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Abstract

The regulation of eukaryotic transcription involves the tightly regulated assembly of
the pre-initiation complex for efficient RNA Polymerase II (RNA Pol II) positioning and
activity. A key component of the general transcription machinery is TBP that can be either
loaded on promoters as part of TFIID into TFIID-dominated genes or through the interaction
with SAGA at SAGA-dominated genes. The coactivator SAGA, that acetylates histone H3
and deubiquitinates histone H2B, was widely accepted as a regulator of the expression of
only a small subset of genes in yeast (around 10% of the genome in S. cerevisiae). In
contrast, the remaining 90% of the genome would rely on TFIID. Nevertheless, discrepancies
between binding of the factor and the transcriptional effects upon loss of the complex raised
the question whether SAGA would have a broader role on transcription than previously
anticipated.

To reevaluate the role of SAGA in RNA Pol II transcription, we used an array of new
techniques to address the range of its enzymatic activities (using ChIP-seq to map histone
marks regulated by SAGA), direct recruitment to chromatin (ChEC-seq) and impact in
transcription per se (using analysis of newly-synthesized RNA). Also, we have
simultaneously investigated whether TFIID would also play a general role on RNA Pol II
transcript, using strains that allow for rapid and efficient depletion of TFIID subunits.

Several new results using independent and different experiments have concordantly
challenged the role of these coactivators on transcription: (i) SAGA-dependent changes in
H3K9 acetylation revealed that SAGA, through its GcnS subunit acetylates most active
promoters; (ii) direct localization studies by ChEC-seq indicate recruitment of SAGA to
UASs of both SAGA- and TFIID-dominated genes; (iii)) SAGA is required for TBP and RNA
Pol II recruitment at active promoters of both SAGA- and TFIID-dominated genes; (iv)
disruption of the SAGA complex led to a global decrease in mRNA synthesis; (v) GenS
acetyltransferase synergizes with Spt3 (TBP-binding) to promote overall RNA Pol II
transcription; (vi) disruption of TFIID complex leads to a global decrease in mRNA
synthesis.

Hence, our observations do not support the earlier distinction of two different
pathways for PIC assembly with TBP delivery at promoters depending on either SAGA or
TFIID, leading us to reconsider SAGA and TFIID as general cofactors for RNA Pol II, being

both recruited and required for the transcription of a vast majority of genes.
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Résumé

Introduction

Chez les eucaryotes, la transcription par I’ARN polymérase II (ARN Pol II) est un
mécanisme trés précisément régulé. L’initiation de la transcription est définie par le
recrutement et la formation sur un promoteur du complexe de pré-initiation (PIC). Le PIC est
compos¢ de I’ARN Pol II et des facteurs généraux de la transcription, comme le facteur
TFIID pouvant se fixer sur la boite TATA (TATA box) par I’intermédiaire de la sous-unité
TBP (TATA box binding protein). Dans le noyau des cellules eucaryotes, I’ADN est enroulé
autour des protéines histones pour former les nucléosomes, limitant ainsi I’accessibilité des
séquences d’ADN et nécessitant d’autres mécanismes de régulation. La chromatine adopte
effectivement différentes conformations correspondant a différents degrés de compaction
dont la régulation est cruciale pour tous les mécanismes faisant intervenir I’ADN. Un des
nombreux complexes affectant la structure de la chromatine dans les cellules eucaryotes est le
complexe SAGA (Spt-Ada-Gcen5 acetyltransferase).

Le complexe SAGA a deux activités enzymatiques indépendantes, une activité
d’acétylation des histones portée par la sous-unité GenS et une activité de désubiquitination
d’histone portée par Ubp8. SAGA peut également interagir avec la protéine TBP par
I’intermédiaire des sous-unités Spt3 et Spt8 alors que d’autres sous-unités telles que Spt7 ou
Spt20 forment un module architectural du complexe. Les premicres études génomiques
réalisées dans la levure S. cerevisiae ont mené a la distinction de genes dits ‘dominés par
SAGA’ et de genes ‘dominés par TFIID’, en fonction de leur dépendance principale pour les
complexes SAGA ou TFIID. Les génes ‘dominés par SAGA’ ne correspondent qu’a environ
10% des genes de levure. Mais des études plus récentes ont montré que seule une fraction
mineure des geénes sur lesquels SAGA est recruté¢ est dérégulée lorsque ce complexe est
inactivé. De la méme fagon, une minorité des geénes régulés par SAGA est 1ié¢ par des sous-
unités du complexe indiquant une déconnexion entre recrutement de SAGA et effet
transcriptionnel. Différentes études ont également montré que les activités enzymatiques de

SAGA agissent d’une fagon globale sur I’ensemble du génome. En effet, la délétion des sous-
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unités catalytiques de SAGA entrainent des modifications importantes des niveaux globaux
des marques d’histones qu’elles régulent.

