont été recherchés. En premier lieu, la
condensation des chromosomes a été évaluée par analyse cytologique. La présence de
ponts chromatiniens est un indicateur fort d’'un défaut de condensation. Si Gen5 acétyle
Cut3, on peut espérer observer un défaut de séparation des bras de chromosomes
similaire a celui montré par le mutant gcn5-47. L’examen cytologique des cellules
mutantes n’a révélé aucun pont chromatinien en anaphase (Figure 45B), indiquant que

'acétylation de Cut3 au niveau des lysines K348 et K1069 n’a pas de role majeur dans la
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Figure 46. Analyses des mutants cut14 non acétylable ou acétylée de maniére constitutive.

A. Conservation du résidu K114 acétylable. B. Alignement des séquences de Smc3 de cohésine et Smc2 de condensine
C. Interaction entre les mutations cut14 avec cut3-477. D. Présence de ponts chromatiniens en fonction de la taille du
fuseau n=100. Les cellules ont été ensuite traitées pour une immunofluorescence indirecte anti alpha-tubuline. La

migration de la chromatine est suivie par une coloration au DAPI.



migration des chromosomes en anaphase, et, par conséquent, vraisemblablement aucun

lien direct avec le role de Gen5 dans la condensation mitotique.

3. Construction et analyses du mutants non acétylation ou mimant une acétylation
constitutive de cut14K114

J'ai également construit les souches mutantes cut14-K114R, non-acétylable, et cut14-
K114Q, mimant une acétylation constitutive.

Puisque le géne cut14 est également un gene essentiel a la viabilité cellulaire, l1a stratégie
a consister a créer une souche diploide hétérozygote cut14*/cut14A::NatR, puis a insérer
au locus cut14A::NatR le géne muté cut14-K114R ou cut14-K114Q (associé au marqueur
d’auxotrophie LEUZ), et, enfin, a isoler les descendants haploides cut14A4 ::NatR_cut14-
K114R-LEUZ ou cut14A ::NatR_cut14-K114Q-LEUZ.

Si le role de Gen5 était d’acétyler Cut14 en K114, alors la mutation cut14-K114R devait
étre colétale avec cut3-477, comme gcn5A. Au contraire, cutl4-K114Q devait court-
circuiter Gen5 et supprimer la colétalité entre gcn5A4 et cut3-477. ]'ai obtenu un résultat
quasi-opposé (Figure 46C). La mutation cut14-K114Q est colétale avec cut3-477, et la
version non-acétylable est sans effet. Par analyse cytologique, je n’ai observé aucun
défaut de migration des chromosomes chez le mutant non-acétylable cut14-K114R
comparé au contréle sauvage (Figure 46D). En revanche, jai détecté des ponts
chromatiniens persistant sur des fuseaux mitotiques dont la longueur était comprise
entre 4 et 6 microns chez le mutant cut14-K114Q, suggérant un défaut modéré de
condensation des chromosomes. L’ensemble de ces résultats suggere que la
déacétylation de Cut14 est nécessaire au fonctionnement de condensine et réfute I'idée

d’une acétylation de Cut14-K114 par Genb.

B. L’acétylation de H3K9 est nécessaire a la fixation de

condensine

L’acétylation de H3K9 (H3K9ac) en amont des genes est positivement corrélée a leurs
niveaux d’expression (Wirén et al. 2005), suggérant un possible enrichissement de
H3K9ac a proximité des sites occupés par Condensine. Gcn5 est nécessaire a

'acétylation des résidus K9, K18 et dans une moindre mesure K14 de I'histone H3, cette
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Figure 47. Lien entre I'acétylation des histones H3K9 et H3K14 et cut3-477.

A. Interaction entre les mutations non acétylables de H3 et cut3-477. B. Ségrégation des chromosomes en anaphase
(fuseau mitotique>6 um) a partir de cellules cultivées 32°C en phase exponentielle de croissance et traitées pour une
immunofluorescence indirecte de la tubuline et par coloration de ’ADN au DAPI. n=100. C. Interaction entre swi6 et
cut3-477. D. Effet de la délétion des HDAC Clr3 ou Hos2 sur la viabilité du mutant gecn54 cut3-477. E. Association de
Cnd2 a la chromatine. F. Association de Cnd2-GFP a la chromatine (M pour mitose, I pour interphase). (E-F) Les
cellules ont été cultivées en phase exponentielle de croissance a 32°C puis traitées pour un étalement de la

chromatine. n=60. (***p<0,001, *p>0,05, test U)



modification étant principalement déposée par Mst2 (Nugent et al. 2010). L’acétylation
est une modification réversible et le niveau a I'’équilibre de H3K9ac chez S. pombe est
déterminé (au moins en partie) par la compétition entre Gcn5 et les histone-

déacétylases Clr3 et Hos2 (Johnsson et al. 2009).

1. Colétalité entre les histones non acétylables et cut3-477

1.1 H3K9R, K14R, S10A phénocopie Gecn5

Pour déterminer si I'acétylation de 'histone H3 par Gen5 pourrait jouer un role dans
I'association de condensine a la chromatine, nous avons tout d’abord examiné la
conséquence d'un défaut d’acétylation de 'histone H3 sur la viabilité d'une souche cut3-
477. On observe que les mutations non-acétylables h3-K9R ou h3-K14R sont colétales
avec cut3-477 a 32°C (Figure 47A). En revanche, la mutation h3-K4R, utilisée comme
contrdle de spécificité, ne phénocopie pas la déficience de gcn5 Ces résultats suggérent
que l'acétylation de H3 au niveau des résidus K9 et K14 pourrait étre impliquée dans le
lien entre Gen5 et la condensation. De plus, j'ai observé la présence de défauts de
ségrégations des chromosomes par analyses cytologiques en réalisant une
immunofluorescence contre I'alpha-tubuline dans les mutants d’histones non

acétylables comme dans les mutants gcn5-47 (Figure 47B).

Cependant, chez les mutants h3-K9R, non seulement l'acétylation de la lysine est
impossible mais également la méthylation de ce résidu. Il est possible que I'interaction
que l'on ait observée entre cut3-477 et h3-K9R soit due a un défaut au niveau de
I’hétérochromatine en interphase. J'ai alors testé l'interaction entre cut3-477 et un
mutant Swi6A. La protéine Swi6 est une protéine de I'hétérochromatine, homologue de
HP1. L’absence de la protéine Swi6 ne rend pas le mutant cut3-477 létal, ce qui suggere
que la défaillance de méthylation n’est responsable de la colétalité entre h3-K9R et cut3-

477 (Figure 47C).
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1.2 Restauration de la viabilit¢é du mutant gcn54 cut3-477 par la délétion de
protéines HDAC

La mutation non-acétylable H3K9R est colétale avec cut3-477 a 32°C, comme l'est gcn5A.
Réciproquement, la délétion de clr3 restaure la croissance de la souche gcn54 cut3-477 a
32°C (Figure 47D). La perte de fonction de Hos2 montre un moindre effet suppresseur.
Ainsi, la survit du mutant cut3-477, défaillant pour la fixation de condensine a la
chromatine, est particulierement sensible au niveau d’acétylation de H3. Comme
controle sirZA a été utilisé, et 'on n'observe pas de restauration de la croissance de la

souche gen5A cut3-477 a 32°C (données non-montrées).

1.3 Association du Cnd2 dans les mutants d’histones h3-K9R-K14R

Enfin d’éprouver I'’hypothése d’un lien entre I'acétylation des histones et I'association de
condensine a la chromatine, nous avons mesuré l'association de la sous unité Cnd2 de
condensine a la chromatine chez le mutant d’histone H3 non-acétylable H3K9R-K14R
par étalement de chromosomes. Je n’ai pas réussi a introduire les génes cut3-HA et
dam1-gfp dans un fond génétique h3K9R-K14R, peut étre parce que la protéine Cut3-HA
n’est pas pleinement fonctionnelle. Nous avons utilisée une souche h3-K9R-K14R en
détectant les SPB fortement colorés par l'anticorps monoclonal MPM2 en mitose
(Maclver et al. 2003) et Cnd2 a été détectée avec un anticorps polyclonal anti-Cnd2
(Aono et al. 2002). Nous avons observé une diminution modérée, mais statistiquement
significative de l'association de Cnd2 a la chromatine en mitose chez le mutant h3-K9R-
K14R (Figure 47E). Pour tenter d’éprouver ce résultat, Lia N'Guyen (stagiaire EPHE) a
mesuré 'association de Cnd2-GFP a la chromatine par étalement de chromosomes, en
utilisant I'anticorps monoclonal MPM2. Les résultats montrent une diminution de la
quantité de protéine Cnd2-GFP associée aux chromosomes mitotiques (Figure 47F).
Cependant cette diminution n’est pas statistiquement significative. Je ne peux donc
conclure quand au réle de I'acétylation de H3-K9 et -K14 vis-a-vis de I'association de
condensine a la chromatine. Il est possible que I'acétylation de H3-K9 et/ou -K14 joue un

role modeste et/ou restreint en cis, difficilement mesurable par une approche globale.
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Figure 48. Gen5 persiste sur la chromatine en mitose.

A. Association de Gen5 a la chromatine par étalement de chromosomes n=30 X 2 expériences. B-C. Association de
Gen5 a la chromatine par ChIP contre Gen5-Cmyc. B-Index mitotique calculés par coloration a 'THOECHST a partir de
cellules nda3-KM311 (no tag) et nda3-KM311 gcn5-Cmyc cultivées a 32°C en phase exponentielle de croissance
(cyclantes et prométaphasiques) puis synchronisées en prométaphase par un arrét nda3-KM311 7h a 17°C (cellules
prométaphasiques). C. ChIP contre Gen5-Cmyc sur les cellules synchronisées en pro-métaphase et cyclantes, les
valeurs présentées correspondentaux moyennes et écart moyens normalisés par rapport a ste11 et calculés a partir de

4 ChIP réalisés sur deux cultures indépendantes.



L’approche idéale serait de réaliser du ChIP, mais malheureusement je n’ai pas pu
construire la souche nda3-KM311 h3-K9R-K14R cnd2-GFP nécessaire a la réalisation de

'expérience.

2. L’association chromosomique de Gcn5 est réduite mais persiste en mitose,

Si Gen5 participe a la condensation mitotique des chromosomes, elle devrait étre
présente sur les chromosomes en mitose pour y faciliter la fixation de condensine. La
détection de Gen5, de son homologue P/CAF ou d’autres HATs par immunofluorescence
sur des cellules murines ou humaines suggere que les HATs se dissocie en grande partie
de la chromatine durant la mitose(Kruhlak et al. 2001; Orpinell et al. 2010). Nous avons
testé, I'association de Gen5 a la chromatine durant la mitose chez S. pombe par étalement
des chromosomes et par ChIP contre Gen5-myc., Le signal Gen5-myc détecté sur les
chromosomes étalés décroit grand le signal Cut14 augmente (Figure 49A). Cut14 étant
associée aux chromosomes principalement en mitose, cette observation suggére que
Gen5 est abondante sur les chromosomes en interphase et s’en dissocie en mitose. Notez
que les signaux Gen5-myc sont systématiquement supérieurs au bruit de fond mesuré
sur les chromosomes cut14-HA gcn5+ (Figure 48A), ce qui suggere qu'une fraction de
Gen5 reste associée aux chromosomes mitotiques. Alternativement, la moindre
détection de Gen5-myc sur les chromosomes mitotiques pourrait s’expliquer par un
encombrement stérique de Cut14-HA.

