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AVANT-PROPOS 

La transmission est à la base de ce qui « fait tourner » le monde : un grand-père 

transmet son savoir à ses petits-enfants, une mère transmet son secret culinaire à sa fille, les 

traditions se transmettent de génération en génération, afin que les choses importantes ne 

se perdent et que la vie perdure. Il en est de même pour l’information génétique qui se 

transmet de cellule fille en cellule fille pour que chaque être vivant voie le jour et se 

développe. Des milliers de processus cellulaires et de protagonistes dont les secrets ont été 

mis à jour pour certains, sont à l’origine de toute une machinerie qui veille minutieusement 

à ce que cette transmission se fasse « dans les règles ». Malgré cela, tout ne se passe pas 

toujours comme il le faudrait et cela conduit à des anomalies comme l’aneuploïdie, 

entraînant entre autres cancer ou trisomie. Ainsi, la compréhension de tous ces mécanismes 

mis en jeu semble d’un intérêt majeur. C’est pourquoi nombre de scientifiques se sont 

attelés et s’y attellent toujours. 

Tout semble commencer au XIXème siècle. Entre 1874 et 1876, le biologiste allemand 

Walther Flemming s’intéressa aux différentes étapes de la division cellulaire. Il remarqua que 

le « réseau » situé à l’intérieur du noyau se transformait en « fils » se séparant ensuite en 

deux formations distinctes. D’ailleurs ces « fils » furent nommés chromosomes par Heinrich 

Wilhelm Waldeyer en 1888 (Waldeyer-Hartz, « A propos de la mitose et de ses relations avec 

les processus de fertilisation », 1888). En 1882, Flemming fit état de l’assemblage des 

chromosomes en paires et fit l’hypothèse que les chromosomes étaient divisés 

longitudinalement et que chaque moitié était acquise par chaque nouvelle cellule fille1. Puis 

avec l’avancée de la recherche sur le cycle cellulaire, est venue la question des liens 

physiques qui persistent entre les deux chromatides sœurs jusqu’en anaphase de mitose : 

comment les deux chromatides sœurs sont-elles maintenues ensemble ? Pour répondre à 

cette question, il y eut d’abord l’hypothèse de la caténation de l’ADN, énoncée par Olof 

Sundin et Alexander Varshavsky en 1980. En effet, leur hypothèse était que les chromatides 

issues de la réplication étaient maintenues ensemble par caténation entre les molécules 

mère et fille2–4. Mais c’est en 1997, que le groupe de Kim Nasmyth découvrit les cohésines 

comme étant les « protéines empêchant la séparation précoce des chromatides »5. Le 

monde de la cohésion était « né ». Aujourd’hui, ce vaste domaine est en perpétuelle  
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avancée mais persiste toujours la question du mécanisme de l’établissement de la cohésion 

par les cohésines mais aussi du maintien de la cohésion à travers le cycle cellulaire.  

Cette thèse fait état de la découverte et de la caractérisation d’un nouveau protagoniste 

dans le monde de la cohésion. Il s’agit du complexe sérine/thréonine Phosphatase de type 4 

(PP4). Les résultats présentés indiquent que PP4 contribue à la fonction anti-cohésion de la 

protéine Wpl1 via la déphosphorylation de la sous-unité Rad21 du complexe cohésine chez 

la levure Schizosaccharomyces pombe. 
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Figure 1 : Représentation schématique de l’anneau de cohésine.
Le complexe cohésine est une structure tripartite en forme d’anneau constituée par les protéines
Smc1, Smc3 et Rad21. Les protéines Wapl, Pds5 et Scc3 sont des protéines régulatrices.

Wapl Scc3
P
d
S
5

Smc3

Smc1

Chromatides
sœurs

Têtes globulaires 
de Smc1

Régions charnières :
Hinges

Têtes globulaires 
de Smc3

~4
5 

n
m

Coiled-coils

Tableau 1 : Les protéines de l’anneau de cohésine et leurs protéines régulatrices sont conservées
de la levure à l’Homme .
Les protéines identifiées en rouge, correspondent aux isoformes méiotiques
Modifié de Cohesin, a chromatin engagement ring. Remeseiro et Losada, 2013
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INTRODUCTION 

Les cohésines sont des complexes protéiques en forme d’anneau qui assurent la capture 

des molécules d’ADN. Ces protéines ont d’abord été identifiées pour leur rôle dans la 

cohésion des chromatides sœurs, nécessaires à assurer la ségrégation correcte de ces 

dernières lors de chaque division cellulaire. Les cohésines sont également impliquées dans la 

réparation des cassures double brin de l’ADN, en phase S mais également en phase G2, cela 

par recombinaison homologue. Il a été rapporté plus récemment que les cohésines jouent 

un rôle dans l’organisation architecturale de la chromatine et dans la transcription en 

permettant la formation et/ou la stabilisation de boucles de chromatine. Ce que nous savons 

aujourd’hui sur les cohésines résulte principalement des données issues de l’étude de leur 

fonction dans la ségrégation des chromatides sœurs. Les paragraphes qui suivent résument 

les connaissances que nous avons sur les cohésines, sur les différentes fonctions qu’elles 

jouent dans la cellule et présentent les données de notre laboratoire ayant conduit à 

l’élaboration de ce sujet de thèse. 

 

 

 I. Les cohésines 

A. Le complexe cohésine 

La cohésion des chromatides sœurs est assurée par un ensemble de protéines 

conservées de la levure à l’Homme6 (Tableau 1). Le complexe assurant la cohésion est 

composé de trois protéines majeures regroupées sous le terme « cohésine » : Smc1, Smc3 et 

Scc1 (respectivement Psm1, Psm3 et Rad21 chez Schizosaccharomyces pombe) qui forment 

ensemble une structure tripartite en forme d’anneau, ayant un diamètre de 45 à 50 nm7,8 

(Figure 1). A celles-ci s’ajoutent les protéines Scc3, Pds5 et Rad61 (Psc3, Pds5 et Wpl1 

respectivement chez S. pombe) qui interagissent avec l’anneau via Scc1 et jouent un rôle 

important dans la régulation des cohésines.  
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Figure 2 : Les complexes protéiques engageant les protéines SMC.
A. Représentation d’un monomère de SMC : des motifs de Walker A et B sont présents au niveau des
têtes globulaires des protéines SMC, respectivement en N-terminal et en C-terminal de chaque
monomère. Chaque protéine est constituée de régions coiled-coils, séparées par une région
charnière ou « hinge ».
B. Représentation schématique des complexes Cohésine, Condensine et Smc5/6.
Modifié de ATP Hydrolysis Is Required for Cohesin’s Association with Chromosomes. Arumugam et al.
2003 et de The maintenance of chromosome structure: positioning and functioning of SMC
complexes, Jeppsson et al. 2014.

B

Cohésine Condensine Smc5/6

Coiled-coils

A

Têtes globulaires

Têtes globulaires
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Les protéines Smc1 et Smc3 appartiennent à la famille des protéines SMC (Structural 

Maintenance of Chromosomes) qui sont des ABC-like ATPases (ABC : ATP-Binding Cassette) 

présentes chez quasiment toutes les espèces, des bactéries aux mammifères. Protéines 

essentielles, elles sont impliquées dans de multiples processus cellulaires. Chaque protéine 

SMC est composée de deux têtes globulaires situées respectivement en N- et C-terminal. Le 

repliement des domaines coiled-coils antiparallèles séparant ces têtes globulaires permet la 

juxtaposition de ces dernières (Figure 2A). Ces têtes globulaires possèdent ensemble 

l’activité ATPasique car ce sont elles qui lient et hydrolysent l’Adénosine Triphosphate ou 

ATP. Une région charnière ou hinge sert de domaine de dimérisation entraînant la formation 

d’homo- (chez les Procaryotes) ou hétérodimères de protéines SMC différentes mais proches 

au point de vue biochimique. Cette dimérisation entraîne la formation d’une structure en 

forme de V7–9. Par des données biochimiques et de structure, il a été montré que les 

protéines Smc1 et Smc3 sont liées grâce à des interactions hétérotypiques au niveau de la 

région charnière8. De plus, l’étude de la structure cristalline des hinges des protéines Smc1 

et Smc3 chez la souris, a permis de révéler l’existence d’un canal de 5 Å de diamètre, formé 

par l’interaction de ces domaines10 (Figure 3). Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, le 

remplacement des hinges des protéines Smc1 et Smc3 par deux protéines connues pour 

interagir, de même que la connexion artificielle de ces deux domaines, a permis certes la 

formation de l’anneau de cohésine, mais a empêché le chargement de celui-ci sur l’ADN. Ces 

résultats ont permis de mettre en évidence le rôle des hinges dans l’association des 

cohésines avec la chromatine, en plus de leur rôle dans la dimérisation des protéines Smc1 

et Smc311. La famille des SMC comprend des protéines formant des complexes, eux-mêmes 

impliqués dans des processus cellulaires différents. Les protéines Smc2 et Smc4 forment un 

hétérodimère de condensine impliquée dans la condensation de l’ADN pendant la mitose12–

14. L’hétérodimère des protéines Smc5 et Smc6 est impliqué dans la réparation de l’ADN 

mais aussi dans la dynamique et la stabilité des chromosomes15 (Figure 2B). Une protéine 

SMC lie une molécule d’ATP via sa paire de têtes globulaires, et cet ATP est contacté par la 

signature protéique ABC de la paire de têtes globulaires de l’autre SMC avec laquelle elle 

forme un hétérodimère (Figure 2A). Concernant le complexe cohésine, la tête globulaire 

située en N-terminal de chaque protéine Smc1 et Smc3, possède un motif Walker A, capable 

de lier une molécule d’ATP ; alors que celle située en C-terminal est responsable à la fois de 

la liaison et de l’hydrolyse d’une molécule d’ATP grâce à son motif Walker B, mais aussi  
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Figure 3 : Les trois interfaces.
A. Carte montrant la proximité de ponts lysine-lysine, établie par cross-links entre les protéines de
l’anneau de cohésine et permettant d’analyser les interactions entre les protéines de l’anneau et
entre celles-ci et les protéines régulatrices Wapl, Pds5 et SA1. L’entry gate se situe à l’interface
Smc1/Smc3. L’exit gate se situe à l’interface Smc3/Scc1. De Characterization of a DNA exit gate in the
human cohesin ring. Pim J. Huis in 't Veld et al. 2014.
B. Structure cristalline de l’interface Smc1/Smc3 de la souris. De Characterization of a DNA exit gate
in the human cohesin ring. Pim J. Huis in 't Veld et al. 2014.
C. Structure cristalline du complexe Smc3/Scc1 : Les hélices α2 et α3 de Scc1 (en vert) se lient au
coiled-coil de Smc3 (en bleu) afin d’établir un agencement hélicoïdal à 4 brins. De Closing the cohesin
ring: Structure and function of its Smc3-kleisin interface. Thomas G. Gligoris et al. 2014.
D. Modèle proposé pour la liaison de Wapl aux cohésines, suivie de la libération Wapl-dépendante
des cohésines de la chromatine. Wapl se lie à Pds5 et à l’interface Scc1/SA2, et permet l’ouverture
de l’interface Smc3/Scc1. Modifié de Structure of the human cohesin inhibitor Wapl. Ouyang et al.
2013.

A

B C

D
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del’hétérodimérisation de Smc1/Smc3 via sa signature ABC. Ainsi, la molécule d’ATP liée par 

les motifs Walker A et B d’une protéine Smc1, est contactée par la signature ABC de la 

protéine Smc3 avec laquelle elle forme un hétérodimère et vice-versa (Figure 2A).  Il a été 

montré que des mutations situées dans les domaines Walker A et B, et dans la signature ABC 

de Smc1 et de Smc3 empêchent la croissance des levures à 25°C et 30°C. De plus, une 

mutation dans le motif Walker B entraîne une croissance ralentie des levures, une 

thermosensibilité, et des défauts de cohésion. L’hydrolyse de l’ATP réalisée de façon 

coopérative par les têtes globulaires de Smc1 et Smc3, aurait pour conséquence la 

séparation de ces domaines protéiques9. 

 

La protéine Rad21 tire son nom du fait qu’elle intervient dans la réparation des lésions à 

l’ADN suite à des radiations ionisantes16–18.  Il a également été montré qu’elle est nécessaire 

à la croissance végétative17. Chez Saccharomyces cerevisiae, elle a pour protéine orthologue 

Scc1 ou Mcd1 (Sister Chromatid Cohesion protein 1 ou Mitotic Chromosome Determinant) et 

son orthologue méiotique s’appelle Rec8 chez de nombreuses espèces19,20. La protéine 

Rad21 est une phosphoprotéine nucléaire18 appartenant à la famille des Kléisines (du mot 

grec signifiant « fermeture »). C’est en effet elle qui « ferme » l’anneau. Des données de 

structure (cristallographie aux rayons X) et de cross-link in vivo ont montré que la partie N-

terminale de Scc1 interagit avec le domaine coiled-coil émergent de la tête ATPasique de la 

protéine Smc3. La partie N-terminale de Scc1 est constituée de trois hélices α1, α2 et α3, 

cette dernière étant la plus longue (34 résidus). Deux de ces trois hélices, α2 et α3, forment 

un faisceau de quatre hélices avec le coiled-coil de la protéine Smc3 (Figure 3)21,22. La partie 

C-terminale de la protéine Scc1, quant à elle, est responsable de l’interaction avec la 

protéine Smc1. Il a été montré, par des études cristallographiques, que le winged helix 

domain (WHD) de la partie C-terminale de Scc1 se lie à deux brins  situés dans la tête 

ATPasique de la protéine Smc18,23. 

 

La protéine Rad21 est régulée par phosphorylation au cours du cycle cellulaire18. En 

effet, il a été montré qu’elle est phosphorylée en début de phase S du cycle cellulaire chez S. 

pombe de façon concomitante à l’établissement de la cohésion24. De plus chez l’Homme25,  
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Smc3 Smc1

Rad21

Scc3

A

Embrace model

B C

Handcuff model

Figure 4 : Les modèles de capture topologique des chromatides sœurs par le complexe cohésine.
A. Représentation d’un anneau de cohésine.
B. Le Embrace model : un anneau unique de cohésine encercle les deux chromatides sœurs.
C. Le Handcuff model : deux anneaux de cohésine sont en interaction via leurs sous-unités Rad21,
reliées par une protéine Scc3, chaque anneau encerclant une chromatide.
Modifié de Sister Chromatid Cohesion Control and Aneuploidy.Barbero, 2011.
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S. cerevisiae26–28, et S. pombe29, la protéine Rad21 serait phosphorylée en phase M par des 

kinases de type Polo, ce qui faciliterait son clivage par la séparase afin de promouvoir la 

séparation des chromatides sœurs. Des expériences menées sur des cellules HeLa ont 

montré que la protéine Rad21 liée aux centromères des chromosomes métaphasiques, est 

hyperphosphorylée25. Elle est également phosphorylée par la sérine/thréonine kinase 

ATR/Rad3 à la suite de cassures double-brin de l’ADN lors d’arrêt du cycle cellulaire en phase 

G229.  C’est le clivage de la protéine Rad21 par la séparase (ou séparine, Esp1) en anaphase 

de mitose qui permet de libérer l’ADN de l’anneau, autorisant alors la ségrégation des 

chromatides sœurs30–32. Sur la protéine Rad21 de S. pombe, il existe deux sites de clivage par 

la séparase en position 179 et 231 (sur la protéine Scc1 de S. cerevisiae, ces sites 

correspondent aux positions 180 et 268) dont la séquence consensus correspond à S-φ-D/E-

X-G-R (où φ est un résidu hydrophobe; le clivage ayant lieu après l’arginine R24,29,31).  

 

B. Modèles de capture de la chromatine par le complexe cohésine 

Après la révélation de la structure en forme d’anneau du complexe cohésine sous forme 

soluble, grâce à des images en microscopie électronique7, la question de l’association de ce 

complexe avec la chromatine s’est posée. Ainsi, plusieurs modèles d’interaction des 

cohésines avec l’ADN ont été proposés (Figure 4). Chacun apportant des arguments en 

faveur de son hypothèse, un modèle ne peut exclure l’autre.  

 

Le modèle prédominant proposé par Kim Nasmyth (Figure 4B) et son équipe, propose 

une capture topologique des deux chromatides par un anneau unique de cohésine33. Selon 

ce modèle, l’anneau de cohésine encerclerait les deux chromatides sœurs dès leur sortie de 

la fourche de réplication jusqu’à leur séparation en anaphase de mitose34,35. Des arguments 

de nature biochimique permettent de soutenir ce modèle. L’analyse de la stœchiométrie 

indique qu’un anneau de cohésine ne contient qu’un seul hétérodimère de Smc1/Smc3. En 

effet, il a été montré chez la levure que deux protéines Smc1 étiquetées avec des épitopes 

différents, ne peuvent co-immunoprécipiter, de même que deux protéines Smc3 étiquetées 

avec des épitopes différents, en sont également incapables. En revanche, la détection de la 

co-immunoprécipitation d’une protéine Smc3 avec une protéine Scc1 suggère qu’une  
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protéine Scc1 ne peut lier qu’un hétérodimère de Smc1/Smc38. De plus, des données 

recueillies grâce à l’utilisation de la spectrométrie de masse, ont permis de déterminer la 

stœchiométrie des quatre protéines Smc1, Smc3, Scc1 et Scc3 (1 :1 :1 :1 )36. De plus, d’autres 

arguments biochimiques en faveur du modèle de l’anneau unique de cohésine encerclant 

l’ADN, ont été apportés par l’utilisation de la purification par affinité. Dans cet essai, les 

auteurs ont montré que les parties N- et C-terminales de la protéine Scc1, co-

immunoprécipitent malgré leur séparation due au clivage par la séparase, seulement si 

l’hétérodimère de Smc1/Smc3 auquel elles sont liées, est intègre et provient d’un même 

anneau de cohésine33. Enfin, il a été montré que la fermeture artificielle de chacune des trois 

interfaces d’un anneau de cohésine, produit une structure cohésine/ADN résistante au 

traitement au SDS (Sodium Dodecyl Sulfate). En effet, les auteurs ont montré que deux 

minichromosomes circulaires peuvent être maintenus ensemble par un anneau de cohésine 

dont les interfaces sont fermées de façon artificielle, et que de ce fait, le traitement au SDS 

visant normalement à rompre les liaisons non covalentes entre protéines, est incapable de 

séparer ce dimère de minichromosomes, suggérant la possibilité du piégeage de l’ADN par 

un seul complexe cohésine, en faveur de sa capture topologique par ce dernier37.  

 

Un autre modèle faisant appel à une structure en forme de bracelet ou « handcuff 

model» 38 (Figure 4C), propose que deux anneaux de cohésine soient en interaction via leurs 

sous-unités Rad21, chaque anneau encerclant une chromatide. Ce modèle implique la 

dimérisation des complexes cohésine, dimérisation qui n’a cependant été observée que dans 

une seule étude38 et qui n’a pas pu être mise en évidence dans le modèle S. cerevisiae. 

Certaines données tendent à s’opposer à ce modèle, puisqu’il a été montré d’une part, que 

des complexes cohésine, solubles ou liés à la chromatine, ne contiennent qu’un seul 

hétérodimère de Smc1/Smc3, et qu’une seule molécule de Scc1 et de Scc3 ;  et d’autre part, 

que deux versions étiquetées du domaine de la protéine Scc1 censé interagir avec la 

protéine entière Scc3, ne co-immunoprécipitent pas8,39. Les solides expériences menées par 

l’équipe de Kim Nasmyth sont en faveur du modèle de capture topologique par un anneau 

unique de cohésine37.  
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Repliement des coiled-coils

Liaison de la région 
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A

Figure 5 : Chargement du complexe cohésine.
A. Modèle de chargement du complexe : l’hydrolyse de l’ATP par les protéines Smc1 et Smc3
induirait le changement conformationnel de leurs têtes globulaires. Ce changement serait transmis à
la région charnière (hinge) par l’intermédiaire des domaines coiled-coils des protéines SMC, ce qui
aurait pour conséquence l’ouverture transitoire des deux sites de contacts au niveau de la région
charnière. La fermeture de l’anneau de cohésine se ferait alors une fois l’ADN entré et piégé. Modifié
de Evidence that Loading of Cohesin Onto Chromosomes Involves Opening of Its SMC Hinge, Gruber
et al. 2006.
B. Le complexe de chargement est composé par les protéines NIPBL/Mis4/Scc2 et MAU2/Ssl3/Scc4.
Modifié de Cohesin in cancer: chromosome segregation and beyond. Losada 2014
C. Équilibre dynamique entre chargement et dissociation des cohésines en G1.Modifié de Cohesin’s
DNA Exit Gate Is Distinct from Its Entrance Gate and Is Regulated by Acetylation, Chan et al. 2012.
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 II. Chargement du complexe cohésine 

L’association des cohésines à l’ADN représente vraisemblablement l’événement initial de 

capture de l’ADN par les cohésines. La réaction de chargement nécessite l’hydrolyse de l’ATP 

par les têtes globulaires des protéines Smc1 et Smc3 ainsi que l’action d’un autre complexe, 

le complexe de chargement, composé chez S. cerevisiae des protéines Scc2 et Scc49,40. 

 

A. Interface et acteurs moléculaires impliqués dans le chargement du 

complexe sur l’ADN 

Une étude menée chez S. cerevisiae propose que la capture de l’ADN par le complexe 

cohésine se fasse par l’intermédiaire de l’ouverture transitoire de l’interface Smc1/Smc3 ou 

entry gate11,41. En effet, le blocage expérimental de cette interface prévient le chargement 

des cohésines sur la chromatine alors que le blocage des deux autres interfaces est sans 

effet11. L’expérience repose sur la fermeture conditionnelle de l’interface Smc1/Smc3 via 

l’interaction des protéines FKBP12 et Frb, qui combinées respectivement aux protéines Smc1 

et Smc3, ne peuvent interagir qu’en présence de rapamycine42. Ainsi, des cellules 

synchronisées en phase G1 puis relâchées en phase S de façon concomitante à l’ajout de 

rapamycine dans le milieu de culture, ont montré de sévères défauts de cohésion des 

chromatides sœurs ; cela suggérant l’incapacité de ces cellules à établir de la cohésion 

pendant la réplication de l’ADN à cause de la fermeture de l’interface Smc1/Smc311. De plus, 

par immunoprécipitation de la chromatine (ChIP : Chromatin Immunoprecipitation), il a été 

montré que cette fusion Smc1/Smc3, réduisait fortement l’association des cohésines avec la 

chromatine11. Deux autres études avaient quant à elles montré que la réaction de 

chargement nécessite l’hydrolyse de l’ATP par les têtes globulaires des protéines SMC9,43. De 

ces données, il a été proposé un modèle selon lequel l’hydrolyse de l’ATP induirait un 

changement conformationnel des protéines SMC transmis au hinge par l’intermédiaire des 

domaines coiled-coils, ce qui aurait pour conséquences l’ouverture transitoire de l’interface 

Smc1/Smc3 et l’entrée de la fibre d’ADN11 (Figure 5A). 
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B. Complexe de chargement 

Le complexe de chargement est conservé de la levure à l’Homme, les orthologues des 

deux protéines assurant le chargement ayant été retrouvées chez de multiples espèces44–50. 

Ces dernières se nomment respectivement Mis4 et Ssl3 chez S. pombe 44,49,  et Nipped-B-like 

protein (NIPBL) et SCC4/MAU-2 chez l’Homme46,50 (Figure 5B). La protéine Mis4 a tout 

d’abord été caractérisée chez S. pombe comme étant nécessaire à la cohésion des 

chromatides sœurs, bien qu’agissant de façon distincte et indépendante au complexe 

cohésine44. Chez S. pombe, la protéine Ssl3 (Ssl : swi6 synthetically lethal) a été caractérisée 

à la suite d’un crible recherchant des mutants synthétiques létaux de Swi6 (orthologue de la 

protéine HP1 Heterochomatin Protein 1, chez les mammifères). Il a été mis en évidence par 

FISH (Fluorescence In situ Hybridization) que la protéine Ssl3 est nécessaire à la cohésion des 

chromatides sœurs. De plus, elle est indispensable à la localisation de la protéine Mis4 sur la 

chromatine49. Des mutants thermosensibles de scc2/scc4 et mis4/ssl3 ont permis de 

montrer que le complexe est nécessaire au chargement des cohésines sur les chromosomes. 

Lors de l’inactivation du complexe de chargement, les complexes cohésine sont formés mais 

ne s’associent pas à la chromatine et restent sous forme nucléo-soluble40,44,51. Les 

expériences réalisées chez les levures ont montré que l’inactivation du complexe de 

chargement en G1 et jusqu’au début de la phase S induit un défaut majeur d’établissement 

de la cohésion et la létalité par un défaut majeur de ségrégation des chromosomes lors de la 

mitose suivante44,40,49.  

 

 

C. Chargement des cohésines in vitro 

Le mécanisme d’action du complexe de chargement est inconnu. Récemment, le groupe 

de Frank Uhlmann a pu reconstituer la réaction in vitro52. Une expérience utilisant les quatre 

sous-unités Psm1, Psm3, Rad21 et Psc3 purifiées, une molécule d’ADN circulaire, de l’ATP et 

le complexe purifié Mis4/Ssl3, a permis de reconstituer le chargement topologique du 

complexe cohésine sur l’ADN52. Les données indiquent que le chargement sur l’ADN serait 

une propriété intrinsèque de l’anneau, puisque des cohésines peuvent être chargées en  
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l’absence du complexe de chargement Mis4/Ssl3. En revanche, l’addition de la protéine Mis4 

stimule la réaction alors que l’addition de Ssl3 est sans effet. Il a été montré que Mis4 

contacte le complexe cohésine en de nombreux sites (y compris via la sous-unité Psc3), ce 

qui a suggéré un modèle dans lequel Mis4 induirait un changement conformationnel 

stimulant la réaction de chargement52. Ainsi, l’activité de catalyse serait portée par Mis4 

tandis que Ssl3, essentielle in vivo49, pourrait être nécessaire à l’adressage du complexe sur 

la chromatine52,53.  

 

D. Réversibilité du chargement du complexe cohésine 

La réaction de chargement des cohésines sur les chromosomes n’est pas irréversible. Des 

expériences de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) dans des cellules de rat 

ont montré qu’en phase G1 du cycle cellulaire, les cohésines ont un temps de résidence sur 

la chromatine de l’ordre d’une dizaine de minutes54. De façon similaire chez S. pombe, 

l’inactivation du complexe de chargement en G1 permet de révéler la dissociation des 

cohésines qui avaient été chargées sur l’ADN44,49,51. Les travaux menés chez les levures, la 

drosophile, le xénope et les mammifères indiquent que la dissociation des cohésines est 

stimulée par la protéine Wapl. Cette dernière a été initialement identifiée chez Drosophila 

melanogaster55. Elle tire son nom wings apart-like du fait que la mutation de certains de ses 

allèles entraîne un phénotype avec des ailes écartées chez la drosophile. Ce serait en fait le 

sous-complexe composé par les protéines Wapl, Pds5, Scc3, qui serait responsable du 

mécanisme de dissociation56–58 (Figure 5C). Il a été montré sur extrait d’œufs de xénope, que 

l’immunodéplétion de la protéine Wapl, ou celle de la protéine Pds5 prévient la dissociation 

des cohésines de la chromatine59. Des expériences de add-back ont montré que la 

réintroduction de la protéine Wapl ou de la protéine Pds5 restaure l’activité de 

dissociation59. Si le modèle de capture topologique est valide, l’activité de dissociation doit 

impliquer le clivage de l’anneau, le clivage de l’ADN ou l’ouverture d’une interface du 

complexe cohésine. Des données biochimiques ont montré que le sous-complexe 

Wapl/Pds5/Scc3 interagit avec le complexe cohésine via la kleisine Scc1, suggérant la 

possibilité d’ouverture d’une interface Scc1/Smc56,57,60. Effectivement, la fermeture 

artificielle de l’interface Smc3-Scc1 (via une protéine de fusion) prévient la dissociation  
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A

Figure 6 : Localisation des cohésines sur la chromatine.
A. Localisation des cohésines chez la levure et les métazoaires. De The maintenance of chromosome
structure: positioning and functioning of SMC complexes. Jeppsson et al. 2014.
B. Les cohésines se localisent au niveau des régions péri-centromériques et au niveau des régions
intergéniques de sites de transcription convergente. De The maintenance of chromosome structure:
positioning and functioning of SMC complexes. Jeppsson et al. 2014.
C. Localisation des cohésines sur le chromosome VI de la levure obtenue par ChiP-chip. Les cohésines
sont localisées aux régions péri-centromériques et sont enrichies sur les bras de chromosomes au
niveau des régions intergéniques de sites de transcription convergente. Les cohésines seraient re-
localisées depuis les régions riches en complexes de chargement Scc2/Scc4 par la machinerie de
transcription. Les flèches vertes et rouges montrent les ORF. De The structure and function of smc
And kleisin complexes, Nasmyth et Haering 2005.

B

C
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Wapl-dépendante des cohésines des chromosomes, une observation qui s’est avérée valide 

chez S. cerevisiae, la drosophile et l’espèce humaine58,61,62. Le modèle actuel propose ainsi 

que Wapl promeut la dissociation des cohésines via l’ouverture de l’interface Smc3-Rad21, 

appelé du fait « exit gate ». La structure de l’interface (Figures 3C et 5C) suggère que Wapl 

pourrait fonctionner en déstabilisant les interactions entre les hélices α2 et α3 situées dans 

la partie N-terminale de la protéine Scc1, et les régions coiled-coils de la protéine Smc321,22. 

La protéine Wapl a été également cristallisée. Les données de structure de la protéine Wapl 

humaine ont permis de mettre en évidence que sa partie N-terminale, non conservée, est 

responsable de son interaction avec la protéine Pds5, ainsi qu’avec les protéines Scc1 et SA2 

(Scc3). Sa partie C-terminale, également cristallisée chez Ashbya gossypii, est quant à elle 

responsable de son interaction avec les cohésines, via notamment son interaction avec la 

tête ATPasique de la protéine Smc363,64. En revanche, le mécanisme par lequel Wapl 

promeut l’ouverture de l’interface Smc3/Scc1, est encore inconnu. 

 

 

E. Sites de chargement des cohésines sur la chromatine 

In vitro, il n’existe pas de spécificité de séquence pour le chargement du complexe 

cohésine sur l’ADN52 (Figure 6). In vivo en revanche, le complexe cohésine est chargé et 

distribué de façon inégale sur les chromosomes. Il existe des sites de liaison préférentiels sur 

les chromosomes. Les cohésines sont enrichies au niveau de domaines 

hétérochromatiques65,66,24. Il a notamment été montré par des expériences de FISH  et 

d’Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP : Chromatin Immunoprecipitation) chez S. 

pombe, que la protéine Swi6 (orthologue de la protéine HP1 Heterochomatin Protein 1 des 

métazoaires) est nécessaire à l’enrichissement des cohésines aux domaines 

hétérochromatiques (péri-centromères, télomères et loci silencieux du type sexuel)67,68. 

Chez S. cerevisiae, de manière similaire, le centromère est enrichi en cohésine. Le complexe 

Ctf19, composant du kinétochore, via ses sous-unités Ctf19, Iml3 et Chl4, est essentiel à 

l’enrichissement des cohésines au niveau des régions péri-centromériques69,70. 
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Au niveau des bras de chromosomes, le complexe de chargement est préférentiellement 

localisé au niveau des zones fortement transcrites. Il a été montré chez S. cerevisiae  et chez 

S. pombe, que les cohésines sont chargées aux sites où se localise le complexe de 

chargement Scc2/Scc4 (Mis4/Ssl3 chez S. pombe) puis elles sont relocalisées de façon 

transcription dépendante et s’accumulent au niveau des régions intergéniques de sites de 

transcription convergente71–73. Chez la drosophile, il a été également montré que les 

cohésines et la protéine de chargement Nipped-B sont co-localisées au niveau des 

séquences de transcription active, et au niveau de séquences régulatrices. Les cohésines 

interagissent avec les protéines Polycomb impliquées dans le silencing. Via ces interactions, 

les cohésines sont ainsi impliquées dans la régulation de l’expression de gènes74,75. 

 

Les cohésines sont notamment présentes au niveau des régions intergéniques non 

transcrites dans le cluster de gènes des ARNr et dans les télomères, ainsi que des régions 

riches en AT appelées CARs, ou Cohesin-Associated Regions dans l’euchromatine76–78. Chez 

l’Homme et la souris, il a été montré que le facteur de transcription CTCF (CCCTC binding 

Factor) est nécessaire à la localisation correcte des cohésines sur l’ADN79,80.  Néanmoins, les 

cohésines co-localisent avec d’autres facteurs de façon tissu-spécifique. En effet, des 

expériences réalisées chez l’Homme sur des cellules cancéreuses du sein et du foie, ont 

révélé que les cohésines sont retrouvées sur l’ADN aux sites où des facteurs de transcription 

sont présents (dans les cellules du sein, les cohésines co-localisent avec le récepteur α aux 

œstrogènes ayant un rôle de facteur de transcription; dans les cellules du foie, elles co-

localisent avec les facteurs de transcription Hepatocyte nuclear factor 4 alpha (HNF4A) et 

CCAAT/enhancer-binding protein alpha (CEBPA)), suggérant un rôle des cohésines dans la 

régulation de l’expression des gènes de façon cellule-spécifique81. 
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Figure 7 : Le cycle de la cohésion.
Selon les espèces, les cohésines sont chargées sur les chromosomes de la télophase à la fin de la
phase G1. L’établissement de la cohésion se fait en phase S dans un cycle cellulaire normal, pendant
une réaction qui serait couplée à la réplication. Les chromatides sœurs sont maintenues ensemble
jusqu’à la mitose. La dissociation des cohésines se fait en deux étapes pour les métazoaires : lors de
la prophase, il y a d’abord dissociation des cohésines aux bras des chromosomes. Puis le cycle de la
cohésion s’achève de la même manière chez les métazoaires et la levure, par le clivage de la
protéine Scc1/Rad21 par la séparase en anaphase.
Modifié de The maintenance of chromosome structure: positioning and functioning of SMC
complexes. Jeppsson et al. 2014.
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 III. Cycle de la cohésion 

Les étapes du cycle de la cohésion sont présentées dans la Figure 7. 