A mon arrivée dans le groupe de Laszlo Tora, mes collégues avaient déja montré que,
chez la levure comme chez les mammiferes, le complexe SAGA est responsable de
I’acétylation de la lysine 9 de I’histone H3 (H3K9ac) sur les promoteurs et de la
désubiquitination de 1’histone H2B mono-ubiquitiné (H2Bub) dans la région transcrite de
tous les genes actifs. D’autre part une inactivation de SAGA chez S. cerevisiae provoque une
diminution majeure du recrutement de I’ARN Pol II sur ces geénes. Ces nouvelles
connaissances suggeraient que ce complexe co-activateur serait nécessaire pour toute
transcription par I’ARN Pol II.

Afin de confirmer cette hypothese, les buts de ma thése de Doctorat étaient les
suivants :

(a) de quantifier, avec la meilleure exactitude possible, le role jou¢ par SAGA (et
TFIID) dans la transcription par I’ARN Pol II chez S. cerevisiae ;

(b) de résoudre, par I’analyse comparative d’ARN totaux et d’ARN nouvellement
synthétisés, les contradictions révélées par les études antérieures d’ARNm.

(c) de décrire le recrutement de SAGA sur I’ensemble du génome, en utilisant des
méthodes alternatives a I’'immunoprécipitation de la chromatine et séquencage haut-débit
(ChIP-seq).

(d) de déterminer les contributions respectives de SAGA et TFIID a la transcription

globale par ’ARN Pol II et de comprendre comment ces deux complexes coopérent.

Résultats

Pour obtenir une carte a haute résolution des sites de liaison de SAGA sur la
chromatine chez S. cerevisiae, nous avons utilis¢ une méthode orthogonale au ChIP-seq
appelée clivage endogeéne de la chromatine couplé au séquencage haut-débit (ChEC-seq).
Cette technique utilise une fusion de la MNase avec une protéine d’intérét, ici différentes
sous-unités du complexe SAGA, permettant d’induire des coupures de I’ADN aux endroits
ou cette protéine est recrutée. Nous avons observé une fréquence élevée de coupures induites
par la fusion SAGA-MNase sur les régions régulatrices amont (UASs) de nombreux genes,
aussi bien pour des geénes précédemment caractéris€s comme dominés par SAGA que pour

des genes TFIID-dépendants (Figure 1). Ces résultats montrent donc que SAGA, comme le
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complexe Mediator, lie les régions régulatrices (UASs) de trés nombreux genes,
indépendamment de leur classification et que cette liaison est trés largement indépendante de

I’activité transcriptionnelle de ces genes.
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Figure 1- Profils de liaison de sous-unités de SAGA analysé par ChEC-seq. Tracés des signaux de
clivages induits par les fusions MNase-Spt3, -Spt7, -Spt8 et Ubp8 sur (A) trois exemples
représentatifs de génes dominés par SAGA (CDC19, ILV5 et PDCI) et (B) trois génes dominés par
TFID (EFBI, RPS5 et YEF3). Les sites de clivage par la fusion Med8-MNase sont montrés comme
référence pour la liaison du complexe coactivateur Médiator sur les UASs (Grunberg et al., 2016).