L’expérience de ChIP a été réalisée par Esther Mollereau. Les cellules gcn5-myc ont été
cultivées en phase exponentielle de croissance ou bloquées en mitose par la mutation
nda3-KM311, et la chromatine a été immunoprécipitée avec un anticorps anti-myc.
L’arrét mitotique en prométaphase imposé par nda3-KM311 a été validé par 'absence de
cellules binucléées et l'accumulation de cellules montrant des chromosomes
hypercondensés (Figure 48B). Le promoteur du geéne stell, occupé par Gcn5 en
interphase (Helmlinger et al. 2008), a été utilisé comme controle positif pour une
association de Gcn5-myc. Les résultats montrent que Gen5-myc est présente en
interphase au niveau des genes fixés par condensine en mitose (Figure 48C). De plus
Gen5-myc persiste clairement en mitose aux sites de fixation de condensine rds1, cdc22
et engl. Le point commun de ces trois génes est que leur transcription est régulée au

cours du cycle (Gauthier et al. 2010). L'ensemble de ces résultats suggere que Gcn5
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Figure 49. Présence H3K9ac dans les cellules mitotiques de S. pombe.

A. Etalement de chromosomes a partir de cellules sauvages cultivées en phase exponentielle de croissance a 32°C, la
chromatine mitotique est suivie par la présence de signaux Cnd2-Pk9 chromosomique Barre: 5 microns B.
Quantification des signaux H3K9ac/DAPI en fonction des signaux Cnd2- (Interphase), Cnd2+ (Mitose). C. L’association
de H3K9ac a la chromatine mitotique (dam+) ou interphasique (dam-) a été mesurée par étalement de chromosomes
dans le mutant gcn54Amst2A. (***p<0,001,**p<0,05, test U) n=30. Les valeurs sont issues de 3 expériences
indépendantes, chacune est normalisée par rapport a la valeur de médiane de la population des chromosomes issus
de cellules sauvages en mitose (dam+) qui est propre a chacune des expériences. D. En paralléle, I'association de H3
(H3Ct) a la chromatine mitotique (dam+) ou interphasique (dam-) a été mesurée par étalement de chromosomes dans

le mutant gcn54mst2A.



persiste sur les chromosomes en mitose, en certains sites occupés par condensine, et

que ces sites pourraient étre enrichis en genes périodiques.

2.1 Association de H3K9ac, H3K14ac et H3K18ac a la chromatine en mitose

Bien que la majorité des HATs se dissocie de la chromatine en mitose suivi d’'une dé-
acétylation du gros de la chromatine (Kruhlak et al. 2001; Orpinell et al. 2010), des
traces d’acétylation persistent sur les chromosomes mitotiques, notamment au niveau
des bandes R, riches en genes (Kouskouti et Talianidis 2005; Terrenoire et al. 2010).
Afin d’adresser rapidement la présence ou non d’histone H3 acétylée dans les
chromosomes mitotiques chez S. pombe, j’ai recherché H3K9ac par immunofluorescence
sur des étalement des chromosomes, en identifiant les chromosomiques mitotiques par
la présence de Cnd2-Pk9 (Figure 49A). J'ai observé un signal H3K9ac fort sur les
chromosomes interphasiques, et plus sensiblement plus faible sur les chromosomes
mitotiques (Figure 49B). De facon cruciale, ce signal H3K9ac mitotique était dépendant
de Gcn5 (Figure 49B). Comme il était cependant formellement possible que la
diminution du signal H3K9ac mesurée sur les chromosomes mitotiques résulte d'un
encombrement stérique avec les anticorps anti-Pk9 plutét qu’a une réelle déacétylation,
j'ai reproduit I'expérience, cette fois en utilisant la protéine centromérique Dam1-GFP
comme marqueur mitotique (Figure 49C). J’ai également immunodétectée 1'histone H3
totale (avec un anticorps dirigé contre la partie C-terminale de H3) pour prendre en
compte 'occupation des chromosomes mitotiques par H3. Les résultats montrent que la
quantité de H3K9ac diminue en mitose, mais une fraction persiste et cette fraction est
dépendante de Gcn5 et Mst2 (Figure 49C). Au contraire, l'association de H3Ct
chromosomique reste constante en mitose (Figure 49D) et ne semble pas altérée chez le
mutant gcn5A mst2A. Ces observations indiquent que la chromatine est en partie
déacétylée en mitose chez S. pombe mais des traces persistent, et cette acétylation

mitotique résiduelle est dépendante de Gen5 et Mst2.
La présence de H3K9ac, en mitose, aux sites chromosomiques occupés par condensine, a

été recherchée par ChIP. Des cellules nda3-KM311 cnd2-gfp ont été bloquées en pro-

métaphase a 17°C, et traitées pour un ChIP anti H3K9ac et anti-H3C-terminale. Les
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Figure 50. L’acétylation de H3K9, K14 et K18 dépendante de Gcn5 persiste au niveau des sites d’association
de condensine a la chromatine.

Les cellules ont été bloquées en prométaphase a 17°C et traitées pour une quadruple immunoprécipitation de la
chromatine avec des anticorps anti H3-Cterm, H3K9ac, H3K14ac et H3K18ac. A. Les indexes mitotiques ont été
déterminés en mesurant le % de cellules accumulant Cnd2-GFP dans le noyau. B. ChIP H3K9ac. (panneau du haut),
ChIP H3K14ac (panneau du milieu). ChIP H3K18ac (panneau du bas). Les valeurs indiquées correspondent aux

moyennes et écarts moyens calculés a partir de trois expériences indépendantes.



arréts mitotiques ont été validés en mesurant les pourcentages de cellules accumulant
Cnd2-GFP dans le noyau (Figure 50A). Les pourcentages d’IP mesurés pour H3-C-
terminale permettent de prendre en compte I'occupation des sites chromosomiques par
les nucléosomes. Ainsi, le niveau d’acétylation d’"H3K9 en un site donné est déterminé
comme le ratio du pourcentage IP H3K9ac sur le pourcentage IP H3 (H3Ct). Le site
cendhl qui correspond a I'hétérochromatine centromérique, méthylée en position
H3K9, sert de contrdle négatif. Les résultats montrent que la marque H3K9ac est
présente sur l'ensemble des sites d’association de condensine de fagcon Gcnb5-
dépendante dépendante (Figure 50). Mst2 contribue peu ou pas a l'acétylation de H3K9
en ces sites.

L’analyse étendue aux résidus H3K14 et H3K18 montre une persistance de leur
acétylation en mitose aux mémes sites chromosomiques ceux occupés par H3K9ac et
condensine. Gen5 et Mst2 contribuent a I'acétylation de H3K14, tandis que H3K18ac est
principalement déposée par Gen5. L'ensemble de ces travaux montre que les marques
d’acétylations H3K9ac, H3K14ac et H3K18ac, déposées par Gen5 et/ou Mst2, persistent
sur les chromosomes aux sites occupés par condensine. Ces données sont cohérentes
avec un role des ces marques chromatiniennes dans I'association de condensine a la
chromatine.

Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec Esther Mollereau.

C. Conclusionll:

L’objectif de cette partie de mon travail de thése était de comprendre comment Gcn5
prend part a 'association de condensine a la chromatine. Mes résultats suggerent que
Genb5 pourrait faciliter la fixation de condensine en acétylant I'histone H3 au niveau des
génes occupés par condensine en mitose. L'acétylation des nucléosomes par Gcnb5
pourrait étre un des aspects qui lient la localisation chromosomique de condensine a la

transcription depuis les levures jusque chez 'homme.
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Chapitre V : Discussion Générale

Partie I : Le crible

Afin d’identifier de nouveaux facteurs de condensation mitotique des chromosomes
collaborant avec le complexe condensine chez S. pombe, nous avons réalisé un crible
génetique de 1étalité synthétique avec condensine (cut3-477). Ce crible nous a permis
d’identifier de nouvelles mutations dans les sous unités de condensine Cutl4, Cnd1l et
Cnd3 et également dans la protéine kinase Aurora B, qui régule l'association de
condensine a la chromatine durant la mitose (Tada et al. 2011). Ces premiers résultats
nous montrent l'efficacité du crible pour identifier des facteurs de condensation. Sur 180
000 clones criblés, en plus des mutants pour les génes condensation connus, 6 mutants
slc et un suppresseur ont été isolés. Cependant, 8 groupes de liaisons sont représentés
par une seule et unique mutation slc, ce qui montre que le crible n’est pas saturé et
suggere l'existence d’autres geénes slc dans le génome. Pourtant, avec un taux de
mutations induites par I'EMS estimé a 104/geéne, 180 000 colonies représentent une
couverture théorique de plus de 18 fois le génome de S. pombe. La non-saturation
suggere l'existence de nombreux genes interagissant avec cut3. Cette derniere pourrait
tenir aux multiples fonctions de condensine (interphase et mitotique). En accord avec
cette idée, a partir de la cartographie des interactions génétiques réalisée par Ryan et al.,
Cut3 interagirait avec au moins 32 genes non essentiels (Ryan et al. 2012), incluant gcn5
et ulp2 mais étonnamment pas snf21, arp9,cph2 et mgaZ.

Les mutations slc isolées sont toutes récessives. Il s’agirait donc de mutations
engendrant une perte de fonction, suggérant que les facteurs Slc affecté interagissent
positivement avec Cut3. De plus, les analyses cytologiques des cellules mutantes sic
montrent des défauts de migration des chromosomes en anaphase, cohérents avec une
altération de la condensation mitotique. Quant a la mutation sup122, elle est également
récessive mais elle restaure la croissance de la souche mutante cut3-477 a 34°C et réduit
quasiment de moitié la fréquence de ponts chromatiniens en anaphase, ce qui suggere
que nut2-122 (sup122) restaure la croissance de la souche cut3-477 en compensant
partiellement son défaut de condensation (Figure 35). La protéine Nut2 régulerait ainsi
de fagon négative la condensation mitotique des chromosomes. L’identification des

mutations isolées ont permis de révéler des mutations affectant les
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genes genb, arp9, snf21, cph2, mga2, ulp2 et nut2, 7 genes jusqu’alors jamais décrits pour
leur implication dans la condensation mitotique des chromosomes chez S. pombe

(Tableau 5).

Identification de nouveaux alleles de genes de condensation

Parmi les 190 candidats potentiellement sic de départ, nous avions pres de la moitié de
ces candidats possédant une mutation secondaire dans cut3-477. A ce jour, seules la
mutation cut3-477 (Saka et al. 1994) et plus récemment les mutations cut3-m26 et cut3-
123 (Petrova et al. 2013) ont été identifiées. Ces 3 mutations se situent au niveau de la
région C-terminale de Cut3 au niveau du domaine coiled coil pour cut3-477 et cut3-123 et
au niveau du domaine ATPase pour cut3-mZ26. Ainsi parmi les mutants affectés par une
seconde mutation dans cut3-477 on peut espérer identifier des nouveaux alleles de cut3.
Et la caractérisation de ces mutants pourrait nous apporter des informations plus fines
quant aux différentes fonctions de condensine au travers du cycle cellulaire.