 

A. Chargement pré-réplicatif des cohésines sur les chromosomes 

Le chargement des cohésines peut avoir lieu tout au long du cycle cellulaire mais seules 

les cohésines chargées avant la réplication de l’ADN seront capables d’assurer la cohésion 

des chromatides sœurs82. Chez S. cerevisiae, l’expression ectopique d’une forme non clivable 

de Scc1 avant la phase S inhibe la séparation des chromatides sœurs à l’anaphase. Par 

contre, si la forme non clivable est exprimée après la réplication, elle est associée aux 

chromosomes mais ne prévient pas la séparation des chromatides sœurs à l’anaphase23. De 

façon similaire, l’expression de la protéine Scc1 sous forme ectopique dans un fond scc1ts 

permet de complémenter si l’expression est induite avant mais pas après la phase S.  

Selon les espèces considérées, les cohésines sont chargées sur les chromosomes de la fin 

de la mitose (en télophase) à la fin de la phase G15,54. A ce stade du cycle cellulaire, les 

cohésines ne sont pas encore stablement associées aux chromosomes et sont sensibles à 

l’activité de la protéine Wpl1 (Wapl)51. Avant la phase S du cycle cellulaire, l’équilibre est 

dynamique avec un temps de capture de l’ADN par le complexe cohésine de l’ordre de 

quelques minutes51,54,77. Le temps pendant lequel l’ADN est capturé par les cohésines est 

ainsi déterminé par l’équilibre entre les réactions de capture et d’échappement. 

 

B. Établissement de la cohésion 

a) Couplage entre cohésion et réplication 

L’établissement de la cohésion a lieu lors de la phase S du cycle cellulaire. Différentes 

expériences suggèrent que l’établissement de la cohésion est couplé à la réplication. Des 

mutants des gènes codant des composants du réplisome entraînent des défauts de cohésion 

chez S. pombe83 et S. cerevisiae70,82,84–90. Le mécanisme par lequel la cohésion est créée est  
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encore largement inconnu. Si effectivement la cohésion implique la capture des deux 

chromatides comment cela est-il réalisé ? Une série d’expériences menées chez S. cerevisiae 

suggèrent que ce sont les cohésines chargées avant le passage de la fourche de réplication 

qui deviendront cohésives après son passage82.  Le modèle le plus simple suggère que le 

réplisome pourrait passer au travers des anneaux de cohésine mais aucune donnée 

expérimentale n’est venue confirmer ou infirmer cette hypothèse.  

 

Parmi les mutants de cohésion, le mutant thermosensible eco1-1 de S. cerevisiae a reçu 

une attention particulière. La mutation affecte le gène ECO1 codant une acétyl-transférase, 

essentielle à la viabilité cellulaire et conservée de la levure à l’Homme (Eco1 « Establishment 

of Cohesion » chez S. cerevisiae, Eso1 chez S. pombe, ESCO1-2 chez l’Homme). En effet, la 

délétion du gène qui code cette protéine est létale chez S. cerevisiae35 et chez S. pombe91. 

Les mutations eco1-1 et eso1-H17 sont des mutations thermosensibles, affectant l’acétyl-

transférase chez S. cerevisiae et S. pombe91,92. L’inactivation de l’acétyl-transférase 

n’empêche pas le chargement des cohésines sur les chromosomes ni le déroulement de la 

phase S, mais la cohésion n’est pas établie à l’issue de la réplication, donnant lieu à un 

phénotype appelé « cohésine sans cohésion ». Par contre, l’inactivation après la phase S est 

sans effet sur la cohésion, ce qui place l’acétyl-transférase dans la catégorie des facteurs 

d’établissement de la cohésion91,92.  

 

b) Rôle de l’acétyl-transférase 

Des approches génétiques et biochimiques ont permis de montrer que Smc3 est un 

substrat de l’acétyl-transférase. L’acétylation concerne deux résidus conservés situés dans la 

partie globulaire de Smc3 (K112 et K113 chez S. cerevisiae ; K105 et K106 chez S. pombe et 

l’espèce humaine57,93–95). Des substitutions mimant l’état acétylé (lysine K -> asparagine 

N  ou lysine K -> glutamine Q) permettent de compenser partiellement la perte de fonction 

de l’acétyl-transférase. Ainsi chez S. cerevisiae, Smc3-K113N permet la survie en l’absence 

d’Eco193,94. De manière similaire chez S. pombe, psm3K106N et surtout psm3K105KK106N 

permettent la viabilité cellulaire en l’absence du gène eso177. Chez l’Homme, l’expression de 

SMC3-K105QK106Q permet de compenser le défaut de cohésion induit par la déplétion  



48 
 

 

  



49 
 

d’ESCO195. Réciproquement, la forme mutante mimant l’état non acétylé (Smc3-K112R, 

K113R) est létale chez S. cerevisiae. Chez S. pombe, un mutant psm3K105RK106R présente des 

défauts de cohésion mais il est parfaitement viable, ce qui suggère qu’une partie seulement 

de la fonction d’Eso1 passe par l’acétylation de Psm377. Cette notion est renforcée par 

l’observation que le mutant eso1-H17 présente une croissance normale à température 

permissive alors qu’il porte une mutation dans le domaine acétyl-transférase (le résidu 

Glycine situé en 799 est remplacé par un Aspartate) et que l’acétylation de Psm3 n’est pas 

détectable77. Ainsi les rôles de l’acétylation de Smc3 et de l’acétyl-transférase dans 

l’établissement de la cohésion sont encore obscurs. 

 

Plusieurs groupes ont abordé la question via une approche génétique visant à rechercher 

des mutants suppresseurs. Chez S. pombe, des mutations dans le gène pds5 suppriment le 

phénotype thermosensible d’eso1-H17 et la délétion de pds5 permet la viabilité d’une 

souche dépourvue du gène eso196. Plus tard, plusieurs groupes ont identifié quatre gènes 

dont la mutation permet de supprimer le phénotype thermosensible d’eco1-156,57,93. Les 

mutations suppresseur affectent Smc3, Pds5, Scc3 et Rad61, l’orthologue de la protéine 

Wapl. Les mutations dans Smc3 affectent des résidus regroupés dans la tête globulaire dont 

la lysine 113, substrat de l’acétyl-transférase. Les mutations dans pds5 et scc3 sont 

également des allèles hypomorphes (ces gènes sont essentiels à la viabilité cellulaire chez S. 

cerevisiae) alors que les mutations dans RAD61 (wapl) sont majoritairement des pertes de 

fonction. Wapl étant impliquée dans la dissociation des cohésines des chromosomes, ces 

données génétiques suggéraient un lien entre acétyl-transférase et dissociation Wapl-

dépendante des cohésines. 

 

Indépendamment, des données chez les mammifères, chez S. pombe puis chez S. 

cerevisiae ont révélé que le passage au travers de la phase S s’accompagne d’un changement 

dans le mode d’association des cohésines aux chromosomes51,54,77. En G1 le temps de 

résidence est de l’ordre de quelques minutes. Par contre deux populations de cohésines 

coexistent à l’issue de la phase S. L’une est labile, comme en G1 tandis que l’autre est 

extrêmement stable avec un temps de résidence supérieur ou égal à la durée de l’expérience  
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(plus de 5 heures54,77). De façon remarquable, la stabilisation de l’interaction cohésine-

chromatine est dépendante de l’acétyl-transférase, ce qui suggère qu’une fonction de 

l’acétyl-transférase est de neutraliser la fonction de Wapl de façon à stabiliser l’interaction 

des cohésines avec les chromosomes répliqués77,91,92. De façon similaire, les mutations de 

smc3, pds5 et scc3 qui sont suppresseurs d’eco1-1 ont pour effet d’augmenter le temps de 

résidence des cohésines sur la chromatine en fond eco1-1 ce qui suggère que ces trois 

protéines ainsi que Wpl1 font partie du mécanisme permettant la dissociation des cohésines 

des chromosomes et que l’acétyl-transférase s’oppose à cette réaction56,57,93.   

 

Cette notion a été renforcée par la découverte de la protéine Sororin97. La purification du 

complexe cohésine humain et son analyse par spectrométrie de masse ont révélé la 

présence d’un nouveau facteur associé au complexe. Sa déplétion par ARNi induit un 

profond défaut de cohésion qui de façon remarquable, est supprimé par la co-déplétion de 

WAPL98. Les données montrent que Sororin est associée à la chromatine de façon 

dépendante d’ESCO1 et ESCO2. Des expériences in vitro avec des protéines recombinantes 

indiquent que Sororin est capable de déplacer WAPL de PDS5. Ceci a conduit à un modèle 

proposant que Sororin promeut la stabilisation de l’interaction cohésine-ADN par l’éviction 

de WAPL du complexe cohésine. 

 

En résumé, les cohésines sont chargées sur les chromosomes de façon dépendante du 

complexe de chargement et vraisemblablement via l’ouverture de l’interface Smc1-Smc3. 

Dans le même temps, l’ADN peut s’échapper via l’ouverture de l’interface Smc3-Scc1 

(Rad21). L’ouverture de la porte de sortie est dépendante de la protéine Wapl. Cette 

dernière a un temps de résidence très bref sur la chromatine (quelques secondes), ce qui 

suggère qu’elle agirait de façon catalytique58. La fonction de Wapl nécessite Pds5 et Scc3 

(SA) ainsi que certains résidus dans la tête globulaire de Smc3. Le mécanisme d’ouverture 

reste inconnu. Lors de la phase S, la cohésion est établie, vraisemblablement de façon 

couplée à la réplication de l’ADN. Une fraction des cohésines devient très stablement 

associée aux chromosomes de façon dépendante de l’acétyl-transférase dont la fonction est 

de s’opposer à l’action de Wapl. Le mécanisme est encore assez obscur. L’acétylation de  
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Smc3 contribue mais n’est pas nécessairement essentielle. Chez les métazoaires, Sororin 

provoquerait l’éviction de WAPL du complexe cohésine, dans une voie en aval des acétyl-

transférases. 

 

 

C. Maintien de la cohésion 

La stabilisation d’une population de cohésines de façon concomitante à la réplication 

a pour conséquence de permettre l’interaction stable des cohésines avec l’ADN, 

indispensable pour maintenir la cohésion pendant toute la durée de la phase G2 et jusqu’à 

l’anaphase de la mitose35,57,77,93–95. Le temps de résidence des cohésines stablement liées à la 

chromatine et assurant ainsi la cohésion est alors de plusieurs heures allant même jusqu’à 

plusieurs années dans le cas des ovocytes54,77,99,100. L’acétyl-transférase n’est pas la seule à 

jouer un rôle dans l’établissement de la cohésion. En effet, la protéine Pds5 joue non 

seulement un rôle dans l’établissement de la cohésion mais elle est aussi importante dans le 

maintien de celle-ci. En premier lieu, le rôle de Pds5 dans la cohésion et dans la viabilité des 

levures pendant et après la phase S du cycle cellulaire a été montré chez S. cerevisiae101. Il a 

ensuite été montré que l’inactivation de Pds5 induit un défaut de maintien de la cohésion101. 

Ceci est particulièrement aisé à mettre en évidence chez S. pombe chez qui le gène pds5 

n’est pas essentiel à la survie cellulaire. En l’absence de Pds5, les cellules sont viables tant 

qu’elles cyclent activement, par contre, la viabilité décroît très rapidement lorsque la phase 

G2 du cycle cellulaire est allongée96. Il a été montré que les cohésines se dissocient 

progressivement de la chromatine induisant une perte progressive de la cohésion78. La 

reprise du cycle cellulaire produit alors une mitose aberrante et les cellules meurent. Pds5 

n’est donc pas essentielle à l’établissement de la cohésion mais elle est essentielle à son 

maintien, vraisemblablement via la stabilisation de l’interaction des cohésines avec les 

chromosomes.  

Pds5 est également nécessaire à la fonction de l’acétyl-transférase. Chez S. pombe, 

Pds5 interagit avec Eso196 et elle est nécessaire à l’acétylation de Psm378. Ce mécanisme est 

conservé car l’acétylation de Smc3 est également dépendante de Pds5 chez S. cerevisiae et 

la souris102,103. 
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D. Perte de la cohésion et ségrégation des chromatides sœurs  

a) Dissociation en deux étapes lors de la Mitose 

Dissociation des bras de chromosomes en prophase 

Afin de permettre une ségrégation correcte des chromatides sœurs, l’interaction entre 

les cohésines et l’ADN doit être rompue pendant la mitose, pour permettre la séparation des 

chromatides sœurs. Chez les métazoaires, les cohésines sont enlevées en deux étapes104 

(Figure 7). En effet, l’essentiel des cohésines est d’abord enlevée en prophase de mitose, au 

niveau des bras de chromosomes. Ce mécanisme est connu sous le nom de Prophase 

Dissolution Pathway (PDP). Cette voie promeut la dissociation WAPL-dépendante des 

cohésines et elle est indépendante du clivage par la séparase28,105,60. 

 

Les principales protéines jouant un rôle dans ce pathway en prophase sont la Polo-like 

kinase (Plk1)106, la kinase Aurora B et la CDK1 (Cyclin-dependent kinase 1), ainsi que les 

protéines SA1-2 (Stromal Antigen 1 et 2, les orthologues de la protéine Scc3) et PDS5. En 

effet, il a été montré chez l’Homme, que la protéine SA2 est phosphorylée par la Plk1 et 

cette phosphorylation serait nécessaire à la dissociation des cohésines au niveau des bras de 

chromosomes28. La phosphorylation de Sororin par la kinase Aurora B et la CDK1, permet de 

déstabiliser l’interaction Sororin/PDS5 ce qui induit la dissociation WAPL-dépendante des 

cohésines107.  

 

Dans le même temps, la cohésion aux centromères est protégée de ce pathway par une 

protéine nommée SGO1 ou Shugoshin, du mot japonais signifiant « protecteur ». SGO1 est 

phosphorylée par la CDK1 en début de mitose, ce qui a pour conséquence de permettre à 

SGO1 de se lier à PP2A (Protéine Phosphatase 2A). Le complexe SGO1-PP2A est alors capable 

de se lier aux cohésines, à PDS5 et à Sororin qui est alors maintenue déphosphorylée par 

PP2A, déphosphorylation renforçant son interaction avec PDS5. Ainsi, les cohésines situées 

aux centromères sont alors protégées de l’action de WAPL pendant le PDP, et maintiennent 

la cohésion jusqu’au déclenchement de l’anaphase108.  
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Dissociation aux centromères en anaphase et ségrégation des chromatides 

Le cycle de la cohésion s’achève de la même manière de la levure à l’Homme. A 

l’anaphase, un sous-complexe composé de deux protéines, la séparase (Esp1 chez S. 

cerevisiae ; Cut1 chez S. pombe) et la sécurine (Pds1 chez S. cerevisiae ; Cut2 chez S. pombe), 

entre alors en jeu. La sécurine est une protéine « gardien » chargée d’inhiber l’activité 

protéase de la séparase. L’activation d’un complexe protéique appelé Anaphase Promoting 

Complex (APC) ou Cyclosome permet à celui-ci de dégrader la sécurine, ce qui  a pour 

conséquence de libérer la séparase qui peut alors cliver la protéine Scc1/Rad2130–32. Les 

chromatides sœurs sont alors libérées et ségrègent alors séparément vers les pôles opposés 

du fuseau mitotique.  

 

b) Dissociation lors de la Méiose 

Le complexe cohésine joue également  un rôle lors de la méiose : de façon similaire, il y 

assure également la cohésion des chromatides sœurs et leur bonne ségrégation. Le 

complexe est sensiblement identique à celui de la mitose, à l’exception notamment d’une 

protéine : l’homologue de la protéine Scc1/Rad21 pour la méiose se nomme Rec819,20,109–111. 

En anaphase de méiose I, la dissociation des cohésines situées au niveau des bras de 

chromosomes permet alors la ségrégation réductionnelle où on assiste à la séparation des 

chromosomes homologues. Les cohésines persistent au niveau des centromères jusqu’en 

anaphase de méiose II où elles sont clivées pour permettre la ségrégation équationnelle des 

chromatides sœurs112,113.  
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Figure 8 : Les différentes fonctions des cohésines.
A. Fonction canonique de cohésion : 1. les cohésines maintiennent les chromatides sœurs ensemble
jusqu’en anaphase de mitose et permettent leur attachement correct au fuseau mitotique. 2. Lors de
la réplication, les cohésines empêchent l’effondrement des fourches de réplication lors de l’arrêt de
ces dernières. 3. Les cohésines aident à la réparation des DSB en maintenant la chromatide cassée
avec sa sœur non lésée servant de matrice, pour la réparation par recombinaison homologue.
B. Les cohésines interviennent aussi dans l’organisation architecturale de la chromatine en étant
impliquée 1. dans la transcription : grâce à leur interaction avec le CTCF, elles permettent de bloquer
les interactions enhancer/promoteur. 2. Elles aideraient aussi au repositionnement de gènes formant
des clusters, afin de réguler leur expression. 3. Lors de la réplication, les cohésines seraient à l’origine
de la formation de boucles d’ADN regroupant des zones de réplication intense.
Modifié de Cohesin in cancer: chromosome segregation and beyond. Losada 2014. et de Chromosome
Segregation in Budding Yeast: Sister Chromatid Cohesion and Related Mechanisms. Marston 2014.
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 IV. Fonctions biologiques des cohésines 

A. Rôle du complexe cohésine dans la ségrégation des chromosomes lors des 

divisions nucléaires. 

a) Maintien des chromatides sœurs par paires 

En l’absence de cohésion, les chromatides ségrègent de façon aléatoire lors de la mitose, 

produisant des cellules filles aneuploïdes. En maintenant associées les chromatides sœurs 

sous forme de paires, la cohésion permet ainsi de conserver l’information d’identité des 

chromatides depuis la phase S et jusqu’à la mitose (Figure 8A).  

 

b) Attachement correct des chromosomes au fuseau mitotique 

Une autre fonction essentielle de la cohésion est de contribuer à l’attachement correct 

des chromosomes. En début de chaque mitose, les paires de chromatides sœurs sont 

capturées progressivement par les microtubules du fuseau mitotique, de façon à générer un 

attachement bilatéral de chaque paire (Figure 8A) dans lequel chaque kinétochore est 

capturé par les microtubules émanant d’un des pôles du fuseau. Un système de surveillance 

appelé le Spindle Assembly Checkpoint (SAC) inhibe le déclenchement de l’anaphase tant que 

l’attachement bilatéral de chaque paire n’est pas achevé. Le SAC est sensible à l’absence 

d’attachement et à l’absence de tension au niveau des kinétochores. En principe, seul 

l’attachement bilatéral permet de satisfaire ces deux conditions : les kinétochores sont 

attachés et le fuseau exerce une force de traction sur les kinétochores. La cohésion des 

chromatides sœurs est indispensable pour s’opposer à la force de traction exercée par les 

microtubules de façon à générer une tension au niveau des kinétochores. Un défaut de 

cohésion induit un défaut de tension, provoquant l’activation du SAC et l’inhibition de 

l’anaphase. Les cellules restent alors arrêtées de façon prolongée en métaphase ou finissent 

par sortir de mitose avec une anaphase anormale et la ségrégation incorrecte des 

chromosomes. 
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B. Rôle dans la régulation de l’expression génique 

Il a été montré que les cohésines ont un rôle dans l’expression génique114, en étant 

notamment impliquées dans l’organisation de la chromatine115 (Figure 8B).  Il a été montré 

chez l’Homme que les cohésines interagissent avec le facteur de transcription CTCF79,80 

(CCCTC binding Factor), lui-même connu pour se lier à des séquences d’ADN isolatrices 

transcriptionnelles et jouant le rôle d’isolateur transcriptionnel. Ainsi, liée au CTCF, les 

cohésines participent à bloquer les interactions entre enchancers et promoteurs à certains 

loci, en imposant une conformation de la chromatine empêchant ces connexions. Pour ce 

faire, elles aident à la formation de boucles dans la chromatine, afin de permettre des 

interactions chromosomiques de longue portée impliquées dans la régulation des gènes116–

118. Il a également été montré que les cohésines participent à l’expression des gènes 

indépendamment de leur liaison avec le CTCF. En effet, elles permettraient le recrutement 

de facteurs de transcription différents en fonction du type cellulaire, régulant ainsi 

l’expression des gènes de façon tissu-spécifique81. Les cohésines peuvent également 

intervenir dans le silencing de gènes, en permettant de délimiter les zones où 

l’hétérochromatine doit être inhibée.  Il a été montré qu’elles empêcheraient alors la 

propagation des complexes régulateurs chargés d’inhiber l’expression de ces séquences, afin 

de « protéger » les gènes adjacents qui doivent eux, être exprimés119–121.  A l’opposé, elles 

peuvent également permettre la formation de boucles d’ADN favorisant le rapprochement 

entre enchancers et promoteurs, afin de permettre l’expression de gènes. Cela serait 

notamment rendu possible via leur interaction avec le complexe protéique Médiateur qui 

est un co-activateur transcriptionnel122 (Figure 8B). Enfin, les cohésines permettraient 

également le repositionnement de gènes, certains appartenant à un même cluster, afin de 

réguler leur expression123–125. 
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C. Rôle dans la réplication 

Les cohésines sont également impliquées dans la réplication de l’ADN (Figure 8B). Elles 

seraient à l’origine de la formation de boucles d’ADN regroupant des zones de réplication 

intense. Chargées au niveau des origines de réplication et interagissant avec le complexe de 

pré-réplication, elles auraient un rôle dans l’organisation spatiale de la chromatine, 

favorisant alors la réplication. En effet, il a été montré que la déplétion des cohésines 

entraîne une diminution de l’activité aux origines de réplication. De plus, elles permettraient 

de déterminer la taille des réplicons en déterminant la taille des boucles de réplication. Ces 

données suggèrent que les cohésines participent activement à la réplication en imposant 

une conformation de l’ADN en boucles, favorisant une intense activité en entraînant le 

démarrage de plusieurs origines de réplication simultanément126.  

 

 

D. Rôle dans la réparation des cassures double brin de l’ADN 

Dans un cycle cellulaire normal, l’établissement de la cohésion des chromatides sœurs 

est limité à la phase S du cycle cellulaire. La cohésion peut cependant être créée de novo 

dans les cellules post-réplicatives lors d’une cassure double brin dans l’ADN (DSB : Double 

Strand Break). Elle est appelée DI-cohesion (Damage Induced cohesion) (Figure 8A).  Il a été 

proposé que la cohésion induite à la suite d’un DSB permettrait de maintenir les deux 

chromatides sœurs ensemble, afin que la machinerie de réparation utilise la chromatide non 

lésée comme matrice pour réparer la chromatide cassée par recombinaison homologue 127–

130.  

La DI-cohésion a été étudiée en détail chez la levure S. cerevisiae. En réponse à un DSB, 

les kinases ATR et ATM (respectivement Rad3 et Tel1 chez S. pombe ; Mec1 et Tel1 chez S. 

cerevisiae) situées en amont de la réponse du checkpoint de réparation, phosphorylent 

l’histone H2AX (variante de l’histone H2A ; quand elle est phosphorylée sur la sérine 129, 

elle se nomme γH2AX). Cela a pour conséquence de permettre la formation d’un long 

domaine d’ADN, permissif pour la liaison des cohésines131. Le chargement des cohésines est 

ici aussi dépendant du complexe de chargement Scc2/Scc4 car il a été montré chez  
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S. cerevisiae que l’inactivation de la protéine de chargement Scc2, empêche la réparation de 

la chromatide lésée à la suite d’un DSB131. Mais aussi du complexe de réparation MRX via  les 

protéines Mre11 et Rad50 dont l’interaction avec les cohésines a été montrée128,130,131. Des 

données génétiques indiquent que la kinase ATR phosphorylerait la kinase Chk1, qui activée, 

phosphorylerait à son tour la sous-unité Mcd1/Scc1 sur la sérine S83. La phosphorylation de 

Scc1 servirait de priming pour l’acétylation de Mcd1/Scc1 par la protéine Eco1 sur les lysines 

K84 et K210132,133. Comme en phase S, on constate que l’acétyl-transférase Eco1 joue un rôle 

dans l’établissement de la cohésion en phase G2 à la suite d’un DSB134. En effet, il a pu être 

montré chez S. cerevisiae, que l’acétylation de Mcd1/Scc1 par Eco1 permettrait de 

contrecarrer l’action de Wpl1 : une souche mcd1p-K84R, K210R incapable de générer de la 

cohésion à la suite d’un DSB, le devient en délétant le gène RAD61 (wpl1), suggérant alors 

que l’acétylation des résidus K84 et K210 de Mcd1 par Eco1 servirait à contrecarrer l’action 

de Wpl1 et à permettre l’établissement de la cohésion en G2 en réponse à un DSB. Ces 

données font écho à des résultats obtenus chez S. cerevisiae qui avaient révélé que l’acétyl-

transférase Eco1 est essentielle à la réparation d’un DSB puisqu’un mutant eco1-1 arrêté en 

phase G2/M puis passé à température restrictive, est incapable de procéder à la réparation 

de son ADN suite à une exposition aux radiations gamma135. 

 

Curieusement, le renforcement de la cohésion n’est pas restreint à la zone du DSB mais 

s’étend à l’ensemble du génome132. En effet, il a été montré chez S. cerevisiae, qu’à la suite 

d’une unique cassure double brin de l’ADN, la cohésion est créée au niveau de cette cassure, 

mais aussi au niveau de l’ensemble du génome128,135,131,134,130. La fonction biologique de 

cette réponse globale n’est pas connue. Il a été proposé que, en plus du pool stable de 

cohésines établies en phase S et assurant la cohésion des chromatides sœurs, d’autres 

cohésines continueraient à être chargées en phase G2 ; mais sensibles à l’action de Wpl1, 

elles ne permettraient pas de faire de  la cohésion. En revanche, lors d’un DSB,  ce seraient 

entre autres, ces cohésines qui deviendraient cohésives132,134, en plus du recrutement de 

novo de cohésines. 
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 V. Cohésines et pathologies associées 

Les cohésines sont des protéines impliquées dans de nombreux processus cellulaires, 

assurant l’intégrité du génome mais aussi l’organisation architecturale de la chromatine. 

Ainsi, la multiplicité des fonctions des cohésines dans la cellule ainsi que leur implication à 

différents moments du cycle cellulaire, les établit en tant que protéines d’importance 

capitale pour la cellule. Lorsque l’une de ces fonctions est compromise, différents types de 

désordres surviennent, suivant la fonction affectée. De plus, ces désordres peuvent être la 

conséquence de dysfonctionnements d’une ou plusieurs des protéines de l’anneau de 

cohésine, ou des protéines associées, régulant leurs fonctions dans la cellule. On peut alors 

classer ces différents désordres selon qu’ils soient la conséquence d’une défaillance de la 

fonction canonique de cohésion du complexe, ou qu’ils soient dus à des altérations d’une ou 

de plusieurs autres de leurs fonctions. 

 

A. Désordres dus à la perte de cohésion 

La perte de la fonction de cohésion a pour conséquence l’aneuploïdie. Néanmoins, 

l’apparition de cette dernière a des conséquences différentes, selon si elle intervient dans 

une cellule somatique ou dans une cellule de la lignée germinale. En effet, la femme naît 

avec un stock décroissant d’ovocytes bloqués en prophase de méiose I. L’ovulation permet 

aux ovocytes de progresser jusqu’en métaphase de méiose II. Les chromatides doivent être 

maintenues ensemble par les cohésines, de la naissance jusqu’à ce que la fécondation 

permette d’enclencher la fin de la méiose. Ainsi, les cohésines doivent maintenir la cohésion 

pendant plusieurs années. Ainsi, le temps favorisant la perte de cohésion, l’incapacité des 

ovocytes à maintenir la cohésion des chromatides serait à l’origine de l’aneuploïdie menant 

à des problèmes d’infertilité liés à l’âge100,136. Les erreurs de ségrégation lors de la méiose 

sont la première cause de stérilité, d’avortements spontanés et de trisomies, dont la 

Trisomie 21137,138. 
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L’aneuploïdie dans des cellules somatiques, est liée à l’apparition de cancers. Certaines 

données permettent de faire le lien entre l’apparition de mutations des cohésines et les 

cancers. Plusieurs études font état de corrélations entre ce genre de mutations et le 

processus de tumorigénèse : des délétions dans les gènes RAD21 et STAG2 ont été recensées 

dans le cas de leucémies. En effet, il a notamment été montré chez l’Homme que des 

mutations du gène STAG2 (codant l’orthologue de la protéine Scc3 de S. cerevisiae) 

entraînant l’inactivation de la protéine SA2, sont à l’origine de défauts de ségrégation des 

chromatides sœurs, entraînant la formation de cancers de  types mélanomes, sarcomes, 

glioblastomes139. De plus, dans la majorité des cancers colorectaux, on observe une 

corrélation entre une instabilité génomique due à des défauts de cohésion, et l’apparition de 

mutations des gènes SMC1A, SMC3 et NIPBL140. 

 

B. Désordres dus à la perte d’une autre fonction des cohésines 

a) Cancers 

L’aneuploïdie peut également être la conséquence de dysfonctionnements dans le 

processus de la réplication, à cause de mutations des cohésines, mais sans rapport avec leur 

fonction de cohésion. En effet, il a été montré que la déficience en protéine SA1, à l’origine 

de l’apparition de défauts dans la réplication des télomères causant des phénomènes 

d’aneuploïdie, serait à l’origine de processus de tumorigénèse141.  

Par ailleurs, des mutations dans le gène codant la protéine SA2 sont impliquées dans 

des cancers de type mélanomes, leucémies myéloïdes aiguës ou glyoblastomes142. Il a été 

rapporté que des mutations dans le gène NIPBL, sont quant à elles impliquées dans 

l’apparition de cancers colorectaux. Il a également été mis en évidence que des mutations 

dans les gènes codant les protéines SMC3, RAD21 et SMC1, seraient aussi à l’origine de 

leucémies myéloïdes aiguës. Cependant, étant donné que les caryotypes des individus 

atteints par ces cancers ne présentent aucune forme d’anormalité, ces pathologies ne sont 

donc pas dues à des défauts de ségrégation des chromatides sœurs, mais plutôt à 

l’incapacité des cohésines à remplir leurs fonctions dans la réplication de l’ADN, dans 

l’expression génique via leur implication dans l’organisation architecturale de la  
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chromatine142.  

Des défauts dans le processus de réparation de l’ADN, entraînent l’instabilité génomique, 

à l’origine de la tumorigénèse. Ainsi, les cohésines étant impliquées dans la réparation de 

l’ADN, il est possible que des mutations dans leurs gènes soient à l’origine de l’apparition de 

cancers143. Il a été rapporté une association entre l’apparition de cancers et la 

phosphorylation de la protéine SMC3. En réponse à des dommages à l’ADN, il a été montré 

que la phosphorylation de la protéine SMC3 par les kinases ATM/ATR est nécessaire au 

renforcement de la liaison des cohésines au niveau du DSB144. Ainsi, dans des cellules 

cancéreuses, il a été observé une augmentation de la liaison de la protéine SMC3 et par 

conséquent des cohésines, au niveau de l’ensemble du génome à la suite de rayonnements 

ionisants. Ce processus régulé par la phosphorylation de la protéine SMC3 par la kinase ATM, 

fait ici aussi le lien entre les cohésines et les cancers144,145. 

 

 

b) Cohésinopathies 

Certaines pathologies associées à des dysfonctionnements des cohésines ou de leur 

réseau protéique de régulation, sont regroupées sous le nom de cohésinopathies. Celles-ci 

correspondent à des désordres multiples, conduisant à des altérations d’ordres physiques 

et/ou mentaux. Il semblerait que les cohésinopathies ne soient pas dues à un défaut dans la 

fonction canonique de cohésion du complexe cohésine, mais plutôt à un défaut dans leurs 

fonctions liées à la régulation de l’expression des gènes. 

 

Le Syndrome de Cornelia de Lange (CdLS : Cornelia de Lange Syndrome), connu 

également comme le Syndrome de Brachmann, est un syndrome polymalformatif 

congénital, associé à des déficits intellectuels et du développement. En effet, les individus 

atteints présentent des caractéristiques physiques de sévérité variable comme des 

déformations faciales, un hirsutisme, des anomalies des extrémités allant de l’oligodactylie 

(absence d’un ou plusieurs doigts ou orteils) à l’absence totale des membres supérieurs, 

mais aussi des malformations d’organes vitaux comme le cœur et le rein. La prévalence en 
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Europe est comprise entre 1 cas sur 62 500 habitants et 1 cas sur 45 000 habitants 

(Orpha.net). Du point de vue génétique, le CdLS est dû à des mutations hétérozygotes 

touchant des gènes codant les protéines de l’anneau de cohésine ou des protéines 

régulatrices. En effet, dans 65% des cas, des mutations interviennent dans le gène NIPBL 

(nipped-B‑like protein), codant la delangine, protéine orthologue de la protéine Scc2 de S. 

cerevisiae, responsable du chargement du complexe cohésine sur la chromatine. Néanmoins, 

des mutations dans les gènes SMC1 et SMC3 survenant respectivement dans 5 et 1% des cas, 

et plus rarement dans le gène RAD21, entraînent des symptômes mineurs semblables à ceux 

caractéristiques du CdLS46,146. Des mutations dans le gène HDAC8 codant l’Histone 

désacétylase 8 (Hos1 chez S. cerevisiae) ont été également rapportées. Cette protéine serait 

responsable de la désacétylation de la protéine SMC3, indispensable à son « recyclage » 

pour le cycle suivant147–149.  La maladie est à transmission autosomique dominante ou 

récessive liée à l’X. 

Le Syndrome de Roberts (RB : Roberts Syndrome) est une pathologie plus rare, avec 150 

cas décrits, caractérisée par des anomalies sévères des membres, des malformations 

craniofaciales, ainsi que par des déficits mentaux. Le RBS est dû à des mutations du gène 

ESCO2, paralogue du gène ESCO1 codant l’orthologue du gène ECO1 de S. cerevisiae et est à 

transmission autosomique récessive. Chez les individus atteints, on constate une séparation 

précoce des chromatides sœurs notamment au niveau des régions hétérochromatiques et 

centromériques, et l’activité acétyl-transférase de la protéine ESCO2 semble être la cause, 

puisque des mutations dans le domaine remplissant cette fonction, sont suffisantes pour 

entraîner les symptômes du RBS146.  