Plusieurs études récentes ont révélé que des effets globaux sur la transcription par
I’ARN Pol II peuvent étre compensés par des modifications concomitantes de la dégradation
des ARNm, avec une normalisation, par effet tampon, des taux d’ARNm. Par ces
mécanismes compensatoires, une diminution globale de la transcription par I’ARN Pol II peut
étre indétectable par des études transcriptomiques analysant des ARN totaux. Pour confirmer
que I’inactivation de SAGA provoque une diminution globale de la transcription par I’ARN

Pol 11, j’ai adapté au laboratoire un protocole appelé cDTA (pour comparative dynamic
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transcriptome analysis). Cette méthode permet de mesurer, pour tous les genes de S.
cerevisiae, les taux de synthése et de dégradation des ARNm et de comparer ces taux entre
différentes souches de levure. Pour identifier les sous-unités de SAGA ayant un impact sur la
transcription, j’ai choisi des souches dans lesquelles les geénes de deux sous-unités
structurales sont inactivés par délétion (spt7A, spt20A). Aprés un marquage bref de 6min
avec un analogue d’uracile, les ARNm nouvellement-synthétisés sont purifiés et quantifiés
soit par RT-qPCR (analyse de génes sélectionnés) soit par analyse transcriptomique cDTA
(pour I’ensemble du génome). Dans ces deux souches, I’analyse des ARN nouvellement
synthétisés a révélé une diminution trés importante (d’environ 4 fois) de la synthése de tous
les ARNm alors que la dégradation des ARNm était également fortement ralentie (par un

facteur équivalent) (Figure 2).
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Figure 2 - SAGA est nécessaire pour ’activité de ’ARN polymérase 1I sur ’ensemble des génes.
(A) Les ARNm totaux et nouvellement synthétisés ont été extraits de souches de levure sauvages
(WT), spt7A, and spt20A et quantifiés par RT-qPCR. (B et C) (Panels de gauche) Volcano plot
montrant ’amplitude des modifications des taux d’ARNm nouvellement synthétisés et leur
significativité statistique (p-value). Les amplitudes de modification (FC) sont calculées comme le
Log2 du rapport entre le taux d’ARNm de chaque géne aprés normalisation par le signal S. pombe
dans la souche spt20A (B) ou la souche spt7A (C) et le taux du méme ARNm dans la souche sauvage
S. cerevisiae. (Panels de droite) Profils cDTA pour les souches spt20A (B) et spt7A (C). Pour tous les
genes analysés, les modifications de taux de synthése sont indiquées en fonction des modifications
des taux de dégradation. Les taux de modifications sont calculés comme le Log2 des rapports entre

mutant et sauvage.
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Cette observation permet d’expliquer pourquoi les analyses précédentes, réalisées a partir
d’échantillons d’ARN totaux, ne montraient que des modifications transcriptionnelles
mineures. Les effets transcriptionnels observés étaient comparables pour des génes ‘dominés

par SAGA’ et pour ceux ‘dominés par TFIID’ (Figure 3).
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Figure 3 — Changements des taux de synthése des ARNm dans les souches spr20A et spt7A pour
différentes classes de génes. Boites a moustaches montrant la distribution des modifications des taux
de synthése d’ARNm entre les souches spt20A (A,C,E) ou spt7A (B,D,F) et les souches sauvages.
Des changements similaires sont observés entre des génes dominés par SAGA ou par TFIID (A,B) ou
entre des promoteur ayant ou non une boite TATA canonique (C,D). Les génes sont répartis en
quintiles en fonction de leur niveau d’expression dans une souche sauvage et les modifications des
taux de synthése des ARNm sont représentées pour chaque quintile (E,F).
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Afin de confirmer, par des expériences indépendantes, la mise en place par les
cellules d’un mécanisme compensatoire d’augmentation de la demi-vie des ARNm, j’ai
mesuré les demi-vies des ARNm en quantifiant la décroissance de ces transcrits apres
inhibition de la transcription par la thiolutin. Dans les deux souches étudiées (spt7A, spt20A),
la demi-vie des ARNm testés a été trouvée allongée, confirmant ainsi les modifications de la
stabilit¢ de ces ARNm mesurées par cDTA (Figure 4A et B).

