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Résumé

Les expériences de séquencage a haut débit ont permis de démontrer que la
transcription ne se limite pas aux régions codantes et qu'une grande partie du génome est
transcrite en ARN non-codants (ARNnc). Parmi eux, les transcrits cryptiques sont initiés a
I’intérieur des régions codantes. Des études faites chez la levure Saccharomyces cerevisiae,
ont pu identifier plusieurs facteurs qui répriment la transcription cryptique. Un de ces facteurs
est Spt6, une chaperonne d’histones requise pour le maintien d’un bon niveau de nucléosomes
le long des genes transcrits. Lorsque Spt6 est muté, on observe une déplétion des nucléosomes
conduisant a I’activation des promoteurs cryptiques. Cependant, le mécanisme par lequel ces

transcrits cryptiques sont régulés n’est pas encore clair.

Dans ce mémoire, nous présentons un travail dans lequel nous avons développé une
méthode probabiliste dans le but de caractériser les transcrits cryptiques a partir de données de
RNA-Seq. Cette méthode est basée sur une cumulation des données et permet de tenir compte
des variations dans [’expression et dans la longueur des génes, grice a une étape de
randomisation des données. Les résultats démontrent que notre méthode est au moins aussi
efficace que les méthodes précédemment décrites dans la littérature et offre un bon compromis
entre le taux de faux positifs et de faux négatifs. Enfin, le plus important est que cette méthode

permet de prédire les régions génomiques ou les transcrits cryptiques sont initiés.

Nous avons mis en €vidence la présence de transcrits cryptiques sur les brins sens et
antisens par rapport au géne. Nous avons également montré que les promoteurs cryptiques
sens et antisens sont enrichis en motif TATA et que les transcrits cryptiques sont
polyadénylés, ce qui suggere qu’ils peuvent étre régulés par les mémes mécanismes qui
régulent les génes. Alors que les transcrits cryptiques sur le brin sens se terminent a la méme
position que les génes dont ils sont issus, les transcrits cryptiques sur le brin antisens terminent
préférablement aux extrémités 3’ des geénes situés en amont. Nous proposons donc que les
terminateurs chez S. cerevisiae ont évolué pour terminer la transcription de maniere
bidirectionnelle afin d’empécher une transcription aberrante qui pourrait envahir les genes

voisins.

Mots-clés : Transcription cryptique, Terminateurs bidirectionnels, RNA-Seq, Spt6.



Abstract

High throughout sequencing experiments have shown that transcription in not limited
to coding regions and that most of the genome is transcribed into non-coding RNA (ncRNA).
Among them, cryptic transcripts are aberrantly initiated from within the coding regions.
Several studies in Saccharomyces cerevisiae have identified many factors that suppress cryptic
transcription. One such factor is Spt6, a histone chaperone required for maintaining
appropriate nucleosome levels on transcribed genes. In Spt6 mutant cells, nucleosomes are
depleted, leading to activation of cryptic promoters. However, the mechanism by which these

cryptic transcripts are regulated remains unclear.

In this thesis, we present the development of a probabilistic method for the
characterization of cryptic transcripts from RNA-Seq data. The method is used to characterize
cryptic transcription in spt6-1004 cells. The method is based on a cumulative distribution
function, thus taking into account variations in gene expression and gene length thanks to a
data randomization step. Results show that our method is at least as good as previously
published methods and provides a good compromise between false positives and false
negatives. Importantly, this method allows for the prediction of genomic regions where cryptic

transcripts are initiated.

We have demonstrated the presence of cryptic transcripts running on the sense and
antisense strands relative to genes. We also showed that, both sense and antisense cryptic
promoters are enriched for TATA-like sequences and that cryptic transcripts are
polyadenylated, suggesting that they may be regulated by the same mechanism that occurs on
genes. While the cryptic transcripts on the sense strand terminate at the same position as the
genes from which they are derived, cryptic transcripts on the antisense strand preferentially
terminate at the 3’-end of upstream genes. We therefore propose that S. cerevisiae terminators
have evolved to terminate transcription bidirectionally in order to prevent an aberrant

transcription that could invade neighboring genes.

Keywords: Cryptic transcription, bidirectional terminators, RNA-Seq, Spt6.
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Introduction

La transcription cryptique

Avec le développement des technologies de séquengage a haut débit, il est désormais
évident que la transcription ne se limite pas qu’aux régions codantes pour des génes connus.
Chez la levure Saccaromyce cerevisiae, dont 75 % du génome correspond a des régions
codantes annotées, des expériences de puces a ADN ont démontrées qu’au moins 85% du
génome est transcrit (David et al., 2006). En plus de ce 10 % qui correspondent aux ARNs
non-codants issus des régions non annotées du génome, certains ARNs sont issus de régions
codantes mais empruntent des promoteurs non-canoniques. Ceci a ¢été conclu suite a
I’identification de sites d’initiation de la transcription (TSS) situés dans des régions non-

promotrices (David et al., 2006; Miura et al., 2006; Zhang and Dietrich, 2005).