 

Ainsi, la caractérisation du complexe cohésine ainsi que de ses protéines régulatrices, est 

d’importance capitale. Savoir comment ce complexe aux multiples fonctions est régulé, 

pourrait mener à l’identification de cibles thérapeutiques, dans le cas où une ou plusieurs de 

ces fonctions seraient compromises. 
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 VI. Travaux du laboratoire à l’origine du projet de thèse : Rôle 

du complexe PP4 dans la régulation de la cohésion des 

chromatides sœurs 

Le mécanisme par lequel la protéine Wapl promeut la dissociation des cohésines des 

chromosomes reste encore inconnu. Chez Saccharomyces cerevisiae, un crible génétique 

visant à trouver des mutants suppresseurs d’eco1-1 a été réalisé par plusieurs équipes. Ce 

crible consistait à trouver des clones capables de croître à une température restrictive pour 

l’allèle thermosensible eco1-1. Ainsi, ce crible a permis d’identifier les gènes codant les 

protéines Wapl, Pds5, Smc3 et Scc3 comme composants du mécanisme d’ouverture de 

l’anneau de cohésine56,57,93. Les protéines Wapl, Pds5 et Scc3 forment un sous-complexe qui 

interagit avec l’anneau de cohésine via Scc1. Ces interactions peuvent être récapitulées in 

vitro105 mais pas l’ouverture de l’anneau, ce qui suggère l’existence d’un autre co-facteur. 

 

Avant mon arrivée au laboratoire, un crible similaire a été réalisé chez 

Schizosaccharomyces pombe, ayant également pour but de trouver des mutants 

suppresseurs d’eso1-H17, capables de restaurer la croissance à la température restrictive de 

36°C. Eso1-H17 porte une mutation dans son domaine acétyl-transférase situé en C-

terminal : le résidu Glycine situé en 799 de la protéine est remplacé par un Aspartate91. Ce 

crible a identifié les gènes orthologues à ceux trouvés chez Saccharomyces cerevisiae : wpl1, 

pds5, psm3 et psc3 mais également un cinquième gène codant la sous-unité catalytique du 

complexe sérine/thréonine phosphatase de type IV (PP4), noté pp4c. Ces données indiquent 

une interaction fonctionnelle entre l’acétyl-transférase Eso1 et le complexe PP4. Elles 

suggèrent également que la protéine PP4c pourrait être un nouvel acteur de la régulation de 

la cohésion des chromatides sœurs.  
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Les différents chapitres de la partie RESULTATS présentent les travaux menés pour 

comprendre le rôle de PP4 dans la régulation des cohésines. Il s’agit d’un travail d’équipe. 

Pour ma part, mon travail a d’abord consisté à identifier et caractériser la sous-unité 

régulatrice Psy2 du complexe PP4, qui s’est révélée être également impliquée dans la 

cohésion des chromatides sœurs. L’autre partie majeure de mon travail a été d’identifier la 

protéine Rad21 du complexe cohésine comme substrat du complexe PP4, puis d’identifier les 

phosphosites potentiellement cibles de PP4, pour ensuite cribler des phospho-mutants de 

Rad21 récapitulant l’effet suppresseur de la délétion de PP4. Ce chapitre présente aussi les 

résultats obtenus par les autres membres de l’équipe, afin de permettre une vue d’ensemble 

des expériences ayant été mises en œuvre dans le but de caractériser le rôle du complexe 

PP4 dans la cohésion des chromatides sœurs.  
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 

 I. MATÉRIEL BIOLOGIQUE 

L’organisme utilisé dans cette thèse est la levure Schizosaccharomyces pombe, aussi 

appelée « levure à fission ». Appartenant au règne des champignons et à la division des 

ascomycètes, son génome haploïde de 14 Mpb contenant 4824 gènes codants répartis sur 3 

chromosomes a été séquencé en 2002150.  

Schizosaccharomyces pombe a été isolée en 1893 par Paul Lindner, à partir de bière 

de millet d’Afrique de l’Est. Le mot « pombe » signifie bière en Swahili151. De forme 

cylindrique, elle a une longueur comprise entre 7 et 15 µm et un diamètre compris entre 3 et 

4 µm, selon la phase du cycle dans laquelle la cellule se trouve.  

Les cellules sont généralement haploïdes et ont un temps de génération compris 

entre 2 et 4 heures, selon de milieu et les conditions de culture. Par exemple, une souche 

sauvage cultivée en milieu riche à 25°C a typiquement un temps de génération d’environ 

3h30. La phase exponentielle de croissance s’achève lorsque la densité cellulaire atteint 107 

cellules/mL. Les cellules continuent ensuite de se diviser pour atteindre une densité 

maximale de l’ordre de 2x108 cellules/mL. Les expériences sont généralement réalisées sur 

des cellules en phase exponentielle (2x106 à 5x106 cellules/mL). 

 

La forme sauvage de S. pombe est homothallique (h90). Des variants hétérothalliques 

h+ et h- ont été isolés et sont communément utilisés en laboratoire. La carence en éléments 

nutritifs (privation en azote) induit deux cellules haploïdes de signes sexuels différents à 

conjuguer, entraînant la formation d’un zygote diploïde hétérozygote pour le locus du signe 

sexuel. L’état diploïde est transitoire et la méiose suit immédiatement. Celle-ci permet la 

formation d’un asque renfermant quatre spores haploïdes (tétrade) qui peuvent alors 

germer dans des conditions de croissance favorables. La phase haploïde est prédominante 

chez S. pombe152. 
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Table 1 : Composition des milieux de culture utilisés chez Schizosaccharomyces pombe.

Milieu complet de culture Yes+A
Extrait de levure : 0,5%  5g/L
Glucose : 3% 30g/L
Adénine : 150 mg/L
Uracile : 100 mg/L
Leucine : 100 mg/L
Histidine : 100 mg/L

Milieu synthétique de culture EMM2
Potassium hydrogen phthalate : 3 g/L 
Na2HPO4, 12 H2O : 5,55 g/L 
NH4Cl : 5 g/L 
Glucose : 2 % (w/v)  20g/L
Adénine : 150 mg/L
Uracile : 100 mg/L
Leucine : 100 mg/L
Histidine : 100 mg/L
Solution de sels : 20 mL/L
Solution de vitamines : 1 mL/L 
Solution de minéraux : 0,1 mL/L

Solution de sels 50X 
MgCl2, 6H2O : 52,5 g/L 
CaCl2, 2H2O : 0,735 g/L 
KCl : 50 g/L 
Na2SO4 : 2 g/L 

Solution de vitamines 1 000X
Acide pantothénique : 1 g/L 
Acide nicotinique : 10 g/L 
Myo-inositol : 10 g/L 
Biotine : 10 mg/L 

Solution de minéraux 10 000X
Acide borique : 5 g/L 
MnSO4 : 4 g/L 
ZnSO4, 7H2O : 4 g/L 
FeCl2, 6H2O : 2 g/L 
Acide molybdique : 0,4 g/L 
KI : 1 g/L 
CuSO4, 5H2O : 0,4 g/L 
Acide citrique : 10 g/L 

Milieu synthétique de culture PMG
Glucose : 2 % (w/v) 20g/L 
Na2HPO4, 12 H2O : 5,55 g/L 
Acide glutamique : 3,75g/L
Potassium hydrogen phthalate : 3 g/L
Solution de sels : 20 mL/L
Solution de vitamines : 1 mL/L 
Solution de minéraux : 0,1 mL/L
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Le cycle cellulaire de S. pombe est typiquement celui d’une cellule eucaryote, et 

comprend les quatre phases G1, S, G2 et M. En revanche, le cycle présente des spécificités : 

il comprend une phase G1 particulièrement courte et une phase G2 longue. Les cellules se 

séparent alors que la phase S a lieu. Dans une population de cellules en phase exponentielle 

de croissance, environ 80% sont en phase G2153. 

 

 

 II. MÉTHODES 

A. Méthodes de culture de Schizosaccharomyces pombe 

a) Les milieux de culture 

La composition des milieux utilisés chez Schizosaccharomyces pombe est présentée dans 

la Table 1. Les milieux solides sont obtenus en ajoutant de l’agar à une concentration finale 

de 20g/L. Les levures Schizosaccharomyces pombe sont cultivées en milieu complet YES + 

Adénine (YES + A). Le milieu EMM2 (Edinburgh Minimal Medium) est un milieu minimum 

synthétique. Le milieu EMM2-N est un milieu carencé en azote, qui a été utilisé sous forme 

solide pour réaliser les croisements. Il présente la même composition que le milieu EMM2, à 

l’exception de la source d’azote NH4Cl qui n’est pas ajoutée. Le milieu PMG (Pombe 

Glutamate medium) a été utilisé sous forme liquide (+/-20µM de thiamine ; +/- leucine) pour 

la culture des souches utilisées pour le criblage de la banque, et sous forme solide pour la 

sélection des transformants (sans thiamine ; sauf pour les boîtes contrôles : + 20µM de 

thiamine).  

Après préparation, les milieux sont ensuite stérilisés par autoclavage pendant 30 minutes 

à 110°C. 
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b) Conditions de culture 

Les cellules sont dans un premier temps mises en croissance sur milieu solide. Une 

préculture est ensuite réalisée dans environ 5 mL de milieu liquide adéquat, le lendemain, en 

général à 26°C. 

La densité des cellules est estimée à l’aide d’une cellule de Thoma et les cultures sont 

ensemencées de façon à obtenir la densité désirée le lendemain. Les cultures sont réalisées 

dans des fioles Erlenmeyer, dont le volume doit être suffisant pour permettre une aération 

homogène (le volume de la fiole Erlenmeyer doit être au moins 5 fois supérieur au volume 

de la culture), avec agitation (200 rpm). 

 

 

B. Méthodes d’analyses génétiques 

a) Croisements 

Les souches de signes sexuels opposés h+ et h- sont mélangées sur milieu solide carencé 

en azote (EMM2-N), puis placées à 26°C. Après environ 48h à 25°C, les asques renfermant les 

spores peuvent alors être visibles au microscope ou la présence des spores peut être révélée 

par réaction à l’iode qui induit une coloration marron caractéristique de la présence 

d’amidon. 

 

b) Analyse des spores en vrac 

Dans une population, il arrive que certaines cellules végétatives ne conjuguent pas. Afin 

de ne récupérer que les spores, on procède à la digestion de la paroi des cellules végétatives 

avec de la cytohélicase puis les sphéroplastes sont ensuite lysés par addition de SDS (Sodium 

dodecyl sulfate ; 0,5% final). Les spores sont ensuite comptées à l’aide d’une cellule de 

Thoma, puis étalées sur boîte de Pétri contenant un milieu de croissance approprié (YES + A) 

à une densité de 300 spores par boîte environ.  
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c) Analyse de tétrades 

Après 48h à 25°C, des asques renfermant les spores sont visibles au microscope. A ce 

stade, les asques sont encore intacts et leur paroi toujours présente. On utilise alors un 

micromanipulateur pour isoler les asques sur milieu solide YES + A. Les boîtes sont ensuite 

incubées pendant environ 4h à 25°C ou 32°C afin de permettre que la paroi des asques se 

rompe. Les quatre spores sont alors isolées à l’aide d’un micromanipulateur. On procède à 

l’alignement de chacune des quatre spores de l’asque. Une fois les quatre spores de chaque 

asque séparées, les boîtes sont placées à 25°C pour permettre l’apparition de colonies. 

 

 

d) Test en gouttes 

À J0, les cellules sont mises en croissance sur milieu YES + A solide à 25°C pendant 24h. À 

J1, des cellules sont prélevées sur la boîte et mises en suspension dans du YES+A liquide. Six 

dilutions sérielles (au 1/5) sont ensuite réalisées en YES+A dans une plaque de 

microtitration. Les gouttes sont ensuite prélevées et déposées sur milieu solide adéquat 

avec un réplicateur (VP 407AH, V&P Scientific, INC.). Les boîtes sont ensuite incubées aux 

températures souhaitées, en général pendant 3 à 4 jours. Les images sont réalisées à l’aide 

d’un scanner standard de bureautique à une résolution de 300 pixels/cm. 
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C. Analyse des protéines chez S. pombe 

a) Étalements de chromatine (Chromatin spreads) 

Chaque essai est réalisé avec 5x107 cellules et comprend un contrôle non étiqueté. 

 

Préparation des sphéroplastes 

Les cellules sont cultivées en milieu YES + A de façon à avoir une densité de 5.106 

cellules/mL. La culture est arrêtée par addition de NaN3 (1mM final) puis la fiole Erlenmeyer 

contenant la culture est placée dans la glace. L’équivalent de 5.107 cellules est centrifugé à 

3000 rpm pendant  1min à 4˚C. Les cellules sont ensuite lavées dans 10 mL d’eau stérile 

glacée puis celles-ci sont centrifugées à 3000 rpm pendant  1min à 4˚C. Le surnageant est 

éliminé puis le culot de cellules est ensuite remis en suspension dans 900 µL d’une solution 

glacée de sorbitol 1,2 M. Les cellules sont ensuite centrifugées 5 secondes à 3000 rpm à 4°C 

puis le surnageant est éliminé. Les cellules sont ensuite remises en suspension dans 300 µL 

de SP2 (1,2M  de sorbitol; 50mM de Tri-sodium citrate et 450mM Na2HPO ; à pH5,6) 

contenant un mélange d’enzymes lytiques de Trichoderma harzianum (Sigma L1412; 

6,7mg/mL final). L’ensemble est incubé à 30°C afin de permettre la digestion de la paroi. 

La  progression de la digestion enzymatique est vérifiée au microscope par lyse des 

cellules au SDS (2 µl de cellules + 1 µl de SDS à 20% sont mis sur une lame). Les cellules 

résistent au SDS alors que les sphéroplastes se vident. La réaction est arrêtée lorsque 90% 

des cellules se lysent au SDS par transfert des tubes dans la glace et addition de 3µl d’une 

solution de Tris-HCl 1M pH7.5. 

 

Lavages des sphéroplastes 

Les sphéroplastes sont déposés sur 1 ml de coussin de saccharose glacé ((sucrose 

15% w/v ; sorbitol 1,2M ; Tris-HCl 10 mM ; pH 7,5)) puis ils sont centrifugés à 2000 rpm 

pendant 4min à 4°C. Le surnageant est éliminé et les sphéroplastes sont lavés par 

resuspension et centrifugation à 2000 rpm pendant 4 minutes à 4°C, avec 1ml d’une solution 

Sorbitol/Tris glacé (Sorbitol 1,2M ; Tris-HCl 10 mM ; pH 7,5) puis avec 1ml d’une solution 
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 Sorbitol/MES glacé ((0,1M MES hydrate ; 1mM EDTA ; 0,5mM MgCl2 ; 1M sorbitol ; pH 6,4). 

Les sphéroplastes sont ensuite mis en suspension dans 600µL Sorbitol/MES glacé et 

conservés dans la glace. 

 

Etalement de la chromatine 

On commence par déposer 20 µl de la suspension de sphéroplastes sur une lame de 

verre, puis successivement, on ajoute 40 µl d’une solution de fixateur (4% 

paraformaldehyde; 3,4% saccharose), puis 80 µL d’une solution de détergent (1% Lipsol), 

puis 80 μL de la solution de fixateur. On étale ensuite l’ensemble sur la lame de verre en 

utilisant une pipette Pasteur. La solution  de détergent sert à détruire les membranes 

plasmiques et nucléaires, et la solution de fixateur sert à permettre la création de liens 

covalents entre les molécules pour permettre la formation de pontages protéine-protéine et 

ADN-protéine. Les lames sont mises à sécher sous hotte chimique pendant une nuit. Cela va 

permettre à la chromatine d’adhérer au verre. En revanche, les protéines nucléosolubles et 

les débris cellulaires n’adhèrent pas. Il est possible de conserver les lames pendant plusieurs 

jours à température ambiante et pendant plusieurs mois à -20°C (après séchage). 

 

Révélation des protéines par immunofluorescence 

Les lames de verre sont lavées par quatre lavages successifs en PBS (136,9 mM NaCl ; 

2,68 mM KCl ; 8,1 mM Na2HPO4; 1,47 mM KH2PO4; pH 7,2) à température ambiante, et 

sous agitation afin d’éliminer les protéines solubles et les débris cellulaires. L’excès de PBS 

est enlevé puis 100µl d’une solution de blocking buffer (BB : 0.5% gélatine ; 0.5% BSA en PBS) 

sont ajoutés sur chaque lame puis on couvre la lame d’une lamelle. On place ensuite les 

lames dans une chambre humide à 26°C pendant 30 minutes. Après avoir enlevé 

délicatement la lamelle, on ajoute immédiatement 95 µL de la dilution d’anticorps primaires 

(Anti-V5-TAG clone SV5-Pk1  1µg/µl. AbD serotec ; D500 en BB). Une nouvelle lamelle est 

déposée sur la lame puis l’ensemble est mis à incuber pendant 3 heures à 26°C dans une 

chambre humide. On enlève délicatement la lamelle puis on procède à trois lavages 

successifs des lames en PBS à température ambiante, et sous agitation. Une nouvelle étape  
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de blocage avec 100 µL de BB est réalisée pendant 30 minutes à température ambiante. 

Après avoir enlevé délicatement la lamelle, on ajoute immédiatement 100 µL de la dilution 

d’anticorps secondaires (Anti-souris FITC ; SIGMA F2883 ; D400 en BB). Après avoir déposé 

une nouvelle lamelle, les lames sont mises à incuber pendant 2 heures à 26°C dans une 

chambre humide puis placées pendant une nuit à 4°C. 

 

Montage des lames 

On place la chambre humide à 26°C pendant 1heure puis les lames/lamelles sont 

ensuite recouvertes avec du PBS, pour diminuer la viscosité du BB, cela à 26°C à l’obscurité. 

Après avoir enlevé les lamelles, on procède à trois lavages en PBS à température ambiante 

avec agitation pendant environ 30 minutes. L’excès de PBS est ensuite drainé complètement 

puis 50 µl de milieu de montage ((2/3 solution de BB (v/v) ; 1/3 Vectashield mounting 

medium (Vector Laboratories, v/v) ; 0,2μg/μL DAPI) sont déposés sur la lame. On dépose 

ensuite délicatement une lamelle. 

 

Observation au microscope et quantification des signaux de fluorescence 

Les lames sont observées avec un objectif 63X et une série d’images est capturée pour 

chaque lame. L’intensité des signaux de fluorescence est mesurée sur une surface carrée 

(75x75 pixels) positionnée sur le noyau. Le bruit de fond local du signal de fluorescence est 

mesuré en déplaçant la surface carrée dans une zone immédiatement adjacente et 

dépourvue de noyau. L’intensité de fluorescence est mesurée pour 50 à 100 noyaux par 

échantillon. Les données sont ensuite exportées dans Excel. Le signal correspondant au bruit 

de fond est soustrait pour chaque noyau. Les graphes présentent l’intensité moyenne de 

fluorescence par noyau et la barre d’erreur représente l’intervalle de confiance de la 

moyenne avec un risque α = 0,05. 
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b) Immunoprécipitation de chromatine (ChIP) 

Les expériences de ChiP ont été réalisées par Sabine Vaur selon les conditions décrites 

précédemment77 avec les modifications suivantes. Les cultures ont été réalisées en milieu 

YES + A. Les cellules ont été fixées par l’addition de formaldéhyde (2,5% final) dans les 

cultures à 37°C et la fixation arrêtée après 15 minutes par l’addition de glycine (115mM 

final). 

 

c) Essai de la fonction anti-cohésion de Wpl1 

 Création d’un allèle wpl1 dont l’expression est induite par la tétracycline 

Le système « Tet-On » utilisé ici repose sur la capacité du répresseur TetR de E. coli à se 

fixer sur ses séquences cibles TetO. Une série de vecteurs S. pombe portant les répétitions 

LacO en amont du promoteur CYC1 (tetO7–TATACYC1) a été réalisée par le groupe de M. 

Boddy154. La protéine TetR est exprimée de façon constitutive sous la forme d’une fusion 

avec le répresseur transcriptionnel Tup11Δ70 de S. cerevisiae. La construction est intégrée 

dans le génome de S. pombe au locus ura4 (le locus modifié est nommé en abrégé ura4+-

tetON). En l’absence de tétracycline, TetR-tup11Δ70 fixe les répétitions LacO et le promoteur 

CYC1 est réprimé. L’addition de tétracycline déplace TetR-tup11D70 et l’expression peut 

avoir lieu.  

Le fragment d’ADN portant hphMX-tetO7-Pcyc1 a été amplifié par PCR en utilisant 

comme matrice  pFA6a-hphMX-tetO-Pcyc1-3xFLAG et les oligonucléotides Tet07-wpl1_fw 

(CATTGTGAGTTGGTACGACCGTGTTCCTCCATTTTTGTAAAGAATCGATGTCAAGCCAGGCGGATTG

AAGAAACCTTGAAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC) et Tet07-wpl1_rev 

(ACGTCTAAAAAGTTCCAAACTTCCGATTCCGAAGAAATTCTCTTCAAACCATTATCTTTTTCCTTACAT

TTTCCTCTTTTCATATTAATTAACCTCCAGG). Les parties soulignées sont complémentaires de la 

matrice à amplifier, le triplet CAT (en vert) est l’inverse complémentaire du codon ATG 

initiateur. Les 80 bases en amont sont celles situées de part et d’autre du codon ATG du 

gène wpl1 à son locus. Le produit de PCR a été introduit dans S. pombe par transformation 

de la souche sauvage (souche 2) et les transformants sélectionnés sur milieu YES + A HYG. 

L’intégration correcte au locus wpl1 a été vérifiée par PCR avec un premier couple de  
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primers pour vérifier l’intégration en 5’ (tet07wpl_5chk_fw GCCACTCGTCCACTTATGGT ; 

tet07wpl_5chk_rev cgagggcaaaggaataatca) et un second couple pour vérifier l’intégration en 

3’ (tet07wpl_3chk_fw ctatggcatgcatgtgctct ; tet07wpl_3chk_rev TACTACAGCTCGCGGACCTT). 

L’intégrité des 7 répétitions LacO a été vérifiée par PCR en utilisant des primers situés de 

part et d’autre (5’PTEF-amont AGCTGCGCACGTCAAGACTGTC ; tet07wpl_3chk_rev 

TACTACAGCTCGCGGACCTT). Le locus wpl1 ainsi modifié est appelé hygR-tet07-wpl1 et en 

abrégé tet07-wpl1. Le répresseur TetR-tup11Δ70 a été introduit par croisement avec la 

souche ura4+-tetON. 

Pour détecter la protéine Wpl1, celle-ci a été étiquetée en C-terminal par l’addition de 13 

copies de l’épitope MYC. L’étiquetage a été réalisé par transformation de la souche hygR-

tet07-wpl1 avec un fragment d’ADN produit par PCR en utilisant comme matrice pFA6a-

13MYC-kanMX155. Comme précédemment, les bornes d’intégration au locus ont été vérifiées 

par PCR. Le locus modifié est appelé hygR-tet07-wpl1-13MYC-kanR et en abrégé tet07-wpl1-

13MYC. 

 

 Mesure de l’effet anti-cohésion de Wpl1 

Fréquence d’anaphases avec « lagging chromatids ». 

Les cultures des souches (cdc25-22 tet07-wpl1 eso1Δ) sont ensemencées en milieu 

liquide YES + A à 25°C à une densité de 2x105 cellules / mL et cultivées la nuit de façon à 

obtenir le lendemain matin une densité de l’ordre de 2 à 4x106 cellules / mL. Chaque culture 

est divisée en 2 fractions de 50 mL et les deux sous-cultures sont transférées dans un bain-

marie agité à 37°C (T0). L’induction de Wpl1 est faite après 1H à 37°C (T1h) par l’addition de 

25µL d’ahTET (anydrotétracylcine hydrochloride, SIGMA 37919, solution stock à 10mg/ml en 

DMSO), soit 5 µg / mL final dans la culture. Pour le contrôle non induit, 25 µL de DMSO sont 

ajoutés. A T3h, les cultures sont transférées dans un bain-marie agité à 23°C (température 

permissive pour cdc25-22). Un volume de 5 mL est prélevé 60 min et 80 min après le 

transfert à 23°C (temps pour lesquels les anaphases sont le plus nombreuses) pour une 

fixation des cellules à l’éthanol. Les cellules sont centrifugées (3000rpm 30sec, température 

ambiante) et le culot est remis en suspension dans 1 mL d’éthanol 70% refroidi à -20°C. Les  
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cellules fixées sont conservées à 4°C. Le lendemain, 100 µL sont prélevés et déposés dans un 

microtube 1,5 mL contenant 200 µL de PBS, de façon à réhydrater les cellules (pendant 

environ 10min). Les échantillons sont centrifugés brièvement (5sec 10000g) et les culots 

remis en suspension dans 10 µL de milieu de montage (Vectashied mounting medium avec 

DAPI). Deux microlitres sont montés entre lame et lamelle et observés en microscopie à 

fluorescence. Les anaphases avec « lagging chromatids » sont identifiées par la présence 

d’une ou plusieurs masses de matériel coloré au DAPI se distribuant le long de l’axe 

longitudinal de la cellule. Dans une souche sauvage, ce phénotype est très rare. Lorsque les 

deux masses de chromosomes ont ségrégées (distance entre les deux masses, supérieure ou 

égale à 5 µm), aucun signal DAPI n’est détecté entre les 2 lots de chromosomes156. Les 

images sont capturées et les anaphases avec et sans « lagging chromosomes » sont 

dénombrées. 

 

Mesure de la cohésion en G2 par FISH cen2. 

Le protocole de FISH est dérivé de la procédure originale mise au point par le groupe 

de M. Yanagida157. 

Fixation des cellules. Les souches ont été cultivées comme précédemment puis fixées à T3H 

par l’addition dans les cultures de 2,5 mL de paraformaldéhyde 37% en PEM (100 mM PIPES; 

1 mM EGTA; 1 mM MgSO4 pH6.9). Les cultures sont transférées à 21°C pendant 45min. Les 

cellules sont récoltées par centrifugation (3000 rpm, 1min, 21°C), remises en suspension 

dans 1 mL de PEMS (PEM 1,2M sorbitol) et transférées dans un microtube 1,5 mL. Les 

cellules sont lavées 3 fois par centrifugation (10000g 5sec) et remises en suspension dans 1 

mL de PEMS et éventuellement conservées à 4°C à cette étape. 

Perméabilisation des cellules. La paroi est partiellement digérée par un traitement à la 

zymoliase. Les cellules sont remises en suspension dans 1mL de PEMS 1,15 mg/mL zymoliase 

100T et incubées à 37°C pendant 180min. Les cellules sont centrifugées brièvement (10000g 

5sec) et remises en suspension dans 500 µL de PEMS. Les membranes sont perméabilisées 

par l’addition d’un volume de PEMS 2% Triton et une incubation d’environ 1 minute à 

température ambiante. Les cellules sont ensuite lavées trois fois par centrifugation (10000g  
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5sec) et remises en suspension dans 1 mL de PEM. Les ARNs sont éliminés par un traitement 

à la RNAse A en PEM (1ml PEM 0,25mg/ml RNAseA) pendant 3-4 heures à 37°C puis les 

cellules sont conservées à 4°C. 

Marquage de la sonde cen2. La sonde utilisée pour le FISH cen2 est un cosmide (c1228158), 

dont l’insert d’ADN génomique provient du bras gauche du chromosome 2, adjacent au 

centromère. La séquence des extrémités de l’insert nous a permis de positionner 

précisément la sonde cen2FISH sur la séquence du chromosome 2. L’insert de c1228 s’étend 

des coordonnées 1544109 à 1585983, soit un insert de 41,874 kpb. La borne proximale au 

centromère (1585983) est située dans le gène SPBC28F2.09 (toa1) et se situe à 12kpb du 

premier tARN de la région péri-centromérique. 

La sonde est marquée par l’incorporation de DIG-dUTP (Roche) par nick-

translation159. Le mélange réactionnel est préparé dans la glace. (Mélange réactionnel : 0,05 

M Tris-HCl pH8 ; 5 mM MgCl2 ; 0,05 mg/ml BSA ; 0,01 M DTT ; 40 µM dATP, 40 µM dCTP, 40 

µM dGTP, 10 µM dTTP ; 40 µM DIG-dUTP ; 200 unités/ml ADN polymérase I ; 0,5 à 2 µg/ml 

DNAse I ; 23 µg/ml d’ADN du cosmide c1228). Le volume d’une réaction est de 80 µL. La 

concentration en DNAse I est cruciale car elle détermine la taille des fragments d’ADN 

néosynthétisés. La taille optimale se situe autour de 300 bases. Au-dessus, la sonde ne 

pénètre pas dans les cellules ; en dessous, le marquage est de faible intensité. La 

concentration optimale de DNAse I est déterminée empiriquement. Elle se situe 

généralement entre 0,5 et 2 µg/mL. La réaction est réalisée à 15°C pendant 90 minutes. Elle 

est arrêtée par refroidissement à 0°C et addition d’EDTA (20 mM final). L’ADN est précipité 

par addition de 1/10ème de volume d’acétate de sodium 3M pH5,2 et 2 volumes d’éthanol. 

Après 20 minutes de centrifugation à 10000g (température ambiante), le liquide est éliminé. 

Le culot d’ADN est lavé avec de l’éthanol à 70% puis séché sous vide. L’ADN marqué est 

dissout dans 40 µL de TE. La sonde est dénaturée par chauffage à 100°C pendant 7 minutes 

et refroidissement rapide dans la glace. La sonde peut être conservée plusieurs années à -

20°C. 

Hybridation et révélation. Le tampon d’hybridation (50% formamide, 2xSSC, 10% dextran, 

5X Denhardts, 0,5 mg/mL ADN de sperme de saumon dénaturé) est conservé à -20°C sous la 

forme de parties aliquotes de 30 µL à la concentration 1,25X. Pour chaque essai, un tube est  
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décongelé et 1 µL de sonde et 6,5 µL d’eau sont ajoutés. Le mélange est placé à 75°C 

pendant 10 minutes pour assurer une dénaturation totale de la sonde. L’ADN génomique 

des cellules est dénaturé par incubations successives avec des concentrations croissantes de 

formamide. Les cellules (1 à 3 x 107) sont centrifugées puis remises en suspension dans 150 

µL de 2xSSC. Après 15 minutes à température ambiante, les cellules sont centrifugées 

brièvement (10000g, 5sec) et le culot remis en suspension dans 150 µL de 2xSSC 10% 

formamide. Après 15 minutes à température ambiante, les cellules sont centrifugées 

brièvement (10000g, 5sec) et le culot remis en suspension dans 150 µL de 2xSSC 20% 

formamide. Après 15 minutes à température ambiante, les cellules sont centrifugées 

brièvement (10000g, 5sec) et le culot remis en suspension dans 150 µL de 2xSSC 40% 

formamide. Après 15 minutes à température ambiante, les cellules sont centrifugées 

brièvement (10000g, 5sec) et le culot remis en suspension dans 35 µL du mélange 

d’hybridation (préchauffé à 75°C pendant 10min). L’ensemble et incubé pendant 10min à 

75°C puis transféré à 37°C pendant 18 à 24h. Le lendemain, 150 µL de 2xSSC  préchauffé à 

37°C, sont rajoutés, le tout est mélangé et centrifugé. Le surnageant est éliminé et trois 

lavages de 30 minutes chacun à 37°C dans 150 µL de 2xSSC sont réalisés. Après cette étape, 

les cellules sont incubées pendant 30 minutes à température ambiante dans 150 µL de PBS-

BAG (10 mM phosphate de sodium, 150 mM NaCl, pH 7,2, 1% BSA (w/v), 0,5% Cold water 

fish skin gelatin (Sigma)). Après cette étape, les cellules sont centrifugées et remises en 

suspension dans 40 µL de PBS-BAG contenant un anticorps anti-digoxygénine couplé à la 

fluorescéine (Roche) dilué au 1/50. La suspension cellulaire est incubée à température 

ambiante sur la nuit avec agitation (rotation) puis les cellules sont lavées 1 fois en PBS-BAG 

(150µl par lavage) et 1 fois avec 150µL de PBS (10 mM phosphate de sodium, 150 mM NaCl, 

pH 7,2) puis remises en suspension dans 30µL de PBS. Huit microlitres de suspension 

cellulaire sont étalés sur lamelle traitées poly-L-Lysine. Après séchage, la lamelle est déposée 

sur une lame avec 5 µL de liquide de montage (Vectashield mounting medium avec DAPI). 

Mesure des distances entre signaux FISH. L'observation est effectuée avec un microscope à 

fluorescence Leica DMRXA et un objectif 100X sous immersion. Les images sont acquises 

avec une caméra CCD (Princeton) et le logiciel Metamorph. Les cellules sont observées en 

DAPI et une première image est capturée. Les signaux FISH sont capturés par une série de 8 

images en Z, espacées de 0,4 µm. Pour la mesure des distances, la série d’images en Z est  
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projetée sur un plan et la distance entre les 2 signaux est mesurée entre les 2 pixels de plus 

forte intensité de chaque signal FISH. Les données sont ensuite exportées dans Excel pour la 

création des graphes. 

 

 

 Mesure de la cohésion par FISH cen2 en métaphase 

Les cultures ont été réalisées comme précédemment. Après 3h d’incubation à 37°C, la kinase 

Wee1-as8160 est inhibée par l’addition de 30 µL de 3-BrB-PP1 (Toronto Research Chemicals 

Inc. ; solution stock 50mM en méthanol conservée à -20°C), soit 30 µM final dans la culture. 