Les mutants spt7A et spt20A présentant un phénotype de croissance fortement
ralentie, j’ai voulu confirmer que la réduction de la synthése des ARNm est bien un effet
direct de la perte de SAGA et non un effet secondaire di a un allongement du cycle
cellulaire, comme précédemment observé pour d’autres complexes. Nous avons généré une
souche de levure dans laquelle on peut induire une perte nucléaire de la sous-unité Spt7 par
rétention dans le cytoplasme en utilisant la technologie ‘anchor-away’. L’addition de
rapamycine au milieu de culture induira un ancrage de Spt7 a une protéine ribosomale et
donc une déplétion nucléaire rapide. L’utilisation de ce systéme inductible a confirmé les
résultats obtenus dans une souche présentant une délétion stable du géne SPT7 indiquant que
cet effet transcriptionnel global résulte directement de la perte d’activité de SAGA. De plus,
nous avons observé que les ARNm totaux diminuent en début d’induction, correspondant une
phase de diminution de synthése peu ou mal compensée par une diminution de leur
dégradation puis reviennent a des taux normaux lorsque ces mécanismes compensatoires sont

efficacement mis en place (Figure 4C).
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Figure 4 — (A,B) L’inactivation de SAGA entraine une augmentation de la demi-vie des ARNm.
Quantification de la demi-vie des ARN par inhibition de la transcription par la thiolutin dans des
souches spt7A (A) ou spt20A (B). (C) Analyse en fonction du temps des modifications des taux
d’ARNm totaux ou nouvellement synthétisés pour un géne dominé par SAGA (BDF?2), un géne
dominé par TFIID (YEF3) et un géne contrdle transcrit par I’ARN pol III (ScR1) lors de 1’induction
d’une déplétion nucléaire de Spt7.

Chez la levure, le complexe SAGA est constitu¢ de 19 sous-unités différentes,
organisées en cinq modules fonctionnels et structuraux. Notre but suivant était de déterminer
les contributions respectives des différentes activités de SAGA aux effets transcriptionnels
observés. Afin de tester ces activités individuellement et de facon combinatoire, j’ai répété
les quantifications d’ARNm nouvellement synthétisés purifiés a partir des souches suivantes:

ubp8A, genSA, spt3A, sptSA, ubp8AgenSA and spt3Agen5SA. Ces analyses suggerent que les
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sous-unités Spt8 et Ubp8 individuellement n’auraient que peu d’effet sur la transcription. Par
contre la perte des sous-unités GenS ou Spt3 provoque une diminution globale de la
transcription par ’ARN Pol II (d’environ 1,5 fois pour GenS et 2 fois pour Spt3). D’autre
part, les différentes sous-unités du complexe semblent agir de fagon synergique. En effet la
perte simultanée de GenS et Ubp8 a un effet plus sévere que 1’addition des effets observés
dans les deux souches. Les effets transcriptionnels les plus séveres ont été observés dans la
souche spt3Agcn5A, avec une réduction médiane d’environ 10 fois des taux d’ARNm,
suggérant une action synergique des activités d’acétylation d’histone et d’interaction avec
TBP. Cet effet est plus prononcé que celui observé dans les souches avec une perte de sous-
unités structurales de SAGA. L’ensemble de ces résultats suggere donc que D’activité

transcriptionnelle de SAGA soit due a 1’addition de différentes activités agissant de fagon

synergique au sein d’un seul complexe (Figure 5).
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Figure 5 — Analyse par ¢cDTA de souches délétées pour différentes sous-unités de SAGA. (Panels
de Gauche et Centre) Pour chaque ARNm, les taux de synthése et de dégradation sont mesurés dans
les souches spt3A et spt3Agen5A. Les modifications (calculées comme le Log2 du rapport entre
souche mutante et sauvage) des taux de synthése sont représentées en fonction de celles des taux de
dégradation. (Droite) Boites a moustache montrant 1’étendue des modifications des taux de synthése
des ARNm pour les différentes souches analysées.

L hypothése que les complexes SAGA et TFIID puissent participer individuellement
au recrutement de la protéine TBP sur les promoteurs, permettait de fournir une explication
mécanistique a la distinction entre les geénes ‘dominés par SAGA’ et ceux ‘dominés par
TFIID’. La diminution globale de la transcription par I’ARN Pol II dans la souche spz3A
suggere au contraire que SAGA participerait de la méme maniére au recrutement de TBP sur

les promoteurs ces deux classes de genes. J’ai réalisé des expériences d’immunoprécipitation

x1
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de la chromatine (ChIP) montrant que le recrutement de TBP sur les promoteurs de genes
dominés par SAGA ou par TFIID est trés fortement réduit en 1’absence de la sous-unité Spt3.
Ces résultats révelent donc un role majeur de SAGA pour I’assemblage de la machinerie
transcriptionnelle de base au niveau de tous les promoteurs des genes transcrits par I’ARN