Les différentes classes d’ARN non-codants cryptiques

A ce jour, trois classes distinctes d’ARNnc, initiés de maniére cryptique, ont été
décrites. Les « Cryptic Unstable Transcripts » (CUTs) ont été les premiers a étre identifiés par
des analyses génomiques de puces a ADN dans des cellules 77p6A (Davis and Ares, 2006;
Wyers et al., 2005). Rrp6 est une enzyme avec une fonction 3’-5’ exonucléase impliquée dans
la dégradation de I’ARN. Cette découverte, faite dans un contexte ou la machinerie de
dégradation de ’ARN est altérée, indique que la transcription est bien plus complexe mais
qu’il existe des mécanismes permettant de garder Il’intégrit¢é du génome en limitant
I’expression des transcrits aberrants. Ces transcrits sont rapidement dégradés de sorte qu’ils
demeurent difficile a détecter & moins d’inactiver la machinerie de dégradation. Des analyses
d’immunoprecipitation de la chromatine couplée aux puces a ADN (ChIP-chip) ont démontré
que I’ARN polymérase II (ARN Pol II), est localisée aux sites d’initiation de certains CUTs,
suggérant que ceux-ci sont bel et bien transcrits par I’ARN Pol II (Steinmetz et al., 2006). Les
CUTs sont en général plus courts que les ARN messagers, mesurant de 200-500 paires de

bases (pb) (Wyers et al., 2005). Ces transcrits sont terminés par la voie NNS (Nrd1-Nab3-



Senl) qui les améne a étre polyadénylés par le complexe TRAMP et ensuite rapidement
dégradés par I’exosome nucléaire (Arigo et al., 2006; Thiebaut et al., 2006). Deux études ont
contribué a identifier la distribution génomique des CUTs en utilisant des méthodes de 3’-
Long-SAGE et de puces a ADN (Neil et al., 2009; Xu et al., 2009). Ceci a permis de mettre en
évidence que ces transcrits sont initiés dans des régions exemptes de nucléosomes et qu’ils
sont en majorité divergents des promoteurs des génes annotés, grace a la bidirectionnalité des
promoteurs chez la levure.

Contrairement aux CUTs, les « Stable Unannotated Transcripts » (SUTs) sont
observables dans des cellules sauvages (Neil et al., 2009; Xu et al., 2009). Similairement aux
CUTs, ils sont transcrits a partir des régions exemptes de nucléosomes aux extrémités 5 et 3’
des génes et principalement sur le brin antisens (Xu et al., 2009). Par contre, ils sont en
général plus long, avec une longueur médiane de 761 pb et leur mode de terminaison differe
de celui des CUTs (Jacquier, 2009). En effet, les SUTs pourraient étre terminés a un site de
poly(A) par un complexe de clivage/polyadénylation Pcfl1-dépendant (Jacquier, 2009).

Les « Xrnl- sensitive Unstable Transcripts » (XUTs) sont, quant a eux, des transcrits
cryptiques exprimés sur le brin antisens suite a I’inactivation de I’exonucléase cytoplasmique
Xrnlp. En résumé, les trois classes de transcrits cryptiques sont majoritairement initiées dans
des régions exemptes de nucléosomes et sont exprimées le plus souvent sur le brin antisens
(Neil et al., 2009; Xu et al., 2009). La distinction entre les trois types de transcrits cryptiques

est ambigue puisqu’il existe un fort chevauchement entre eux (van Dijk et al., 2011).

Les transcrits cryptiques intragéniques

Peu de temps avant ces expériences a 1’échelle génomique, le laboratoire du Dr. Fred
Winston fut le premier a démontrer que des transcrits étaient initiés a ’intérieur des régions
codantes pour des geénes (Kaplan et al., 2003a). Cette transcription survient dans un contexte
ou la structure de la chromatine est perturbée, ce qui permet a la machinerie de transcription
de former le complexe d’initiation a des sites normalement inaccessibles. Ces transcrits

peuvent étre sur les brins sens et antisens par rapport aux genes. Ces transcrits sont



observables dans des extraits d’ARN totaux (Cheung et al., 2008; DeGennaro et al., 2013) ce

qui indique qu’ils sont stables et en général polyadénylés.