Les cellules sont fixées 30 min après l’ajout de 3-BrB-PP1 par l’addition d’un volume (50 mL) 

de sorbitol 2,4M et 5ml de solution de formaldéhyde 37% en PEM. Les cultures sont 

transférées à 21°C pendant 45min. Les cellules sont ensuite lavées et traitées comme 

précédemment. Après l’étape de traitement par la RNAse A, les cellules sont traitées pour 

une immunodétection de la tubuline. Les cellules sont mises en suspension dans 500 µL de 

PEMBAL (PEM 1% BSA (Sigma A7511); 0.1% NaN3; 100 mM lysine hydrochloride) et incubées 

1h à température ambiante. Les cellules sont centrifugées brièvement, le culot mis en 

suspension dans 500 µL PEMBAL contenant l’anticorps monoclonal anti-α-tubuline TAT1161 

dilué au 1/50ème et les cellules incubées à température ambiante pendant une nuit avec 

agitation (rotation). Le lendemain, les cellules sont lavées trois fois par centrifugation et 

remise en suspension dans 500 µL de PEMBAL, puis incubées la nuit dans 500µL de PEMBAL 

contenant un anticorps anti-souris couplé au CY3 (Sigma) dilué au 1/400ème. Le lendemain, 

les cellules sont lavées par centrifugation et remise en suspension 1 fois avec 500 µL de 

PEMBAL puis deux fois avec 500 µL de PEM. L’immunodétection anti-tubuline est fixée par 

une incubation de 30 min à température ambiante dans 500 µL PEM 3% paraformaldéhyde. 

Les cellules sont lavées 3 fois par centrifugation et remise en suspension dans 500 µL de 

PEM. Le FISH cen2 est ensuite réalisé comme décrit précédemment ainsi que la capture des 

images et la mesure de la distance entre signaux FISH.  
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d) Études des protéines de Schizosaccharomyces pombe 

 Préparation d’extraits protéiques en conditions natives 

Préparations de culots cellulaires 

Toutes les étapes sont réalisées dans la glace. 

Une culture cellulaire de densité 2.107 cellules/mL est partagée en plusieurs aliquots 

correspondant à 5.108 cellules, puis elle est  centrifugée à 3000 rpm pendant 2 minutes à 

4°C. Après avoir éliminé le surnageant, chaque culot de cellules est lavé deux fois par 

resuspension et centrifugation à 3000 rpm pendant 2 minutes à 4°C, à l’aide d’une solution 

glacée de PBS. Chaque culot est ensuite remis en suspension dans une solution de PBS glacé 

contenant 1mM de PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride), puis centrifugé à 3000 rpm 

pendant 2 minutes à 4°C. Les tubes sont ensuite placés dans la carboglace pour congeler 

rapidement les cellules. Les cellules sont ensuite conservées à -80°C. 

 

Préparations des extraits bruts totaux 

Dans le tube contenant un culot de 5.108 cellules, on ajoute 125 μL de tampon de 

lyse (50 mM Hepes pH 7,6 ; 75 mM KCl ; 1 mM MgCl2 ; 1 mM EGTA ; 1 mM DTT ; 0,1% Triton-

X100 ;  10 mM sodium butyrate ; 10% glycerol. Inhibiteurs : 1 mM PMSF ; 1 mM Na vanadate 

; 20 mM betaglycerophosphate et un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma P8215 : 

AEBSF 1 mM; E-64 14 µM; Pepstatin A 22 µM; 1,10-Phenanthroline 5 mM)). L’ensemble est 

décongelé et mélangé à l’aide d’un vortex. Lorsque l’on a obtenu un mélange cellulaire 

homogène, 500μL de billes de verre « acid washed » (SIGMA G-8772 425-600 μm) glacées 

sont ajoutées. On casse ensuite les cellules à l’aide d’un cryofastprep (MPBio) deux fois 

pendant 20s à une vitesse de 6,5 m/s. Afin de récupérer le lysat cellulaire, le tube est percé à 

l’extrémité inférieure puis placé sur un autre tube servant de réservoir. L’ensemble est 

centrifugé à 3000 rpm pendant 1 minute à 4°C. On ajoute ensuite 275 μL de tampon de lyse 

et l’ensemble est transféré dans un nouveau tube. On procède ensuite à la clarification du 

lysat en réalisant deux centrifugations à 14 000 rpm pendant 10 minutes à 4°C. Au bout de la 

deuxième clarification, on récupère 300 µL de lysat clarifié que l’on place dans la glace. 
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A ce stade, les extraits protéiques totaux peuvent être soumis à une immunoprécipitation ou 

à une séparation par électrophorèse. 

 

 

 Préparation d’extraits protéiques en conditions dénaturantes 

Les étapes sont identiques à celles effectuées pour la préparation des extraits protéiques 

en conditions natives, sauf que le tampon de lyse présente des différences : 100 mM KCl ; 

2,5 mM MgCl2 ; 0,25% Triton-X100 ; et addition de 0,1% de SDS. 

 

 

 Immunoprécipitation à partir d’extraits protéiques bruts totaux 

A partir de l’extrait préparé suivant les précisions précédentes, on récupère une fraction 

(40 µL) de l’extrait total de lysat cellulaire, servant de contrôle avant l’immunoprécipitation : 

c’est la fraction In pour Input. On procède à l’immunoprécipitation avec le reste du lysat. 

A l’extrait protéique total, on ajoute 50 μL de billes magnétiques de protéines A ou G 

(billes microMACS, Miltenyi Biotec) équilibrées en tampon de lyse, additionnées de 2µg de 

l’anticorps spécifique de la protéine d’intérêt (anti-myc : sc40 Santa-Cruz Biotechnology; 

anti-FLAG monoclonal de souris M2 SIGMA F1804 purifié par affinité; anti-PK monoclonal 

souris clone SV5-Pk1, AbD serotec). L’ensemble est incubé 1 heure dans la glace à l’abri de la 

lumière. Le lysat est ensuite déposé sur une colonne microMACS équilibrée en tampon de 

lavage glacé (50 mM Hepes pH 7,6 ; 75 mM KCl ; 1 mM MgCl2 ; 1 mM EGTA ; 1 mM DTT ; 

0,1% Triton-X100 ;  10 mM sodium butyrate ; 10% glycerol) placée sur un portoir aimanté, 

permettant de retenir les billes et les complexes immuns qui y sont associés. La fraction non 

retenue récupérée à la sortie de la colonne est appelée fraction FT pour Flow Trough. La 

colonne est ensuite lavée cinq fois avec 200 μL de tampon de lavage glacé. On ajoute ensuite 

20 μL (volume mort de la colonne) de tampon d’élution (Laemmli) préalablement chauffé à 

95°C. Après une incubation de 5 minutes, 50 µL de tampon d’élution sont ajoutés à la 

colonne, pour permettre l’élution de la fraction IP immunoprécipitée. 
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 Analyse des protéines par électrophorèse  

La séparation des protéines se réalise selon leur masse moléculaire grâce à une 

électrophorèse en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes en présence de SDS 

(SDS-PAGE), réalisée à l’aide d’un appareil de la société BIO-RAD. Le gel de polyacrylamide 

formé entre deux plaques de verre est composé d’un mélange homogène de séparation 

contenant une proportion variable de 6 à 12% de polyacrylamide selon la protéine étudiée. 

Ce gel est ensuite surmonté d’un gel de concentration composé de 5% de polyacrylamide. 

Les protéines sont déposées dans des puits formés dans le gel de concentration situé en 

partie supérieure du gel. L’électrophorèse est réalisée à l’aide de tampon TGS (25 mM Tris ; 

250 mM Glycine ; 0,1% SDS) à 180 volts. 

 

 Transfert des protéines sur membranes de nitrocellulose ou PVDF (polyfluorure de 

vinylidène) 

Après la séparation par électrophorèse SDS-PAGE, les protéines sont transférées sur 

membrane de nitrocellulose ou PVDF (Amersham). Pour cela, le transfert électrique semi sec 

est réalisé dans un tampon spécifique (39 mM glycine ; 48 mM tris ; 15% éthanol pour les 

membranes en PVDF ou 20% éthanol pour les membranes en nitrocellulose (v/v) ; 0,037% 

SDS).  Sur le pôle positif (cathode) de l’appareil de transfert (Amersham Hoefer 77TE), la 

membrane humidifiée dans ce tampon est placée sur trois unités de papiers Whatman 

humidifiées dans ce même tampon. On place ensuite le gel qui est surmonté de quatre 

unités de papiers Whatman humidifiées. On applique pendant une heure un courant entre la 

cathode et l’anode correspondant à 40 mA par gel, soit 0,8 mA par cm2 de gel. 

 

 Immunoblot 

A la suite du transfert, les membranes sont mises à incuber dans du TBST (20 mM tris ; 

137 mM NaCl ; 0,1% tween-20) auquel on ajoute 5% de lait (w/v lait écrémé) pendant 30 

minutes avec agitation douce. Cette étape permet de bloquer les sites d'interactions non 

spécifiques entre la membrane et les anticorps utilisés pour la révélation ultérieure. Ensuite, 

les membranes sont mises à incuber dans une solution de TBST 5% lait, dans laquelle  
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l’anticorps primaire, dirigée contre la protéine étudiée est ajouté (anti-myc (Santa-Cruz 

Biotechnology clone sc40) dilué au 1:2000; anti-Psm1 (obtenu par immunisation de lapins 

avec un peptide recombinant comprenant les 631 résidus N-terminaux, les anticorps ont été 

ensuite purifiés par affinité contre la protéine recombinante162) dilué au 1:5000; anti-Psm3 

(400μg/mL, anticorps obtenu par immunisation de lapins avec un peptide recombinant 

comprenant les 630 résidus N-terminaux, puis les anticorps ont été purifiés par affinité 

contre la protéine recombinante77) dilué au 1:5000; anti-Rad21 (900μg/mL, anticorps 

obtenus par immunisation de lapins avec une protéine recombinante correspondant aux 413 

résidus C-terminaux, puis les anticorps ont été purifiés par affinité contre la protéine 

recombinante162) dilué au 1:2000; anti-FLAG monoclonal de souris M2 SIGMA F1804 purifié 

par affinité; anti-PK monoclonal souris clone SV5-Pk1, AbD serotec). Les membranes sont 

ensuite lavées trois fois à température ambiante pour une durée totale de 30 minutes dans 

du TBST. Elles sont ensuite mises à incuber dans une solution d’anticorps secondaire dilué 

dans du TBST 5% lait (anti-souris couplé à la péroxidase (Sigma A7282) dilué au 1:10000; 

anti-lapin couplé à la péroxidase (NA9340) dilué au 1:10000). Enfin, les membranes sont 

lavées trois fois à température ambiante pour une durée totale de 30 minutes dans du TBST. 

Les membranes sont ensuite traitées avec les réactifs du kit ECL+ (Amersham) et révélées 

comme préconisé par le fournisseur. 

 

 

e) Test de la déphosphorylation de Rad21 par la phosphatase du phage λ.   

On procède à l’immunoprécipitation de la protéine Rad21 étiquetée avec 9 répétitions 

du motif PK en conditions dénaturantes comme présenté précédemment, en s’arrêtant à 

l’étape des lavages de la colonne avec le tampon de lavage indiqué. Cela pour les souches 2 

(h- wt), 3789 (h- rad21-9PK), 6284 (h- rad21-9PK pp4cΔ). En revanche, le tampon de lyse est 

réalisé sans inhibiteurs de phosphatase (lyse : 50 mM Hepes pH 7,6 ; 100 mM KCl ; 2,5 mM 

MgCl2 ; 1 mM DTT ; 0,25% Triton-X100 ;  10 mM sodium butyrate ; 10% glycerol. Inhibiteurs : 

1 mM PMSF ; 0,1% de SDS et un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma P8215 : AEBSF 1 

mM; E-64 14 µM; Pepstatin A 22 µM; 1,10-Phenanthroline 5 mM) - lavages : 50 mM Hepes 

pH 7,6 ; 100 mM KCl ; 2,5 mM MgCl2 ; 1 mM DTT ; 0,25% Triton-X100 ;  10 mM sodium  
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butyrate ; 0,1% de SDS ; 10% glycerol. Inhibiteurs : 1 mM PMSF ; 1 mM Na vanadate ; 20 mM 

betaglycerophosphate et un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma P8215 : AEBSF 1 mM; 

E-64 14 µM; Pepstatin A 22 µM; 1,10-Phenanthroline 5 mM)). Après ces lavages, la colonne 

microMACS est lavée deux fois à l’aide d’un tampon phosphatase (tampon NEB [HEPES 

50mM; NaCl 100mM; DTT 2mM; Brij 35 à 0,01%; pH 7,5] ; MnCl2 10mM). Après avoir sorti la 

colonne du portoir aimanté, les billes de protéine A couplées aux complexes immuns Rad21-

PK/anti PK sont éluées à l’aide d’un tampon phosphatase et séparées en trois lots ((-) : IP 

sans λ phosphatase ; (+) : IP avec 400 U de λ phosphatase NEB; (++) : IP avec 400 U λ 

phosphatase NEB+ inhibiteurs de phosphatase [50 mM Na vanadate ; 10 mM 

betaglycerophosphate]). Les trois lots sont incubés pendant 40 minutes à 30°C. Ensuite, les 

billes sont déposées sur colonne équilibrée en tampon de lyse. L’élution est réalisée comme 

précisé précédemment. Les échantillons sont soumis à une électrophorèse SDS-PAGE, suivie 

d’un immunoblot. 

 

 

f) Chromatographie en phase liquide couplée à une spectrométrie de masse en tandem 

Les analyses ont été réalisées en collaboration avec Marc Bonneu et Stéphane Claverol de la 

plateforme Protéome du Centre de Génomique Fonctionnelle de Bordeaux. 

 Analyse des interactions de Psy2-3FLAG  

Le gène psy2 a été étiqueté en 3’ avec 3 copies de la séquence codant l’épitope FLAG 

(psy2-3FLAG). Des extraits protéiques natifs des souches psy2-3FLAG et contrôle non 

étiqueté ont été préparés à partir de culots de 5.109 cellules. L’immunoprécipitation a été 

réalisée avec des anticorps anti-FLAG. Les immunoprécipités ont été soumis à une 

électrophorèse de courte durée en PAGE 6% de façon à concentrer les protéines dans un 

petit volume de gel. Après coloration au bleu colloïdal (Sulfate d’ammonium, Bleu de 

Coomassie G-250, Acide Orthophosphorique, Ethanol), les zones d’intérêt ont été découpées 

puis les protéines digérées par la trypsine. Une analyse par chromatographie en phase 

liquide couplée à une spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS : LTQ OrbiTrap XL 

(Thermo)) a été réalisée. Les interactants de la protéine Psy2-3FLAG ont été recherchés par  
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la base de données Proteome Discoverer.  

 

 Recherche des sites de phosphorylation de Rad21-9PK en spectrométrie de masse  

Le gène rad21 a été étiqueté en 3’ avec 9 copies de la séquence codant l’épitope PK (V5) 

(rad21-9PK). Des extraits protéiques natifs des souches rad21-9PK et rad21-9PK pp4cΔ ont 

été préparés à partir de cultures en phase exponentielle de croissance en Yes + A à 25°C 

(1010 cellules asynchrones utilisées par souche au final). L’immunoprécipitation a été réalisée 

avec des anticorps anti-PK. Une fraction des IP (1/10) a été analysée par immunoblot à l’aide 

de l’anticorps anti-Rad21 dans le but de vérifier le profil de phosphorylation de Rad21 dans 

ces conditions. Les immunoprécipités ont été soumis à une électrophorèse préparative de 

courte durée en PAGE 8% de façon à concentrer les protéines dans un petit volume de gel. 

Après coloration au bleu colloïdal, les zones d’intérêt ont été découpées puis les protéines 

digérées par des endoprotéases (la Trypsine, la Thermolysine, la Chymotrypsine, l’Elastase et 

l’Endoprotéinase GluC). Une analyse par chromatographie en phase liquide couplée à une 

spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS : Q-Exactive) a été réalisée. La position des 

sites de phosphorylation a été assignée par le logiciel PhosphoRS.  

 

 

g) Criblage d’une banque d’allèles phospho-mutants de rad21 

Le principe du crible consiste à rechercher parmi les plasmides de la banque ceux 

capables de complémenter le phénotype thermosensible de la souche eso1-H17. 

 Banque rad21 

Une banque d’allèles phospho-mutants rad21 a été réalisée par la société ThermoFisher 

Scientific par synthèse de gènes. Un nombre maximum de 12 sites nous a été imposé par 

capacité de criblage. L’idée est de remplacer chacun des 12 sites par trois codons différents : 

un codon Sérine Sauvage, un codon Alanine A (non phosphorylable) ou un codon, Acide  
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aspartique E (mimant l’état phosphorylé). La banque a donc une complexité théorique de  

312=531441 formes alléliques possibles. Le nombre de transformants à cribler pour 

représenter la banque est de 2,5x106 transformants avec une probabilité P=99%. La banque 

a été réalisée dans le vecteur d’expression pREP41.  

 

 Transformation de la banque 

La banque a été transformée dans la souche 2960 (h- leu1-32 eso1-H17). Pour cela, une 

culture à 6.105 cellules/mL est réalisée dans 50 ml PMG additionnés de leucine (PMG + LEU) 

et de 20µM thiamine à 25°C de façon à avoir environ 2x107 cells/mL le lendemain. La culture 

est centrifugée à 3000 rpm à température ambiante pendant 1 minute. Après avoir éliminé 

le surnageant, les cellules sont remises en suspension dans 1 mL de solution d’Acétate de 

Lithium, puis centrifugées brièvement. Cette étape est réalisée deux fois. Les cellules sont 

ensuite remises en suspension ans une solution d’Acétate de Lithium de façon à avoir 109 

cellules/mL. Le mélange est distribué en parties aliquotes de 0,15 mL dans des tubes 

Eppendorf puis incubé à 25°C pendant 1h. De l’ADN (10 µg de la banque ou 5 µg du contrôle 

pREP41) est ensuite ajouté à une partie aliquote de 0,15 mL, suivis de 370 µL d’une solution 

de polyéthylène glycol (PEG : 50% PEG (Sigma P-3640) en TE pH7.5 (10mM Tris-HCl pH7.5 ; 

1mM EDTA pH7.5). Stérilisé par filtration) préchauffé à 25°C. Après homogénéisation par 

vortex (environ 30s), les tubes sont replacés à 25°C pendant 45-50 minutes. La 

transformation s’effectue par une étape de Heat-shock pendant 15 minutes à 43°C. Les 

tubes sont mis à refroidir 10 min à température ambiante puis centrifugés 10 secondes à 

pleine vitesse. Après élimination du surnageant, les cellules sont remises en suspension dans 

1mL de PMG + LEU (sans thiamine), puis incubées à 25°C pendant 2 heures. Les tubes sont 

ensuite centrifugés 10 secondes à pleine vitesse. Après élimination du surnageant, les 

cellules sont remises en suspension dans 1 ml de PMG. Les cellules sont ensuite étalées sur 

PMG (avec ou sans thiamine) et les boîtes sont placées à 26°C pendant 24h puis transférées 

à 32°C. Quelques boîtes ont été conservées à 26°C pour estimer l’efficacité de 

transformation et le nombre total de transformants criblés à 32°C. 
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 Clonage des plasmides dans Escherichia coli 

Les transformants capables de croître à 32°C ont été remis en croissance à 32°C sur le 

même milieu (PMG avec ou sans thiamine). Les cellules ont été prélevées et mises en 

suspension dans 2 mL d’une solution de 20mM Tris-HCl pH7.5 ; 20mM EDTA. Après 

centrifugation (5 minutes à 3000rpm), le maximum de surnageant est éliminé et les cellules 

sont remises en suspension dans le reste de surnageant. Ensuite, 0,5 mL de billes (425-600 

microns, SIGMA G9268) sont ajoutées au mélange, puis une solution de 20mM Tris-HCL 

pH7.5/20mM EDTA est ajoutée (ajout d’un volume suffisant pour couvrir les billes). Le 

mélange est homogénéisé à l’aide d’un vortex pendant 30s. Puis 1 mL d’une solution de 

20mM Tris-HCL pH7.5/20mM EDTA/1% Triton est ajouté au mélange, qui est ensuite 

homogénéisé à l’aide d’un vortex très brièvement. Le mélange est centrifugé 5 minutes à 

3000rpm. On récupère 1 mL de surnageant par tube, que l’on transfère dans un nouveau 

contenant. Puis de la RNAse A à 0,1 mg/mL est ajoutée à chaque tube. L’ensemble est incubé 

30 minutes à 37°C. Ensuite, du SDS à 0,5% et de la Protéinase K à 0,1 mg/mL sont ajoutés.  

L’ensemble est mis à incuber pendant 1 heure à 55°C. On prélève ensuite 150 µL destinés à 

être purifiés sur colonne et le reste est conservé à -20°C. La purification de ces 150 µL est 

réalisée avec le kit QIAGEN QIAquick® PCR Purification (On ajoute 5 volumes de tampon PB + 

3 µL d’acétate de sodium 3M pH5.2 ; le tout est ensuite transféré sur colonne de purification 

puis centrifugé 30s à 13 400 rpm. Le liquide passé à travers la colonne est éliminé ; puis la 

colonne est ensuite lavée par centrifugation 30s à 13 400 rpm avec 750 µL de tampon PE 

additionné d’éthanol absolu. Après lavage, la colonne est centrifugée à sec  2min à 13 400 

rpm ; l’élution est ensuite réalisée dans 30 µL de tampon EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5)) dans un 

nouveau tube. 

On réalise ensuite la transformation de bactéries compétentes E. coli DH5a par 

électroporation avec 1 microlitre d’ADN. Les transformants sont ensuite sélectionnés sur 

milieu DYT ampicilline (75mg/L). Trois colonies isolées sont ensuite mises en culture dans 2 

mL de milieu liquide DYT ampicilline. Après 16h de culture, les cellules sont récoltées et les 

plasmides purifiés (Miniprep KIT SIGMA). L’élution finale est réalisée avec 100µL de Tris-HCl 

10mM pH8.5. La concentration en ADN est déterminée par absorbance à 260 nm 

(Nanodrop). Chaque ADN est ensuite soumis à une analyse  de restriction par l’enzyme EcoRI 

de façon à vérifier que les plasmides ont la structure attendue. 



120 
 

 

 

  



121 
 

 Vérification que les plasmides purifiés d’E. coli complémentent le phénotype 

thermosensible d’eso1-H17 

Pour cela, la souche 2960 (h- leu1-32 eso1-H17) a été transformée avec les plasmides 

provenant de chaque miniprep (+ contrôle pREP41). Les transformants sont sélectionnés sur 

PMG ou sur PMG 20µM thiamine à 25°C ou 32°C. L’insert des plasmides qui suppriment le 

phénotype thermosensible d’eso1-H17 a ensuite été séquencé par la société Cogenics 

Beckman Coulter Genomics avec les amorces NMT-206_FW 

(5'_AGAAAACAGGGCAAAAGCAA_3'), RAD21-418FW (5'_CAATGGTCTCAACTTCTTCG_3'), 

RAD21-418REV (5'_CGAAGAAGTTGAGACCATTG_3'), RAD21-1136FW 

(5'_AATTGGCAGATACATCTTCC_3'), RAD21-1179RE (5'_ATTCAAGCATAACGGTGAGG_3') et 

NMTTER488REV (5'_TTGAAGGATTAGCCACAGCA_3') 

 

 Construction d’une souche de S. pombe exprimant le variant de rad21. 

L’étape suivante a consisté à créer les phosphomutants de rad21 au locus. Le gène rad21 

étant essentiel, la construction a été réalisée dans la souche 7558 (h- ura4-D18 leu1 psm3-

Gly11-TEV3-rad21-kanR)exprimant la protéine de fusion Psm3-Rad21 au locus psm3. Le gène 

rad21 devenant ainsi non essentiel, une partie du gène rad21 (en paires de bases, à partir de 

l’ATG : 486-945) a été délétée. Pour cela, le couple d’amorces Rad21d(486-945)ura4-fw 

(CATTTGATTTTCAATGGTCTCAACTTCTTCGTACACCCTCTCGTTCTTCGAACACTCTTGAACTACATTC

TTTACCAATATAGCTACAAATCCCACTGGC) et Rad21d(486-945)ura4-rev 

(TCAACAACCTGACCTTCCTCTACTCCTGCTGCTGCAGGACGAGATGAATCATCTTCCATAATGTCAGA

AGGGAGATGAATTGTGGTAATGTTGTAGGAGC) a été utilisé pour amplifier le fragment (à 

partir d’une matrice ura4+) qui a ensuite été utilisé pour transformer la souche 7558 (h- ura4-

D18 leu1 psm3-Gly11-TEV3-rad21-kanR), afin de permettre le remplacement de la séquence 

486-945 de rad21 par le marqueur ura4+. Après transformation, la souche 7989 (h- ura4-D18 

leu1 psm3-Gly11-TEV3-rad21-kanR rad21(d486-945)::ura4+) a été obtenue. Après 

amplification par PCR (à l’aide des amorces Rad21+45_FW (AAGGTATGGTTGGCAGCTCAC) et 

Rad21+1369_rev (TCAGTACGTTGGTGCTTGGC)), les allèles des clones suppresseurs ont été 

co-transformés dans la souche 7989 avec un plasmide réplicatif LEU2. Les transformants ont 

été sélectionnés sur PMG + URA à 32°C puis les clones [Ura-] ont été sélectionnés par  
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réplique sur Yes + A phloxine contenant 1g/L de 5FOA (5-Fluoroorotic Acid). Le 

remplacement de ura4+ par la séquence rad21 mutée a été vérifié par amplification de l’ADN 

du locus entier par PCR (à l’aide des amorces Rad21_ATG-147fw 

(GCGAATTTTGCGAAAGAAAG) et Rad21_TGA+386rev (TCGCTTCCAAATTCTCAACC)) puis 

séquençage complet de rad21 par la société Cogenics Beckman Coulter Genomics avec les 

amorces RAD21-418FW (5'_CAATGGTCTCAACTTCTTCG_3'), RAD21-1136FW 

(5'_AATTGGCAGATACATCTTCC_3'), RAD21-1179RE (5'_ATTCAAGCATAACGGTGAGG_3'), 

RAD21-850REV (5'_TGACTGAACTAGCCGGCGAC_3') et RAD21_ATG-147FW 

(5'_GCGAATTTTGCGAAAGAAAG_3'). Les mutants ont ensuite été croisés avec la souche 7981 

(h+ natR-eso1-H17 rad21-6Gly6His-hygR), de façon à placer les mutants en fond génétique 

sauvage et eso1-H17 et éliminer le gène de fusion psm3-rad21, ura4-D18 et leu1-32. 

 

 

h) Créations de nouveaux allèles rad21 

Une nouvelle série de mutants a été construite combinant des résidus 

phosphomimétiques de la région PISSS avec S223 remplacée par un codon Alanine A (non 

phosphorylable) ou un codon, Acide aspartique E (mimant l’état phosphorylé), cela au locus 

rad21. La liste des combinaisons est indiquée dans la Figure 39. Les séquences mutantes ont 

été synthétisées par la société EUROFINS et clonées dans un vecteur standard de 

propagation dans E. coli. Comme précédemment, les inserts ont été amplifiés par PCR et co-

transformés avec un plasmide réplicatif LEU2 dans la souche 8528 (h- ura4-D18 leu1 psm3-

Gly11-TEV3-rad21-kanR rad21d(567-749)::ura4+) (séquence délétée de rad21 en paires de 

bases, à partir de l’ATG : 567-749). Les étapes de sélection et de séquençage sont identiques 

à précédemment. 
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i) Fractionnement cellulaire 

Chaque essai est réalisé avec 2.108 cellules. 

Préparation des sphéroplastes 

Les cellules sont cultivées en milieu YES + A de façon à avoir une densité de 3 à 5.106 

cellules/mL. La culture est arrêtée par addition de NaN3 (1mM final) puis la fiole Erlenmeyer 

contenant la culture est placée dans la glace. L’équivalent de 2.108 cellules est centrifugé à 

3000 rpm pendant  1min à 4˚C. Les cellules sont lavées dans 30 mL d’eau stérile glacée (3000 

rpm pendant  1min à 4˚C). Le surnageant est éliminé puis le culot de cellules est ensuite 

remis en suspension dans 30 mL d’une solution glacée de sorbitol 1,2 M. Les cellules sont 

ensuite centrifugées 5 minutes à 4000 rpm à 4°C (pour obtenir un culot stable de cellules) 

puis le surnageant est éliminé. Les cellules est ensuite remises en suspension dans le reste 

de liquide et transférées dans un nouveau tube qui est centrifugé. Après élimination du 

surnageant, les cellules sont ensuite remises en suspension dans 300 µL de SP2 (1,2M  de 

sorbitol; 50mM de Tri-sodium citrate et 450mM Na2HPO ; à pH5,6) contenant un mélange 

d’enzymes lytiques de Trichoderma harzianum (Sigma L1412; 6,7mg/mL final). L’ensemble 

est incubé à 30°C afin de permettre la digestion de la paroi. La  progression de la digestion 

enzymatique est vérifiée au microscope par lyse des cellules au SDS (2 µl de cellules + 1 µl de 

SDS à 20% sont mis sur une lame). Les cellules résistent au SDS alors que les sphéroplastes se 

vident. La réaction est arrêtée lorsque 90% des cellules se lysent au SDS par transfert des 

tubes dans la glace et addition de 3µl d’une solution de Tris-HCl 1M pH7.5. 

 

Lavages des sphéroplastes 

Les sphéroplastes sont déposés sur 1 ml de coussin de saccharose glacé ((sucrose 

15% w/v ; sorbitol 1,2M ; Tris-HCl 10 mM ; pH 7,5)) puis ils sont centrifugés à 2000 rpm 

pendant 4min à 4°C. Le surnageant est éliminé et les sphéroplastes sont lavés par 

resuspension et centrifugation à 2000 rpm pendant 4 minutes à 4°C, avec 1ml d’une solution 

Sorbitol/Tris glacé (Sorbitol 1,2M ; Tris-HCl 10 mM ; pH 7,5) puis  avec 1ml d’une solution 

Sorbitol/MES glacé ((0,1M MES hydrate ; 1mM EDTA ; 0,5mM MgCl2 ; 1M sorbitol ; pH 6,4). 

Le surnageant est ensuite éliminé et les sphéroplastes sont conservés dans la glace pour une  
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utilisation immédiate, ou conservés à -80°C. 

 

Fractionnement 

Les sphéroplastes sont remis en suspension dans 300 µL de tampon AX (50 mM 

Hepes pH 7,6 ; 3,8 mM MgAc ; 125 mM KAc ; 50% glycerol; 1,25 mM DTT ; 1,25 mM PMSF ; 

Chymostatin  2mg/ml ; Leupeptine  1mg/ml ; Aprotinine 10mg/ml ; Pepstatine A  1,25mg/ml ; 

Benzamidine 50 mg/ml ; 10 mM Na vanadate ; 20% Triton-X100) par aspiration/refoulement 

puis mis à incuber pendant 10 minutes dans la glace. Cette incubation est accompagnée de 

quatre événements d’homogénéisation du mélange à l’aide d’un vortex. Une fraction T (pour 

Totale) est récupérée : 40 µL. 

Le reste de la suspension de sphéroplastes (environ 260 µL) est déposé sur 200 µL de 

tampon AXS (tampon AX + 30% saccharose). On centrifuge pendant 15 minutes à 13000 rpm 

à 4°C. A l’issue de cette étape, on obtient trois couches : le culot au fond du tube, puis le 

coussin de saccharose, puis la fraction soluble dans la partie supérieure dont on récupère 40 

µL : c’est la  fraction S. L’ensemble est éliminé, à l’exception du culot qui est remis en 

suspension dans 200 µL de tampon AX par aspiration/refoulement pour être lavé. Un coussin 

de tampon de  200 µL de tampon AXS est déposé délicatement au fond du tube. On 

centrifuge pendant 15 minutes à 13000 rpm à 4°C. Le surnageant est éliminé puis le culot est 

remis de nouveau en suspension dans 200 µL de tampon AX. 40 µL de cette suspension sont 

récupérés et constituent la fraction P (pour le culot pellet). 

 

Les trois fractions T, S et P sont ensuite analysées par électrophorèse SDS-PAGE et 

immunoblot. 
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25 °C 32 °C 36 °C
6089 h+ eso1-H17 pp4c 

6093 h+ eso1-H17 pp4cD 

6101 h+ eso1-H17 pp4cD 

4362 h+ eso1-H17

2 h- wt

Figure 9 : suppression du phénotype thermosensible d’eso1-H17 par la délétion du gène pp4c.
Les souches ont été cultivées à température permissive (25°C). Les suspensions cellulaires ont
été diluées en série au 1/5 et déposées sur milieu solide Yes+A phloxine. Les boîtes ont été
incubées 4 jours aux températures indiquées. La mutation pp4c (souche 6089) est la mutation
issue du crible (au niveau du site catalytique de PP4c, l’arginine R en position 111 est substituée
en tryptophane W).
Stéphanie Vazquez et Sabine Vaur.
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RESULTATS 

 I. L’inactivation du complexe PP4 chez Schizosaccharomyces 

pombe permet la survie des levures en l’absence de 

l’acétyl-transférase Eso1 

A. Confirmation de la suppression d’eso1-H17 par la délétion du gène qui 

code la sous-unité catalytique PP4c 

Avant mon arrivée au laboratoire, la sous-unité catalytique PP4c avait été identifiée lors 

d’un crible génétique recherchant des suppresseurs du phénotype thermosensible d’eso1-

H1791 chez Schizosaccharomyces pombe, cela suggérant que la protéine PP4c pourrait être 

un nouvel acteur de la régulation de la cohésion des chromatides sœurs. Le caractère 

suppresseur a été confirmé par test de croissance à températures permissive et restrictive : 

la délétion du gène pp4c permet de restaurer partiellement la croissance des levures à 36°C 

(Figure 9). Ces données indiquent une interaction fonctionnelle entre l’acétyl-transférase 

Eso1 et le complexe PP4.  