Les tests de complémentation ont montré que les mutations slc71, slc85,
slc90/slc173/slc179 et slc180 affectent le gene cutl4; les mutations slc175, slc181 et
slc182 affecte le gene cnd1 ; la mutation slc184 le géne cnd3 et la mutation slc190 le géne
ark1 (Tableau 5). L’identification de chacune de ces mutations a permis de révéler qu'il
s’agit uniquement de nouveaux alleles de condensine et d’Aurora B. Parmi ces
mutations, seule cut14-71 (slc71) confére une hypersensibilité au TBZ (Figure 25). Il a
récemment été mis en évidence que le complexe Pcs1/Mde4 recrute condensine au
niveau des kinétochores (Tada et al. 2011). La mutation pcsIA est comme cuti4-71
colétale avec cut3-477 et confére une thermosensibilité au TBZ. Ainsi, le mutant cut14-
71 pourrait affecter l'association ou l'activité de condensine en partie au niveau
centromere. Cependant, Cutl4 ne semble pas interagir directement avec Pcs1 (Tada et
al. 2011) et la protéine Cutl4-71 posseéde une mutation correspondant a un
remplacement d'une glycine en aspartate en position 397 (G397D), placé au tout début
du domaine coiled coil non conservé au cours de I'évolution. Pourquoi la mutation cut14-
71 aurait un impact spécifique de condensine sur le fonctionnement des kinétochores
reste énigmatique. Quant aux 3 autres alleles de cutl4, les mutations slc85,
slc90/slc173/slc179 et slc180 affectent des résidus conservés localisés au niveau de la
région charniere (hinge). Notamment, la mutation slc90/slc173/slc179 affecte un résidu

thréonine conserveé de la
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Figure 51 Association de Snf22 et Arp9 a la chromatine
en interphase et en mitose. (données préliminaires)

L’association de Snf22-HA (panneau du haut) ou Arp9-HA
(panneau du bas) a la chromatine mitotique (dam+) ou
interphasique (dam-) a été mesurée par étalement de

chromosomes dans les cellules sauvages. n=30.



bactérie a 'homme. Ce résidu se trouve proche des séquences formant l'interface de
dimérisation essentielles pour la formation de I'hétérodimere SMC2/Cut14-SMC4/Cut3
et l'association de condensine a la chromatine (M. Hirano et Hirano 2002). Ces
mutations pourraient altérer cette dimérisation.

De plus, parmi les 3 nouveaux alleéles de cndl, seule cnd1-175 est hypersensible a des
doses sublétales de HU mais pas aux irradiations par UV-C (cf supp data (Robellet et al.
2014)), ce qui suggere que Cndl pourrait étre impliquée dans le mécanisme de
réparation des dommages a '’ADN causés par une altération de la dynamique de la
réplication. L’étude de ce mutant pourrait donner des informations nouvelles sur les
fonctions de condensine dans la réparation des dommages a '’ADN. D’'une maniere
générale, 'analyse plus approfondie de cette collection de mutants de condensine

pourrait étre précieuse pour la caractérisation plus fine de condensine.

Lien entre la condensation et le remodelage de la chromatine

La protéine Arp9 est une sous unité des complexes de remodelage de la chromatine :
Swi/Snf et RSC et la protéine Snf21 est ’ADN hélicase ATP-dépendante du complexe RSC
(Monahan et al. 2008). Les mutants arp9-127 et snf21-129 présentent les mémes
phénotypes : ils sont tous deux thermosensibles a 35,5°C, hypersensibles a des doses
sublétales de HU, hypersensibles au TBZ (Figure 25) et présentent une haute fréquence
de défauts de migration des chromosomes en anaphase a 32°C et 35,5°C (Figure 30 ;
papier X.Robellet et al 2014). En accord avec mes résultats, la délétion de la protéine
Arp42 (sous unité des complexes RSC-Swi/Snf) ou Snf5 (sous unité du complexe
Swi/Snf), est colétale avec cut3-477 (Ryan et al. 2012). Mes résultats préliminaires sur
I'association de Snf22-HA et Arp9-HA sur la chromatine obtenus par étalement de la
chromatine montrent que Arp9 est légerement plus enrichi sur la chromatine en mitose
qu’en interphase, alors que le niveau de Snf22 chromosomique semble constant tout au
long du cycle (Figure 51). L’ensemble de ces données suggere que l'interaction colétale
entre cut3-477 et arp9-127 pourrait étre dii a I'addition d’'un défaut de condensation et
d’une altération du complexe RSC. Le complexe RSC, aurait un role plus direct dans la
condensation mitotique que le complexe Swi/Snf. De plus, il a été montré que le
complexe RSC est impliqué dans les fonctions du kinétochore chez S. cerevisiae (Hsu et

al. 2003), ce qui pourrait expliqué le phénotype d’hypersensibilité au TBZ du mutant
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Les chromosomes sont étalés sur des lames de verre a partir des cellules en phase exponentielle de croissance a 32°C,
la chromatine mitotique est suivie par la présence de signaux Dam1-GFP chromosomique Barre : 5 microns (Panneau
du haut) et I'intensité des signaux Cnd2-Pk9 interphasique (dam-) ou mitotique (dam+) sont quantifiés par rapport a
I'intensité du DAPI (panneau du bas) n=30. Les valeurs sont issues de 3 expériences indépendantes, chacune est
normalisée par rapport a la valeur de médiane de la population des chromosomes issus de cellules sauvages en mitose

(dam+) qui est propre a chacune des expériences.



arp9-127. L’ensemble des data suggere un réle des facteurs de remodelage dans la
condensation mitotique. Cependant, les facteurs de remodelages de la chromatine
agissent sur la régulation de transcription. Nous ne pouvons pas exclure que l'effet de
ces facteurs, Arp9 et Snf21, sur la condensation mitotique soit indirect, bien que les
niveaux d’expression des genes de condensine et de la topoisomérase II ne soient pas
diminués chez les mutants arp9-127 et snf21-129. L’hypersensibilité aux doses
sublétales de HU des mutants arp9-127 et snf21-129 suggerent une altération de
réplication de '’ADN en phase S (Figure 25). Les défauts de migrations observés chez ces
mutants pourraient étre le résultat de chromosomes partiellement répliqués.

Des études, réalisées a partir d’extraits d’ceufs de Xénope, ont montré que le complexe
de remodelage ISWI est prédominant sur les chromosomes mitotiques, ce qui suggere
que ce complexe a un role en mitose (MacCallum et al. 2002). Le remodelage de la
chromatine induit par le complexe ISWI en mitose pourrait avoir un role dans
I'association des complexes cohésine et/ou condensine sur la chromatine. De plus, le
complexe RSC facilite I'association de cohésine le long des bras des chromosomes
(Huang, Hsu, et Laurent 2004). Et les résultats des étalements de chromosomes ont
montré une diminution de l'association de Cnd2-pk9 a la chromatine en mitose dans le
mutant arp9-127 (Figure 52). Ainsi, comme ce complexe ISWI, le complexe RSC pourrait
avoir un role dans la condensation mitotique en étant impliqué dans le recrutement de
condensine sur la chromatine lors de la mitose.

D’'une maniere générale, les facteurs de remodelage de la chromatine ATP-dépendant
pourraient étre impliqués activement dans I'association de condensine a la chromatine
au niveau des promoteurs des genes transcrits (cf discussion Partie II), ce qui pourrait
apporter de nouvelles informations sur le lien entre la transcription et la condensation.
Des études complémentaires seront nécessaires pour déterminer si le lien entre ces

facteurs de remodelage de la chromatine et la condensation est directe ou non.

Lien entre la condensation mitotique et la transcription

De plus, parmi les mutants sic isolés par Xavier Robellet et moi, la majorité de ces
mutants montre que la protéine Cut3-477 confere une hypersensibilité a des
défaillances de facteurs transcriptionnels (cf papier (Robellet et al. 2014)). En effet, la
délétion de protéines impliquées dans la régulation de la transcription telles que Cph2,

Mga2 ou Gen5 est colétale avec cut3-477, et les caractérisations initiales des mutants
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cph2-174, mga2-178 et gcn5-47 suggerent que ces facteurs aient un rdle dans la
condensation mitotique.

Par exemple, la protéine Cph2Z est associée a I'histone dé-acétylase Clr6 au sein du
complexe Clr6 type II (Nicolas et al. 2007). Ce complexe dé-acétyle les histones au
niveau des régions codantes des genes, supprimant ainsi la transcription des genes du
brin antisens (Nicolas et al. 2007). Chez S. cerevisiae, il a été montré que la protéine
Rpd3, 'homologue de Clr6, est responsable de la dé-acétylation des histones H4K5 et
H4K12 impliquée dans le recrutement de condensine au niveau des régions d’ADNr en
réponse a une réduction de nutrition (Tsang, Li, et Zheng 2007). Ainsi Cph2 pourrait
étre impliquée dans la régulation de Clr6 dans son role pour la condensation mitotique
modulée par le niveau d’acétylation des nucléosomes et/ou la dé-acétylation de

condensine elle méme.

De plus, nous avons obtenu a l'issu du crible un suppresseur de cut3-477 a 34°C,
identifié comme Nut2 (. Nut2 est une sous unité du complexe médiateur (Spahr et al.
2000), qui interagit physiquement avec les facteurs de transcriptions et I’ARN
polymérase Il (Conaway et Conaway 2011). Nut2 semble avoir un réle négatif dans la
condensation mitotique des chromosomes. Sa délétion permettrait une activité de
condensation supplémentaire. Nut2 pourrait étre impliqué dans l'expression des
régulateurs négatifs de la condensation mitotique des chromosomes. Une autre
hypothése basée sur le fait que la transcription et la condensation sont deux
mécanismes antagonistes, serait qu'une réduction de la transcription causée par la
délétion de Nut2 facilite 'association de condensine a la chromatine. Il a été montré chez
les cellules humaines que le complexe médiateur interagit avec cohésine et co-réside au
niveau des geénes actifs (Kagey et al. 2010). La délétion de Nut2 pourrait compenser la
déficience de condensation par une augmentation de cohésine a la chromatine. Comme
condensine II et cohésine ont certains sites d’association a la chromatine commun
(Dowen et al. 2013), il est également envisageable que le complexe médiateur soit
impliqué dans le recrutement de condensine a la chromatine en certains sites
chromosomique et que Nut2 régulerait négativement cette activité.

La délétion du géne phtlA supprime également le phénotype thermosensible de la
souche cut3-477 a 34°C (H.-S. Kim et al. 2009), et les mutations nut2-122 et pht1A sont

synthétiquement colétales. Ces résultats montrent un lien fonctionnel entre ces deux
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genes. Le géne phtl code le variant d’histone H2A.Z. La sous unité Cnd2 de condensine
interagit physiquement avec les histones H2A et H2A.Z (Tada et al. 2011) et la perte de
fonction de H2A.Z engendre des défauts de condensation en anaphase (H.-S. Kim et al.
2009; Tada et al. 2011). La suppression du phénotype thermosensible de cut3-477
s’expliquerait par la présence d'un autre facteur de condensation, le RCA (Vagnarelli et
al. 2006). Ainsi, Phtl serait impliquée dans deux fonctions. D'une part, elle serait
impliquée dans l'inactivation du RCA en début d’anaphase pour laisser la place a
condensine sur les chromosomes et d’autres part, elle stabiliserait le complexe
condensine a la chromatine (H.-S. Kim et al. 2009). Les analyses cytologiques des
mutants nutZ montrent que ces mutants ont un phénotype similaire a celui du mutant
phtl1A. Ainsi, comme Pht1, Nut2 pourrait étre impliqué dans la régulation des facteurs de
condensation tels que RCA. De plus, Nut2 interagit génétiquement avec Dis2 (Buttrick et
al. 2011). Or Phtl et Dis2 seraient impliquées dans la méme voie pour réguler la
condensation mitotique (H.-S. Kim et al. 2009). Nut2 pourrait ainsi étre impliquée dans

cette méme voie.

Concernant la protéine Gcnb5, elle est une sous unité du complexe SAGA (Spt-Ada-Gen5
acétyltransférase). Ce complexe est un co-régulateur de la transcription (Nagy et Tora
2007). Gen5 possede un domaine activité acétyltransférase et un bromodomaine. Cette
protéine est connue pour acétyler les histones H3K9, H3K14 et H3K18 au niveau des
promoteurs des genes fortement transcrits (Grant, Berger, et Workman 1999). Cette
protéine pourrait étre impliquée dans la condensation mitotique via I'acétylation des

histones ou I'acétylation de condensine directement (cf discussion partie II).