Pol II (Figure 6).
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Figure 6 — Analyse par ChIP du recrutement de TBP sur les promoteurs de génes dominés par
SAGA ou par TFIID dans une souche de levure délétée pour SPT3. L’enrichissement de TBP sur
les promoteurs de 5 génes dominés par SAGA, 6 génes dominés par TFIID et 3 régions controles a été
quantifi¢ par ChIP-qPCR anti-HA sur des souches spt3A 3HA-TBP et sur la souche parentale 3HA-
TBP. Les valeurs (moyenne = SD de trois expériences de ChIP indépendantes) sont exprimées en
pourcentage du signal d’ADN de I’input.

A partir de ces observations, nous avons également voulu réévaluer le role joué par
différentes sous-unités de TFIID dans la transcription. Nous avons généré des souches
permettant d’induire une déplétion nucléaire de Taf4 (une sous-unité spécifique de TFIID) ou
de Taf5 (une sous-unité partagée par les complexes SAGA et TFIID). La perte de ces sous-
unités provoque, comme nous 1’avons observé apres déplétion nucléaire de Spt7, une
diminution importante de la synthése des ARNm. En parall¢le, notre collaborateur Steve
Hahn, a montré que le recrutement de I’ARN Pol II est trés fortement diminué¢ sur

pratiquement tous les génes apreés déplétion de différentes sous-unités de TFIID (Figure 7).

xil



Reésume

1.0x10°® [l (fold change <1 ||[ {foid change > 1)] 4
[ Total [ p<0.05 || Total | p<005 | N
| N | N TR . Taf4-FRB
1.0x10°53 % S
x 2 7
- = =N :
1.0x103 € o A ey ; )
el 23 :
] © e H
[ 0.0014 P ° % E 0 :
. S £3
Ry T+
0.014 2 ‘% *
= = Q -2 L %
p=0.05 = 5
< i
0.14 & :
X : .
8+ | :
100+ - L : : : 4 , ;
5 -4-3-2-1012 3 45 4 > 0 2 4 SAGA TFID  TFIID and
- -~ . dominated dominated SAGA
[mRNAnew|y_symhesizedLRAPA logz(decay rate ratio+rapai-raPA) (n=466) (n=4415) dominated
%2 n=121
[mRNAnew\y-synlhes\zed]_RAPA : )
1.0x10°® [lue (fold change <D ||| (fold change > 1)] 4
[ Total [ p<0.05 || Total | p<005 | i
| 4238 | 2268 |26 | 1 | — Taf5-FRB
1.0x10°53 % Nl
£ o 7 .
4 < =N .
1.0x10 g S e ) :
S 5 23 ! ;
= R [+ H
S 0001 s o 0 X 0
Q 9 3 é
001 2 £5
. 8 >
o o Ll
p=0.05 =1 ] ) : :
0.14 5 .
IS
RV S S S R ST ‘ ‘ ‘ ““sAcA  TFID  TRIBand
-4 -2 0 . 2 4 dominated dominated ~ SAGA
[MRNAewly-synthesized] ,gapa loga(decay rate ratio.rapa-rapa) (n=426) (n=4324) dominated

(n=113)

log
2
[mRNAnew\y—synlhes\Zed],R APA

Figure 7 — Analyse cDTA apres déplétion conditionnelle de (A) Taf4 et (B) Taf5S (souches
anchor-away). (Panels de Gauche) Volcano plot montrant les modifications les taux d’ARNm
nouvellement synthétisés aprés déplétion nucléaires de (A) Taf4 ou (B) Taf5 en fonction de leur
significativité statistique (p-value). (Panels du centre) Modifications des taux de synthése d’ARNm
pour 5434 génes aprés traitement par rapamycin dans une souche (A) TAF4-FRB ou (B) TAF5-FRB
sont représentées en fonction des modifications des taux de dégradation de ces mémes ARNm.
(Panels de Droite) Boites a moustache montrant pour chaque classe de génes, la distribution des
modifications des taux de synthése des ARNm aprés déplétion nucléaire de (A) Taf4 ou (B) Taf5. La
ligne pointillée horizontale indique la valeur médiane du rapport des taux de synthése.