Toutefois, ces transcrits cryptiques peuvent ¢également étre détectés dans le
transcriptome provenant de cellules sauvages. En effet, 1’¢tude du laboratoire de Ito a
démontré qu’il existe bel et bien une transcription intra- et inter-génique en utilisant une
méthode permettant de capter puis séquencer les régions coiffées en 5° des transcrits. Dans
cette étude, des sites d’initiations de la transcription ont été découverts dans la région 3’ de
384 régions codantes (Miura et al., 2006). Ce fut la preuve que la transcription peut étre

initiée a I’intérieur d’un geéne dans des souches sauvages.

La transcription cryptique peut donc étre définie comme I’initiation de la transcription
a partir de sites « cryptiques », c’est-a-dire, des sites qui ne correspondent pas aux promoteurs
de geénes annotés. Dans le cadre de ce mémoire, nous définissons un transcrit cryptique sens
comme étant toujours initié¢ a I’intérieur d’une région codante (tel que montré dans la Figure
1), alors qu’un transcrit antisens peut étre initi¢ a la fois dans des régions intergéniques ou

intragéniques.

ORF

Eeeess——— ) M RNA

messmmmlp  Cryptic transcript (sense)
e— cryptic transcript (antisense)

Figure 1. Les transcrits cryptiques.
Schéma simplifié représentant les ARNs transcrits a partir d’une région codante (ARN

messager) et les ARNs cryptiques sens et antisens par rapport au gene.



La chromatine et la transcription cryptique

Les transcrits cryptiques étant d’avantage exprimés dans des souches mutantes,
plusieurs groupes de recherche ont centré leurs efforts pour identifier les facteurs nécessaires
pour réprimer la transcription cryptique chez Saccharomyce cerevisiae. Une ¢étude en
particulier, celle du Dr. Fred Winston et de son équipe (Cheung et al., 2008) a mené, de fagcon
globale, a I’identification d’une cinquantaine de facteurs qui participent a la répression de la
transcription cryptique. La majorité des facteurs identifiés sont des mutants d’histones, des
genes régulateurs d’histones ou des remodeleurs de la chromatine (Cheung et al., 2008), ce qui
indique que la structure de la chromatine joue un role important dans le controle de la

transcription cryptique.

Structure de la chromatine

Dans le noyau, I’ADN est présent sous forme de chromatine. Cette structure consiste
en I’enroulement de I’ADN autours d’octaméres d’histones pour former des nucléosomes. Ce
premier niveau de compaction est compos¢ de 146 paires de bases d’ADN entourées autour
d’un octamere d’histones (Luger et al., 1997). Cet octameére d’histones est composé¢ d’un
tétramere d’histones H3-H4 et de deux dimeres d’histones H2A-H2B. Pour former le
deuxiéme niveau de compaction, I’histone H1 est nécessaire afin de lier les nucléosomes
adjacents pour former une fibre de 30 nm. Cette fibre peut étre plus ou moins condensée selon

les différentes étapes du cycle cellulaire.

Role de la chromatine dans le contréle de ’expression génique

La chromatine a pour but de compacter et de protéger le génome. Cette forme
condensée permet surtout de limiter 1’accés a I’ADN, puisque lorsqu’enroulé autour
d’histones, ’ADN est inaccessible. Ceci donne un rdle important a la chromatine dans
I’initiation et I’¢longation de la transcription. En effet, les nucléosomes peuvent agir comme
des barrieres physiques en empéchant les facteurs d’initiation de la transcription de se lier a
I’ADN (Knezetic and Luse, 1986; Lorch et al., 1987). Des études faites avec le géne PHOS

chez la levure ont permis de démonter un lien direct entre la présence de I’ADN sous forme



chromatinienne et 1’initiation de la transcription. L’activation de la transcription du géne est
accompagnée d’une perte des nucléosomes se trouvant dans la région promotrice. Par contre,
lorsque ces nucléosomes localisés dans le promoteur sont hyper-stabilisés, la transcription du
géne n’est plus possible (Straka and Horz, 1991). Ceci indique que la présence de
nucléosomes réprime 1’expression des genes. La chromatine participe également a 1’élongation
de la transcription puisque les nucléosomes sont capables in vitro de bloquer 1’¢élongation de
I’ARN Pol II (Chang and Luse, 1997; Izban and Luse, 1991, 1992). Un remodelage de la
chromatine est donc requis pour I’initiation et 1’¢longation de la transcription, ainsi, on
observe une déplétion des nucléosomes sur les régions codantes des geénes activement

transcrits (Schwabish and Struhl, 2006).