D’'une maniere générale, les cartographies des condensines I et II réalisées chez les
différentes especes montrent que ces dernieres sont enrichies au niveau des promoteurs
de genes actifs. De méme chez les procaryotes, le complexe condensin-like s’associe au
niveau des genes fortement transcrit. Or parmi les 7 genes obtenus a l'issu du crible
impliqués dans la condensation, 6 d’entre eux sont impliqués dans la transcription :
arp9, snf21, cph2, mgaZ2, gcn5 et nut2. Et, la base de donnée PomBase référence 39
interactions génétiques avec cut3 et parmi lesquelles on trouve 11 genes liés a la
transcription (V. Wood et al. 2012). Les facteurs de remodelages ont une action sur le

positionnement des nucléosomes au niveau des promoteurs des genes, dans le but de
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rendre ’ADN accessible ala machinerie transcriptionnelle. Et les facteurs Cph2, MgaZ2 et
Nut2 sont impliqués dans la transcription via la régulation de I’ARN polymérase II. Ces
data suggerent un lien entre la condensation mitotique et la machinerie
transcriptionnelle.

Cependant nous ne pouvons pas exclure un possible réle pour ces facteurs Slc dans la

régulation de la voie de topoisomérase Il et/ou de RCA.

PARTIE II : Gen5 et la condensation mitotique

Les données sur I'association du complexe condensine a la chromatine montrent que
condensine a une affinité pour les genes fortement transcrits suggérant un lien entre la
condensation mitotique des chromosomes et la transcription. Ces deux mécanismes
apparaissent pourtant comme antagonistes. Mais le fait que cette affinité entre
condensine et les génes fortement transcrits est conservée de la levure a ’homme et est
également présente entre les complexes SMC bactériens (condensin-like) et les genes
actifs, nous montre que ce lien est conservé. Or nous avons identifié Gen5, une protéine
ayant un réle fondamental dans l'activation de la transcription au sein du complexe
SAGA (Nagy et Tora 2007), comme un collaborateur de condensine. L’étude du role de
Gen5 dans la condensation mitotique des chromosomes était intéressante pour une

compréhension plus approfondie du lien entre la transcription et la condensation.

Role de Gen5 dans la condensation mitotique

Les expériences de ChIP Cnd2-GFP et d’étalement de chromosomes Cut3-HA Dam1-GFP
chez les cellules mutantes gcn5 nous suggerent que la déficience ou I'absence de Genb
entraine une diminution de l'association du complexe condensine a la chromatine
(Figure 43, 44). De part le role de Gen5 dans la transcription, nous nous sommes assurés
que I'expression des génes de condensation n’était pas diminuée dans les mutants gcn5
(Figure 40). De plus, I'interaction entre gcn5 et cut3 est spécifique et I'absence de Gen5
ne semble pas avoir d'impact sur l'intégrité du complexe condensine(Figure 40). Les
analyses cytologiques et 'essai de condensation (collaboration C. Hearing) montrent que
Gen5 est nécessaire a la condensation des bras de chromosomes(Figure 40).. Le mutant
gcn5-47 présente en effet des ponts chromatiniens (chromosomes connectés trainants)
sur des fuseaux plutét courts, inférieur a 7 microns, comparé a ceux des mutants cut3-

477, ou I'on observe ce défaut
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jusqu’a 12 microns. Passé 7 microns, les ponts chromatiniens disparaissent. Ces
résultats suggerent que la présence de ces chromosomes trainants chez le mutant gcn5-
57 serait due d'un défaut en tout début d’anaphase et ce défaut serait compensé par
’élongation du fuseau( Figure 40). Une altération dans la suppression des caténats entre
les chromatides sceurs, causée par une réduction de la topo II chromatinienne lorsque
Gen5 est déficience, pourrait expliquer ce phénotype. Cependant, les résultats des
analyses d’étalement de la chromatine ne montrent pas de diminution significative de
'association de la topo II a la chromatine chez un mutant gcn54Amst2A en mitose. Mais,
une interaction génétique entre la mutation gcn54 et la mutation top2-250 est présente.
Ceci suggere que Gen5 pourrait étre impliqué dans la régulation de 'activité de la topo 11
en mitose.

Alternativement, chez S. cerevisiae, le complexe condensine est impliqué dans le super-
enroulement de la chromatine durant 'anaphase (Renshaw et al. 2010). La réduction de
I'association de condensine a la chromatine en I'absence de Gen5 pourrait altérer cette
activité au niveau des bras des chromosomes et la migration des centromeres en début
d’anaphase pourrait engendrer le phénotype des bras de chromosomes trainants le long

du fuseau et expliquer la non présence de ponts chromatiniens en fin d’anaphase.

Gcenb5 et 'acétylation du complexe condensine

Genb est capable d’acétyler des protéines non histones (Cai et al. 2011; J.-H. Kim et al.
2010; Paolinelli et al. 2009). Le complexe condensine est acétylé sur les sous unité SMC2
et SMC4 chez 'Homme (Bazile, St-Pierre, et D’Amours 2010; Choudhary et al. 2009) et
Cut3 chez S. pombe (Javerzat, communication personnelle). Nous avons donc posé la
question de l'acétylation Gen5-dépendante du complexe condensine. Les résultats de
Co-IP entre Cut3 et Gen5 suggerent que le complexe condensine n’interagit pas avec
Genb ou que cette interaction est transitoire. Cependant, les sites acétylables testés sur
Cut3 et Cut14 ne semblent pas jouer un réle majeur dans la condensation mitotique des
chromosomes et de fait ne semblent pas étre impliqué dans le réle de Gen5 dans la
condensation mitotique des chromosomes. Mais, mes résultats n’excluent en aucun cas
le fait que d’autres lysines soient acétylées par Gen5 et que cette/ces acétylation(s)
soi(en)t régulatrice(s) de I'association de condensine a la chromatine, comme c’est le cas
pour le complexe cohésine dont l'association a la chromatine est stabilisé par

I'acétylation de Smc3 (Nasmyth 2011). Cette piste n’est pas exclusive d'un réle pour
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Gen5 également au travers de l'acétylation des histones. Gcn5 pourrait agir sur le
recrutement de condensine via I'acétylation des histones et réguler cette association en
acétylant le complexe condensine. En accord avec cette hypothese, la protéine Gen5 est
majoritairement dissociée de la chromatine en mitose, mais on retrouve Gcn5 persistant

sur la chromatine sur certains sites, tels que rds1, cdc22 et eng1.

L’acétylation de H3K9 et I'association de condensine a la chromatine

Gen5 est une acétyltransférase conservée, co-activatrice de la transcription (Koutelou,
Hirsch, et Dent 2010) qui occupe les promoteurs des genes, proportionnellement a leurs
niveaux d’expression (Johnsson et al. 2009; Robert et al. 2004), et qui acétyle I'histone
H3, notamment au niveau des lysine 9, 14 et 18. Nous avons donc adressé la question
d’'une implication de l'acétylation de H3 Gcn5-dépendante dans la condensation
mitotique. Les mutations non acétylables H3K9R et H3K14R sont, comme gcn54,
colétales avec cut3-477 et la colétalité entre gcn54 et cut3-477 peut étre supprimé en
éliminant ’'HDAC Clr3, ce qui restaure un peu 'acétylation de H3K14 et H3K9 dans les
régions intergéniques (Johnsson et al. 2009; Wirén et al. 2005) (Figure 47). L’ensemble
de ces données suggere que la baisse du niveau d’acétylation de I'histone H3 en
I'absence de Gen5 est responsable de la diminution de 'association de condensine a la
chromatine.

Bien que le gros de la chromatine soit déacétylé et que Gcn5 semble absente des
chromosomes en mitose chez les vertébrés (Kruhlak et al. 2001; Orpinell et al. 2010),
des traces de H3K9ac ont été détectées au niveau de certains promoteurs (Kouskouti et
Talianidis 2005; Valls, Sanchez-Molina, et Martinez-Balbas 2005). Nos résultats
montrent la présence de traces de H3K9ac en mitose chez S. pombe, dépendantes de la
présence de Gen5. Ces traces semblent persister au niveau des sites régulés au cours du
cycle, c’est le cas pour les génes rds1, eng1 et cdc22. Le complexe condensine s’associe a
la chromatine également au niveau des génes régulés au cours du cycle cellulaire chez
les vertébrés (J. H. Kim et al. 2013). Nos résultats montrent qu'une diminution de
H3K9ac, H3K14ac et H3K18ac sur un site peut coincider avec une diminution de
'association de condensine en ce méme site, ce qui suggere que le niveau d’acétylation

de H3 faciliterait I’association de condensine a la chromatine en certains sites.
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Le fait que cette regle ne soit pas généralisable sur I'’ensemble du génome peut étre
expliqué par le fait qu’évolutivement, le complexe condensine pré-date des histones. De
méme, le lien entre I'association de condensine a la chromatine avec les facteurs de
transcription est antérieur a I’apparition des histones, ce qui suggere que les histones ne
sont pas des recruteurs universels de condensine. Suivant ce raisonnement, condensine
ne serait pas recrutée directement par les histones elles méme, mais les modifications
post traductionnelles des histones faciliter le recrutement des facteurs de transcription

sur la chromatine nécessaire au chargement de condensine sur les chromosomes.

Lien entre la condensation mitotique et la transcription

La transcription est corrélée a I'ouverture transitoire de la chromatine. Le complexe
condensine serait fonction du programme transcriptionnel mais varierait en fonction du
développement. L’architecture entre chromosomes de cellules embryonnaires est
différente de celle des chromosomes somatiques (Micheli et al. 1993). La principale
différence entre ces deux types de cellules est le programme transcriptionnel. Une
hypothese serait que la programmation transcriptionnel au cours de la différenciation
cellulaire aurait une incidence sur l'accessibilité des sites d’association de condensine.
La persistance durant la mitose de modifications activant la transcription et/ou la
présence de facteurs de transcription sur la chromatine est décrite sous le terme de «
gene bookmarking » (F. Wang et Higgins 2013). Ces marques stables agiraient comme les
signaux moléculaires d'une mémoire épigénétique de la transcription, permettant aux
cellules filles de ré-engager le programme transcriptionnel de leur cellule mere au sortir
de la mitose. Les traces de H3K9ac en mitose persistantes participeraient a la mémoire
épigénétique de la transcription et aux recrutements de condensine a la chromatine. Ces
marques épigénétiques pourraient servir de point d’ancrage de condensine a la
chromatine, et par conséquent déterminer I'architecture du chromosome mitotique en
fonction du programme transcriptionnel de la cellule.

Pour tester cette hypothese, chez la levure S. pombe, une expérience serait de tester
I'enrichissement de condensine a la chromatine en fonction du milieu de croissance sur
lequel les cellules sont cultivées (milieu complet a partir de Yeast Extract contre milieu

synthétique PMG).

277



28°C 32°C 36°C
wt o @D 17/ , N = 8 2 6
cut3-477 3 L2 5-
arp9A K e 4 -
rsciA ) < |
e © g 3
arp9A cut3-477 & G 27
rsc1A cut3-477 LIN ] § 17
rsc4d cut3-477 L IRA B B A - . . . . .
notag wt arp9A hrpl-3A rsclA rsc4A
C
Interphase Mitose
Stabilisation?
Arp9
P \l, Arp9
AACAC ACAC Ac A Ac A &
promoteur * promoteur
Transcription ON Transcription OFF

Figure 53. Lien entre le remodelage de la chromatine et l'association de condensine a la chromatine. A.
Interaction entre arp9A et cut3-477 A. Quantification de Snf21-GFP par étalement des chromosomes, le mutant hrp1-
3A sert un contrdle de spécificité. C. Modele d’association de condensine a la chromatine via Arp9, Gen5 et

I'acétylation des histones H3K9, H3K14 et H3K18.



Role de Gen5 via le remodelage de la chromatine.