 

 

B. Le complexe sérine/thréonine phosphatase de type IV et la réparation des 

dommages à l’ADN 

La modification de protéines par phosphorylation est un processus impliqué dans 

plusieurs voies de régulation et de signalisation cellulaires. La phosphorylation est la 

modification post-traductionnelle la plus répandue. Il existe des protéines kinases chargées 

de phosphoryler les protéines mais également des phosphatases chargées d’enlever les 

groupements phosphate. Ces kinases et phosphatases permettent à la cellule de maintenir 

un équilibre entre phosphorylations et déphosphorylations. Chez l’Homme, on recense 518  
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Figure 10 : Les trois familles des Sérine/Thréonine Phosphatases
A. Les Sérine/thréonine phosphatases se composent de trois familles : La famille des Phosphoprotéines
Phosphatases (PPP), la famille des Protéines Phosphatases dépendantes des ions Métalliques Mn2+/Mg2+

(PPM), la famille des Phosphatases à aspartate (FPC : Phosphatase du CTD de l’ARN Polymérase II associée à
TFIIF; et SCP : Small CTD Phosphatase). Les résidus qui participent à la coordination au métal et à la liaison
des phosphates, sont marqués en bleu et en rouge respectivement. La famille des PPP contient trois motifs
caractéristiques : GDxHG, GDxVDRG, et GNHE (G : glycine; D : acide aspartique; x : n’importe quel acide
aminé; H : histidine; V : valine; R : arginine; N : asparagine; E : acide glutamique).
BBH : CNB-binding helix; CTD : carboxy-terminal domain; CBD : Ca2+-calmodulin-binding motif; AI :
autoinhibitory sequence; TPR : tetratricopeptide repeat; FCPH : FCP-homology domain. Toutes les protéines
présentées ici sont humaines sauf la PP7 qui vient d’Arabidopsis thaliana.
Modifié de Shi et al. 2009 .
B. Séquence de la sous-unité catalytique du complexe PP4 chez Schizosaccharomyces pombe. Les trois motifs
caractéristiques des PPP (GDxHG, GDxVDRG, et GNHE) sont marqués.

Shi Y. et al. 2009

MTDLDLDWQLEELENGRLIPESNVVELCQRVRDILIEESNIQWISSPVTICGDIHGQLHDLLELFRIGGSCPGTKYLFLG
DFVDRGFYSVETFLLLLTLKCKYPKEMTLIRGNHESRQITQVYGFYDECVRKYGSANVWRYCCEIFDYLSLGALVDGKV
FCVHGGLSPSISSIDQIRLLDRKQEVPHEGAMCDLLWSDPEDISGWGLSPRGAGFLFGADVSEVFNRANDLSFIARAH
QLVMEGYKIHFSDKDKQYPKFTNEEDSELDSDSASPVDDSPAPGDIITIPEKDKGSVVTVWSAPNYCYRCGNVASILQ
LDENQTQSFKIFGTASQERSGIPTKRPIADYFL

A

B
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kinases dont 428 ciblent les sérines et thréonines163. Néanmoins, il a récemment été montré 

que, en plus des sérines, thréonines et tyrosines, la phosphorylation peut également avoir 

lieu sur les résidus basiques histidine, arginine et lysine164. Il y a 197 phosphatases dont 30 

seulement sont des sérine/thréonine phosphatases163. Cette différence numéraire s’explique 

par la façon dont les complexes sérine/thréonine phosphatases sont formés : une seule 

même sous-unité catalytique peut former différents complexes en fonction des sous-unités 

régulatrices qui l’accompagnent et ainsi cibler des substrats différents et jouer des fonctions 

différentes selon les complexes formés.  

 

Le groupe des sérine/thréonine phosphatases compte trois familles :  

- La famille des Phosphoprotéines Phosphatases (PPP) 

- La famille des Protéines Phosphatases dépendantes des ions Métalliques 

Mn2+/Mg2+ (PPM) 

- La famille des Phosphatases à aspartate (FPC : Phosphatase du CTD de l’ARN 

Polymérase II associée à TFIIF;  et SCP : Small CTD Phosphatase)163 (Figure 10). 

Le complexe sérine/thréonine phosphatase de type IV appartient à la famille des 

Phosphoprotéines Phosphatases ou PPP. Il est présent dans de nombreux organismes, uni- 

ou pluricellulaires. En effet, il a par exemple été mis en évidence chez les levures 

Saccharomyces cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe, mais aussi chez l’Homme et la 

drosophile (Tableau 2). Cela dépend aussi du substrat à déphosphoryler. Chez l’Homme, la 

sous-unité catalytique se nomme PP4c et il existe quatre sous-unités régulatrices nommées 

de R1 à R4. Chez S. cerevisiae, la sous-unité catalytique se nomme PPH3 et a pour sous-

unités régulatrices Psy2 et Psy4, qui sont respectivement les orthologues des sous-unités R3 

et R2 humaines (UniprotKB).  Il a été rapporté que les sous-unités régulatrices semblent 

conférer la spécificité de substrat163. 

 

Le complexe PP4 joue de nombreuses fonctions dans la cellule : remodelage de la 

chromatine165, recombinaison de l’ADN166, organisation des microtubules aux 

centromères167, régulation de la transcription168, régulation de l’acétylation des histones169, 

activation de la voie de signalisation au TNF-α (Tumor necrosis Factor alpha)170, activation du 

facteur de transcription NF-κB (Nuclear Factor kappa B)171. De façon intéressante, le  
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Sous-unité 
catalytique

Sous-unité 
régulatrice

Sous-unité 
régulatrice

Sous-unité 
régulatrice

Sous-unité 
régulatrice

Co-facteur 
métallique

Saccharomyces
cerevisiae

PPH3 Psy2 Psy4 Mn2+

Schizosaccharomyces 
pombe

PP4c Psy2 / Mn2+

Ashbya gossypii PPH3 Psy2 Psy4 Mn2+

Kluyveromyces
lactis

PPH3 Psy2 Psy4 Mn2+

Candida 
glabrata

PPH3 Psy2 Psy4 Mn2+

Candida albicans PPH3 Psy2 / Mn2+

Drosophile PP4-19c PPP4R3
= flfl

PPP4R2r Mn2+

Souris PPP4c PPP4R3A/B PPP4R2 PPP4R1 PPP4R4 Mn2+

Taureau PPP4c PPP4R3A/B PPP4R2 PPP4R1 PPP4R4 Mn2+

Homme PPP4c SMEK1/SMEK2

= PPP4R3A/B
PPP4R2 PPP4R1 PPP4R4 Mn2+

Tableau 2 : Le complexe Sérine/Thréonine Phosphatase de type IV est conservé de la levure à l’Homme
Le complexe PP4 se compose d’une sous-unité catalytique et d’une ou plusieurs sous-unité(s)
régulatrice(s) selon les espèces mais aussi selon le substrat à déphosphoryler. Les lignes grisées
correspondent aux complexes déjà caractérisés chez les espèces correspondantes. Les autres complexes
sont prédits par similarité de séquences. La famille des PPP à laquelle le complexe PP4 appartient a besoin
d’ions Mn2+ comme co-facteur, afin d’être catalytiquement active.
Karen Eguienta
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complexe PP4 joue également un rôle dans la voie de Double Strand Break (DSB) Repair. PP4 

interviendrait en fin de réponse pour permettre à la cellule de sortir du checkpoint afin de 

poursuivre son cycle. En effet, il a été montré que le complexe HTP-C (pour Histone H2A 

Phosphatase Complex : le complexe PP4 chez S. cerevisiae se nomme HTP-C et est composé 

de la sous-unité catalytique PPH3 et des deux sous-unités régulatrices Psy2 et Psy4. Tableau 

2) déphosphoryle l’histone γH2AX, une fois celle-ci dissociée de l’ADN. Dans une souche 

pph3Δ, l’absence de déphosphorylation de l’histone γH2AX a pour conséquence de retarder 

la sortie de la cellule du checkpoint de réparation. Cela, même après que le DSB ait été 

résolu par la machinerie de réparation. En effet, il est important de noter que l’absence de la 

phosphatase PPH3 n’a aucun effet négatif sur la réparation du DSB172. Il a également été 

montré que la sous-unité catalytique PPH3 accompagnée cette fois de la sous-unité Psy2, 

déphosphoryle la protéine kinase Rad53 appartenant au checkpoint intra-S de réparation 

afin de sortir du checkpoint et repartir dans le cycle cellulaire173.  

 

Comme mentionné dans l’introduction, la DI-cohesion fait partie de la voie de réparation 

des cassures double brin de l’ADN, ce qui suggère que l’effet suppresseur d’eso1-H17 par la 

délétion de pp4c pourrait passer par une activation prolongée de la voie de DI-cohesion. 

Cette possibilité sera examinée dans les paragraphes suivants. Dans un premier temps, nous 

avons recherché quelles pouvaient être les sous-unités régulatrices de PP4 impliquées 

fonctionnellement dans la voie Eso1. 

 

Chez Saccharomyces cerevisiae, le complexe PP4 se compose de la sous-unité 

catalytique PPH3 et de ses sous-unités régulatrices Psy2 et Psy4. Seul le gène codant la sous-

unité régulatrice Psy2 a été retrouvé chez Schizosaccharomyces pombe (SPBC216.01c, noté 

par la suite psy2). Pour savoir si le gène psy2 est impliqué dans la voie Eso1, le gène psy2 a 

été délété et la délétion placée en fond eso1-H17. Le test de croissance présenté dans la 

Figure 11A montre que la délétion de psy2 permet de supprimer le phénotype 

thermosensible d’eso1-H17. Le niveau de suppression est équivalent à celui conféré par la 

délétion de pp4c, et la double délétion ne montre pas d’effet additif ce qui suggère que PP4c 

fonctionne avec Psy2 comme sous-unité régulatrice dans la voie Eso1. Nous avons donc 

cherché à mettre en évidence l’existence du complexe PP4c/Psy2 par co-

immunoprécipitation. Le gène psy2 a été étiqueté en 3’ par l’addition de trois copies codant  
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Figure 11 : La délétion de pp4c ou du gène codant la sous-unité régulatrice Psy2 permet de supprimer le
phénotype thermosensible d’eso1-H17.
A. Test de croissance. Les cellules ont été mises en croissance sur milieu Yes+A solide à 25°C pendant 24h. Les
suspensions cellulaires ont été diluées en série au 1/5 et déposées sur milieu solide Yes+A phloxine. Les boîtes
ont été incubées 4 jours aux températures indiquées. La délétion du gène qui code la sous-unité Psy2,
supprime le phénotype thermosensible d’eso1-H17, de la même manière que la délétion du gène qui code la
sous-unité catalytique PP4c. Le double mutant ne montre pas d’effet additif, suggérant que les deux gènes
contribuent à la même fonction.
B. Psy2-3FLAG co-immunoprécipite la sous-unité catalytique PP4c. Le gène psy2 a été étiqueté en 3’ avec 3
copies de la séquence codant l’épitope FLAG (psy2-3FLAG). Le test de croissance montre que psy2-3FLAG ne
modifie pas le phénotype thermosensible d’eso1-H17 ce qui indique que Psy2-3FLAG est fonctionnelle vis-à-vis
de son interaction avec la voie Eso1. Des extraits protéiques natifs de la souche psy2-3FLAG et de la souche
contrôle non étiquetée ont été préparés à partir de cultures en phase exponentielle de croissance.
L’immunoprécipitation a été réalisée avec des anticorps anti-FLAG. Les immunoprécipités ont été soumis à une
électrophorèse de courte durée en PAGE 6% de façon à concentrer les protéines dans un petit volume de gel.
Après coloration au bleu colloïdal, les zones d’intérêt ont été découpées puis les protéines digérées par la
trypsine. L’analyse par MS/MS a révélé la présence de 8 peptides PP4c spécifiquement dans l’IP Psy2-3FLAG. Le
contrôle utilisé correspond à la sous-unité Psy2 non étiquetée (no tag).
Karen Eguienta.
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6093  h+ eso1-H17 Δpp4c

6577  h+ eso1-H17 Δpsy2

6726  h+ eso1-H17 Δpp4c Δpsy2

1         h+ wt
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1         h+ wt
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l’épitope FLAG (psy2-3FLAG). Le test de croissance (Figure 11B) montre que psy2-3FLAG ne 

montre pas d’interaction génétique avec eso1-H17, ce qui indique que Psy2-3FLAG est 

fonctionnelle vis-à-vis de la voie Eso1. En ce qui concerne la sous-unité catalytique, toutes 

les versions étiquetées de pp4c (en C terminal ou N-terminal) se sont avérées non 

fonctionnelles vis-à-vis de la voie Eso1 (les versions étiquetées suppriment la 

thermosensibilité d’eso1-H17) et ce, quelle que soit l’étiquette (13MYC, GFP, 3HA). Pour 

contourner ce problème, nous avons analysé les protéines co-immunoprécipitées par Psy2-

3FLAG par spectrométrie de masse (analyse LC-MS/MS : Liquid Chromatography-Tandem 

Mass Spectrometry). Une immunoprécipitation d’une souche contrôle non étiquetée a été 

réalisée dans les mêmes conditions (Figure 11B). L’analyse MS/MS a révélé la présence de 

peptides trypsiques issus de PP4c spécifiquement, dans l’immunoprécipité de Psy2-3FLAG, 

ce qui est cohérent avec l’existence d’un complexe PP4c/Psy2.  

Ainsi, ces données génétiques et biochimiques sont en accord avec l’existence d’un 

complexe PP4c/Psy2 en relation fonctionnelle avec la voie de l’acétyl-transférase Eso1 chez 

Schizosaccharomyces pombe. 
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Figure 12 : La délétion de pp4c ne permet pas de restaurer l’acétylation de Psm3 en fond eso1-H17
Analyse par western-blot de l’acétylation de la protéine Psm3 à partir d’extraits cellulaires en fond eso1-H17
dans les souches pp4c+ et pp4cΔ. Les extraits cellulaires ont été préparés à partir de cellules en phase
exponentielle de croissance en milieu Yes+A à 25°C. Les protéines ont été séparées par PAGE 6% et
analysées par WB avec un anticorps anti-Psm3K106Ac (panneau du haut). Un second WB a été réalisé avec des
anticorps anti-Psm3 (panneau du bas) pour vérifier que la quantité de Psm3 est similaire pour chaque
souche.
Sabine Vaur.
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a. L’absence du complexe PP4 permet la survie en l’absence de l’acétyl-transférase Eso1 

La suppression du phénotype thermosensible d’eso1-H17 par l’inactivation de la sous-

unité catalytique PP4c ou de la sous-unité régulatrice Psy2 peut être due à deux mécanismes 

distincts. Soit par une augmentation de l’activité résiduelle de l’acétyl-transférase en fond 

eso1-H17, soit en permettant de se passer totalement de la fonction d'Eso1. Pour évaluer 

l’hypothèse d’une augmentation de l’activité résiduelle d’Eso1-H17, nous avons cherché à 

savoir si la délétion de pp4c pouvait restaurer l’acétylation de Psm3K106. Dans une souche 

eso1-H17, l’acétylation de Psm3K106 n’est pas détectable, même à température permissive77 

(Figure 12). De façon similaire, l’acétylation de Psm3K106 n’est pas détectée dans la souche 

eso1-H17 pp4cΔ, ce qui montre que l’absence de PP4 ne restaure pas l’activité d’acétylation 

d’Eso1-H17 vis-à-vis de Psm3K106. Il est à noter que le niveau de détection de Psm3K106Ac dans 

la souche pp4cΔ est similaire à celui observé dans la souche sauvage, ce qui indique que PP4 

est vraisemblablement neutre vis-à-vis de l’activité acétyl-transférase d’Eso1.  
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eso1Δ wpl1Δ

eso1Δ pp4cΔ

eso1Δ psy2Δ

eso1Δ psy2Δ pp4cΔ

wt

eso1Δ wpl1Δ

eso1Δ pp4cΔ wpl1Δ

eso1Δ psy2Δ wpl1Δ

eso1Δ psy2Δ pp4cΔ wpl1Δ

wt

B

A

Figure 13 : L’abolition de l’activité PP4 permet la survie cellulaire en l’absence d’Eso1.
Les souches ont été cultivées sur milieu PMG à 32°C puis un test de croissance a été réalisé dans les
mêmes conditions. Les suspensions cellulaires ont été diluées en série au 1/5 et déposées sur milieu
solide PMG. Les boîtes ont été incubées 4 jours à 32°C.
A. On observe que la délétion des gènes qui codent respectivement la sous-unité PP4c et la sous-
unité Psy2, permet la viabilité cellulaire en l’absence de l’acétyl-transférase Eso1. On ne détecte pas
d’effet additif lors de la double délétion pp4c/psy2, ce qui montre que psy2 et pp4c agissent dans la
même voie. La croissance est cependant réduite par rapport à une souche eso1D wpl1D, ce qui
montre que l’effet suppresseur induit par l’absence de PP4 est partiel et inférieur à celui obtenu par
la délétion du gène wpl1.
B. Relation d’épistasie avec wpl1. Le test de croissance a été réalisé dans les mêmes conditions. On
observe que la délétion du gène wpl1 dans les fonds génétiques eso1Δ pp4cΔ et eso1Δ psy2Δ
permet de restaurer une croissance similaire à celle de la souche eso1Δ wpl1Δ.
Stéphanie Vazquez .



139 
 

Pour savoir si l’absence de PP4, permet de se passer complètement de la fonction d’Eso1, 

nous avons cherché à savoir si des souches eso1Δ pp4cΔ et eso1Δ psy2Δ étaient viables. 

Le gène eso1 étant essentiel à la viabilité cellulaire, nous avons procédé par croisement 

en utilisant une souche dans laquelle la délétion du gène eso1 est viable par la co-délétion 

du gène wpl1 (eso1Δ wpl1Δ)77. La souche eso1Δ::ura4+ wpl1Δ::hygR a été croisée avec une 

souche pp4cΔ::kanR ura4D-18. L’analyse de la descendance a révélé l’existence de 

colonies de phénotype [Ura+ G418R HygS], ce qui montre que le génotype eso1Δ pp4cΔ 

est viable. De la même manière, la souche eso1Δ wpl1Δ a été croisée avec une souche 

psy2Δ et avec une souche pp4cΔ psy2Δ et pour chaque croisement, des recombinants 

eso1Δ psy2Δ et eso1Δ pp4cΔ psy2Δ ont pu être obtenus. Il est à noter que ces 

descendants formaient des colonies de petite taille, indiquant que la suppression d’eso1Δ 

est vraisemblablement partielle. Ceci est clairement visible sur le test de croissance 

présenté dans la Figure 13A. Néanmoins, ces souches sont viables alors que la délétion 

d’eso1 est létale, ce qui montre que l’abolition de l’activité PP4 permet la survie en 

l’absence de l’acétyl-transférase Eso1. Le test de croissance présenté dans la Figure 13B 

montre la relation d’épistasie entre wpl1Δ et psy2Δ / pp4cΔ vis-à-vis d’eso1Δ. La délétion 

du gène wpl1 dans les fonds génétiques eso1Δ pp4cΔ et eso1Δ psy2Δ  permet de restaurer 

une croissance similaire à celle de la souche eso1Δ wpl1Δ. Cette analyse indique que 

wpl1Δ est épistatique sur psy2Δ et pp4cΔ. En terme fonctionnel, PP4 pourrait par exemple 

contribuer à la fonction de Wpl1. 

 

 

b. La suppression d’eso1-H17 par la délétion de pp4c ne nécessite pas les kinases ATR et 

ATM 

Nous avons vu précédemment que le complexe PP4 chez S. cerevisiae est impliqué dans 

l’extinction du checkpoint de dommage à l’ADN et la reprise du cycle cellulaire lorsque la 

réparation a été effectuée (Résultats I-B). La DI-cohesion est partie prenante de la réponse à 

une cassure double-brin de l’ADN (Introduction IV-D). L’abolition de l’activité de PP4 pourrait 

ainsi maintenir de façon constitutive une réponse de type DI-cohesion, permettant de 

compenser un défaut de fonction d’Eso1. L’histone γH2AX et la protéine Rad53 ne pouvant  



140 
 

 

A

eso1-H17

eso1-H17 PP4cΔ

eso1-H17 PP4cΔ rad3Δ tel1Δ

eso1-H17 rad3Δ tel1Δ

35.5°C 32°C 26°C

B

5912 h+ eso1-H17

7164 h+ eso1-H17 cds1Δ

7166 h+ eso1-H17 cds1Δ pp4cΔ

6093 h+ eso1-H17 pp4cΔ

35,5°C 32°C 26°C

Figure 14 : La suppression du phénotype thermosensible d’eso1-H17 par le complexe PP4 ne
nécessite pas les kinases en amont des voies de réparation de l’ADN
Les souches ont été cultivées 25°C en Yes+ade. Les suspensions cellulaires ont été diluées en série au
1/5 et déposées sur milieu solide Yes+A (A) ou Yes+A phloxine (B). Les boîtes ont été incubées 4
jours aux températures indiquées.
Karen Eguienta et Stéphanie Vazquez
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pas être déphosphorylées, on aurait alors le maintien de l’activation de la réponse suite au 

DSB, et par conséquent, l’induction constitutive de cohésion de novo. En d’autres termes, la 

DI-cohesion activée de façon constitutive par l’absence de PP4 compenserait le défaut de 

cohésion généré par l’absence d’Eso1. Cette possibilité semble a priori improbable car chez 

S. cerevisiae tout au moins, la DI-cohesion nécessite l’acétyl-transférase Eco1. Néanmoins, il 

est possible d’imaginer que la voie est différente chez S. pombe et soit indépendante de 

l’acétyl-transférase Eso1. Si effectivement l’abolition de l’activité PP4 supprime le défaut 

généré par eso1-H17 via la DI-cohesion, alors la suppression doit être dépendante des 

kinases ATM et ATR situées en amont de la voie de réparation (Rad3 et Tel1 chez S. pombe) 

et/ou de la kinase Cds1 (l’orthologue de Rad53 de S. cerevisiae). Le test de croissance 

présenté dans la Figure 14, montre que la suppression d’eso1-H17 par la délétion de pp4c 

est toujours effective en l’absence des deux kinases Rad3 et Tel1, mais aussi en l’absence de 

la kinase Cds1, ce qui montre que la suppression d’eso1-H17 par pp4cΔ ne nécessite par les 

kinases de la voie de réparation de l’ADN. 

 

 

 

 II. Le complexe PP4 contribue à la fonction anti-cohésion de 

Wpl1 

Des expériences chez Saccharomyces cerevisiae ont montré que dans une souche eco1Δ 

wpl1Δ, l’induction de la protéine Wpl1 après la phase S détruit la cohésion qui avait été 

établie, mettant en évidence la fonction d’anti-cohésion de la protéine Wpl158. Ainsi, ayant 

fait l’hypothèse chez Schizosaccharomyces pombe que la protéine Wpl1 et le complexe PP4 

pourraient appartenir à la même voie, et ayant observé l’épistasie de wpl1 sur pp4c et psy2, 

nous avons cherché à évaluer si le complexe PP4 contribue à la fonction anti-cohésion de 

Wpl1. Ces expériences ont été réalisées par Jean-Paul Javerzat. Pour cela, le gène codant la 

protéine Wpl1 a été mis sous dépendance d’un promoteur inductible par la Tétracycline154  
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Figure 15 : L’induction de Wpl1 en G2 en fond eso1D induit un défaut de cohésion dépendant de PP4
A. Test de croissance. Les souches ont été cultivées en yes+A à 25°C. Les suspensions cellulaires ont été
diluées en série au 1/5 et déposées sur milieu solide Yes+A contenant 5µg/ml de tétracycline (TET) ou le
solvant uniquement (DMSO). Les boîtes ont été incubées 3 jours à 26°C. B. Schéma du protocole
expérimental. Les cellules en phase exponentielle de croissance en YES+A à 25°C ont été transférées à
37°C. L’expression de tet07-wpl1 a été induite par l’addition de tétracycline (Tet) après 1h à 37°C. Un
volume équivalent de solvant a été ajouté pour le contrôle non induit (DMSO). Après 3H à 37°C, les
cellules ont été transférées à 25°C. Les cellules ont été fixées après 60 et 80 min à 25°C, temps pour
lesquels les anaphases sont le plus nombreuses. Les cellules ont été colorées au DAPI et observées en
microscopie à fluorescence.
C. L’induction de Wpl1 en fond eso1D induit une ségrégation aberrante des chromosomes à l’anaphase
(barre = 10µm). L’image agrandie montre une cellule en anaphase pour laquelle les 6 chromatides sont
distribuées selon l’axe longitudinal de la cellule.
D. La fréquence d’anaphases anormales a été mesurée (n~100 par échantillon). L’induction de Wpl1 en
fond eso1+ est sans effet. Par contre, environ 90% des anaphases sont anormales en fond eso1D. De façon
remarquable, la fréquence diminue à environ 33% en fond eso1D psy2D.
Jean-Paul Javerzat.
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afin d’induire l’expression de Wpl1 par ajout de cet antibiotique dans le milieu de culture 

(souche tet07-wpl1). Le test de croissance présenté dans la Figure 15A, montre que la 

souche eso1Δ tet07-wpl1 est viable en absence de Tétracycline, alors que l’ajout de cet 

antibiotique dans le milieu est létal. Le protocole expérimental et les résultats sont 

présentés dans la Figure 15B. Pour induire l’expression de Wpl1 en phase G2 du cycle 

cellulaire, les souches portent la mutation thermosensible cdc25-22 qui à température 

restrictive (37°C) prévient l’activation de Cdc2 et l’entrée en mitose. Les cellules 

s’accumulent ainsi en fin de G2. Il est à noter que d’une manière générale, 80% des cellules 

d’une culture en phase exponentielle de croissance sont en phase G2 du cycle cellulaire. La 

mutation cdc25-22 est utilisée ici pour prévenir l’entrée en mitose. Le retour à température 

permissive pour cdc25-22 induit l’activation de Cdc2 et les cellules entrent en mitose de 

façon synchrone. Dans un fond eso1+, l’induction de Wpl1 est sans effet sur la ségrégation 

des chromosomes à l’anaphase. Par contre en fond eso1Δ, l’induction de Wpl1 induit un 

défaut massif de ségrégation des chromosomes lors de l’anaphase qui se traduit par la 

présence d’une ou plusieurs chromatides traînant dans la partie médiane du fuseau 

d’anaphase (Figure 15C). Ce phénotype, communément appelé « lagging chromatids », est 

caractéristique d’une perte prématurée de cohésion. Lorsque les cellules entrent en mitose 

avec des chromatides libres, le seul moyen de créer une tension au niveau des kinétochores 

et satisfaire le SAC (Spindle Assembly Checkpoint) est d’attacher un seul et même 

kinétochore de façon bilatérale, un attachement appelé mérotélique174–178. Lors du 

déclenchement de l’anaphase, la chromatide subit des tractions opposées et il en résulte des 

mouvements d’avant en arrière de la chromatide le long du fuseau. Finalement, soit 

l’attachement est rompu sur un kinétochore et la chromatide ségrège vers un des pôles, soit 

les attachements persistent et la cytocinèse peut cliver la chromatide encore présente dans 

la partie médiane de la cellule, un phénotype appelé « cut »179. Ainsi, la fréquence 

d’anaphases avec « lagging chromatids » donne une lecture indirecte mais rapide de la perte 

de cohésion. La fréquence d’anaphases anormales a été déterminée. L’induction de Wpl1 en 

fond eso1+ est sans effet (pas de défauts de ségrégation lors de l’anaphase) (Figure 15D). De 

même, pas ou très peu de défauts sont observés en fond eso1Δ lorsque Wpl1 n’est pas 

induite. En revanche, plus de 90% des anaphases montrent des défauts de ségrégation 

lorsque Wpl1 est induite, ce qui est cohérent avec la notion que Wpl1 détruit la cohésion si 

celle-ci n’a pas été protégée par l’action d’Eso1. De façon remarquable, la délétion du gène  
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Figure 16 : L’induction de Wpl1 en G2 en fond eso1D crée un défaut de cohésion atténué en l’absence de PP4.
A. Schéma du protocole expérimental. Les cellules en phase exponentielle de croissance en YES+A à 25°C ont
été transférées à 37°C. L’expression de tet07-wpl1 est induite par l’addition de tétracycline (Tet) après 1h à
37°C. Un volume équivalent de solvant est ajouté pour le contrôle non induit (dmso). Les cellules ont été fixées
et analysées par FISH cen2 après 3h à 37°C, soit 2h après l’induction de tet07-wpl1.
B. Exemple d’image de FISH cen2. L’ADN a été coloré au DAPI (rouge, pseudo-couleur), les signaux FISH
apparaissent en jaune. Barre = 0,4µm.
C. Dans un fond génétique sauvage, les deux signaux FISH sont à proximité immédiate l’un de l’autre (souche
405, n=102). Peu de cellules présentent des signaux FISH distants de plus de 0,4µm. Par contre en fond pds5D
(souche 4263, n=96), 37% des cellules présentent des signaux FISH distants de plus de 0,4µm.
D. Fréquence de signaux FISH séparés (d>0,4µm) lors de l’induction de Wpl1 en fond pp4+ et pp4D.
Jean-Paul Javerzat.
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psy2 réduit de façon très significative la fréquence d’anaphases anormales (33%, Figure 

15D), suggérant que PP4  est nécessaire à la fonction anti-cohésion de Wpl1.  

Pour s’assurer qu’il s’agit bien de défauts de cohésion, celle-ci a été mesurée par FISH 

(Fluorescence In situ Hybridization) lors de l’arrêt G2 en utilisant une sonde située à 

proximité immédiate du centromère du chromosome 2 (Figure 16). L’expérience a été 

conduite de la même manière que précédemment sauf que les cellules ont été fixées 2h 

après l’induction de Wpl1 alors qu’elles étaient maintenues arrêtées en G2 (soit 3h après 

leur transfert à 37°c, Figure 16A). L’état de cohésion des chromatides sœurs a été estimé par 

la mesure de la distance entre les deux signaux FISH. Dans un fond génétique sauvage 

(souche 405), la distance entre les deux signaux est faible, très peu de cellules montrant une 

distance supérieure à 0,4 microns. En revanche, dans une souche pds5Δ, la cohésion est 

progressivement perdue lors d’un arrêt en G296 et typiquement, environ un tiers des cellules 

montrent une distance inter-chromatides supérieure à 0,4 microns après 3h à 37°C (Figures 

16B et C). Dans une souche eso1Δ tet07-wpl1, très peu de défauts de cohésion sont détectés 

par cet essai lorsque Wpl1 n’est pas induite. En revanche, la distance inter-chromatides 

augmente lorsque Wpl1 est induite, avec 35% des cellules montrant une distance supérieure 

à 0,4 microns. De façon remarquable, cette fréquence diminue à 25% dans un fond 

génétique pp4cΔ, montrant que l’effet anti-cohésion de Wpl1 est diminué en fond pp4cΔ 

(Figure 16D). 

 

L’état de cohésion des chromatides sœurs a également été observé lors de la 

métaphase. Il s’agit d’un essai de cohésion plus sensible que le précédent car en métaphase, 

la cohésion des  chromatides sœurs subit la traction imposée par les microtubules du fuseau 

mitotique. Comme précédemment, les souches portent la mutation cdc25-22 pour induire 

Wpl1 dans l’arrêt en phase G2 mais également les mutations wee1-as et cut9ts. La kinase 

Wee1 s’oppose à Cdc25 et agit en phase G2 afin d’inhiber Cdc2 en la phosphorylant. La 

délétion de wee1 permet de supprimer le phénotype thermosensible de cdc25-22 et 

autorise l’entrée en mitose à 36°C. Dans une souche wee1-as8 (as pour analogue-sensitive 

8), le domaine catalytique de la kinase Wee1 a été modifié en remplaçant une méthionine 

située dans le domaine catalytique et conservée chez certaines kinases, par une  
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Figure 17 : L’induction de Wpl1 en G2 en fond eso1D induit un défaut de cohésion en métaphase
dépendant de PP4.
A. Schéma du protocole expérimental. Les cellules en phase exponentielle de croissance en YES+A à 25°C
ont été transférées à 37°C. L’expression de tet07-wpl1 a été induite par l’addition de tétracycline (Tet)
après 1h à 37°C. Un volume équivalent de solvant a été ajouté pour le contrôle non induit (dmso). Après
3H à 37°C, Wee1-as8 est inactivée par l’addition de 3-BrB-PP1. Les cellules entrent alors en mitose et
sont arrêtées en métaphase par la déficience de l’APC (cut9ts).
B. Les cellules fixées au temps 3,5h ont été traitées pour une immunofluorescence anti-tubuline pour
visualiser le fuseau mitotique (TUB en rouge) et cen2 FISH (jaune). L’ADN a été coloré au DAPI (Bleu).
Barre = 0,5µm.
C. Fréquence de signaux FISH séparés (d>0,5µm) en fond pp4c+ (souche 7821) et pp4cD (souche 7820).
L’expression de Wpl1 en G2 induit un profond défaut de cohésion en métaphase (75% de cellules avec
signaux FISH séparés). Ce défaut est nettement atténué en l’absence de PP4 (28,8% de métaphases avec
signaux FISH séparés).
Jean-Paul Javerzat.
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phénylalanine. Cette substitution permet de conférer la sensibilité de la kinase à des 

inhibiteurs, analogues de l’ATP160. Ici l’inhibiteur utilisé est le 3-BrB-PP1 (4-Amino-1-tert-

butyl-3-(3-bromobenzyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidine). L’inhibition de Wee1-as8 permet ainsi 

une entrée synchrone en mitose à 37°C160. La mutation thermosensible cut9-665 (cut9ts) 

permet d’arrêter les cellules en métaphase. La protéine Cut9180 appartient au cyclosome ou 

Anaphase Promoting Complex (APC). L’APC possède une activité ubiquitine ligase 

permettant la dégradation d’une part de la sécurine (Cut2 chez S. pombe) libérant alors la 

séparase (Cut1 chez S. pombe) chargée de cliver Rad21 pour permettre la séparation des 

chromatides sœurs, et d’autre part de la cycline B composant avec Cdc2, le MPF (Mitosis 

Promoting Factor). Cette mutation thermosensible de cut9 permet ainsi de bloquer les 

cellules en métaphase à 37°C. Le protocole expérimental est présenté dans le schéma de la 

Figure 17A. Comme précédemment, Wpl1 a été induite pendant 2h à 37°C puis les cellules 

ont été fixées 30 min après l’addition de 3-BrB-PP1. Les résultats de l’analyse par FISH sont 

présentés dans la Figure 17C. Ainsi, on observe qu’après induction de Wpl1 en fond eso1Δ, 

75% des cellules montrent des signaux FISH séparés (sonde située à proximité immédiate du 

centromère du chromosome 2). En revanche, la délétion du gène qui code la sous-unité PP4c 

a pour conséquence de diminuer le nombre de cellules avec des signaux FISH séparés qui 

passent alors à 28,8%.  