Conclusions

L’ensemble de mes travaux, reposant sur une combinaison d’approches
complémentaires, a permis de montrer que les deux complexes SAGA et TFIID sont recrutés
sur les séquences régulatrices d’une trés grande majorit¢ de genes chez la levure S.
cerevisiae, et jouent un rdle déterminant pour la transcription par I’ARN Pol II. Cette

nouvelle vision du role des complexes SAGA et TFIID, agissant comme des cofacteurs
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généraux requis pour ’ensemble de la transcription par ’ARN Pol I, méne a reconsidérer le
modele précédemment proposé stipulant que chaque complexe contrdlerait majoritairement

I’expression d’un groupe de geénes distinct.
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Introduction

The capacity for a given organism to appropriately answer to environmental cues or to
correctly commit and maintain a cell identity relies on transcriptional regulation. Central to
the process of transcription are the complexes of proteins collectively known as RNA
Polymerases (RNA Pol). RNA Pols have been found in all species, but the number and
composition of these proteins vary across evolution. For example, in bacteria a single type of
RNA Pol is found, while through all eukaryotic life three distinct types exist.

In eukaryotic cells, three distinct nuclear RNA Pol I, II and III carry out transcription
of nuclear genes. In fact, each of this individual RNA Pols is responsible for the transcription
of specific sets of genes. These genes belong to the class I, II or III depending on the
polymerase responsible for their transcription. RNA Pol I is dedicated to the synthesis of
ribosomal RNA (rRNA), and this accounts for up to 60% of transcriptional activity in a
eukaryotic cell. Pol III synthesizes the transfer RNAs (tRNAs), the 5S rRNA and a variety of
other small, untranslated RNAs. In fact, together, the activities of RNA Pol I and III account
for 80% of total RNA synthesis in dividing cells. Finally, RNA Pol II is a 12-subunit enzyme
that transcribes protein-coding genes to produce messenger RNAs (mRNAs) and many other
classes of RNAs, such as small nuclear RNAs (snRNAs).

Importantly, several differences are found between prokaryotic and eukaryotic
transcription. For example, prokaryotic transcription and translation are coupled, while in
eukaryotes these two processes occur independently and in two distinct compartments
(nucleus versus cytoplasm). Nevertheless, one of the most evident differences lies on how
RNA Pols are recruited. While bacterial RNA Pol does not depend on additional components
to be recruited to the transcribed loci, eukaryotic RNA Pol II, for instance, relies on a group
of protein complexes — collectively known as general transcription factors (GTFs) — in order
to be recruited to chromatin. Briefly, GTFs and RNA Pol II recruitment, and assembly of the
preinitiation complex (PIC) occur through recognition of specific DNA elements just
upstream of the transcription start site (T'SS) — the promoter region. Once the PIC is correctly
formed, transcription initiation occurs, the RNA Pol II is released and elongates the mRNA.

Moreover, the eukaryotic genome is tightly packed in the nucleus under the form of
chromatin. Hence, chromatin, and not DNA itself, is the target of DNA-related processes.

The basic structural unit of chromatin is the nucleosome core, a particle consisting of 147 bp
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of DNA wrapped around a histone octamer. Each histone octamer is composed of two copies
of H2A and H2B (that form two H2A/H2B dimers) and two copies of H3 and H4 (that forms
one H3/H4 tetramer). Nevertheless, such extensive packaging of the DNA, that initially acts
as an obstacle for the DNA related processes, is indeed compatible with activities that require
“reading” of the DNA. In fact, activators — also known as transcription factors — are able to
recognize and bind specific sequences within the DNA, ultimately triggering the recruitment
of specific coactivators. Coactivators are multisubunit complexes capable of facilitating
transcription by RNA Pol II via chromatin remodeling (nucleosome eviction or sliding) or
through post-translation modification of histones, such as acetylation or methylation.
Altogether, coactivators act in a gene-specific manner to activate transcription. On the
opposite side of the spectrum, corepressors are recruited by gene-specific repressor
transcription factors that change the chromatin landscape to inhibit transcription. Altogether,
the combinatorial action of activators and coactivators, promote GTFs binding at promoters,
PIC assembly and transcription initiation.