Le modele proposé a l'issu de mes travaux serait le suivant (Figure 53C) : en interphase,
Gen5 acétyle les histones H3K9, H3K14 et H3K18 au niveau des promoteurs des geénes
actifs afin de faciliter la transcription. Condensine a ce moment, est principalement
cytoplasmique. En entrée en mitose, la transcription est diminuée, le gros de la
chromatine est dé-acétylée mais des traces de H3 acétylée vont persister au niveau des
promoteurs. Et ces marques épigénétiques interagissent directement ou indirectement
avec condensine pour faciliter son association en ces sites.

L’acétylation de H3K14 par Genb5 facilite le recrutement du complexe de remodelage de
la chromatine RSC (Snf21, Rsc4) a la chromatine (Wang 2012). J'ai confirmé que la
protéine Arp9, dont la perte de fonction est colétale avec cut3-477 est requise a
'association de Snf21 a la chromatine (Figure 53C). De plus, nos résultats montrent que
chez les mutants gcn5 la présence de H3 est augmentée au niveau des sites d’association
de condensine a la chromatine (données non-montrées). Une hypothese est que la
présence de ces nucléosomes en grand nombre est un obstacle a la fixation de
condensine sur la chromatine. Ainsi, les traces de H3ac persistant sur la chromatine en
mitose faciliteraient le recrutement de condensine a chromatine via le recrutement des
facteurs de remodelage de la chromatine, tel que le complexe RSC. Ce complexe
permettrait de rendre la chromatine plus accessible au complexe condensine par
éviction ou déplacement des nucléosomes (Figure 53C).

Les nucléosomes ne seraient pas des récepteurs pour les condensines mais plutot des
obstacles. Les condensines se fixeraient préférentiellement a proximité des genes
fortement transcrits car '’ADN chromosomique serait plus accessible au niveau de leurs
promoteurs pauvres en nucléosomes. Le lien conservé chez les eucaryotes entre une
forte activité transcriptionnelle et la fixation des condensines serait la présence et/ou le
maintien de régions accessibles, pauvres en nucléosomes. Cependant, ce modele
n’explique pas le biais de localisation observé chez les bactéries. Il ne s’agirait donc que

d’un aspect du lien entre transcription et fixation des condensines sur les chromosomes.
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ABSTRACT Mitotic chromosome condensation is a prerequisite for the accurate segregation of
chromosomes during cell division, and the conserved condensin complex a central player of this process.
However, how condensin binds chromatin and shapes mitotic chromosomes remain poorly understood.
Recent genome-wide binding studies showing that in most species condensin is enriched near highly
expressed genes suggest a conserved link between condensin occupancy and high transcription rates. To
gain insight into the mechanisms of condensin binding and mitotic chromosome condensation, we
searched for factors that collaborate with condensin through a synthetic lethal genetic screen in the fission
yeast Schizosaccharomyces pombe. We isolated novel mutations affecting condensin, as well as mutations
in four genes not previously implicated in mitotic chromosome condensation in fission yeast. These muta-
tions cause chromosome segregation defects similar to those provoked by defects in condensation. We also
identified a suppressor of the cut3-477 condensin mutation, which largely rescued chromosome segrega-
tion during anaphase. Remarkably, of the five genes identified in this study, four encode transcription co-
factors. Our results therefore provide strong additional evidence for a functional connection between

KEYWORDS
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fission yeast
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mitotic
chromosome
condensation

chromosome condensation and transcription.

Mitotic entry is characterized by the reorganization of long and en-
tangled chromatin fibers into individualized, compact and rod-shaped
mitotic chromosomes. This large-scale reorganization, called mitotic
chromosome condensation, is essential for accurate chromosome seg-
regation and is thought to serve at least two essential purposes: the
removal of interchromosomal and interchromatids DNA catenations
and the shortening of chromosome arms so that sister DNA molecules
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efficiently separate during anaphase. Although first described more
than a century ago, the molecular mechanisms underlying mitotic
chromosome condensation remain elusive.

From yeasts to human, mitotic chromosome condensation relies
on two chromosomal components named topoisomerase II (topo II)
and condensin (Baxter and Aragon 2012; Hirano 2012; Piazza et al.
2013). Condensin and/or topo II deficiency alters the structural in-
tegrity of chromosomes, leading to a failure to separate chromosomes
arms and to the formation of chromatin bridges in anaphase. Al-
though clear evidence now exists that condensin collaborates with
topo II to remove catenations between chromatids (Baxter et al
2011), how condensin associates with chromatin and, in this context,
shapes mitotic chromosomes in a cell cycle—regulated manner
remains poorly understood.

Condensin is a proteinaceous ring composed of two Smc ATPases,
Cut3/Smc4/CAP-C and Cutl14/Smc2/CAP-E, associated with three
non-SMC auxiliary subunits (Hirano 2012; Piazza et al. 2013). Smc2
and Smc4 interact through their hinge domains, forming a V-shaped
heterodimer with the two ATPase domains facing each other at the
apices of two 50-nm-long coiled coil arms. The kleisin subunit Cnd2/
Barren/CAP-H bridges the Smc2/Smc4 ATPase heads and recruits
two additional subunits.
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Condensin belongs to the family of structural maintenance of
chromosomes (SMC) complexes, which includes the cohesin ring that
mediates sister-chromatid cohesion. Like cohesin, condensin binds to
chromosomes by encircling DNA, and this topological association
appears important for chromosome condensation (Cuylen et al
2011). On the basis of these observations, a structural model has been
proposed whereby the role of condensin in chromosome condensation
is to create and/or stabilize chromatin loops by encircling one or two
chromatin fibers (Losada and Hirano 2005; Cuylen and Haering
2011). However, in human cells, ~80% of condensin I (the human
counterpart of yeasts condensin) exchanges dynamically from mitotic
chromosomes in early mitosis whereas the remaining ~20% are more
stably bound (Gerlich et al. 2006), which suggests that at least two
modes of interaction with chromatin may coexist and that condensin
may drive chromosome condensation through a more dynamic and
perhaps more complex mechanism. In line with this, condensin pos-
sesses an ATP-dependent DNA supercoiling activity stimulated by
phosphorylation by the mitotic kinases cyclin-dependent kinase
(CDK)1/Cdc2 and Polo (Kimura et al. 1998; St-Pierre et al. 2009;
Piazza et al. 2013) and capable of driving decatenation by topo II
during mitosis in vivo (Baxter et al. 2011). An enzymatic model pro-
poses that condensin-mediated positive supercoiling of DNA is the
driving force of mitotic chromosome condensation (Baxter and Aragon
2012). The different dynamics exhibited by chromosomal condensin
complexes may reflect the coexistence of both an enzymatic and a more
structural role.

With the notable exception of budding and fission yeasts, most
eukaryotic species possess a second condensin complex, called
condensin II, that differs from the canonical condensin (also known
as condensin I) by a distinct set of three auxiliary, non-SMC proteins
(Hirano 2012). Condensin I and II do not colocalize along the longi-
tudinal axes of sister-chromatids, differ in the spatiotemporal regula-
tion of their localizations, in their dynamics of chromatin association
(condensin II being more stably bound), and in their respective con-
tribution to mitotic chromosome formation (Hirano 2012). Thus,
non-SMC subunits must play a key role in determining where, when,
and how condensins associate with chromatin. However, the under-
lying mechanisms remain poorly understood.

Chromatin environment can also influence the association and/or
activity of condensin complexes (Xing et al. 2008; Tanaka et al. 2012).
Human condensin II binds monomethylated H4-K20 and tends to
colocalize with this mark on chromosomes (Liu et al. 2010). Both
human condensin I and fission yeast condensin bind histone H2A
or its variant H2A.Z, and these interactions are stimulated by the
phosphorylation of the kleisin Cnd2/Barren/CAP-H by Aurora-B
kinase (Tada et al. 2011). Although condensin associates with nucleo-
somes, its distribution along chromosomes is not homogenous. Ge-
nome-wide binding studies in yeasts and chicken DT40 cells have
shown that yeast condensin and vertebrate condensin I are enriched
at centromeres and near highly expressed genes along chromosome
arms (D’Ambrosio et al. 2008; Kim et al. 2013). Condensin binding
near transfer RNA genes and at the 35S ribosomal DNA (rDNA) relies
on the transcription factors TFIIIC and Acrl, respectively (D’Ambrosio
et al. 2008; Nakazawa et al. 2008; Tada et al. 2011). Furthermore,
a physical interaction has been described between condensin and
TFIIIC in budding and fission yeasts (Haeusler et al. 2008; Iwasaki
et al. 2010). Yet, transcription has been shown to preclude condensin
binding (Clemente-Blanco et al. 2009, 2011), and condensin accumu-
lates on chromatin during mitosis, when transcription is generally
down-regulated. The biological significance of this apparent paradox
is not yet known.
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Potentially adding further complexity to the picture are reports
that depletion of Smc4 or Smc2 delays, but does not prevent, the
formation of compacted metaphase chromosomes in Caenorhabditis
elegans, chicken, and human cells (Hudson et al 2009). However,
those condensin-depleted chromosomes lack structural integrity and
form extensive chromatin bridges during anaphase. These observa-
tions led to the proposal that condensin’s primary function is to pre-
serve the structural integrity of the mitotic chromosome during
anaphase while an as-yet-identified activity called regulator of chro-
mosome architecture (RCA) ensures the initial compaction of chro-
matin when CDK activity is high (Vagnarelli et al. 2006). However,
the finding that 5% of the wild-type level of Smc2 persist in Smc2-
depleted chicken DT40 cells (Ohta et al. 2010) raises the alternative
possibility that traces of condensin suffice to drive condensation from
prophase to metaphase but not for providing the stiffness required for
chromosome segregation upon anaphase onset.

Regardless of the exact mechanisms, condensin most likely
functions with multiple cofactors to associate with chromatin and to
ensure its reorganization in a cell cycle—regulated manner. To gain
insights into the mechanisms of condensin binding and mitotic chro-
mosome condensation, we searched for factors that collaborate with
condensin through an unbiased genetic screen in fission yeast. Using
a tester strain bearing a thermosensitive allele of the Cut3/Smc4
ATPase (Saka et al. 1994), we isolated mutations resulting in synthetic
lethality at the permissive temperature. As expected, our screen
resulted in the identification of mutations in other condensin subunits.
In addition, we identified a class of mutations affecting chromatin
modifiers linked to transcription, consistent with a close functional
interplay between condensin and the transcription machinery.

MATERIALS AND METHODS

Media, molecular genetics, and strains

Media and molecular genetics methods were as described previously
(Moreno et al. 1991). Complete medium was YES+A. The synthetic
medium was PMG unless otherwise stated. Gene deletions were per-
formed using a polymerase chain reaction (PCR)-based method, as
described (Bahler et al. 1998). All deletions were confirmed by PCR.
Strains used in this study are listed in Supporting Information,
Table SI.

Construction of the tester strain nmt41-cut3 cut3-477
The cut3 open reading frame was PCR-amplified from genomic DNA
using Pfu ultra DNA polymerase with primers GTTGTCGCGAACA
CACCTCTTTTCACGAC and TATACCGCGGCTTTGCGCAGAT
TTTACAG, digested with Nrul and Sacll (sites are underlined in
primer sequences), and cloned into the replicative expression vector
pJR2-41XL (Moreno et al. 2000). The recombinant plasmid, pREP41-
cut3, was linearized by cutting within arsl with MIul and inserted into
the genome of a thermosensitive cut3-477 mutant strain, presumably
at the arsl locus. A stable transformant that exhibited thiamine-
dependent thermosensitivity for growth at 36° was selected and back-
crossed to give rise to the tester strain nmt41-cut3 cut3-477. The genes
cut3-477 and nmt41-cut3 segregated independently of each other in
crosses.

Mutagenesis and screening

The tester strain was mutagenized with ethylmethane sulfonate 2%
(w/v) during one generation at 32° in EMM2 synthetic medium with-
out thiamine, as described (Moreno et al. 1991). Mutagenized cells
were plated on PMG medium without thiamine at 32°, and colonies
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were replicated onto PMG plus phloxine B without or with (20 wM)
thiamine. Colonies that stained dark red onto PMG phloxine B plus
thiamine at 32° were selected.