L’ensemble de ces données montre que le défaut de ségrégation entraîné par 

l’expression de Wpl1 en G2 est sauvé partiellement par la délétion de pp4c et ainsi que le 

complexe PP4 participe à la fonction anti-cohésion de Wpl1. 
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Figure 18 : La sous-unité régulatrice Psy2 co-immunoprécipite Wpl1 et le complexe cohésine.
Les extraits protéiques natifs ont été préparés à partir de cultures en phase exponentielle de croissance
en milieu Yes+A à 25°C. La protéine Psy2 étiquetée 3FLAG a été immunoprécipitée en utilisant des
anticorps anti-FLAG. Les fractions immunoprécipitées (IP) ainsi que les extraits avant (IN : Input) et après
IP (FT : Flow-Through) ont été analysés par immunoblots avec les anticorps indiqués.
A. Psy2 co-immunoprécipite Psm1, Psm3 et Rad21. B. Psy2FLAG co-immunoprécipite Wpl1-13myc.
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 III. La sous-unité régulatrice Psy2 du complexe PP4 co-

immunoprécipite le complexe cohésine et la protéine Wpl1 

Les résultats du paragraphe précédent indiquent que le complexe PP4 contribue à la 

fonction anti-cohésion de Wpl1. Ainsi, nous avons cherché à savoir s’il existait une relation 

directe entre PP4, Wpl1 et le complexe cohésine, en essayant de mettre en évidence une 

interaction physique entre ces protagonistes. Les résultats présentés dans la Figure 18 

montrent que l’immunoprécipitation de PP4 (via la sous-unité régulatrice Psy2-3FLAG) co-

immunoprécipite Psm1, Psm3 et Rad21 ainsi que la protéine Wpl1. Nous avons ensuite 

cherché à savoir si l’interaction de la sous-unité Psy2 avec les cohésines, dépendait des 

autres facteurs de la voie d’anti-cohésion. Ainsi, les western-blots de la Figure 19A, montre 

que Psy2 co-immunoprécipite la protéine Psm1 en fond wpl1Δ, pds5Δ et pp4cΔ et la Figure 

19B, que la protéine Psy2 co-immunoprécipite Wpl1 en fond pds5Δ. 

 

Ces données indiquent que Psy2 est en contact direct ou indirect avec Wpl1 et le 

complexe cohésine. Par contre, il apparaît que le recrutement de Psy2 est indépendant des 

autres acteurs de la voie d’anti-cohésion. Il est possible que Psy2 soit recrutée de façon non 

régulée au niveau du complexe cohésine et que la régulation s’opère via une modulation du 

recrutement et/ou de l’activité de la sous-unité catalytique. En l’état, nous ne savons donc 

pas comment la protéine Psy2 contacte les cohésines et la protéine Wpl1 mais par contre, le 

fait majeur est qu’il existe une proximité physique entre Psy2 et Wpl1 ainsi que le complexe 

cohésine, ce qui suggère qu’une ou plusieurs de ces protéines pourrait être substrat du 

complexe PP4. 
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Figure 19
A. Psy2 co-immunprépite Psm1 indépendamment de Wpl1, Pds5 et PP4c. Analyse de la co-
immunoprécipitation de la protéine Psy2 avec la protéine Psm1 en fond wpl1Δ, pds5Δ et pp4cΔ. La protéine
Psy2 étiquetée 3FLAG a été immunoprécipitée en utilisant des anticorps anti-FLAG à partir d’extraits protéiques
natifs. Les fractions IP (Immunoprécipitation) ; In (Input) et FT (Flowthrough) ont été analysées par immunoblot
avec les anticorps indiqués. Sabine Vaur
B. Psy2 co-immunprécipite Wpl1 indépendamment de Pds5. L’IP de Psy2-3FLAG a été réalisée comme en A. Les
fractions IP (Immunoprécipitation) ; In (Input) et FT (Flowthrough) ont été analysées par immunoblot avec les
anticorps indiqués. Karen Eguienta
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Figure 20 : La protéine Rad21 est hyperphosphorylée en l’absence du complexe Sérine/Thréonine
phosphatase PP4.
A. Analyse du profil de migration électrophorétique de la protéine Rad21 en fond psy2Δ et pp4cΔ. Des
extraits cellulaires totaux en conditions dénaturantes ont été réalisés à partir des souches indiquées.
Les protéines ont été déposées sur PAGE 6% et le profil de Rad21 révélé par immunoblot. Sabine Vaur.
B. Analyse du traitement à la λ phosphatase d’extraits cellulaires en fond pp4+ et pp4cΔ. La protéine
Rad21-9PK a été immunoprécipitée avec des anticorps anti-PK à partir d’extraits protéiques de souches
pp4c+ et pp4cΔ. La souche sauvage (no tag) sert de contrôle négatif pour l’immunoprécipitation (IP). Les
IPs ont été incubées en présence (+) ou absence (-) de phosphatase du phage l, en présence (+) ou en
l’absence (-) d’inhibiteurs de phosphatase. Les protéines éluées ont ensuite été séparées en PAGE 6% et
le profil de Rad21 révélé par immunoblot. Karen Eguienta.
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 IV. La protéine Rad21 est hyperphosphorylée en l’absence du 

complexe PP4 

Les résultats précédents suggèrent que le complexe PP4 pourrait agir sur le complexe 

cohésine et/ou sur la protéine Wpl1. Ainsi, nous avons recherché parmi ces candidats, ceux 

pour lesquels la mobilité électrophorétique en gel de polyacrylamide (PAGE) pouvait être 

modifiée en fond pp4Δ. Aucune modification du profil électrophorétique n’a été observée 

pour Psm1, Psm3, Pds5 et Wpl1.  Par contre, Rad21 a montré une nette modification de son 

profil de migration. Rad21 est une phosphoprotéine avec plusieurs isoformes qui peuvent 

être observées par PAGE et western-blot18 (Figure 20A). Dans les souches psy2Δ et pp4cΔ, la 

protéine Rad21 est majoritairement présente sous sa forme la plus haute, ce qui suggère 

que Rad21 est présente presque exclusivement sous sa forme la plus phosphorylée.  Pour 

vérifier qu’il s’agit bien de phosphorylation, la protéine Rad21-9PK a été immunoprécipitée à 

partir d’extraits protéiques en fond pp4c+ et pp4cΔ et l’immunoprécipité a été incubé avec la 

phosphatase du phage λ. Comme le montre l’analyse par western-blot anti-Rad21 (Figure 

20B), le traitement par la λ phosphatase modifie le profil électrophorétique de Rad21 qui se 

retrouve alors sous sa forme la plus basse. La protéine Rad21 est donc sous forme 

hyperphosphorylée lorsque le complexe PP4 est absent. Ces résultats montrent que PP4 

contrôle le statut de phosphorylation de Rad21. Compte tenu que Psy2 co-immunoprécipite 

le complexe cohésine, l’ensemble de ces données suggère fortement que Rad21 serait 

substrat de la PP4. 
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Figure 21 : La protéine Rad21 est hyperphosphorylée en fond wpl1Δ et pds5Δ
Analyse du profil de migration de la protéine Rad21. Des extraits cellulaires totaux en conditions
dénaturantes ont été réalisés à partir des souches indiquées. Les protéines ont été déposées sur
PAGE 6% et le profil de Rad21 révélé par immunoblot. La détection de la protéine Psm3 est utilisée
comme témoin de charge .
Sabine Vaur.
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Figure 22 : L’induction de Wpl1 induit la déphosphorylation de la protéine Rad21 de façon
dépendante de PP4.
A. Schéma du protocole expérimental. Les cellules en phase exponentielle de croissance en YES+A à
25°C ont été transférées à 37°C. L’expression de tet07-wpl1 a été induite par l’addition de tétracycline
(Tet) après 1h à 37°C : la tétracycline est ajoutée à 120, 60 et 30 min avant transfert des cellules à
25°C. Avant transfert, un volume de culture cellulaire est prélevé pour chaque souche afin de réaliser
des extraits protéiques. Après 3H à 37°C, les cellules sont transférées à 25°C. Elles entrent alors en
mitose et les cellules en anaphase ayant des lagging chromatids sont comptées.
B. Histogramme du nombre de cellules en anaphase ayant des lagging chromatids et C. Immunoblot
suivant le statut de phosphorylation de la protéine Rad21, en fond eso1+ , eso1Δpsy2+ et psy2D.
L’expression de Wpl1 en G2 provoque la déphosphorylation de la protéine Rad21 au fur et à mesure
du temps d’induction.
Jean-Paul Javerzat et Sabine Vaur.
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 V. L’induction de la protéine Wpl1 provoque la 

déphosphorylation de la protéine Rad21 de façon 

dépendante du complexe PP4 

Le complexe PP4 participe à la fonction d’anti-cohésion de la protéine Wpl1 et Rad21 

semble être un substrat du complexe phosphatase PP4. De façon remarquable, il a été 

également observé que la protéine Rad21 est hyperphosphorylée en fond wpl1Δ et pds5Δ 

(Figure 21). Il est important de rappeler que wpl1Δ et pds5Δ, tout comme pp4cΔ, sont des 

suppresseurs d’eso1-H17. Ainsi, l’hyper-phosphorylation de Rad21 en wpl1Δ, pds5Δ, pp4cΔ 

et psy2Δ suggère que la déphosphorylation de Rad21 pourrait faire partie du mécanisme  

d’anti-cohésion. 

 

Pour étayer cette hypothèse nous avons utilisé le système inductible tet07-wpl1 pour 

observer l’état de phosphorylation de Rad21 avant et après l’induction de Wpl1. Cette 

expérience réalisée par Sabine Vaur et Jean-Paul Javerzat est présentée dans la Figure 22. 

L’état de phosphorylation de Rad21 a été estimé par western-blot avec un anticorps anti-

Rad21 et l’expression de Wpl1-13myc a été suivie par western-blot anti-myc. Comme 

précédemment (Figure 15), l’effet anti-cohésion de Wpl1 a été vérifié par comptage des 

anaphases aberrantes. En l’absence de tétracycline, l’expression de Wpl1-13myc reste 

indétectable et Rad21 est majoritairement hyperphosphorylée. Trente minutes après 

l’addition de tétracycline, la protéine Wpl1-13myc est détectée et la quantité augmente avec 

le temps. De façon concomitante, Rad21 est progressivement déphosphorylée. Par contre, 

Rad21 reste sous forme hyperphosphorylée en fond psy2Δ. L’induction de Wpl1 provoque 

donc la déphosphorylation de Rad21 de façon dépendante du complexe PP4. Il est à noter 

que l’induction de Wpl1 induit la déphosphorylation de Rad21 également en fond eso1+ sans 

pour autant produire de défauts de cohésion. Cette observation s’oppose a priori à l’idée 

selon laquelle la déphosphorylation de Rad21 entraînerait la perte de la cohésion. Il est 

cependant important de noter qu’une fraction seulement des cohésines est associée aux 

chromosomes, et qu’il est vraisemblable que seule une fraction de ces dernières est  
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cohésive. Enfin, la fraction protégée de l’action de Wpl1 (par l’action d’Eso1) représente 

encore peut être une fraction seulement de ces dernières. Cette question est abordée dans 

les paragraphes suivants. 

 

 

 

 VI. Analyse de l’effet du complexe PP4 et de la protéine Wpl1 

sur la stabilité de l’association des cohésines aux 

chromosomes 

 Les données bibliographiques suggèrent que la protéine Wpl1 détruit la cohésion des 

chromatides sœurs via l’ouverture de l’interface Smc3/Rad21, permettant alors 

l’échappement des molécules d’ADN56,58,61,62. L’acétyl-transférase s’oppose à ce mécanisme. 

Dans les expériences menées précédemment, l’effet anti-cohésion de la protéine Wpl1 est 

mis en évidence par l’induction de Wpl1 dans des cellules post-réplicatives où le gène qui 

code l’acétyl-transférase Eso1 est délété. L’induction de Wpl1 induit la déphosphorylation de 

Rad21 et la perte de cohésion. La délétion de PP4 inhibe la déphosphorylation de Rad21 et 

réduit, sans pour autant l’abolir, l’effet anti-cohésion, ce qui suggère que la 

déphosphorylation de Rad21 pourrait faciliter l’action de Wpl1. Pour étayer cette hypothèse 

nous avons analysé la stabilité de l’interaction cohésines-chromatine lors de l’induction de 

Wpl1. 

 

A. L’absence du complexe PP4 induit une diminution de la quantité de 

cohésines associées aux chromosomes 

Dans un premier temps, en réalisant des essais d’étalement de chromatine sur cellules 

cyclantes, nous avons observé que la délétion du gène qui code la protéine PP4c, entraîne 

une diminution d’environ 20% de la quantité de protéine Rad21 associée à la chromatine  
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Figure 23 : La quantité de cohésine sur la chromatine est réduite en l’absence de PP4.
A. Etalements de chromatine réalisés sur cellules cyclantes en pp4c+ et pp4cΔ à 25°C.
L’immunofluorescence est obtenue par marquage de la protéine Rad21 étiquetée PK (= épitope V5).
On constate une diminution de la fluorescence d’environ 20% en pp4cΔ. L’intensité de la
fluorescence a été mesurée pour 70 à 100 noyaux par échantillon. Les barres d’erreurs
correspondent à l’intervalle de confiance de la moyenne avec α= 0,05.
Jean-Paul Javerzat.
B. Histogrammes récapitulant les résultats de l’essai de Chromatin immunoprecipitation (ChiP) réalisé
aux centromères (inner repeat, ou imr) et à la Région associée aux cohésines sur le chromosome 2
CAR1806 connue pour faire partie des CARs possédant les plus grosses quantités de protéine Rad21
liée à l’ADN (Cohesin-Associated Region ou CAR).
Sabine Vaur.
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(Figure 23A). Par ChIP, on observe une réduction d’environ 45 % de la quantité de Rad21 

associée aux séquences péri-centromériques et d’environ 44% au niveau d’une Cohesin 

Associated Region située sur le bras droit du chromosome 2 (CAR 180671,51) (Figure 23B). La 

raison de cette diminution est inconnue. La perte d’activité du complexe PP4 aurait peut-

être un effet inhibiteur sur la réaction de chargement des cohésines sur l’ADN. En accord 

avec cette hypothèse, pp4cΔ montre une légère interaction génétique négative avec mis4-

367 à température permissive (26°C, Figure 24). 

Dans une souche psy2Δ ou pp4cΔ, Rad21 apparaît presqu’exclusivement sous sa forme 

hyperphosphorylée, qui est normalement celle préférentiellement associée aux 

chromosomes dans une souche sauvage18,29. Cette observation nous a conduit à examiner la 

distribution de Rad21 dans la fraction nucléo-soluble et la fraction chromatinienne. Pour 

cela, des échantillons composés de 2.108 cellules ont été lysés pour être soumis à un 

fractionnement cellulaire conduisant à deux fractions : une soluble et une chromatinienne. 

La fraction soluble rassemble le matériel cellulaire soluble présent dans le cytoplasme et le 

noyau, alors que la fraction chromatinienne rassemble comme son nom l’indique le matériel 

chromatinien ainsi que tous les composants insolubles de la cellule. Ces deux fractions ainsi 

que la fraction totale ont été soumises à une migration électrophorétique dans le but 

d’analyser le profil de la protéine Rad21, en présence ou en absence du complexe PP4. La 

Figure 25 montre que dans la souche sauvage et dans la souche pp4cΔ, la fraction 

chromatinienne est enrichie en protéine Rad21 par rapport à la fraction soluble. On 

remarque que dans la souche sauvage, où le complexe PP4 est présent, la protéine Rad21 

est sous forme hyperphosphorylée dans la fraction chromatinienne par rapport à la fraction 

soluble où Rad21 est hypophosphorylée, comme décrit précédemment18,29. Cette dualité 

révèle probablement le turn-over de la protéine Rad21 sur l’ADN. Dans la souche pp4cΔ, la 

protéine Rad21 est sous forme hyperphosphorylée dans la fraction chromatinienne mais 

aussi dans la fraction soluble, démontrant que la protéine Rad21 sous forme 

hyperphosphorylée n’est pas « bloquée » sur l’ADN et que la libération de la protéine Rad21 

ne nécessiterait pas la déphosphorylation par le complexe PP4. Il faut cependant prendre en 

compte le fait que l’absence de PP4 n’abolit pas la fonction de Wpl1. Il est vraisemblable 

qu’en l’absence de PP4, la fraction soluble de Rad21 soit alimentée par la dissociation Wpl1-

dépendante de cohésines pour lesquelles Rad21 reste dans son état hyperphosphorylé. Il est  
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2729:  h- mis4-367

2730:  h+ mis4-367

6209:  h- mis4-367 pp4cΔ

6210:  h+ mis4-367 pp4cΔ

35.5°C 31°C 26°C

Figure 24 : Analyse de l’interaction génétique de pp4cΔ avec mis4-367.
Les souches ont été cultivées à température permissive (25°C). Les suspensions cellulaires ont été diluées
en série au 1/5 et déposées sur milieu solide Yes+A phloxine. Les boîtes ont été incubées 4 jours aux
températures indiquées.
pp4cΔ montre une légère interaction génétique négative avec mis4-367 à température permissive.
Stéphanie Vazquez.
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Figure 25 : La protéine Rad21 hyperphosphorylée en pp4cΔ est présente dans les fractions soluble
et chromatinienne.
Fractionnement d’échantillons cellulaires sur cellules cyclantes en pp4c+ et pp4cΔ. Des échantillons
de 2.108 cellules ont été lysés puis soumis à un fractionnement cellulaire. Les fractions obtenues ont
été soumises à une migration électrophorétique pour ensuite permettre l’analyse du profil des
protéines par immunoblot à l’aide des anticorps indiqués. La tubuline et l’histone H3 sont utilisées
comme contrôle du bon déroulement du fractionnement.
Karen Eguienta.
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Figure 26 : Analyse de la stabilité de l’interaction cohésine-ADN lors de l’induction de Wpl1 en G2
A- Schéma du protocole expérimental. Les cellules en phase exponentielle de croissance en YES+A à 25°C ont été
transférées à 37°C. La mutation mis4-367 permet d’interrompre le chargement de nouvelles cohésines sur les
chromosomes lors du transfert à 37°C de façon à mesurer la stabilité des cohésines associées à la chromatine. La
mutation cdc25-22 permet d’éviter l’entrée en mitose à 37°C. L’expression de tet07-wpl1 a été induite par
l’addition de tétracycline (Tet) après 1h à 37°C. Un volume équivalent de solvant a été ajouté pour le contrôle non
induit (dmso). Après 3H à 37°C, Wee1-as8 est inactivée par l’addition de 3-BrB-PP1. Les cellules entrent alors en
mitose et sont arrêtées en métaphase par la déficience de l’APC (cut9ts).
A T3H (arrêt G2), des cellules ont été prélevées pour analyser le statut de phosphorylation de Rad21 dans la
fraction chromatinienne (Fractionnement). A T3,5H (arrêt métaphase), des cellules ont été prélevées pour une
analyse de la stabilité de l’interaction cohésine-chromatine pat ChiP Rad21. Une analyse par FISHcen2 a été
réalisée pour vérifier l’effet anti-cohésion de Wpl1 dans ces conditions et l’effet suppresseur de psy2D.

B- Carte de la région du bras gauche du chromosome 2 proximale au centromère
La carte montre la distribution des sites de liaison de Rad21-9PK dans un arrêt cdc25-22 (Schmidt et al. 2009) et la
position de la sonde cen2FISH (c1228). Le domaine central du centromère (cen2) et les différentes classes de
répétitions d‘ADN péri-centromériques sont indiquées par des codes couleurs. La position des sites analysés par
qPCR des ChiP Rad21-PK est indiquée en dessous de la carte.
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à noter que les molécules de Rad21 néo-synthétisées sont vraisemblablement aussi sous 

forme hyper-phosphorylées. Il est donc vraisemblable que PP4 contrôle le statut de 

phosphorylation de Rad21 sous forme soluble et chromatinienne. 

 

 

B. Analyse de la stabilité de l’interaction cohésines-ADN lors de l’induction de 

la protéine Wpl1 

Pour tenter de cerner le rôle de PP4 dans la dissociation Wpl1-dépendante des cohésines 

et la perte de cohésion, nous avons analysé la stabilité de l’interaction cohésines-chromatine 

lors de l’induction de Wpl1 ainsi que le statut de phosphorylation de Rad21 associée aux 

chromosomes. Le schéma expérimental est présenté dans la Figure 26A. Comme 

précédemment, l’induction de Wpl1 est réalisée à 37°C et en fond cdc25-22 de façon à 

interdire l’entrée en mitose. La mutation mis4-367 permet d’inactiver le facteur de 

chargement Mis4 lors du transfert des levures à la température restrictive de 37°C et 

d’empêcher ainsi le chargement de nouvelles cohésines sur la chromatine. L’analyse par 

ChIP Rad21 permet donc d’estimer la stabilité des cohésines préalablement associées aux 

chromosomes77. 

Après 3H à 37°C (cellules arrêtées en G2), une partie des cellules a été collectée pour un 

fractionnement cellulaire de façon à analyser le profil de phosphorylation de Rad21 dans la 

fraction chromatinienne (expérience réalisée par Adrien Birot). A T3,5H (arrêt en métaphase) 

la cohésion des chromatides sœurs a été mesurée par FISH (Jean-Paul Javerzat) dans la 

région proximale du centromère 2 (cosmide c1228), et l’association des cohésines aux 

chromosomes a été analysée par ChIP Rad21-PK (Sabine Vaur). La carte présentée dans la 

Figure 26B couvre une région de 117Kb du bras gauche du chromosome 2, proximale au 

centromère. La position de la sonde cen2(FISH) est indiquée ainsi que les sites d’analyse du 

ChIP Rad21 par qPCR. Nos résultats précédents ont montré que l’induction de Wpl1 en fond 

eso1Δ induit une perte de cohésion mesurée par FISHcen2. Nous avons donc choisi les sites 

de qPCR de façon à analyser le comportement des cohésines dans cette zone. La distribution 

de Rad21-PK indiquée sur la carte provient de données de ChIP-chip publiées par le groupe  
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Figure 27 : Analyse de la stabilité de l’interaction cohésine-ADN lors de l’induction de Wpl1 en G2
A-E. L’induction de Wpl1 induit une déphosphorylation Psy2-dépendante de Rad21 associée aux chromosomes
A T3H (arrêt G2), un fractionnement cellulaire a été réalisé et la fraction chromatinienne analysée par WB pour
examiner le profil de Rad21. (A) Western blot anti-myc sur la fraction totale pour vérifier l ’induction de Wpl1-MYC
(B et C) Contrôles de fractionnement. La tubuline (B) et l’histone H3 (C) sont utilisées comme marqueurs des
fractions solubles (S) et chromatinienne (P). (D) Immunoblot a-Rad21 de la fraction chromatinienne. Toutes les
souches sont en fond cdc25-22 mis4-367 wee1-as8 cut9ts tet07-wpl1MYC.
E- Cen2-FISH en métaphase. A t=3,5H (arrêt cut9ts), des cellules ont été fixées pour une immunofluorescence anti-
tubuline pour visualiser le fuseau mitotique et l’état de cohésion des centromères (cen2FISH). Le génotype des
souches et le nombre de métaphases examinées sont indiquées dans le graphe.
F-H. Distribution de Rad21-PK dans la région proximale au centromère du chromosome 2.
A T3,5H les cellules ont été collectées pour une analyse de l’association de Rad21-PK aux chromosomes par ChiP.
Les zones analysées par qPCR sont indiquées en dessous de la carte (F). (G) Sites pour lesquels le ChiP Rad21-PK
est au dessus du bruit de fond (no tag). (H) Ratio des valeurs de ChiP montrant que l’induction de Wpl1 induit une
dissociation d’une fraction de Rad21. Cette fraction est réduite en fond psy2D.
Adrien Birot, Jean-Paul Javerzat et Sabine Vaur
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de Frank Uhlman71. Celle-ci nous a permis d’avoir une idée a priori des sites majeurs 

d’accumulation de Rad21 dans cette zone. 

Les résultats sont présentés dans la Figure 27. Le fractionnement cellulaire à T3h a 

permis d’examiner le profil de migration électrophorétique de la protéine Rad21 encore 

associée aux chromosomes (Figure 27A-D). Dans une souche eso1+, Rad21 est présente sous 

forme majoritairement hyper-phosphorylée, que Wpl1 soit induite ou non. Par contre, en 

fond eso1Δ, l’induction de Wpl1 provoque la diminution de l’isoforme la plus haute au profit 

de la forme la plus basse et ce de façon dépendante de PP4 puisque ce changement n’a pas 

lieu en fond psy2Δ. Cette analyse montre que d’une part, la fraction de Rad21 stablement 

associée aux chromosomes est hyperphosphorylée et protégée de la déphosphorylation par 

une fonction dépendante d’Eso1, d’autre part qu’en l’absence de cette protection (eso1Δ), 

Rad21 associée aux chromosomes est dé-phosphorylée de façon dépendante de Wpl1 et 

PP4.  

L’analyse de l’état de cohésion des chromatides sœurs en métaphase montre, comme 

précédemment mais cette fois-ci en fond mis4-367 que l’induction de Wpl1 en fond eso1Δ 

provoque un défaut de cohésion au centromère dépendant de PP4 (Figure 27E). Deux 

souches supplémentaires ont été incluses dans cette expérience, une souche eso1Δ wpl1Δ et 

une souche wpl1Δ dans le même fond génétique mais dépourvu du gène wpl1 inductible. 

L’analyse montre que la souche tet07-wpl1 eso1Δ non induite se comporte comme une 

souche eso1Δ wpl1Δ, ce qui indique que le système de répression tet07 est très efficace et 

mime très efficacement l’absence de Wpl1. 

L’analyse par ChIP Rad21-PK a été conduite pour l’ensemble des sites indiqués dans la 

figure de façon à s’assurer de la couverture de la zone concernée par la perte de cohésion. 

Elle a cependant révélé que pour la plupart des sites examinés, la quantité de Rad21 

associée aux chromosomes ne dépassait pas le niveau du bruit de fond (résultats non 

montrés). Les graphes présentés montrent les résultats pour les sites positifs. Comme 

mentionné précédemment, la quantité de Rad21 associée à la chromatine est réduite en 

fond psy2Δ. Les zones enrichies en Rad21 sont cependant localisées de la même manière 

(nous n’avons pas observé de zones où Rad21 est plus présente en fond psy2Δ).  Pour tous 

les sites examinés, l’induction de Wpl1 provoque une diminution de la quantité de Rad21  
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associée à la chromatine (Figure 27G). Il est à noter que Rad21 n’est dissociée que 

partiellement ; pour la plupart des sites, la quantité restante est au-dessus du bruit de fond. 

L’induction de Wpl1 provoque ainsi une dissociation partielle des cohésines des 

chromosomes. Il est à noter qu’une observation similaire a été faite par FRAP (Fluorescence 

Recovery After Photobleaching) chez S. cerevisiae. Les auteurs ont constaté qu’environ 1/5 

des cohésines restait stable dans un mutant eco1-1 à température restrictive58. Pour 

visualiser l’effet de Wpl1 sur la dissociation de Rad21, le graphe (Figure 27H) montre le 

rapport de la quantité présente sur les chromosomes pour chaque site (Wpl1 induite / Wpl1 

non induite). Si Wpl1 est sans effet, le rapport doit être égal à 1. Le graphe confirme que 

l’induction de Wpl1 provoque une diminution de la fraction stable de Rad21 pour tous les 

sites examinés. De façon remarquable, la diminution est moindre en fond psy2Δ, et ce pour 

tous les sites. Cette observation suggère que la dissociation Wpl1-dependante des cohésines 

nécessite la contribution de PP4. Il est à noter que la quantité de Rad21 qui persiste sur les 

chromosomes en fond psy2Δ est moindre qu’en fond psy2+ alors que le défaut de cohésion 

mesuré à c1228 est important en fond psy2+ et nettement réduit en fond psy2Δ. Cette 

observation implique que les cohésines qui persistent en fond psy2+ sont des cohésines 

stables, mais associées à une seule chromatide. Les interprétations peuvent être multiples. 

Ces données peuvent s’interpréter dans le contexte du modèle topologique de Kim Nasmyth 

(deux chromatides dans un seul anneau) et de l’exit gate (interface Psm3-Rad21). L’induction 

de Wpl1 (en fond eso1Δ) provoquerait non pas l’ouverture complète de l’exit gate mais un 

affaiblissement de l’interaction Psm3-Rad21. Il en résulterait une possibilité d’échappement 

de l’ADN. La perte d’une chromatide induit une perte de cohésion mais le complexe 

cohésine reste associé à la chromatine tandis que l’échappement de la seconde chromatide 

induirait la solubilisation du complexe. 

Indépendamment du modèle de capture de l’ADN par les cohésines, les données 

présentées montrent que l’induction de Wpl1 induit la déphosphorylation PP4-dépendante 

de Rad21 associée aux chromosomes et la perte de cohésion. 
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A

B

Figure 28 : Identification des résidus de la protéine Rad21 substrats du complexe PP4 chez
Schizosaccharomyces pombe.
A. Protéine Rad21 de S. pombe avec les différents sites de phosphorylation identifiés en spectrométrie
de masse (MS) (en rouge) par l’équipe de M. Yanagida. Les séquences en gris, surmontées d’une flèche
correspondent aux régions non couvertes en MS. Les résidus en bleu et en orange correspondent à des
sites putatifs cibles respectivement pour la kinase Polo et la kinase Rad3 (ATR). Les sites #1 et #2
correspondent aux sites de clivage par la séparase.
B. Schéma du protocole expérimental de la procédure mise en œuvre pour identifier les résidus de la
protéine Rad21 cibles du complexe PP4 chez S. pombe. La protéine Rad21-9PK est purifiée par IP
(immunoprécipitation) en fonds génétiques pp4c+ et pp4cΔ. Une fraction de l’IP (1/10) (a) a été
analysée en western-blot pour vérifier que Rad21 restait bien hyperphosphorylée en pp4cΔ. Le reste de
l’IP (b) a été soumis à une électrophorèse préparative en PAGE 8% de façon à concentrer les protéines
dans un petit volume de gel. Après coloration au bleu colloïdal, les zones d’intérêt ont été découpées
puis les protéines digérées par des endoprotéases. Une analyse par chromatographie en phase liquide
couplée à une spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) a été réalisée. Les valeurs numériques
en a correspondent aux poids moléculaires du marqueur de taille protéique (en kDa).
Karen Eguienta, Marc Bonneu, Stéphane Claverol.
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Digestion et LC-MS/MS
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 VII. Identification des résidus de la protéine Rad21 substrats 

du complexe PP4 chez Schizosaccharomyces pombe 

Les données génétiques et biochimiques précédentes suggèrent que le complexe PP4 

participerait à la fonction de Wpl1. Elles suggèrent également que la déphosphorylation de 

la protéine Rad21 par le complexe PP4 interviendrait dans le mécanisme d’action de Wpl1. 

De façon réciproque, ces données suggèrent que la phosphorylation de la protéine Rad21 

pourrait limiter l’effet anti-cohésion de Wpl1. Le corollaire qui découle de ces hypothèses est 

que déphosphoryler Rad21 pourrait rendre la cohésion des chromatides sœurs plus 

sensibles à l’action de Wpl1. Dans le contexte du modèle d’un anneau unique encerclant les 

deux chromatides et de l’exit gate, nos données suggèrent que Wpl1 affaiblirait l’interaction 

Psm3-Rad21 et cette réaction serait facilitée par la déphosphorylation de Rad21. Il en 

résulterait une probabilité accrue d’échappement d’une, voire des deux chromatides, 

provoquant dans les deux cas une perte de cohésion. Cette hypothèse implique un rôle 

causal de la déphosphorylation de Rad21. C’est pourquoi nous avons recherché les sites de 

phosphorylation de Rad21 dans le but d’identifier, via la création de phospho-mutants, ceux 

pour lesquels l’état phosphorylé interfère avec la fonction anti-cohésion de Wpl1. 

 

Ainsi, nous avons d’abord cherché à déterminer les sites phosphorylés en présence ou en 

absence du complexe PP4. Une analyse de la phosphorylation de la protéine Rad21 de S. 

pombe par spectrométrie de masse, publiée par le groupe de Mitsuhiro Yanagida29, avait 

permis d’identifier les sérines en position 165, 216, 219, 223, 242, 507, 545 et 553 comme 

des résidus phosphorylés (Figure 28A). Nous avons repris la méthodologie afin d’identifier 

les sites de phosphorylation importants dans notre étude du complexe PP4. Le protocole 

expérimental est présenté dans la Figure 28B. Une culture de  cellules asynchrones a été 

réalisée en milieu riche pour deux souches possédant la version Rad21-9Pk : une souche 

sauvage et une souche pp4cΔ. Une purification de la protéine Rad21 (culots de 1010 cellules)  

par immunoprécipitation de sa version étiquetée, à partir d’extraits totaux des deux souches 

a été réalisée. Les échantillons de Rad21-9PK purifiés dans chacune de ces deux conditions 

ont ensuite été soumis à une migration électrophorétique, en vue d’une coloration au bleu  
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3789 : pp4c+

Sequence Coverage
Total aa 628; Covered aa 569  Coverage 90.6%

6284 : pp4cΔ

Sequence Coverage
Total aa 628 ; Covered aa 554  Coverage 88.2%

PTM Site Probabilities:
75% - 99%

Found Modifications:
P Phospho (S,T)

Figure 29 : Bilan des 5 purifications de Rad21-9PK identifiant les sites de phosphorylation en pp4c+ et pp4cΔ.
Les régions couvertes sont soulignées et les phosphorylations assignées par le logiciel PhosphoRS sont
indiquées en vert.
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colloïdal et d’un western-blot visant à vérifier le profil de phosphorylation de Rad21 dans ces 

conditions. Comme le montre la Figure 28Ba, la protéine Rad21 est bien restée 

hyperphosphorylée en pp4cΔ dans ces conditions expérimentales. Les échantillons ont été 

confiés au service de protéomique (Marc Bonneu et Stéphane Claverol, Plateforme 

Protéome du Centre de Génomique Fonctionnelle de Bordeaux). Les protéines ont été 

déposées sur un gel préparatif (PAGE 8%) et soumises à une courte électrophorèse de façon 

à concentrer les protéines dans un petit volume de gel. La zone a été découpée et 

l’échantillon traité pour une digestion par des endoprotéases. 