Importantly, mechanisms of transcription initiation are highly conserved from yeast to
mammals. Nevertheless, the introduction will mainly focus on §. cerevisiae, with specific
mentions to the metazoan context when necessary. Initially, in this chapter we are going to
explore how RNA Pol II transcription initiation is tightly regulated and how specific factors —
such as GTFs and coactivators like Mediator — are essential for global RNA Pol II
transcription in vivo. Second, as the work I have been developing focuses on the role of
SAGA as a general co-factor for RNA Pol II transcription in budding yeast, more detailed
information regarding this complex and its previously reported gene-specific function will be
explored. Finally, I will explore how transcription is intricately associated with other
biological processes — such as mRNA degradation — and which new approaches we have

utilized to readdress the genome-wide role of the coactivators SAGA and TFIID.
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1. Transcription initiation by RNA Polymerase I1

1.1. Core promoter architecture

The core promoter is the region of the DNA where the recruitment of general
transcription factors (GTFs) and preinitiation complex (PIC) assembly occurs. The output of
these sequential events will terminate with transcription initiation by RNA Pol II. Initially
characterized in the regulatory region of mammalian genes, the core promoter was defined as

the “minimal DNA elements required for basal transcription” (Smale and Kadonaga, 2003).

1.1.1. Core promoter elements

RNA Pol II core promoters are recognized as modular in structure and many of them
contain specific consensus sequence elements, which are positionally constrained in relation
to the transcription start site (TSS). In metazoans, functional sequence elements in core
promoters include the TATA element, initiator (Inr), downstream promoter element (DPE),
motif 10 element (MTE) and TFIIB recognition element (BRE) (Juven-Gershon and
Kadonaga, 2010; Hahn and Young, 2011; Muller and Tora, 2014) (Figure 8).

-40 +40
Brev TATA Bred Inr MTE DPE
TATAWAWR

Figure 8 - A scheme of some core promoter elements, showing the locations of the BRE" and the
BRE relative to the TATA box, the Inr, MTE and DPE. Adapted from (Juven-Gershon and
Kadonaga, 2010).

Nevertheless, the identified promoter elements are scarcer in S. cerevisiae. Of the
abovementioned motifs, the only one that is clearly conserved from S. cerevisiae to metazoan
is the TATA consensus sequence (TATAWAWR, with W = A or T and R = A or G)
(Basehoar et al., 2004; Juven-Gershon and Kadonaga, 2010; Sugihara et al., 2011). The Inr
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encompasses the transcription start site and is probably the most commonly occurring core
promoter motif. Interestingly, Inr-like sequences, but not Inr consensus sequences, have been
described in S. cerevisiae (Yang et al., 2007). Moreover, the BRE, MTE and DPE motifs are
conserved in several eukaryotic organisms, but not in budding yeast (Lagrange et al., 1998;
Rhee and Pugh, 2011). Nevertheless, it has recently been shown that TFIIB contacts the DNA
through 4 different regions [B1 (upstream of the TATA) and B2-B4 (downstream of TATA,
extending towards the TSS)], though with no sequence-conservation properties (Rhee and
Pugh, 2011).

As previously mentioned, the TATA box is the only conserved element in S.
cerevisiae. This consensus sequence is known to exist on the promoter of approximately 19%
of the yeast genes, while the remnant were classified as TATA-less (Basehoar et al., 2004).
The TATA sequence is specifically recognized by the TATA-binding protein (TBP), serving
as the docking site for the latter. Once bound to the target DNA, TBP promotes bending of
the template DNA, facilitating the assembly of the basal transcription machinery. In fact,
TBP is so important for transcription initiation that it is a core component of the transcription
machinery of the three RNA Pols. While the TATA-box is present in a minority of
promoters, TBP is still required for the expression of TATA-less genes and still delivered at
their promoters. This presented itself as a conundrum, due to the failure to identify TBP-
recognition elements within the TATA-less genes. However, the group of B. Franklin Pugh
identified that TATA-less promoters instead contained a sequence having two or less
mismatches to the TATA box consensus. These elements are designated as ‘TATA-like’,
since they do not form a consensus, and together with the canonical TATA consensus
sequence, are referred as ‘TATA elements’ (Rhee and Pugh, 2012). Interestingly, the
characterization of a new promoter DNA element, the GA element, which occurs at one-third
of TATA-less genes and is reported to be recognized by TBP, partially addresses how TBP
can be delivered at TATA-less promoters (Seizl ef al., 2011). Nevertheless, it has been
recently reported that sequence-specific TBP binding is not required at yeast TATA-less
promoters and that promoter specificity must be generated by alternative mechanisms other
than TBP recognition (Kamenova et al., 2014). Just like TBP is not exclusive for RNA Pol II
transcription, TATA elements are also found in the promoter of class I and class III genes in
several organisms (Trivedi ef al., 1999; Hamada et al., 2001; Yukawa et al., 2011).