Reverse Transcriptase (RT)-quantitative (q)PCR

Total RNA was extracted from 10® cells by standard hot-phenol
method. Reverse transcription was performed on 500 ng of total
RNA using Superscript II (Invitrogen) and random hexamers. RT-
qPCR analyses were performed with a Rotor-Gene PCR cycler.

Genetic mapping

Genetic mapping was performed as described (Anders et al. 2008).
Mutations were assigned to a given chromosome through homozy-
gous recI2A crosses. Subchromosomal mapping, when necessary, was
performed using swi5A.

Immunofluorescence

Immunofluorescence was performed as described previously (Bernard
et al. 2010) with the use of anti-« tubulin Tatl antibody (Woods et al.
1989). Spindle length was measured with Image J software.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP)

Cells arrested in prometaphase at 17° were fixed with 1% formalde-
hyde for 30 min and processed for chromatin immunoprecipitation as
described (Bernard et al. 2010) using the anti-GFP antibody A11122.
Immune complexes were collected with Dynabeads protein A. Real
time-qPCR analyses were performed using Rotor-Gene PCR cycler.
Primers sequences are available upon request.

Sequencing

Next-generation sequencing was performed by using Illumina HiSeq
2000. A total of 20 pg of genomic DNA was prepared from the mutant
strains slc129, slc174, slc185, or sup122, sonicated using BioRuptor for
35 min at 320W (30 sec ON, 30 sec OFF) and processed using the
TruSeq DNA Sample Prep Kit (Illumina). DNA samples were se-
quenced with a coverage varying between 180 and 230X and aligned
to the S. pombe reference genome using the CASAVA 1.8 software.
Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) and single-nucleotide
insertions or deletions were sought using CASAVA 1.8. Mutations
of interest were confirmed by PCR amplification of candidate gene
using Phusion DNA polymerase and Sanger sequencing of the PCR
product.

RESULTS

The condensin mutant cut3-477 is defective for
chromosome condensation at 32°

To identify factors that collaborate with condensin, we performed
a genetic screen for mutants unable to survive when condensin is
partly deficient. We chose the thermosensitive cut3-477 mutation to
weaken condensin because this mutation in the Cut3/Smc4 ATPase
has been shown to cause synthetic lethality when combined with top2-
250 at the permissive temperature of 30° (Saka et al. 1994), suggesting
that cut3-477 mutant cells survive with a partly defective condensin
complex. In agreement, we observed chromatin bridges and chroma-
tin masses trailing on the mitotic spindle in cut3-477 mutant cells
cultured at 25° 32° and 37° (Figure S1A). Growth of the cut3-477
mutant strain at 32° (see Figure 1B) despite the presence of chromo-
some segregation defects in ~60% of anaphases may be explained by
the resolution of those chromosome segregation defects by telophase,
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an event that might escape our detection focused on anaphase cells.
We also assessed condensin binding to chromatin by ChIP. Cells
expressing the GFP-tagged Cnd2 subunit of condensin were arrested
in prometaphase by using the cryosensitive nda3-KM311 mutation
and processed for ChIP against GFP. Mitotic arrest was achieved with
similar efficiency in cnd2-GFP and cnd2-GFP cut3-477 strains, as in-
dicated by the septation indexes and the percentages of cells showing
Cnd2-GFP enriched in the nucleus (Figure S1B) (Sutani et al. 1999).
In good agreement with recent results (Tada ef al. 2011), we found
that the binding of Cnd2-GFP to centromere, rDNA, and several sites
distributed along chromosome arms was reduced in a cut3-477 back-
ground (Figure S1B). These data indicate that condensin binding and
mitotic chromosome condensation are impaired in a cut3-477 genetic
background at 25° and 32°, although the cut3-477 mutant strain is
alive at these temperatures. This most likely renders the cut3-477
strain hypersensitive to additional nonlethal mutations that alter the
condensation process, such as top2-250. Therefore, screening for
mutations synthetically lethal with cut3-477 may lead to the identifi-
cation of factors required for mitotic chromosome condensation.

Construction of a tester strain, nmt41-cut3 cut3-477

To screen for mutations synthetically lethal with cut3-477, we created
the tester strain nmt41-cut3 cut3-477, which possesses the cut3-477
mutation at the cut3 locus plus a wild-type cut3 gene whose expres-
sion is driven by the thiamine-repressible promoter nmt41 (no mes-
sage in thiamine) (Basi et al. 1993), inserted into the genome at an
ectopic location. Because the cut3-477 mutation is recessive (Saka et al.
1994), the tester strain should behave as a wild-type strain when
grown in the absence of thiamine (nmt41-cut3 expressed), but like
a cut3-477 mutant in the presence of thiamine (nmt41-cut3 repressed).
An asynchronous population of exponentially growing fission yeast
cells contains ~10% of mitotic cells. As shown in Figure 1A, nmt41-
cut3 cut3-477 cells cultured in the absence of thiamine at 36° exhibited
less than 2% of defective anaphases, but the frequency increased to 7%
in the presence of thiamine, reaching a level similar to the cut3-477
mutant. In contrast, the addition of thiamine to the growing medium
did not modify the frequency of defective anaphases exhibited by
nmt41-Q cut3-477 cells, bearing an empty nmt41 plasmid. These data
indicate that the nmt41-cut3 gene complements, at least partly, the
cut3-477 mutation at 36° in the absence of thiamine, but not in the
presence of 20 wM thiamine. Furthermore, using the tester strain we
observed a thiamine-dependent synthetic lethal genetic interaction
between top2-250 and cut3-477 at 32° (Figure 1B). Thus, the strain
nmt41-cut3 cut3-477 behaves as a wild-type strain when it is cultured
in the absence of thiamine, but like a cut3-477 condensin mutant
strain in the presence of thiamine.

Screening for mutations synthetically lethal with

cut3-477

The tester strain was mutagenized with ethylmethane sulfonate and
mutant colonies viable on synthetic medium without thiamine but
dead on synthetic medium plus thiamine at 32° were selected.
Mutants were subsequently backcrossed at least three times. The first
backcross was performed with a wild-type strain (lacking both nmt41-
cut3 and cut3-477). This allowed us to eliminate secondary mutation
in the cut3-477 gene that were lethal at 32° because mutants bearing
this type of mutation cannot produce cut3-477 progenies viable at 32°
in the absence of nmt41-cut3. This first backcross also allowed the
elimination of mutations that conferred thiamine hypersensitivity, i.e.,
mutants that produced progenies hypersensitive to thiamine regardless
of nmt41-cut3. From ~180,000 colonies, 15 slc mutants (synthetically
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Figure 1 The nmt41-cut3 cut3-477 tester strain. (A)
Cell cultures in synthetic medium without thiamine
(Thi) at 25° were split in two, and Thi (20 pM final)
was added to one half. Cells were incubated at 25°
for three doublings, shifted to 36° for three additional
doublings, fixed, and stained with Hoechst 33342 to
visualize DNA. Binucleated cells were examined for
chromosome segregation defects (n > 100). (B) Cells
grown in synthetic medium without Thi were serially

lethal with cut3) were selected (see Table 1). Representative examples
are shown in Figure 2A. During the course of the backcrosses, we
noticed that all slc mutants, except slc129, produced cut3-477 slc prog-
enies devoid of the nmt41-cut3 gene at 25°. Those cut3-477 slc double
mutants were viable at 25° but dead at 32° (Figure 2B). Thus, the
synthetically lethal interactions between the vast majority of slc muta-
tions and cut3-477 are thermo-dependent.

Genetic analyses

All slc mutations segregate 2:2 in crosses. They are recessive and
organized into eight complementation groups, defining eight loci
(Table 1). To test for allelism with expected hits, each slc locus was
assessed for genetic linkage with chromosome condensation genes:
condensin subunits cutl4, cndl, cnd2, and cnd3, top2, aurora-B and
polo kinases, survivin, incenp, pcsi, and mde4 (Tada et al. 2011). We
observed a tight linkage between 3 slc loci (representing 10 mutations)
and cutl4, cndl, or cnd3, and between a fourth sic locus and arkl,
which encodes Aurora-B kinase. Sanger sequencing of those genes in
candidate slc mutant backgrounds confirmed allelism. The 11 slc
mutations were therefore renamed following the rule gene name-
mutation number, e.g., the slc7] mutation in the cutl4 gene was
renamed cut14-71 (Table 1). For the remaining slc127, slc129, slc174,
and slc185 loci, we observed no genetic linkage with any tested con-
densation gene, raising the possibility that these four loci could cor-
respond to unknown chromosome condensation genes.

Phenotypic analyses

slc mutations might alter mitotic chromosome condensation. To test
this, we examined chromosome segregation in slc single-mutant cells.
Mitotic cells were identified by the presence of a mitotic spindle and
examined for chromosome segregation defects. In wild-type cells, the
migration of centromeres to the opposite poles of the mitotic spindle
upon anaphase onset, and the movement of chromosome arms that
ensues, lead to the formation of a mini chromatin bridge, which
rapidly disappears as cells progress into late anaphase (Tada et al
2011). We observed mini chromatin bridges on short mitotic spindles
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diluted and spotted on synthetic medium plus phlox-
ine B supplemented or not with Thi (20 wM final).

with length comprised between 3 and 4 microns in wild-type cells
(Figure 3A). However, these chromatin bridges disappeared as mitotic
spindles increased to 5 microns in length, and passed this stage,
chromosomes were almost always fully separated and clustered at
the spindle poles (Figure 3, A and B). In sharp contrast, the four
mutants, slc127, slc129, slc174, and slc185, exhibited frequent chroma-
tin bridges and/or chromatin masses trailing on long anaphase spindle
(>5 microns in length; Figure 3, A and B). Thus, chromosome mi-
gration during anaphase is altered in slc127, slc129, slc174, and slc185
single-mutant cells.

Cut3 is an essential gene, and slc mutations may interfere with its
expression. Similarly, a reduced expression of top2 would most likely
kill a cut3-477 mutant strain. We therefore assessed by RT-qPCR the
expression levels of each subunit of condensin and of top2 in slc127,
slc129, slc174, and slc185 single-mutant cells cultured at 32° (Figure
S2). We observed no obvious reduction in the steady state levels of
either condensin or fop2 mRNA in any slc mutant, arguing against an
indirect negative effect of slc mutations on the expression of these
genes.

We assessed slc mutants for additional phenotypes. We observed
no cryosensitivity for growth at 20° (data not shown). However,
slc127, slc129, and slc174, as well as most slc mutants of the Cutl4
subunit of condensin, exhibited thermosensitivity for growth at 36°
(Figure S3A). Condensin takes part in the attachment of kinetochores
to microtubules during mitosis, and in the signaling and/or repair of
DNA damage during interphase, as indicated by the hypersensitivity
to hydroxyurea (HU) and ultraviolet light of cutl4-YI and cnd2-1
mutants (Aono et al. 2002; Akai et al. 2011; Tada et al. 2011). To test
for a possible role of slc genes in these processes, we examined the
growth of slc mutants in the presence of increasing amounts of thia-
bendazole, an inhibitor of microtubule polymerization, or in the pres-
ence of HU. The cuti4-71, slc127, and slc129 mutants, and to a lesser
extent arkl-190, showed hypersensitivity to TBZ (Figure S3B). In
addition, slc127, slc129, slc174, and cndl-175 were hypersensitive to
HU (Figure S3C). However, we observed no hypersensitivity to ultra-
violet radiation ranging from 50 to 100 J/m2 (not shown).
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nut2-122

cph2-174 ulp2-185

snf21-129

arp9-127

cut14-71 cnd1-175 cnd3-184 ark1-190

cut14-85
cut14-90

Allele names

cnd1-181

cnd1-182

cut14-173

cut14-179
cut14-180

M1l

R81C

C453Y

E524K

Q132

R241H

E195K

175: G667E
181: G912D
182: R1117C

71: G397D
85: D656N
90: T652M

Protein

173: T652M
179: T652M
180: C631Y

RSC, remodels the structure of chromatin.