 

Lors de la première tentative de purification de Rad21-9PK, nous nous sommes rendu 

compte que la couverture de la protéine Rad21 n’était que de 34,55% dans la souche 

sauvage et de 36,46% en pp4cΔ. Cette faible couverture nous a conduits à répéter les 

purifications de Rad21 en augmentant le nombre de cellules par essai. Au final, la 

purification de Rad21-9PK à partir de culots de 2.1010 cellules asynchrones nous a permis 

d’obtenir une couverture de la protéine Rad21 de 74,46% dans la souche sauvage et de 

78,26% en pp4cΔ. Dans ce cas, les échantillons avaient été digérés par cinq enzymes 

différentes : la Trypsine, la Thermolysine, la Chymotrypsine, l’Elastase et l’Endoprotéinase 

GluC, cette dernière n’ayant donné aucun résultat. Il est important de souligner que lors de 

ces différentes purifications de Rad21-9PK, un fait a retenu notre attention : les protéines 

Psm1 et Psm3 co-immunoprécipitaient avec la protéine Rad21-9PK, et étaient représentées 

avec une excellente couverture, allant jusqu’à 92,75% pour Psm1 et 90,95% pour Psm3. 

Cette différence de couverture rend compte de la difficulté à analyser la protéine Rad21 en 

spectrométrie de masse. Des difficultés similaires d’analyses de la protéine Scc1 en 

spectrométrie de masse, avaient été observées par les groupes de Kim Nasmyth et Douglas 

Koshland chez S. cerevisiae26,133. 

 

Le bilan global compilant cinq purifications de Rad21 suivies des analyses en 

spectrométrie de masse est présenté dans la Figure 29. La couverture globale est de 91% 

pour la souche pp4c+ et 88% pour la souche pp4cΔ. La Figure 29 indique la position des sites 

de phosphorylation assignés par le logiciel PhosphoRS. Celui-ci attribue également un indice 

de confiance exprimé par une probabilité (75 à 99%). Si on ne considère que les sites à forte 

probabilité (Figure 29), l’analyse détecte 15 sites phosphorylés dans la souche sauvage et 17  
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Souche Tous les sites Sites communs aux 
deux souches

3789
pp4c+

163, 164, 165, 174, 
209, 216, 219, 226, 
444, 507, 544, 545, 
547, 553, 555.

163, 164, 165, 174, 
209, 216, 219, 226, 
444, 507, 544, 545, 
547, 553, 555.

6284
pp4cΔ

163, 164, 165, 174, 
209, 216, 219, 223, 
226, 252, 444, 507, 
544, 545, 547, 553, 
555.

Figure 30 : Récapitulatif des sites de phosphorylation trouvés dans la protéine Rad21 dans les souches pp4c+ et pp4cΔ.
A. On dénombre 15 sites phosphorylés trouvés dans la souche pp4c+ et 17 sites dans la souche pp4cΔ. On compte 15 sites
phosphorylés communs aux deux souches. Les sites spécifiques à la souche pp4cΔ sont identifiés en rouge.
B. Statut des sites trouvés : déjà connus dans la littérature (par les groupes de Mitsuhiro Yanagida et Steven P. Gygi) et
nouvellement identifiés par notre étude (en vert). Le site 252 (en rouge) a été trouvé spécifiquement dans la souche
pp4cΔ. Le site 552 (en bleu) trouvé par l’étude de Gygi a été trouvé par notre étude mais avec une probabilité faible (25-
45% ) (données non montrées).

A

B
Sites communs 
aux deux souches

Statut

163, 164, 165, 
174, 209, 216, 
219, 226, 444, 
507, 544, 545, 
547, 553, 555.

Connus Trouvés par l’étude de
Yanagida : 165, 216, 219,
223, 507, 545, 553
Trouvés par l’étude de Gygi :
547, 552

Sites spécifiques 
de la souche 6284
(pp4cΔ)

Nouveaux 163, 164, 174, 209, 226, 
252, 444, 544, 555.

223, 252.
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dans la souche pp4cΔ. On dénombre ainsi 15 sites phosphorylés communs à ces deux 

souches. Parmi ces sites phosphorylés communs, 8 sont déjà connus, leur phosphorylation 

ayant été observée dans plusieurs études auparavant : 7 ont été trouvés dans l’étude de 

Mitsuhiro Yanagida29 (165, 216, 219, 223, 507, 545 et 553) ; et 1 par le groupe de Steven P. 

Gygi (cette étude a identifié le site 547;  mais aussi les sites 219 et 553. Quant au site 552 

identifié par cette étude, il a également été identifié par notre étude, mais avec une 

probabilité faible de 25-45% (données non montrées))181. Au final, ces données permettent 

ainsi de valider notre approche et de confirmer ces 8 sites de phosphorylation. A tous ces 

sites, s’ajoute le site 252 qui a été trouvé par notre étude comme étant spécifiquement 

phosphorylé dans la souche pp4cΔ. Ainsi, notre étude a donc révélé 9 nouveaux sites de 

phosphorylation : 163, 164, 174, 209, 226, 252, 444, 544, 555 (Figure 30).   

 

Notre attention a été attirée par le fait que certains peptides comportaient plusieurs 

sites phosphorylés. C’est le cas des peptides couvrant la région  « PISSS » (contenant les sites 

163 à 165) et « SVHS » (contenant les sites 216, 219, 223 et 226) (Figure 31). L’analyse 

qualitative semblait indiquer que ces peptides sont plus abondants en fond pp4cΔ (Figure 

31). Pour étayer cette hypothèse, la quantification de ces formes a été réalisée par Stéphane 

Claverol. A partir d’un spectre MS/MS (identifiant la séquence du peptide, le nombre et la 

position des sites de phosphorylation), le logiciel mesure le volume du ou des pics MS 

parents et identifie leur temps de rétention dans la colonne de chromatographie (LC). Le 

logiciel recherche ensuite les pics de même rapport m/z et de mêmes temps de rétention 

dans l’autre échantillon et intègre leur volume. Les volumes (qui représentent des quantités 

de peptides) sont ensuite normalisés (sur le volume total des pics MS de chaque 

échantillon). Le ratio mutant / sauvage permet d’estimer l’enrichissement de l’espèce 

considérée dans la souche mutante pp4cΔ. Il est à noter que cette analyse n’a pas pu être 

conduite pour l’intégralité des peptides. Certaines analyses ont été impossibles en raison de 

profils d’élution LC qui ne pouvaient être alignés. Cependant, il a été possible d’extraire des 

données quantitatives concernant les peptides des régions « PISSS » et « SVHS » (Figure 32). 

Il apparaît que les formes phosphorylées de ces deux régions sont plus abondantes dans la 

souche mutante pp4cΔ, ce qui suggère que ces résidus pourraient être substrats du 

complexe PP4. Il est intéressant de noter que le groupe de M. Yanagida avait montré qu’un 

anticorps spécifique de Rad21-S165P détectait l’isoforme la plus haute de Rad21 en SDS- 
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S164 S165

3789

pp4c+
nb PSM 0

% total 

PSMs rad21 0,000

6284

pp4cΔ
nb PSM 7

% total 

PSMs rad21 0,269

Zone « PISSS » (163 à 165)

S216 S219 S216 S226 S219 S226

S216 S219 

S226

S216 S223 

S226

3789

pp4c+

nb PSM 4 1 0 4 0

% total 

PSMs 

rad21 0,149 0,037 0,000 0,149 0,000

6284

pp4cΔ

nb PSM 8 3 5 12 1

% total 

PSMs 

rad21 0,307 0,115 0,192 0,461 0,038

Zone « SVHS» (216, 219, 223, 226)

Figure 31 : Caractérisation des peptides multi-phosphorylés.
Les peptides multi-phosphorylés semblent plus abondants en fond pp4cΔ.
nb PSM : Peptides Spectrum Matches = nombre total de spectres MS/MS pour le peptide identifié.

Total PSMs

Rad21_3789 2692

Total PSMs 

Rad21_6284 2602
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Expérience n°1
Séquence PhosphoRS Position Ratio 4/1 norm

SSNTLELHSLPISSSPSFPSSQLSIEAGR S14 (99%), S15 (99%) S164 S165 1,60

Zone « PISSS » (163 à 165)

Expérience n°2

Séquence PhosphoRS Position Ratio 4/1 norm

SSNTLELHSLPISSSPSFPSSQLSIEAGR S15 (99.3%) S165 123,15

HSLPISSSPSFPSSQL S8 (98.9%) S165 6,89

Expérience n°3

Séquence PhosphoRS Position Ratio 4/1 norm

SSNTLELHSLPISSSPSFPSSQLSIEAGR
S14 (49.8%); S15 (49.8%); S24 
(100%)

(S164 ou S165) 
S174 84,77

SSNTLELHSLPISSSPSFPSSQLSIEAGR S14 (99.1%); S15 (99.1%) S164 S165 7,38

SSNTLELHSLPISSSPSFPSSQLSIEAGR S15 (100%) S165 4,04

Figure 32 : Analyse quantitative concernant les peptides multi-phosphorylés des régions « PISSS » et « SVHS ».
Le ratio mutant / sauvage (ratio 4/1) permet d’estimer l’enrichissement de l’espèce peptidique considérée dans la
souche mutante pp4cΔ. Les formes multi-phosphorylées de ces deux régions sont plus abondantes dans la souche
mutante pp4cΔ, ce qui suggère que les résidus identifiés comme phosphorylés (en rouge) pourraient être substrats
du complexe PP4.

Expérience n°1
Séquence PhosphoRS Position Ratio 4/1 norm

SVHSDNQSQISIEVGR S1 (100%); S4(100%); S11 (100%) S216 S219 S226 4,43

SVHSDNQSQISIEVGR S4 (100%); S11 (100%) S219 S226 3,27

SVHSDNQSQISIEVGR S1 (100%); S4(100%); S11 (100%) S216 S219 S226 3,04

SVHSDNQSQISIEVGR S1 (100%); S4 (100%) S216 S219 1,91

SVHSDNQSQISIEVGR S1 (100%); S4 (100%) S216 S219 1,74

SVHSDNQSQISIEVGR S4 (99.5%) S219 1,63

Zone « SVHS » (216, 219, 223, 226)

Expérience n°2

Séquence PhosphoRS Position Ratio 4/1 norm

SVHSDNQSQISIEVGR S1 (100%) S216 6,24

SVHSDNQSQISIEVGR S4 (100%) S219 1,39

Expérience n°3

Séquence PhosphoRS Position Ratio 4/1 norm

SVHSDNQSQISIEVGR S1 (100%) S216 42,43

SVHSDNQSQISIEVGR S4 (100%) S219 1,68

SVHSDNQSQISIEVGR S11 (100%) S226 1,50
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PAGE ce qui suggère que S165P pourrait être une phosphorylation spécifique de Rad21 

associée aux chromosomes29. 

 

Pour identifier les résidus dont l’état de phosphorylation modifie la fonction anti-

cohésion de Wpl1, nous avons choisi une approche génétique (décrite dans le paragraphe 

suivant) visant à cibler une banque de phospho-mutants. Le choix des sites a été fait lors des 

premiers résultats des analyses par spectrométrie de masse qui avaient pointé une possible 

hyper-phosphorylation des zones « PISSS » et « SVHS » dans Rad21 purifiée de la souche 

pp4cΔ. Ce choix a été conforté par les analyses ultérieures. Ainsi, nous avons choisi de 

réaliser une banque de phospho-mutants concernant les sérines de la région « PISSS » (S163, 

S164, S165, S167, S170, S171) et de la région « SHVS » (S216, S219, S223, S226). Nous avons 

également inclus les sérines 314 et 315, car l’analyse MS/MS d’une expérience avait détecté 

une phosphorylation de l’un ou l’autre de ces résidus (ambiguïté quant à la position exacte) 

et ce uniquement dans l’échantillon de Rad21 purifié de la souche pp4cΔ.  

 

 

 

 VIII. Identification des résidus de la protéine Rad21 dont la 

phosphorylation module le phénotype thermosensible 

d’eso1-H17 

A. Création et criblage d’une banque d’allèles phospho-mutants de rad21 

La protéine Rad21 est hyper-phosphorylée en l’absence de PP4 et l’analyse par 

spectrométrie de masse nous a permis d’identifier 12 sérines dont l’état de phosphorylation 

pourrait être contrôlé par le complexe PP4. Cependant, l’analyse par spectrométrie de 

masse ne donne pas d’information sur l’état de phosphorylation de la protéine entière 

(combien de sites phosphorylés sur une même molécule et à quelles positions ?). De plus, les 

sites identifiés ne concernent pas nécessairement des molécules de Rad21 associées aux 
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Figure 33 : Diversité de structures des allèles de rad21 clonés dans le vecteur d’expression multi-copies
pREP41.
A. Schéma du plasmide de levure Schizosaccharomyces pombe pREP41 dans lequel les allèles de rad21
ont été clonés.
Ampicillin : Marqueur de résistance à l’Ampicilline pour la transformation chez Escherichia coli; pBR322
origin : origine de réplication dans E.coli; LEU2 : marqueur de sélection des transformants sur milieu
dépourvu de leucine ; nmt : promoteur no message in thiamine ; MSC : Multisite de clonage ; ars1 :
Séquence de réplication autonome chez la levure.
Modifié à partir de l’Addgene, The non profit plasmid repository site.
B. Analyse de restriction des plasmides suppresseurs d’eso1-H17 par l’enzyme EcoRI. Quand l’insert rad21
(1896 pb) est présent, le plasmide entier a une taille de 10691 pb. Le pREP41 possède 3 sites de
restriction EcoRI donnant après digestion 3 inserts de 5439 pb, 4052 pb et 1200 pb. Certains plasmides se
sont révélés avoir 2 inserts de rad21 donnant alors après digestion 3 fragments de 7335 pb, 4052 pb et
1200 pb. Les tailles sur le schéma sont en nombre de paires de base (pb). M : marqueur de taille : ADN du
Phage λ digéré par HindIII.
Karen Eguienta.

B

A

EcoRI

EcoRI

EcoRI

LEU

Promoteur 
nmt

Insert rad21

2 inserts de rad21

M

23 130

9416
6557

4361

2322
2027

7335

4052

1200

5439

pREP41
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chromosomes et impliquées dans la cohésion. Enfin, ces phosphorylations ne sont pas 

forcément toutes causales dans le mécanisme d’action de Wpl1. S’il existe une ou plusieurs 

sérines de la protéine Rad21 dont l’état phosphorylé permet d’atténuer la fonction anti-

cohésion de Wpl1, des mutants mimant cette phosphorylation, devraient supprimer le 

phénotype thermosensible d’eso1-H17 via la diminution de l’effet anti-cohésion de Wpl1.  

 

Une banque d’allèles de rad21 a été créée dans le vecteur d’expression pREP41 (Figure 

33A). Ce dernier est un vecteur réplicatif multi-copies possédant le marqueur de sélection 

LEU2, et une version atténuée du  promoteur nmt  (no message in thiamine). L’expression 

des différents allèles placés sous dépendance du promoteur nmt41 est réprimée à un niveau 

basal en présence de thiamine et elle est induite en l’absence de thiamine dans le milieu de 

culture182. La banque de phospho-mutants a été créée par synthèse de gènes. Un codon 

variable a été introduit de façon équiprobable lors de la synthèse au niveau des 12 sites 

identifiés par l’analyse en spectrométrie de masse : un codon sérine S, un codon alanine A 

(non phosphorylable) ou un codon acide aspartique E (mimant l’état phosphorylé). La 

banque représente ainsi 312 combinaisons possibles, soient 531 441 formes alléliques de 

rad21.  

 

Le principe du crible consiste à rechercher parmi les plasmides de la banque ceux 

capables de supprimer le phénotype thermosensible de la souche eso1-H17. Il est à noter 

que la souche est rad21+. La transformation par un plasmide exprimant une forme mutante 

de Rad21 devrait cependant avoir un effet dominant en générant des complexes cohésines 

moins sensibles à l’action de Wpl1. La suppression peut également avoir lieu via la titration 

de facteurs par la surexpression de la forme mutante de Rad21. Par exemple, on peut 

imaginer que l’expression d’une forme de Rad21 ayant une forte affinité pour Wpl1 piège ce 

dernier sous forme nucléosoluble et protège ainsi les complexes cohésines chromatiniens de 

l’action anti-cohésion de Wpl1. 

 

La banque a été transformée dans la souche 2960 (h- leu1-32 eso1-H17). Après 

transformation, les cellules ont été étalées sur milieu minimum dépourvu de leucine de 

manière à sélectionner les transformants et les boîtes ont été placées à 25°C pendant 24h 

pour permettre quelques divisions cellulaires avant passage à la température restrictive. Les  
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Banque

EcoRI

EcoRI

EcoRI

LEU

Promoteur 
nmt

Insert rad21

pRep41

Clones suppresseurs d’eso1-H17 remis 
en croissance sur PMG (+/- thiamine)

Souche 2960

Séquençage 

Confirmation des clones 
suppresseurs d’eso1-H17 

Clonage des plasmides 
suppresseurs d’eso1-H17 

dans E. coli puis purification

Analyse de 
restriction 

(EcoRI)

Souche 2960

Intégration au 
locus rad21

Vérification par PCR et 
Séquençage 

Figure 34 : Criblage de la banque des allèles modifiés de rad21 chez Schizosaccharomyces pombe.
Schéma du protocole expérimental de la procédure mise en œuvre pour cribler la banque. Après culture en PMG + LEU+ 20µM
thiamine O/N, la souche 2960 (h- leu1-32 eso1-H17) est transformée avec la banque d’allèles modifiés de rad21. Les
transformants sont étalés sur milieu minimum PMG dépourvu de leucine, avec ou sans thiamine : le promoteur nmt (no message
in thiamine) est induit en absence de thiamine. Les boîtes sont placées à 25°C pendant 24h puis transférées à 32°C. Quelques
boîtes ont été conservées à 25°C pour estimer l’efficacité de transformation et le nombre total de transformants criblés à 32°C.
Les clones suppresseurs d’eso1-H17 sont mis en croissance sur milieu PMG (avec ou sans thiamine) et leurs plasmides sont
récupérés. Ces derniers sont utilisés pour transformer des bactéries compétentes Escherichia coli afin de les amplifier. Après
purification des plasmides, une analyse de restriction par l’enzyme EcoRI est ensuite réalisée. L’ADN des clones validés est utilisé
pour transformer à nouveau la souche 2960 (h- leu1-32 eso1-H17). Les ADN des clones supprimant à nouveau eso1-H17 sont
séquencés puis intégrés au locus rad21.
O/N : overnight
Karen Eguienta, Jean-Paul Javerzat.

Transformation
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transformants ont été transférés à la température restrictive de 32°C afin de sélectionner les 

phospho-mutants supprimant le phénotype thermosensible d’eso1-H17. Un exemple est 

présenté dans la Figure 34. 

 

Afin de représenter la complexité de la banque, le nombre de transformants à cribler 

étaient de 2,5x106 pour cribler chaque molécule avec une probabilité P=0,99. La formule de 

probabilité utilisée pour déterminer ce nombre est présentée dans la Figure 35. C’est cette 

formule qui a déterminé le nombre de sites à analyser (12 sites), le nombre maximum de 

sites étant imposé par la capacité de criblage, pour une probabilité P=0,99. Environ 2.105 

transformants ont été criblés de cette manière sur milieu avec ou sans thiamine, ramenant 

la probabilité de  cribler chaque molécule à P=0,3. Au final, 109 clones suppresseurs ont été 

isolés. Afin de vérifier que la croissance des levures à la température restrictive de 32°C était 

dépendante du plasmide, chaque plasmide a été cloné par transformation de la bactérie 

Escherichia coli pour permettre son amplification et introduit de nouveau dans la souche 

eso1-H17. Cette étape a éliminé bon nombre de candidats. Une analyse de restriction a 

révélé que certains plasmides présentaient un profil de restriction complexe suggérant la 

présence de dimères de rad21 (Figure 33B). D’autres clones se sont avérés ne pas contenir 

de plasmides du tout. Au final, sur les 109 clones suppresseurs, 69 plasmides ont été retenus 

pour transformer de nouveau la souche 2960. Un exemple est présenté dans la Figure 34. A 

l’issue de cette étape, 36 clones ont été sélectionnés et ont alors été séquencés.  
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- Complexité théorique C= 312=531441
- Nombre N de transformants à cribler pour représenter la banque
Si on veut P=99% => N= 2447374 soit 2,5x106 transformants :

Formule de probabilité utilisée

C - 1
1  

C 
(

N

P = )

531 440
1  

531 441
(

N

0,99 = )

0,01 = 531 440

531 441
(

N

)

531 441 - 1
1  

531 441
(

N

= )0,99

ln (0,01) = 531 440

531 441
(

N

)ln

N = 2,45.106  
 2,5.106 transformants

Figure 35 : Formule de probabilité utilisée pour déterminer le nombre de transformants à cribler pour
représenter la complexité de la banque.
C’est cette formule qui a déterminé le nombre de sites à analyser (12 sites), le nombre maximum de sites étant
imposé par la capacité de criblage, pour une probabilité P=0,99.
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Figure 36 : Création des phospho-mutants au locus rad21.
1. Le gène rad21 étant essentiel, la construction a été réalisée dans une souche exprimant la protéine de
fusion Psm3-Rad21 au locus psm3. Le gène rad21 devenant ainsi non essentiel, une partie du gène rad21
(à partir de l’ATG : 486-945) a été délétée et remplacée par le marqueur ura4+. Cela a permis de créer la
souche 7989 (h- ura4-D18 leu1 psm3-Gly11-TEV3-rad21-kanR rad21(d486-945)::ura4+).
2. Les allèles des clones rad21 ont été amplifiés par PCR.
3. Pour chaque allèle, l’ADN a été co-transformé avec un plasmide réplicatif LEU2 dans la souche 7989. Les
transformants ont été sélectionnés sur milieu dépourvu de leucine.
4. L’intégration au locus rad21 des allèles suppresseurs a été identifiée par la sélection des clones [Ura-]
par réplique sur milieu contenant du 5-FOA (5-Fluoroorotic Acid). Le remplacement de ura4+ par la
séquence rad21 mutée a été vérifié par amplification de l’ADN du locus entier par PCR puis séquençage
complet de rad21.
Karen Eguienta et Jean-Paul Javerzat

Rad21rad21

Levure [Ura-]

Rad21 rad21psm3

Intégration au locus rad21

LEU2

+

rad21ura4+
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1

Zone mutée

rad21

Plasmide suppresseur

PCR
2

Rad21rad21ura4+

Délétion 486-945 
et remplacement 

par ura4+

rad21psm3 Locus psm3

Locus rad21

Levure [Ura+] 
(souche 7989)

1 1884

3

4

Sélection sur PMG-LEU

Sélection sur 5-FOA  Remplacement par ura4+ vérifié par PCR et séquençage du locus rad21 entier
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Figure 37 : Suppression du phénotype thermosensible d’eso1-H17 par les mutants issus du crible.
Test de croissance. Les cellules ont été mises en croissance sur milieu Yes+A solide à 25°C pendant
24h. Les suspensions cellulaires ont été diluées en série au 1/5 et déposées sur milieu solide Yes+A.
Les boîtes ont été incubées 4 jours aux températures indiquées. Les deux enhancers RV38S et RV79W1
(en rouge) aggravent le phénotype thermosensible d’eso1-H17.
Karen Eguienta et Jean-Paul Javerzat.

8210 h+ natR-eso1-H17 rad21-RV20B

8216 h+ natR-eso1-H17 rad21-RV38R

8228 h+ natR-eso1-H17 rad21-RV43D

8388 h+ natR-eso1-H17 rad21-RV25E1

8432 h+ natR-eso1-H17 rad21-RV63G1

5912 h+ natR-eso1-H17

3820 h+ wt

36°C 34,3°C 32°C 26°C

8372 h+ natR-eso1-H17 rad21-RV43C

8380 h+ natR-eso1-H17 rad21-RV38S

8440 h+ natR-eso1-H17 rad21-RV33C2

8519 h+ natR-eso1-H17 rad21-RV79W1

5912 h+ natR-eso1-H17

3820 h+ wt
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L’étape suivante a consisté à créer les phospho-mutants de rad21 au locus. La 

stratégie utilisée est présentée dans le schéma de la Figure 36. Le gène rad21 étant 

essentiel, la construction a été réalisée dans une souche exprimant la protéine de fusion 

Psm3-Rad21 au locus psm3 (souche construite par JP Javerzat selon Gruber et al. 2006). Le 

gène rad21 devenant ainsi non essentiel, une partie du gène rad21 (à partir de l’ATG : 486-

945) a été délétée et remplacée par le marqueur ura4+. Les allèles de ces 36 clones rad21 

ont été amplifiés par PCR. Pour chaque allèle, l’ADN a été co-transformé avec un plasmide 

réplicatif LEU2 dans la souche 7989 (h- ura4-D18 leu1 psm3-Gly11-TEV3-rad21-kanR 

rad21(d486-945)::ura4+). Les transformants ont été sélectionnés sur milieu dépourvu de 

leucine. L’intégration au locus rad21 des allèles suppresseurs a été identifiée par la sélection 

des clones [Ura-] par réplique sur milieu contenant du 5-FOA (5-Fluoroorotic Acid). Le 

remplacement de ura4+ par la séquence rad21 a été vérifié par amplification de l’ADN du 

locus entier par PCR puis séquençage complet de rad21. Vingt-quatre souches mutantes ont 

ainsi été créées, chacune possédant la structure attendue et un allèle différent de rad21. 

 

Les mutants ont ensuite été croisés avec une souche eso1-H17, de façon à placer les 

mutants en fond génétique sauvage et eso1-H17 (éliminer le gène de fusion psm3-rad21, 

ura4-D18 et leu1-32). Enfin, un test de croissance a permis de cribler les mutants de rad21 

capables de supprimer le phénotype thermosensible d’eso1-H17. Parmi les 24 mutants de 

rad21, 15 se sont avérés neutres vis à vis d’eso1-H17. Il est vraisemblable que l’effet 

suppresseur observé était dû à la surexpression des formes mutantes et que le niveau 

d’expression ne soit pas assez élevé lorsque les allèles sont exprimés en une seule copie sous 

la dépendance du promoteur naturel de rad21. Deux mutants ont montré une interaction 

génétique négative avec eso1-H17 (RV38S et RV79W1) car ils abaissent la température 

restrictive d’eso1-H17 (Figure 37). Ces mutants ont été appelés « enhancer ». Enfin, 7 

mutants de rad21 ont montré un effet suppresseur d’eso1-H17 à 34°C (Figure 37). Il est à 

noter qu'aucun phospho-mutant ne supprime eso1-H17 à 36°C contrairement à pp4cΔ, ce 

qui pourrait indiquer que seule une fraction des cibles pertinentes de PP4 ait été identifiée. 
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Niveau de 
suppression 163 164 165 167 170 171 216 219 223 226 314 315

Suppresseur RV20B Très bon E A S A S E A A A A A A

Suppresseur RV33C2 Très bon E A S A A A S E A E E E

Suppresseur RV38R Très bon E E A A S A A S A A A A

Suppresseur RV43D Très bon E E E A S S S A A A A S

Suppresseur RV25E1 Bon E E A A A A A S A A E A

Suppresseur RV43C Bon E S S A E S S A A A A S

Suppresseur RV63G1 Bon E E S E S E S E A E S E

non suppresseur RV37F2 Neutre S A S A A S A A A A S S

non suppresseur RV37G2 Neutre S A S A A S A A A A A E

non suppresseur RV46I Neutre S A S A S A A S A A A E

non suppresseur RV24B3 Neutre A S S E S E A S A A A A

non suppresseur RV15R2 Neutre A E S S A A S A S A A A

non suppresseur RV18N Neutre S S E A E E A A A A A S

non suppresseur RV45T Neutre S A S E A A S A S S E A

non suppresseur RV52L Neutre S A S A S A S S A E E A

non suppresseur RV53B1 Neutre A E A E E A A E S E S A

non suppresseur RV79K1 Neutre S E E S E A A E A A E S

non suppresseur RV79L1 Neutre S E E S E A S S E E S A

non suppresseur RV87Y1 Neutre A S S A S E A S A A A E

non suppresseur RV100S1 Neutre A A E A A E A A A S E S

non suppresseur RV103K2 Neutre A A S A S A A E S A A E

non suppresseur RV103L2 Neutre A A S A S A A S A A A E

Enhancer RV38S A A A A S E A A A S S E

Enhancer RV79W1 A A A A A S S S E E S A

Figure 38 : Séquences protéiques codées par les allèles issus du crible.
A. Structure des allèles rad21 issus de la banque. L’exposant 12 fait référence aux 12 codons modifiés
utilisés pour créer la banque.
B. Tableau récapitulant toutes les protéines codées par les allèles de rad21 intégrés au locus. Enhancer :
aggrave le phénotype d’eso1-H17 ; RV : Région variable (allèle de rad21 modifié au niveau des 12 codons
déterminés par spectrométrie de masse) ; S : sérine; A : alanine; E : acide aspartique.
Karen Eguienta
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B. Identification et implication des sérines cibles de PP4 dans le mécanisme 

d’action de Wpl1 

La comparaison des séquences au niveau protéique donne des informations 

intéressantes (Figure 38). Tous les suppresseurs possèdent un acide aspartique E mimant 

l’état phosphorylé en position 163, ainsi qu’une alanine A, résidu non phosphorylable, en 

position 223. De plus, les meilleurs suppresseurs possèdent également un acide aspartique E 

mimant l’état phosphorylé, en positions 164 et 165, suggérant un possible effet additif des 

résidus mimant l’état phosphorylé dans la zone « PISSS » (163-165). Réciproquement, les 2 

enhancers possèdent en positions 163, 164, et 165, des alanines, non phosphorylables. Ces 

observations suggèrent que la phosphorylation des sérines 163, 164, 165 associées au résidu 

223 sous forme non phosphorylée pourrait conférer la suppression du phénotype 

thermosensible d’eso1-H17. 

 

 

Pour évaluer cette possibilité, une nouvelle série de mutants a été construite combinant 

des résidus phosphomimétiques de la région « PISSS » avec le résidu 223, remplacés soit par 

un codon alanine A (non phosphorylable) ou un codon acide aspartique E (mimant l’état 

phosphorylé). La liste des combinaisons est indiquée dans la Figure 39A. Les souches 

mutantes ont été créées comme précédemment, les allèles séquencés puis les mutations 

placées en fond eso1-H17. Les tests de croissance sont présentés dans la Figure 39B. La seule 

présence de 163E permet d’obtenir un léger effet suppresseur (souche 8699) tandis que 

163A a l’effet opposé (souche 8719). Par contre, le niveau de suppression est nettement 

supérieur avec les double et triple substitutions S163E-S164E (souche 8708) et S163E-S164E-

S165E (souche 8711). L’effet de la substitution de la serine 223 est mineur. Les simples 

substitutions S223A (8733) et S223E (8701) sont neutres vis-à-vis d’eso1-H17. Elles sont 

également quasiment neutres lorsqu’elles sont combinées avec S163E, S163E-S164E et 

S163E-S164E-S165E. Le seul léger effet a été observé en combinaison avec S163A : rad21-

S163A-S223E a un effet enhancer légèrement supérieur à rad21-S163A. 
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A
163 164 165 223 mutant

Mutant 1 A / / / rad21-S163A

Mutant 2 E / / / rad21-S163E

Mutant 3 / / / A rad21-S223A

Mutant 4 / / / E rad21-S223E

Mutant 5 A / / A rad21-S163A-S223A

Mutant 6 A / / E rad21-S163A-S223E

Mutant 7 E / / A rad21-S163E-S223A

Mutant 8 E / / E rad21-S163E-S223E

Mutant 9 E E / / rad21-S163E-S164E

Mutant 10 E E / A rad21-S163E-S164E-S223A

Mutant 11 E E E / rad21-S163E-S164E-S165E

Mutant 12 E E E A rad21-S163E-S164E-S165E-S223A

Mutant 13 A A / / rad21-S163A-S164A

Mutant 14 A A A / rad21-S163A-S164A-S165A

3820 h+

5912 h+ natR-eso1-H17

8719 h+ natR-eso1-H17 rad21-163A

8703 h+ natR-eso1-H17  rad21-163A223A

8739 h+ natR-eso1-H17 rad21-163A223E

8699 h+ natR-eso1-H17 rad21-163E

8705 h+ natR-eso1-H17  rad21-163E223A

8706 h+ natR-eso1-H17  rad21-163E223E

36°C 34°C 32°C 26°C

3820 h+

5912 h+ natR-eso1-H17

8699 h+ natR-eso1-H17 rad21-163E

8708 h+ natR-eso1-H17  rad21-163E164E

8711 h+ natR-eso1-H17  rad21-163E164E165E

8710 h+ natR-eso1-H17  rad21-163E164E223A

8713 h+ natR-eso1-H17  rad21-163E164E165E223A

8228 h+ natR-eso1-H17  rad21-RV43D

3820 h+

5912 h+ natR-eso1-H17

8719 h+ natR-eso1-H17 rad21-163A

8699 h+ natR-eso1-H17 rad21-163E

8733 h+ natR-eso1-H17 rad21-223A

8701 h+ natR-eso1-H17 rad21-223E

5912 h+ natR-eso1-H17

6093 h+ natR-eso1-H17 pp4cΔ

B

Figure 39 : Suppression d’eso1-H17 par les nouvelles mutations de rad21 au niveau des sérines 163,
164, 165 et 223.
A. Tableau récapitulatif des nouvelles substitutions au niveau des positions 163, 164, 165 et 223.
B. Test de croissance en fond eso1-H17. Les cellules ont été mises en croissance sur milieu Yes+A solide
à 25°C pendant 24h. Les suspensions cellulaires ont été diluées en série au 1/5 et déposées sur milieu
solide Yes+A. Les boîtes ont été incubées 4 jours aux températures indiquées. Le mutant rad21-RV43D
est utilisé comme contrôle (il est classé parmi les « Très bons suppresseurs » cf Figure 38).
163, 164, 165, 223 : positions des résidus modifiés ; A : Alanine ; E : Acide aspartique .
Karen Eguienta et Stéphanie Vazquez.
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Les données précédentes montrent que les double et triple substitutions S163E-S164E et 

S163E-S164E-S165E suppriment le phénotype thermosensible d’eso1-H17 à 34°C. Ces résidus 

miment l’état phosphorylé et ne sont pas substrats des phosphatases, ce qui suggère que la 

non-déphosphorylation de ces résidus pourrait être responsable de l’effet suppresseur. Si tel 

est le cas, des résidus mimant l’état non-phosphorylé devraient conférer l’effet opposé, à 

savoir aggraver le phénotype thermosensible d’eso1-H17. Le test de croissance de la Figure 

40 montre qu’effectivement, rad21-S163A-S164A (souche 8893, Figure 40E) et rad21-S163A-

S164A-S165A (souche 8905, Figure 40F) abaissent la température restrictive d’eso1-H17. Ce 

résultat est en accord avec la notion que l’état déphosphorylé de ces résidus faciliterait 

l’action de Wpl1. 