Interestingly, one important difference between yeast and metazoan promoters is the

site of transcription initiation in comparison to the TATA box location. In both yeast and
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metazoan, the PIC is assembled around the TBP-TATA complex, positioning the active site
of the RNA Pol II approximately 30 bp downstream of the TATA, the exact location of the
metazoan transcription initiation site. Nevertheless, in S. cerevisiae RNA Pol II initiates
transcription at preferred sequences, within around 50-120 bp downstream of the TATA
(Hahn and Young, 2011). Additionally, in budding yeast, the location of the TATA-box or
the TATA-like sequence in relation to the TSS differs: the TSS at TATA-less promoters
reside =10-20 bp closer to the TATA element than at TATA-box-containing promoters
(Rhee and Pugh, 2011).

1.1.2. Promoter nucleosome positioning and transcription regulation

Genome-wide studies using MNase digestion have provided tremendous insights
regarding nucleosome positioning. Initially, promoter regions were characterized as being
overall depleted of nucleosomes relative to transcribed regions, forming nucleosome-free
regions (NFR). NFRs are localized just upstream of the TSS and this pattern of nucleosome
positioning was found to be conserved from yeast to fly and human (Yuan et al., 2005;
Ozsolak et al., 2007; Mavrich et al., 2008a; Mavrich ef al., 2008b; Schones et al., 2008). The
first nucleosome downstream of the TSS — +1 nucleosome — is strongly localized and is the
nucleosome presenting the tightest position. Remarkably, while the abovementioned pattern
was known to be somewhat conserved over eukaryotic life, the position of the +1 nucleosome
relative to TSS seems to vary in different organisms, thus reflecting differences in regulatory
mechanisms or in the core transcription machinery. Specifically, the center of the +1
nucleosome in S. cerevisiae is located approximately 50-60 bp downstream of the TSS, with
transcription typically starting around 10 bases into the first nucleosome (Yuan et al., 2005;
Mavrich et al., 2008a). Conversely, in Drosophila, the center of the +1 nucleosome is found
135 bp downstream of the TSS, with the upstream border of the nucleosome located =60 bp
downstream of the TSS (Mavrich ef al., 2008b). Also in human, the 5’-end border of the +1
nucleosome is located at +40 bp from the TSS in actively transcribed genes (Schones et al.,
2008). While this overall view represented the “average gene”, later studies differentiated
distinct organizations depending on nucleosome positioning, ultimately offering distinct
regulatory pathways for gene transcription.

According to the work of Tirosh and Barkai, promoters in budding yeast can be
distinguished according to the plasticity of their expression. In this context, transcriptional

plasticity refers to the fluctuation of expression a given gene can experience: genes with low



Introduction
Transcription by RNA Polymerase 11

plasticity are those whose transcription is stable through time, while genes with high
transcriptional plasticity modulate their expression in response to cues, for example,
exhibiting a big range of expression over time. Interestingly, they have reported that
expression plasticity was highly correlated with the nucleosome positioning around the
promoters. Hence, they suggest two general mechanisms of regulation of gene transcription
by nucleosomes (Figure 9, Left). In general, low-plasticity genes are associated with either a
static or well-positioned architecture of the nucleosomes and a substantial and well-evident
nucleosome-free region upstream of the TSS. Also, this pattern — depleted proximal-
nucleosome pattern also termed as “open promoter pattern” — requires the deposition of
H2A.Z/Htz1. Additionally, the regulatory elements of these genes are usually located within
the nucleosome-free region and readily accessible to transcription factors, thus concluding
that these genes do not necessarily depend on chromatin remodeling and chromatin
regulators. <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>