@ STOP codon.

Identification of slc mutations

The arp9 gene was cloned by functional complementation of the
slc127 thermosensitive phenotype using the pURI19-B1 genomic li-
brary (Barbet et al. 1992). Sequencing arp9 in the slc127 mutant strain
revealed a C37T mutation (numbering starting from the ATG) that
created a premature stop codon. The slcI27 mutation was therefore
renamed arp9-127. We failed to clone the three other slc genes by
functional complementation. Those genes were identified by an alter-
native approach combining next-generation, whole-genome sequenc-
ing of slc mutants strain and genetic mapping of slc point mutations.
We identified 109 = 8 SNPs in each slc mutant strains (File S1, File S2,
File S3). First, pairwise comparisons of the lists of SNPs using a home-
made script allowed us to identify 5 = 3 SNPs that were unique to
each mutant background. Second, each slc mutation was assigned to
one chromosome by cosegregation analyses (Anders et al. 2008), fur-
ther refining the number of candidate SNPs to 3 = 2 per mutant
genome. Finally, candidate single-base mutations were identified by
genetic linkage analyses and confirmed by Sanger sequencing (Table
1). slc129 corresponds to snf21, slc174 to cph2, and slc185 to ulp2.
Except for snf21, which is an essential gene, we confirmed that de-
leting arp9, cph2, or ulp2 was synthetically lethal with cut3-477 at 32°
(Figure S4).

nut2 is a suppressor of cut3-477

The nmt41-cut3 cut3-477 tester strain forms pink colonies at 32° on
synthetic medium supplemented with phloxine B and 20 pM thia-
mine (Figure 1B). During the screening procedure, we picked a mutant
colony that remained white on synthetic medium plus phloxine B plus
thiamine at 32°, suggesting a possible suppressive effect on cut3-477.
Backcrosses confirmed the presence of a suppressor mutation, named
sup122, distinct from the cut3 locus and independent of nmt41-cut3,
which restored the growth of cut3-477 at restrictive temperature (Fig-
ure 4A). The sup122 mutation segregates 2:2 in crosses and is reces-
sive. Genome resequencing of the supl22 mutant strain combined
with genetic mapping revealed a point mutation in the nonessential
nut2 gene (Table 1 and File $4), and we confirmed that deleting nut2
restored growth of cut3-477 at 34° (Figure 4A). To investigate the
mechanism through which the lack of nut2 partly suppressed the
thermosensitivity of cut3-477, we assessed chromosome segregation
in cut3-477 nut2A double-mutant cells at 34° (Figure 4B). The fre-
quency of defective anaphases was markedly reduced in cut3-477
nut2A cells compared with cut3-477, although chromosome segrega-
tion was altered in ~7% of anaphases in nut2A. Thus, nut2 is required
for normal chromosome segregation and its deficiency rescues chro-
mosome segregation when condensin is impaired by the cut3-477
mutation.

DISCUSSION

To identify genes that potentially interact with condensin to mediate
chromatin interaction and compaction, we performed an unbiased
genetic screen for genetic interaction partners of the Cut3/Smc4
ATPase subunit of condensin in fission yeast. This screen identified
novel mutations in the condensin subunits Cut14, Cndl, and Cnd3,
and in Aurora-B kinase, which regulates condensin binding to
chromatin (Tada et al. 2011), demonstrating its efficiency in identify-
ing bona fide condensation factors. In addition, we isolated mutations
in arp9, snf21, cph2, and ulp2, four genes not previously implicated in
mitotic chromosome condensation in fission yeast. We show that all
these mutations cause chromatin bridges and/or segregation anoma-
lies in anaphase, consistent with defective chromosome condensation.
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Figure 2 slc mutations are synthetically lethal with cut3-477. Strains of
indicated genotypes were serially diluted and spotted onto (A) syn-
thetic medium without thiamine (0 Thi) or supplemented with thiamine
(20 wM final) to repress transcription of the nmt41-cut3 gene, or (B)
onto complete medium.

In the course of this screen, we independently identified nut2A as
a suppressor of the thermosensitive growth and segregation defects
caused by the condensin mutation cut3-477. Thus, Arp9, Snf21, Cph2,
Ulp2, and Nut2 may play a role in mitotic chromosome condensation.

The presence of single alleles of arp9, snf21, cph2, or ulp2 indicates
that the screen is not saturated and therefore that additional genes
synthetically lethal with cut3 remain to be identified. Consistent with
this, using high-throughput genetic interaction mapping Ryan et al.
(2012) reported negative genetic interactions between cut3 and at least
32 non-essential genes, including ulp2. Surprisingly, however, the
screen failed to detect arp9 and cph2, although cph2 was present in
the deletions library they used for screening.

The cut14-71 mutation identified here confers hypersensitivity to
TBZ. To the best of our knowledge, this is the first described mutation
in condensin that confers pronounced TBZ hypersensitivity. The fact
that among eight condensin mutants (seven slc alleles plus cut3-477),
solely cutl4-71 exhibits this phenotype, suggests that this type of
mutation may be rare. Pcsl recruits condensin at the kinetochore

(Tada et al. 2011), and like cutl4-71, pesIA is co-lethal with cut3-
477 and confers hypersensitivity to TBZ. Thus, cut14-71 may affect the
binding and/or the activity of condensin at the kinetochore in partic-
ular. cut14-71 changes the glycine 397 of Cut14 into an aspartate. This
residue is located at the very beginning of a coiled coil motif and is not
conserved throughout evolution. Using the COILS program as a pre-
dictive tool (Lupas et al. 1991), we observed no disruption of the
coiled-coil organization in the Cut14-71 mutant protein. Furthermore,
Cutl4 does not seem to directly contact the Pcs1/Mde4 monopolin
complex (Tada et al. 2011). Thus, why cut14-71 would have a specific
impact on condensin at kinetochores remains enigmatic. The three
other slc alleles of cutl4 (slc85, slc90, and slc180) all affect conserved
residues located within the hinge domain. Notably, sic90 affects a
threonine residue conserved from bacteria to human and located near
glycine patches clustered at the dimerization interface and essential for
dimer formation and DNA binding (Hirano and Hirano 2002). Thus
sc85, sIc90, and slc180 may weaken the interaction between the hinge
domains of Cut3/Smc4 and Cut14/Smc2.

Arp9 is a subunit of the Swi/Snf and RSC (i.e., remodels the
structure of chromatin) chromatin remodeling complexes, whereas
Snf21 is the ATP-dependent DNA helicase of RSC (Monahan et al.
2008). The fact that both snf21-129 and arp9-127 exhibit similar phe-
notypes, such as hypersensitivity to TBZ or HU, thermosensitivity,
and the greatest frequency of chromatin bridges in anaphase at 32°
among slc mutants, is consistent with their coexistence into function-
ally similar complexes. Arp9 may contribute to the association of RSC
with chromatin as a heterodimer with Arp42 (Monahan et al. 2008),
and lack of Arp42 or of the Snf5 subunit of Swi/Snf is synthetically
sick in combination with cut3-477 (Ryan et al. 2012). These data
suggest that chromatin remodeling may play a role in chromosome
condensation. ISWI chromatin remodeling complexes have been iden-
tified as major components of mitotic chromosomes assembled in
Xenopus laevis egg extracts (MacCallum et al. 2002). However, the
role of ISWI complexes in the formation of mitotic chromosome in
this system appears rather limited. Furthermore, RSC has been impli-
cated in multiple processes such as kinetochore function and recruit-
ment of cohesin along chromosome arms (Hsu et al. 2003; Huang
et al. 2004). Given the role of remodeling complexes as transcriptional
coactivators, we cannot rule out the possibility that snf21-129 and/or
arp9-127 mutations affect chromosome condensation indirectly. The
hypersensitivity to HU of snf2-129 and arp9-127 mutants may reflect
a defect in DNA replication during S phase, and the chromatin
bridges exhibited by these mutants may stem, at least in part, from
entry into mitosis with only partially replicated chromosomes. Alter-
natively, ATP-dependent chromatin remodeling may play an active
role in the binding of condensin to “open” chromatin at promoters of

Figure 3 Defective chromosome migration dur-
ing anaphase in slc mutant cells. (A) Chromo-
some segregation in cells fixed and processed
for immunofluorescence against a-tubulin (Tubu-
lin). DNA was stained with 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI). Bar: 5 um. (B) Frequencies
of chromosome segregation defects in late ana-
phase. Cells were fixed, processed for tubulin
staining, and examined for chromosome segre-
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E § 5 gation defects in late anaphase (spindle >5 pum,
o 3 n > 100). Left panel: cells were cultured and
3 fixed at 32°. Right panel: cells cultured at 32°
36°C were shifted at 36° for 2.5 hr and fixed at 36°.
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Figure 4 The lack of nut2 partly compensates for cut3-477 deficiency.
(A) Cells of indicated genotypes were serially diluted and spotted onto
complete medium. (B) Cells exponentially growing at 30° were shifted
at 34° for one generation, fixed, and processed for immunofluores-
cence against a-tubulin (Tub) and DNA staining with DAPI. Bar, 5 um.
Chromosome segregation was assessed in late anaphase cells (spindle
>5 pum, n > 100). **P < 0.001, x? test.

active genes (see herein). Further work is required to determine
whether or not the link we describe here between chromatin remod-
eling complexes and condensin is direct.

Cph2 is a zinc finger PHD domain protein associated with the Clr6
histone deacetylase within a complex called Clr6 II, which deacetylates
histones mostly within coding regions of the genome (Nicolas et al.
2007). Clr6 1I is the functional counterpart of budding yeast RPD3S,
and RPD3-dependent deacetylation of histone H4-K5/K12 has been
implicated in the recruitment of condensin onto rDNA in budding
yeast in response to starvation (Tsang et al. 2007). Clr6 contributes to
the regulation of condensin binding to retrotransposons in fission
yeast through the deacetylation of H3-K56 (Tanaka et al. 2012), and
the lack of Alp13, a nonessential subunit of Clr6 II, has been shown to
cause chromosome segregation anomalies similar to those associated
with defects in condensation (Nakayama ef al. 2003). We found that,
like cph2A, alp13A was colethal with cut3-477 at 32° (see Figure S5).
Thus, Cph2 may influence condensin association with chromatin as
part of the Clr6 II histone deacetylase complex. Clr6 II may contribute
to chromosome condensation by modulating the level of acetylation of
nucleosomes, but possibly also of condensin itself, as suggested for the
related cohesin complex (Kagami et al. 2011).

Ulp2 is a sumo-specific protease that plays a dual role in the cycle
of sumoylation/desumoylation of proteins. Sumo (small ubiquitin-
related modifier) is a reversible posttranslational protein modifier that
is synthesized into an inactive proform. Ulp2 cleaves Sumo propeptide
into a mature form that can be conjugated to target proteins, and,
through its protease activity, also allows the de-sumoylation of target
proteins (Geiss-Friedlander and Melchior 2007). Budding yeast ULP2
has been identified as a multicopy suppressor of the smc2-6 allele of
condensin, and lack of ULP2 is colethal with smc4-1 (Bachellier-Bassi
et al. 2008; Strunnikov et al. 2001). Thus, Ulp2 seems to play a positive
role in chromosome condensation that is conserved in budding and
fission yeasts. The targets of Ulp2 in this pathway may be multiple,
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including topoisomerases and/or condensin. Sumoylation of conden-
sin subunits has been observed and is necessary for condensin re-
cruitment to the rDNA repeats during anaphase (D’Amours et al.
2004; Takahashi et al. 2008). However, the underlying mechanism
remains elusive. Ulp2 may play a positive role in this pathway because
it seems required for the rDNA enrichment of Smc4-GFP (Strunnikov
et al. 2001).