 

Nous avons ensuite étudié les relations d’épistasie avec wpl1Δ et pp4cΔ. La Figure 40 

montre que wpl1Δ est épistatique sur tous les phospho-mutants vis à vis de la suppression 

d’eso1-H17, ce qui est cohérent avec la notion que l’état de phosphorylation de Rad21 

module la fonction de Wpl1. L’épistasie des phospho-mutants de rad21 avec pp4cΔ est plus 

complexe. La Figure 41 ABCD montre que pp4cΔ confère un meilleur niveau de suppression 

que les mutants phosphomimétiques de rad21. On remarque que lorsque l’on combine les 

mutants rad21-S163E-S164E, rad21-S163E-S164E-S223A, ou rad21-S163E-S164E-S165E avec 

la délétion de pp4c, le niveau de suppression est identique à celui conféré par la délétion 

seule de pp4c. Il n’y a donc pas d’effet additif, ce qui est cohérent avec l’hypothèse selon 

laquelle les sérines 163, 164 et 165 seraient bien des cibles du complexe PP4. 

Cette conclusion est renforcée par l’analyse des mutants mimant l’état non phosphorylé. 

Les mutants rad21-S163A-S164A et rad21-S163A-S164A-S165A aggravent le phénotype 

thermosensible d’eso1-H17, et cela même si le gène pp4c est délété (Figure 41E et F). En 

d’autres termes, la suppression conférée par pp4cΔ est moindre si ces résidus sont non-

phosphorylables, ce qui renforce la conclusion que l’état de phosphorylation de ces sérines 

est contrôlé par PP4 et module la fonction de Wpl1. De façon remarquable, l’effet est 

graduel. La mutation rad21-S163A-S164A abolit la suppression par pp4cΔ à 36°C (Figure 41E) 

mais pas à 34°C alors que la triple substitution abolit la suppression à 34°C (Figure 41F).  

  



192 
 

  

Figure 40 : Analyse des relations d’épistasie des phospho-mutants de rad21 avec wpl1Δ.
Test de croissance en fond eso1-H17. Les cellules ont été mises en croissance sur milieu Yes+A
solide à 25°C pendant 24h. Les suspensions cellulaires ont été diluées en série au 1/5 et
déposées sur milieu solide Yes+A. Les boîtes ont été incubées 4 jours aux températures
indiquées.
Stéphanie Vazquez

3820 h+

6278 h+ wpl1Δ 

8812 h+ rad21-163E

8814 h+ rad21-163E wpl1Δ 

5912 h+ eso1-H17

4044 h+ eso1-H17 wpl1Δ 

8808 h+ eso1-H17 rad21-163E

8810 h+ eso1-H17 rad21-163E wpl1Δ

3820 h+

6278 h+ wpl1Δ

8824 h+ rad21-163E164E

8826 h+ rad21-163E164E wpl1Δ 

5912 h+ eso1-H17

4044 h+ eso1-H17 wpl1Δ 

8820 h+ eso1-H17 rad21-163E164E

8822 h+ eso1-H17 rad21-163E164E wpl1Δ

3820 h+

6278 h+ wpl1Δ

8836 h+ rad21-163E164E223A

8838 h+ rad21-163E164E223A wpl1Δ

5912 h+ eso1-H17

4044 h+ eso1-H17 wpl1Δ

8832 h+ eso1-H17 rad21-163E164E223A

8834 h+ eso1-H17 rad21-163E164E223A wpl1Δ

32°C36°C 34°C 26°C

3820 h+

6278 h+ wpl1Δ

8848 h+ rad21-163E164E165E

8850 h+ rad21-163E164E165E wpl1Δ

5912 h+ eso1-H17

4044 h+ eso1-H17 wpl1Δ

8844 h+ eso1-H17 rad21-163E164E165E

8846 h+ eso1-H17 rad21-163E164E165E wpl1Δ

3820 h+

6278 h+ wpl1Δ

8897 h+ rad21-163A164A

8899 h+ rad21-163A164A wpl1Δ

5912 h+ eso1-H17

4044 h+ eso1-H17 wpl1Δ

8893 h+ eso1-H17 rad21-163A164A

8895 h+ eso1-H17 rad21-163A164A wpl1Δ

3820 h+

6278 h+ wpl1Δ

8909 h+ rad21-163A164A165A

8911 h+ rad21-163A164A165A wpl1Δ

5912 h+ eso1-H17

4044 h+ eso1-H17 wpl1Δ

8905 h+ eso1-H17 rad21-163A164A165A

8907 h+ eso1-H17 rad21-163A164A165A wpl1Δ
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Figure 41 : Analyse des relations d’épistasie des phosphomutants de rad21 avec pp4cΔ.
Test de croissance en fond eso1-H17. Les cellules ont été mises en croissance sur milieu Yes+A
solide à 25°C pendant 24h. Les suspensions cellulaires ont été diluées en série au 1/5 et
déposées sur milieu solide Yes+A. Les boîtes ont été incubées 4 jours aux températures
indiquées.
Stéphanie Vazquez
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Figure 42 : Le défaut de cohésion entraîné par l’induction de Wpl1 en G2 en fond eso1Δ est
atténué par la substitution des sérines 163, 164 et 165 en résidus mimant l’état phosphorylé.
A. Schéma du protocole expérimental. Les cellules en phase exponentielle de croissance en YES+A
à 25°C ont été transférées à 37°C. L’expression de tet07-wpl1 est induite par l’addition de
tétracycline (Tet) après 1h à 37°C. Un volume équivalent de solvant est ajouté pour le contrôle
non induit (dmso). Les cellules ont été fixées et analysées par FISH cen2 après 3h à 37°C, soit 2h
après l’induction de tet07-wpl1.
B. Fréquence de signaux FISH séparés (d>0,4µm). (***) P = 0,0008 et (**) P=0,0042 par le test
exact de Fisher avec a<0,05.
Jean-Paul Javerzat.
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Afin de confirmer l’implication des résidus 163, 164 et 165 dans le mécanisme anti-

cohésion de Wpl1, la cohésion a été mesurée par FISH lors de l’arrêt G2 en utilisant une 

sonde située à proximité immédiate du centromère du chromosome 2 (Figure 42). L’état de 

cohésion des chromatides sœurs a été estimé par la mesure de la distance entre les deux 

signaux FISH. Le protocole expérimental est présenté dans la Figure 42A. Lorsque Wpl1 est 

induite, 35% des cellules montrent une distance inter-chromatides supérieure à 0,4 microns. 

De façon remarquable, cette fréquence diminue à 17,4% et 20,1% respectivement pour les 

mutants rad21-S163E-S164E et rad21-S163E-S164E-S165E.  

L’état de cohésion des chromatides sœurs a également été observé lors de la métaphase, 

lors de l’induction de Wpl1 (Figure 43). Les conditions expérimentales sont similaires à celles 

utilisées précédemment (paragraphe II). Les résultats indiquent que les défauts de cohésion 

entraînés par l’induction de Wpl1 sont fortement réduits en fonds génétiques rad21-S163E-

S164E, rad21-S163E-S164E-S223A et rad21-S163E-S164E-S165E, ce qui confirme que d’une 

part les trois sérines 163, 164 et 165 seraient bien des cibles de PP4 et d’autre part que leur 

déphosphorylation serait partie intégrale du mécanisme d’anti-cohésion de la protéine 

Wpl1. 
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Figure 43 : Les allèles phosphomutants de rad21 atténuent l’effet anti-cohésion de Wpl1
A. Schéma du protocole expérimental. Les cellules en phase exponentielle de croissance en YES+A à 25°C ont été
transférées à 37°C. L’expression de tet07-wpl1 a été induite par l’addition de tétracycline (Tet) après 1h à 37°C. Un
volume équivalent de solvant a été ajouté pour le contrôle non induit (dmso). Après 3H à 37°C, Wee1-as8 est
inactivée par l’addition de 3-BrB-PP1. Les cellules entrent alors en mitose et sont arrêtées en métaphase par la
déficience de l’APC (cut9ts). Les cellules fixées au temps 3,5h ont été traitées pour une immunofluorescence anti-
tubuline pour visualiser le fuseau mitotique et cen2 FISH.
B. Fréquence de signaux cen2FISH séparés (d>0,5µm). Le génotype des souches et le nombre de métaphases
examinées sont indiqués dans la légende. (***): P < 0,0001 par le test exact de Fisher avec a<0,05.
Jean-Paul Javerzat
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 I. Modèle d’action de Wpl1 et PP4 

Les résultats présentés dans cette thèse ont permis de mettre en évidence l’implication 

du complexe sérine/thréonine de type IV dans la régulation de la cohésion des chromatides 

sœurs chez Schizosaccharomyces pombe. En effet, nos données permettent de montrer que 

les sous-unités catalytique et régulatrice PP4c et Psy2 qui le constituent sont impliquées 

dans le mécanisme anti-cohésion mis en œuvre par la protéine Wpl1. 

 

 

A. Modèle d’action de Wpl1 

La Figure 44 présente un modèle d’action de Wpl1. Celui-ci prend comme base le modèle 

de capture topologique des deux chromatides sœurs par un anneau unique de cohésine et 

considère également que la fonction anti-cohésion de Wpl1 s’exerce via l’affaiblissement (et 

non la disruption totale) de l’interaction Psm3-Rad21. Cette nuance a été guidée par 

l’observation que l’induction de Wpl1 en G2 en fond eso1Δ provoque un profond défaut de 

cohésion et une fréquence très élevée de lagging chromosomes lorsque les cellules entrent 

en anaphase (Figures 15 et 16). Pour autant, seule une fraction des cohésines est dissociée 

des chromosomes de façon dépendante de Wpl1 (Figure 27), une observation qui n’est pas 

en accord avec un modèle selon lequel Wpl1 provoquerait l’ouverture « complète » de 

l’anneau. Cette observation peut être interprétée d’ailleurs comme un argument contre le 

modèle d’un anneau unique emprisonnant les deux chromatides. On peut en effet imaginer 

que la cohésion est générée via l’interaction de 2 anneaux, chacun emprisonnant une 

chromatide. La disruption de l’interaction cohésine-cohésine (par Wpl1/PP4) conduirait à la 

perte de cohésion tout en conservant une interaction stable des cohésines avec la 

chromatine. Cette interprétation ne rend cependant pas compte du fait qu’une partie des 

cohésines se dissocie de façon Wpl1-dépendante (Figure 27) et néglige l’action présumée de 

Wpl1 sur l’interface Psm3-Rad21, pourtant bien documentée (une fusion Smc3-Scc1 inhibe  
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l’activité anti-cohésion de Wpl158,61,62). Il est aussi important de mentionner que l’interaction 

entre deux anneaux de cohésine n’a pas été mise en évidence chez S. cerevisiae et de même, 

nous n’avons pas pu la mettre en évidence non plus chez S. pombe (Adrien Birot, données 

non publiées). D’autre part, nos données peuvent s’interpréter dans le contexte du modèle 

d’un anneau unique de cohésine capturant les deux chromatides si on considère que Wpl1 

agit en diminuant la force de l’interaction entre Psm3 et Rad21. Une augmentation de la 

constante de dissociation de l’interface devrait ainsi théoriquement avoir pour effet 

d’augmenter la probabilité d’échappement d’une chromatide. La cohésion est alors perdue 

mais les cohésines restent associées à la chromatine. Un second événement d’échappement 

(de la deuxième chromatide) conduirait à la dissociation des cohésines des chromosomes. Il 

est à noter que les données de l’équipe de Kim Nasmyth chez S. cerevisiae peuvent 

s’interpréter de la même manière. L’induction de Wpl1 dans des cellules post-réplicatives 

eco1-1 s’accompagne d’une diminution du temps de résidence des cohésines sur les 

chromosomes (dissociation) mais cependant environ 1/5 de la population reste stablement 

associée58. 

 

B. Par quel mécanisme PP4 contribue à l’effet anti-cohésion de Wpl1 ? 

Notre étude a révélé l’importance de deux régions : la région « PISSS » (résidus 163 à 

165) et « SVHS » (contenant le résidu 223), situées dans la partie centrale de la protéine 

Rad21. Comment la phosphorylation de résidus situés dans cette région de Rad21 pourrait 

influer sur l’interaction Psm3-Rad21 sachant que celle-ci implique l’extrémité N-terminale de 

la protéine Rad2121,22? 

 

a) En modulant l’interaction Wpl1-Rad21 ? 

La phosphorylation de Rad21 pourrait masquer des sites de liaison de Wpl1 sur la 

protéine Rad21. Cette hypothèse semble peu probable car nos données suggèrent que Wpl1 

agit sur Rad21 phosphorylée. Il est donc très vraisemblable que Wpl1 ait une affinité pour 

son substrat (Rad21 phosphorylée). En faveur de cette notion, Wpl1 co-immunoprécipite 

Rad21 en fond psy2+ et en fond psy2Δ (Sabine Vaur, données non montrées).  
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b) Par un renforcement de l’interface Psm3-Rad21 ? 

L’action conjointe de la protéine Wpl1 et du complexe PP4 serait nécessaire pour 

affaiblir l’intégralité des zones d’interaction Psm3-Rad21. Le corollaire est que la région 

centrale de Rad21 pourrait interagir avec Psm3 de façon dépendante de la phosphorylation 

de la protéine Rad21. La phosphorylation de Rad21 pourrait entraîner un changement de 

conformation renforçant l’interaction Psm3/Rad21. En effet, des exemples de 

phosphorylation entraînant un changement de conformation favorisant des interactions 

protéine-protéine, existent dans la littérature : la phosphorylation de la région C-terminale 

de la sous-unité p47phox de la NADPH oxydase entraînerait un changement de conformation 

de celle-ci, ce qui aurait pour conséquence de dévoiler un site d’interaction avec le 

cytochrome b558
183.  On peut alors supposer que la phosphorylation de résidus dans la région 

centrale de Rad21 aurait pour conséquences de dévoiler un site jusque-là masqué par son 

ancienne conformation, qui serait alors capable d’interagir avec un site présent sur Psm3. 

Il serait intéressant de savoir si la région « PISSS » de Rad21 est en contact avec Psm3 

in vivo. Une approche similaire à celle développée par le groupe de Kim Nasmyth pourrait 

être utilisée21 : il s’agirait de voir si on peut observer des cross-links entre la région centrale 

de Rad21 et Psm3. Si oui, la prédiction serait que les mutants non-phosphorylables de Rad21 

devraient abolir cette interaction. Une autre prédiction est que ces mêmes mutants 

devraient affaiblir l’interface Psm3-Rad21 ce qui pourrait générer un défaut de cohésion 

même en fond wpl1Δ. Nous savons cependant que ces souches présentent une croissance 

normale (Figure 40) ce qui suggère que le défaut de cohésion, s’il existe, est mineur. Il reste 

néanmoins important de vérifier ce point. 

 

c) Par la protection de l’exit gate de l’action de Wpl1 ? 

Les sites de liaison de Wpl1 sur Rad21 sont inconnus chez S. pombe. Par analogie 

avec des données obtenues par peptide array chez Ashbya gossypii 63, Wpl1 contacterait 

Rad21 au niveau de 3 régions. La première est située dans la partie N-terminale de Rad21 

(Y74-T114) et chevauche partiellement l’hélice α3 (L54-K87), impliquée dans l’interaction 

avec Psm3 (l’exit gate). Une autre région est située vers l’extrémité C-terminale de Rad21 

(S418-R455). Curieusement, la troisième zone prédite de liaison avec Wpl1 s’étend de P133 à  
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Figure 45 : Alignements des orthologues de la protéine Rad21/Scc1 chez Schizosaccharomyces pombe,
Saccharomyces cerevisiae et l’Homme.
La protéine Rad21 est conservée de la levure à l’Homme. La partie centrale est la partie la moins
conservée. La région « PISSS » (163-165) est soulignée en rouge. Alignement réalisé à l’aide du
programme d’alignement Emboss Needle.

S. pombe / S. cerevisiae

Q266

Q310

S. pombe / Homme
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I162 à proximité immédiate donc de la région PI162SSS.  Il est possible d’imaginer que la 

déphosphorylation PP4-dépendante de cette région soit nécessaire pour autoriser Wpl1 à 

accéder à l’interface Psm3-Rad21 via par exemple un changement conformationnel de 

Rad21.  

 

Il serait alors intéressant d’entreprendre des études structurales de la protéine 

Rad21, en présence ou en absence de phosphorylation, dans la région « PISSS » (163-165), 

afin de détecter de possibles changements de conformation de Rad21 après 

phosphorylation. Ces études pourraient dans un premier être réalisées in silico, avant de 

passer à des études plus poussées en cristallographie aux rayons X. Cela permettrait de 

confirmer que c’est le changement de conformation de Rad21 qui la « protège » de l’action 

de la protéine Wpl1. 

 

C. Conservation du mécanisme d’action de Wpl1. 

La protéine Wpl1 et le complexe PP4 sont conservées de la levure à l’Homme. Il en est de 

même pour la protéine Scc1/Rad21 également, bien que la région centrale soit la partie la 

moins bien conservée (Figure  45). De façon remarquable, la protéine Rad21 humaine 

présente plusieurs sites phosphorylés dans sa région centrale (Figure 46), suggérant que ce 

mode de régulation pourrait être conservé. 

 

Des mutants de la zone centrale de Scc1 de S. cerevisiae102,184 présentent un 

phénotype intéressant. En effet, des données génétiques et biochimiques ont révélé que 

cette région, allant jusqu’au résidu 266 de la protéine Mcd1 (Scc1), est essentielle dans le 

maintien de la cohésion des chromatides sœurs184. La Glutamine Q266 chez S. cerevisiae 

correspond à la Glutamine Q310 chez S. pombe (Figure 45). De façon très similaire à nos 

observations, ces mutations provoquent un défaut de maintien de la cohésion mais les 

cohésines restent stablement associées à la chromatine. Le mécanisme est inconnu mais ces 

observations indiquent un rôle important de la région centrale de Scc1. 
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A

B

Figure 46 : Sites de phosphorylation de la protéine Rad21 humaine.
A. Sites de phosphorylation dans la protéine Rad21 humaine (source: Phosphosite.org).
B. Alignement de la partie centrale de la protéine Rad21 de S. pombe avec Rad21 humaine par
EMBOSS Needle. Les 12 sites de phosphorylation de Rad21 chez S. pombe utilisés pour notre étude
sont identifiés en vert. Les sites de phosphorylation de la partie centrale de Rad21 humaine sont
identifiés en rouge. La phosphorylation de la partie centrale, à laquelle la zone « PISSS » de S. pombe
appartient, pourrait être un mécanisme conservé.
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Position

Type de 

résidu Kinase Région Score 

163 S GSK ELHSLPISSSPSFPS 3,914

163 S CDK4 ELHSLPISSSPSFPS 5,077

164 S GSK LHSLPISSSPSFPSS 3,63

165 S CMGC HSLPISSSPSFPSSQ 6,115

165 S CDK HSLPISSSPSFPSSQ 3,847

165 S GSK HSLPISSSPSFPSSQ 4,383

165 S PLK HSLPISSSPSFPSSQ 2,396

165 S CDK5 HSLPISSSPSFPSSQ 9,895

165 S JNK HSLPISSSPSFPSSQ 5,083

165 S p38 HSLPISSSPSFPSSQ 5,138

165 S FRAP HSLPISSSPSFPSSQ 8

165 S CDC2 HSLPISSSPSFPSSQ 5,921

165 S MAPK3 HSLPISSSPSFPSSQ 8,448

165 S MAPK7 HSLPISSSPSFPSSQ 4,286

165 S MAPK8 HSLPISSSPSFPSSQ 16,5

165 S MAPK10 HSLPISSSPSFPSSQ 9,571

165 S MAPK12 HSLPISSSPSFPSSQ 14

CMGC PIKKPLK

CDK GSK MAPK

JNK p38 ERK

MAPK8
MAPK10

MAPK12 MAPK3
MAPK7

CDK4
CDC2, CDK2
CDK5

FRAP = mTOR

A

B

Figure 47 : Kinases candidates pour la phosphorylation de la région « PISSS » (163-165) de Rad21.
A. Kinases et familles de kinases candidates déterminées par le site GPS.
B. Les familles de kinases.
CMGC : groupe contenant les CDK (Cyclin Dependent Kinases), MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases), GSK
(Glycogen Synthase Kinase); ERK : Extracellular signal-regulated kinases; JNK : c-Jun N-terminal kinases ; PLK : Polo-
Kinase; PIKK : Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinases; FRAP : FK506-binding protein 12-rapamycin-associated
protein = mTOR : mammalian target of rapamycin .
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 II. Quelles sont la kinase ou les kinases responsable(s) de la 

phosphorylation de Rad21 ? 

L’examen de Rad21 par GPS (Group-based Prediction System) indique que la région 

« PISSS » de Rad21 possède plusieurs sites consensus de phosphorylation pour plusieurs 

kinases : la CDK5, la kinase mTOR  (mammalian target of rapamycin), la Cdc2 et les MAPK 

(Mitogen-activated protein kinases) 3, 7, 8, 10 et 12 (Figure 47). Il est notamment 

intéressant de constater que la sérine 165 pourrait être phosphorylée par Cdc2. La kinase 

Hsk1 est connue pour phosphoryler la première sérine d’un motif SSP dans lequel la 

deuxième sérine est déjà phosphorylée par une CDK185,186. La région « PISSS » (PISSSPS) 

correspond à cette configuration, où la sérine 164 serait alors substrat de Hsk1 après 

phosphorylation de S165 par Cdc2. La  protéine Hsk1 est une DDK, Dbf4-dependent protein 

kinase qui agit en phase S et qui est impliquée dans la régulation de l’initiation de la 

réplication. Il est important de noter que Hsk1 a été impliquée également dans la cohésion 

des chromatides sœurs. Les mutants thermosensibles de hsk1 provoquent un défaut de 

cohésion aux centromères. La sous-unité régulatrice Dfp1 interagit avec Swi6 et Swi6 elle-

même est nécessaire à la cohésion des centromères. Un mutant de Dfp1 tronqué 

(préservant son interaction avec Hsk1 mais perdant celle avec Swi6) est également déficient 

pour la cohésion centromérique. Enfin, il a été montré que Swi6 est phosphorylée in vivo de 

façon en partie dépendante de Hsk1/Dfp1 et Hsk1 phosphoryle Swi6 in vitro. Par ChIP, la 

quantité de cohésine (Rad21) associée aux centromères est réduite dans les mutants de hsk1 

ou dfp1, mimant le phénotype d’un mutant de délétion de swi6187. Ces données suggèrent 

que Hsk1 régule la fonction de cohésion de Swi6 via sa phosphorylation. De façon similaire 

Hsk1 / Cdc2 pourraient contrôler la fonction de Wpl1 via la phosphorylation de Rad21. La 

prédiction serait qu’un défaut de fonction de Hsk1 devrait entraîner la déphosphorylation de 

Rad21 et un défaut de cohésion (additionnel à celui généré par la voie Hsk1/Swi6) supprimé  
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h- ura4 eso1::ura4+ psm3NN pp4c::hygR

h+ ura4 eso1::ura4+ psm3NN pp4c::hygR

h- ura4 eso1::ura4+ psm3NN pp4c::hygR wpl1::kanR

h+ ura4 eso1::ura4+ psm3NN pp4c::hygR wpl1::kanR
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h+ pp4c::kanR psm3K105RK106R

Figure 48 : Interaction génétique négative de pp4cΔ avec psm3NN.
Les souches ont été cultivées à température permissive (25°C). Les suspensions cellulaires ont
été diluées en série au 1/5 et déposées sur milieu solide Yes+A phloxine. Les boîtes ont été
incubées 4 jours aux températures indiquées.
Stéphanie Vazquez et Jean-Paul Javerzat.
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par l’absence de Wpl1. De la même manière, l’inactivation de Cdc2 après l’initiation de la 

réplication (via l’utilisation d’un allèle cdc2-analogue-sensitive) devrait induire un phénotype 

similaire. 

 

 III. Quelle est la place de la phosphorylation de Rad21 dans la 

voie Eso1 ? 

Nos données indiquent que Wpl1 induit la déphosphorylation PP4-dépendante de Rad21 

et cette dernière contribue à la fonction anti-cohésion de Wpl1. A l’issue de la phase S, la 

cohésion est normalement protégée de l’action de Wpl1 par l’acétyl-transférase Eso1. 

D’après nos données, la phosphorylation de Rad21 s’oppose à l’action de Wpl1 ce qui 

suggère qu’Eso1 pourrait réguler positivement la ou les kinase(s) de Rad21. Cependant, 

Rad21 est sous forme hyper-phosphorylée en fond eso1Δ wpl1Δ, ce qui indique que la ou les 

kinase(s) ne sont pas sous la dépendance d’Eso1. Une autre possibilité serait que l’acétyl-

transférase régule négativement le complexe PP4, Wpl1 ou encore l’accessibilité de PP4 à 

Rad21 via l’acétylation de cette dernière. Une autre possibilité serait que Eso1 régule 

négativement Wpl1/PP4 via l’acétylation de ses seules cibles connues à ce jour, les lysines 

K105 et K106 de Psm3. Le mécanisme par lequel l’acétylation de Psm3 s’oppose à la fonction 

de Wpl1 est inconnu. Nous savons cependant que, contrairement à ce que nous avons 

observé en fond pp4Δ ou wpl1Δ, Rad21 n’est pas hyperphosphorylée en fond psm3K105NK106N, 

ce qui suggère que l’acétylation de Psm3 agit par un mécanisme distinct. Nous avons 

cherché à savoir si psm3K105NK106N et pp4cΔ pouvaient avoir un effet additif pour la 

suppression d’eso1Δ. Curieusement, c’est l’effet inverse que nous avons observé. Une 

souche pp4cΔ psm3K105NK106N est thermosensible de croissance à 36°C en fond eso1Δ ou 

eso1+ (Figure 48). Cette observation suggère que l’activation simultanée de ces deux voies 

serait toxique, mais la cause de l’effet toxique  est pour l’instant inconnue. 
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L’ensemble de ces considérations suggère qu’Eso1 s’opposerait à la fonction de Wpl1 via 

l’acétylation de Psm3 et via le maintien de Rad21 sous forme hyper-phosphorylée, 

vraisemblablement en régulant négativement l’action de PP4. Nos données ont mis l’accent 

sur Rad21 comme l’effecteur final de la voie PP4 et notamment via les résidus de la région 

« PISSS ». Les données d’épistasie avec pp4c indiquent cependant que d’autres résidus de 

Rad21 et/ou d’autres cibles de PP4 distinctes de Rad21 sont vraisemblablement concernés. 

L’identification de ces dernières sera également importante pour améliorer notre 

compréhension de la régulation du complexe cohésine. 
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Résumé de thèse de Karen EGUIENTA 

 

CARACTÉRISATION CHEZ SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE DU RÔLE D’UN COMPLEXE 

SÉRINE/THRÉONINE PHOSPHATASE DE TYPE 4 DANS LA RÉGULATION DE LA COHÉSION DES 

CHROMATIDES SŒURS 

Résumé 

La cohésion des chromatides sœurs est assurée par un complexe protéique en forme 

d’anneau assurant leur capture topologique. Ce complexe est constitué par des protéines 

conservées de la levure à l’Homme regroupées sous le terme « cohésine » : Smc1, Smc3 et la 

phosphoprotéine Scc1 fermant l’anneau (respectivement Psm1, Psm3 et Rad21 chez 

Schizosaccharomyces pombe). Les protéines régulatrices Rad61-Wapl, Pds5 et Scc3 (Wpl1, 

Pds5 et Psc3 respectivement chez S. pombe) interagissent avec l’anneau via Scc1. Il a été 

proposé que la capture de l’ADN par les cohésines nécessite l’ouverture transitoire de 

l’interface Smc1/Smc3. La réaction de dissociation fait quant à elle intervenir le sous-

complexe Wapl/Pds5/Scc3 entraînant vraisemblablement l’ouverture de l’interface 

Scc1/Smc3. Le mécanisme par lequel la cohésion est créée et celui par lequel Wapl promeut 

la dissociation des cohésines des chromosomes, sont encore inconnus. Parmi les mutants de 

cohésion chez Saccharomyces cerevisiae, la mutation thermosensible eco1-1 affecte le gène 

ECO1 codant une acétyl-transférase, essentielle à la viabilité cellulaire, conservée de la 

levure à l’Homme (Eco1 « Establishment of Cohesion » chez S. cerevisiae, Eso1 chez S. 

pombe, ESCO1-2 chez l’Homme) et ayant Smc3 pour substrat. Il a été montré que l’acétyl-

transférase s’oppose à l’action de dissociation de Wapl. C’est un crible génétique réalisé par 

plusieurs équipes, visant à trouver des mutants suppresseurs d’eco1-1, qui a permis 

d’identifier les gènes codant les protéines Wapl, Pds5, Scc3 et Smc3 comme composants du 

mécanisme d’ouverture de l’anneau de cohésine. Un crible similaire a été réalisé chez S. 

pombe dans notre laboratoire, dans le but de trouver des suppresseurs de la mutation 

thermosensible eso1-H17. Ce crible a identifié les gènes orthologues à ceux trouvés chez la 

levure : wpl1, pds5, psc3 et psm3 mais aussi le gène codant la sous-unité catalytique du 

complexe sérine/thréonine phosphatase de type IV (PP4), noté pp4c. Nous avons alors mis 

en œuvre des expériences pour caractériser PP4c ainsi que sa sous-unité régulatrice Psy2 qui 



s’est révélée être également impliquée dans la cohésion des chromatides sœurs. Nous avons 

également identifié la protéine Rad21 comme substrat du complexe PP4, puis identifié les 

phosphosites potentiellement cibles de PP4, pour ensuite cribler et analyser des phospho-

mutants de Rad21 récapitulant l’effet suppresseur de la délétion de PP4. 

 

Mots clés : cohésion, complexe cohésine, acétyl-transférase Eso1, complexe 

sérine/thréonine phosphatase de type IV (PP4), Wapl, Rad21, phosphorylation, 

Schizosaccharomyces pombe.  

 

 

CHARACTERIZATION OF A TYPE 4 SERINE/THREONINE PHOSPHATASE COMPLEX IN THE 

REGULATION OF SISTER-CHROMATID COHESION IN SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE 

Abstract 

Sister-chromatid cohesion is ensured by a ring shape protein complex which is in 

charge of their topological embrace. This complex consists of proteins which are conserved 

from yeast to human and grouped under the term “cohesin”: Smc1, Smc3 and the 

phosphoprotein Scc1 which closes the ring (respectively Psm1, Psm3 and Rad21 in 

Schizosaccharomyces pombe). The regulatory proteins Rad61-Wapl, Pds5 and Scc3 (Wpl1, 

Pds5 and Psc3 respectively in S. pombe) interact with the ring via Scc1. It has been suggested 

that DNA capture by the cohesin complex involves the transient opening of the Smc1/Smc3 

interface. The dissociation reaction involves the sub-complex Wapl/Pds5/Scc3 which likely 

causes the opening of the Scc1/Smc3 interface. The mechanisms by which cohesion is 

created and by which Wapl promotes the cohesin dissociation from chromosomes are still 

unknown. Among the cohesion mutants in Saccharomyces cerevisiae the thermosensitive 

eco1-1 mutation affects the ECO1 gene encoding an acetyl-transferase essential for cell 

viability and conserved from yeast to human (Eco1 « Establishment of Cohesion » in S. 

cerevisiae, Eso1 in S. pombe and ESCO1-2 in human) and whose substrate is Smc3. It has 

been shown that the acetyl-transferase counteracts the dissociation action of Wapl. A 

genetic screen carried out by several teams in order to find suppressors of the eco1-1 



mutation has led to the identification of the genes encoding the Wapl, Pds5, Scc3 and Smc3 

proteins as components of the opening mechanism of the cohesin ring. A similar screen was 

carried out in S. pombe in our lab to find suppressors of the thermosensitive mutation eso1-

H17. This screen identified the orthologous genes to those found in the budding yeast: wpl1, 

pds5, psc3 and psm3 and also the gene encoding the catalytic subunit of the type 4 

serine/threonine phosphatase complex (PP4) named pp4c. We have therefore carried out 

experiments to characterize PP4c and its regulatory subunit Psy2 which has also been found 

to be involved in sister-chromatid cohesion. We have likewise identified the Rad21 subunit 

as a PP4 substrate and identified phosphosites as potential targets of PP4. We have then 

screened and analyzed Rad21 phosphomutants which were able to mimic the suppressor 

effect of the deletion of pp4c. 

 

Keywords: cohesion, cohesin complex, Eso1 acetyl-transferase, type 4 serine/threonine 

phosphatase complex (PP4), Wapl, Rad21, phosphorylation, Schizosaccharomyces pombe. 
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