Nut2 is a component of the mediator complex, which physically
associates with DNA binding transcription factors and RNA poly-
merase II. Through these contacts, mediator assists the recruitment of
RNA polymerase II to genes promoters and integrates regulatory
signals for transcription (Conaway and Conaway 2011). Mediator can
stimulate or repress transcription and its subunits exhibit gene-specific
effects. The origin of the chromosome segregation defects in nut2A
cells remains undetermined. However, the fact that the lack of Nut2
improves chromosome segregation in cut3-477 cells strongly suggests
that the lack of Nut2 liberates a condensation activity that is limiting
in a cut3-477 background, and, therefore, that Nut2 plays a negative
role in chromosome condensation. The restored growth of the cut3-
477 nut2A double mutant at 34° compared with cut3-477 most likely
stems from the improved chromosome segregation. Nut2 may be re-
quired for the transcription of a negative regulator of chromosome
condensation. Alternatively, given that transcription and condensin
binding are antagonistic (Clemente-Blanco et al. 2009), an overall
reduction in transcription caused by the lack of Nut2 may facilitate
condensin binding to chromatin.

A recent report indicates that increasing cohesin occupancy on
chromosomes by eliminating the destabilizing activity of Wapl leads
to a substantial increase in the compaction of chromosomes (Tedeschi
et al. 2013). Mediator and cohesin physically interacts and cooccupy
active genes in human cells (Kagey et al. 2010). Thus, lack of Nut2
may compensate for condensin deficiency by increasing cohesin oc-
cupancy. However, we think this is unlikely because the lack of fission
yeast Wapl (wplIA) does not restore growth of cut3-477 condensin
mutant (Figure S6). Rather, given the overlap that seems to exist
between condensin and cohesin for their loading onto chromosomes
(D’Ambrosio et al. 2008), mediator may play a direct role in chromo-
some condensation through the recruitment of condensin onto chro-
matin, and Nut2 may negatively regulate this pathway.

One characteristic of condensin I and II complexes that recently
emerged from genome-wide mapping experiments in budding and
fission yeasts, C. elegans, chicken DT40 cells, and mouse embryonic
stem cells is that both complexes are enriched at promoters of active
genes (D’Ambrosio et al. 2008; Dowen et al. 2013; Kim et al. 2013;
Kranz et al. 2013). The bacterial condensin of Bacillus subtilis also
binds in the vicinity of highly expressed genes (Gruber and Errington
2009). Therefore, transcription somehow influences the binding of
condensin complexes to chromosomes. Remarkably, four of the five
“non-condensin” genes identified in this screen—arp9, snf21, cph2,
and nut2—are implicated in transcription in eukaryotes. Swi/snf
and RSC chromatin remodelers alter nucleosome positioning at gene
promoters, thereby exposing DNA to the transcriptional machinery.
Clr6 II/RPD3S deacetylates histones within the coding region of genes
thereby promoting chromatin reformation in the wake of RNA poly-
merase II and prohibiting antisense transcription (Nicolas et al. 2007;
Venkatesh et al. 2012). Furthermore, if we consider all known genetic
interaction partners with cut3 referenced in the pombase database
(Wood et al. 2012), 28% (11/39) are linked to transcription. Although
we cannot exclude the possibility of a role in pathways related to topo
IT and/or RCA, it is tempting to speculate that this enrichment in
transcription cofactors reflects a link between condensin binding to
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chromosomes and high transcription rate. Local chromatin features
established with transcription may play a role in condensin association
with chromosome in eukaryotes. Overall, this genetic screen reinforces
the idea of a tight functional interplay between condensin association
with chromatin and transcriptional processes.
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Figure S1 Characterization of the thermosensitive cut3-477 condensin mutant

A. Cells grown at 25°C, 32°C or shifted from 25°C to 37°C and further incubated for 2 hours were fixed and processed for
immunofluorescence against o-tubulin (Tubulin). DNA was stained with 4’, 6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Two
representative cut3-477 mutant cells exhibiting chromatin bridge (a) or trailing chromatin (b) are shown. Bar: 5 um.
Frequencies were determined by scoring at least 100 anaphase cells (mitotic spindle > 5 um). B. Indicated strain were
arrested in prometaphase at 17°C by using the nda3-KM311 mutation and processed for ChIP against GFP. % IP correspond
to the average and mean deviation obtained from 3 independent ChlPs. Mitotic arrests were assessed by scoring cells

exhibiting nuclear Cnd2-GFP signals (Mitotic) and septated cells (Septated). Average and mean deviation calculated from
three independent cultures are indicated.
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Figure S2 slc mutations do not significantly reduce condensin and top2 steady state mRNA levels.

Total RNA was extracted from cells exponentially growing at 32°C throughout the experiment. 500 ng of total RNA was
reverse-transcribed in the presence (+) or absence (-) of Reverse Transcriptase (RT) and cDNAs were quantified by real time
gPCR. Indicated values correspond to average and mean deviation from two independent experiments with two
independent reverse transcriptions per experiment.
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Figure S3 Macroscopic phenotypes of slc mutants

Strains of indicated genotypes were serially diluted and spotted onto indicated YES+A media. Growth in the presence of
TBZ or HU was assessed at 32°C.
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Figure S4 Negative genetic interaction between ulp2, cph2 or arp9 and cut3
Strains of indicated genotypes were serially diluted and spotted onto complete YES+A medium.
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Figure S5 cut3-477 confers hypersensitivity to the lack of alp13
Strains of indicated genotypes were serially diluted and spotted on complete medium
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Figure S6 Lack of Wpl1 does not suppress the thermosensitive growth phenotype of condensin mutants

Strains of indicated genotypes were serially diluted and spotted onto complete medium. Plates were incubated for 4 days.
Thermosensitive cdc25-22 was used as a specificity control.
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Table S1 Strains used in this study

number genotype origin
LY113 h- leul-32 ura4D18 ade6-210 Lab stock
LY45 h- leul-32 ura4D18 cut3-477 YGRC
LY270 h- leul-32 ura4D18 nda3-KM311 Lab stock
LY1802 h- leul-32 ura4D18 or DS/E nda3-KM311 cnd2-gfp-LEU2 YGRC
LY2046 h- leul-32 ura4D18 or DS/E cut3-477 nda3-KM311 cnd2-gfp-LEU2 Lab stock
LY78 h- leul-32 cut3-477 pREP41XL-cut3-LEU2 Lab stock
LY69 h- leul-32 cut3-477 pREP41XL-LEU?2 Lab stock
LY42 h- leul-32 top2-250 YGRC
LY75 h- leul-32 cut3-477 top2-250 pREP41XL-cut3-LEU2 Lab stock
LY1064 h- leul-32 ura4D18 ade6-210 slc71 Lab stock
LY862 h- leul-32 ura4D18 ade6-210 slc85 Lab stock
LY646 h- leul-32 ura4D18 or DS/E slc90 Lab stock
LY1241 h+ leul-32 ura4D18 or DS/E ade6-210 slc127 Lab stock
LY962 h- leul-32 ura4D18 or DS/E ade6-216 slc129 Lab stock
LYS858 h- leul-32 ura4D18 or DS/E ade6-216 slc173 Lab stock
LY1259 h+ leul-32 ade6-210 slc174 Lab stock
LY1261 h+ leul-32 ura4D18 or DS/E ade6-210 slc175 Lab stock
LY1250 h- leul-32 ura4D18 or DS/E ade6-210 slc179 Lab stock
LY1252 h- leul-32 ura4D18 or DS/E ade6-210 slc180 Lab stock
LY1264 h- leul-32 ura4D18 or DS/E ade6-210 sic181 Lab stock
LY1266 h- leul-32 ura4D18 or DS/E ade6-210 slc182 Lab stock
LY1268 h- leul-32 ura4D18 or DS/E ade6-210 slc184 Lab stock
LY1269 h- leul-32 ura4D18 or DS/E ade6-210 slc185 Lab stock
LY1271 h- leul-32 ade6-210 slc190 Lab stock
LY904 h- leul-32 ura4D18 or DS/E ade6-216 cut3-477 sup122 Lab stock
LY480 h- ura4D18 rad3A::ura4+ YGRC
LY28 h- leul-32 ura4D18 ade6-210 pcslA::urad+ JP Javerzat
LY2625 h+ leul-32 ura4D18 ade6-210 arp9A::NatR Lab stock
LY2601 h+ leul-32 ura4D18 ade6-216 cph2A::NatR Lab stock
LY2602 h+ leul-32 ura4D18 ade6-216 ulp2A::NatR Lab stock
LY2626 h+ leul-32 ura4D18 ade6-216 nut2A::NatR Lab stock
LY1948 h- leul-32 ura4DI18 ade6-210 alpl3A::NatR Lab stock
LY662 h+ leul-32 ura4D18 wpll A::kanR JP Javerzat
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La condensation mitotique des chromosomes est I'un des mécanismes assurant la
transmission fidele de I’information génétique. Les complexes condensines et leur association
a la chromatine sont nécessaires a cette condensation. Cependant, les mécanismes par lesquels
ces complexes s’associent aux chromosomes et contribuent a leur condensation sont mal
compris. L’objectif de ma thése était d’identifier et de caractériser des facteurs de
condensation encore inconnus collaborant avec le complexe condensine présent chez S.
pombe. Par un crible génétique, nous avons recherché¢ des mutants viables lorsque le
complexe condensine est complétement fonctionnel mais morts lorsque ce complexe est
partiellement défectif. Nous avons ainsi identifié 7 protéines jusqu’alors jamais impliquées
dans la condensation mitotique. Parmi ces derniéres, nous avons identifi¢é des protéines
impliquées dans le remodelage de la chromatine et des facteurs de transcription comme GenS,
une HAT tres conservée, connue pour son rdle de coactivateur de la transcription ; suggérant
un lien entre la condensation et la machinerie transcriptionnelle. GenS s’associe a la
chromatine au niveau des promoteurs des genes ou elle acétyle principalement H3K9, H3K 14
et H3K18. Sa présence au niveau des promoteurs est directement corrélée avec le niveau de
transcription des geénes correspondants. Bien que la majorité de la chromatine soit dé-acétylée
et que la présence de Gen5 soit réduite au niveau des chromosomes en mitose, des traces de
H3K9 acétylée persistent au niveau de certains promoteurs. Nos résultats suggérent que cette
acétylation persistante pourrait étre liée au recrutement du complexe condensine a la
chromatine.

From yeasts to human, Condensin is essential for mitotic chromosome condensation. However,
how Condensin binds to chromatin and, in this context, shapes mitotic chromosome remain
poorly understood. Mappings performed from yeasts to mouse have revealed that condensin is
enriched near highly expressed genes along chromosome arms, suggesting that as yet identified
features associated with transcription take part in condensin binding to chromatin. To identify
factors that collaborate with Condensin we performed a synthetically lethal genetic screen in
fission yeast. We searched for mutants that are alive when Condensin is fully functional but
dead when Condensin is partly defective. We identified 7 proteins never known for their roles
in the mitotic condensation, such as some chromatin remodelling and some transcription
factors. All these results were consistent with a link between condensation and transcription.
Among theses 7 proteins, we found GenS, which encodes a conserved HAT, well known for
the role it plays as a transcriptional co-activator. GenS binds to gene promoters where it
acetylates mainly H3K9, K14 and K18, and its occupancy correlates with transcription rates.
Remarkably, although the bulk of chromatin is de-acetylated and Gen5 reduced from chromatin
upon mitosis entry, traces of GenS dependant H3K9 acetylated persist at condensin binding
sites. Here, we provide evidence that GenS-mediated histone H3-K9 acetylation could assist the
binding of Condensin to chromatin.