Role de la chromatine dans la transcription cryptique

Etant donné le role de la chromatine dans la régulation de ’expression des génes,
plusieurs mécanismes par lesquels la transcription cryptique pourrait étre régulée par la
chromatine sont envisageables. Tout mécanisme pouvant mener a une déstabilisation, une
hyper-acétylation ou une diminution du niveau de nucléosomes et résultant en une
augmentation de ’accessibilit¢ & I’ADN pourrait permettre I’accessibilité aux promoteurs
cryptiques qui ne sont normalement pas accessibles par la machinerie de transcription (Hennig

and Fischer, 2013; Smolle and Workman, 2013).

Diminution du niveau de nucléosomes.

Pour permettre la transcription, les nucléosomes doivent étre expulsés a 1’aide de
plusieurs remodeleurs de la chromatine. Toutefois aprés cette expulsion les nucléosomes
doivent étre rapidement remis en place afin de préserver I'intégrité¢ du génome (Schwabish and
Struhl, 2006). Les chaperonnes d’histones sont des facteurs qui permettent de désassembler et
de réassembler les nucléosomes durant la transcription. L’incapacit¢ de reformer les
nucléosomes va diminuer leur niveau le long des régions codantes, détruisant ainsi la barriere
physique qui empéche normalement 1’activation des mécanismes de transcription. Ce

phénomeéne a été décrit pour la premiére fois en 2003, lorsque des transcrits cryptiques ont été



identifiés dans des souches mutantes pour les geénes Spt6 (Kaplan et al., 2003a) et FACT
(Mason and Struhl, 2003), deux chaperonnes d’histones. Par la suite, d’autres chaperonnes
d’histones impliquées dans la répression de la transcription cryptique ont été identifiées, tels
que Rtt106 (Imbeault et al., 2008, Silva et al., 2012), Asfl (Schwabish and Struhl, 2006; Silva
et al., 2012) et HIR (Silva et al., 2012).

Augmentation du niveau d’acétylation des histones.

Les molécules d’histones étant chargées positivement, elles interagissent fortement
avec ’ADN qui est chargé négativement, ce qui contribue a la compaction de la chromatine.
Dans sa forme condensée, les queues N-terminal et C-terminal des histones sont accessibles.
Les histones sont des molécules basiques et leurs extrémités N-terminal sont riches en résidus
lysines qui peuvent subir des modifications post-traductionnelles. En effet, les queues
d’histones peuvent étre acétylées, méthylées, phosphorylées et ubiquitinylées. Lorsque les
nucléosomes sont acétylés, le groupement acétyle annule leur charge positive, ce qui diminue
la force d’interaction avec I’ADN (Kuo and Allis, 1998; Luger and Richmond, 1998). Ces
¢tudes ont ainsi démontré que la chromatine a une structure plus relachée lorsque les histones
sont acétylées. Bien que I’acétylation soit importante pour activer la transcription, la
déacétylation des nucléosomes suite au passage de I’ARN Pol II est tout aussi importante pour
préserver l'intégrit¢ du génome. Alors que les histones-acétyltransférases ajoutent un
groupement acétyle aux lysines, les histones-déacétylases clivent le groupement N-acétyle et
permettent ainsi a la chromatine de retrouver sa structure compacte. Ces deux groupes
d’enzymes permettent ainsi de garder un bon équilibre entre I’ouverture et la fermeture de la
chromatine. Plusieurs mutations qui causerait une hyper-acétylation dans les régions codantes
ont été liées a ’activation de promoteurs cryptiques (Carrozza et al., 2005; Joshi and Struhl,
2005a; Keogh et al., 2005; Lickwar et al., 2009; Pattenden et al., 2010; Venkatesh et al.,
2012).



Les facteurs permissifs pour la transcription cryptique

L’histone chaperonne Spté6

Spt6 est un géne essentiel et hautement conservé chez les eucaryotes. Spt6 a été
identifi¢ pour la premiére fois comme €tant un suppresseur d’insertions des transposons Ty et
de mutations 6 dans le promoteur du géne HIS4 (Clark-Adams and Winston, 1987; Winston et
al., 1984). Les changements dans la transcription causés par les insertions Ty et d peuvent étre
réprimées lorsque les génes SPT sont mutés, ce qui indique que ces génes jouent un role
important dans le controle de la transcription. De fait, plusieurs évidences démontrent que
Spt6 joue un role important dans le controle de la transcription chez la levure et ce, a 1’échelle

génomique.

Premi¢rement, Spt6 joue un rdle essentiel dans I’élongation de la transcription.
Plusieurs études décrivent Spt6 comme étant un facteur associé¢ a I’ARN Pol II en élongation
(Hartzog et al., 1998; Krogan et al., 2002). Spt6 peut interagir physiquement avec le complexe
d’élongation Spt4/Spt5 et la mutation d’un de ces trois génes cause un défaut d’élongation
(Hartzog et al., 1998; Lindstrom et al., 2003; Swanson and Winston, 1992). En plus d’interagir
avec le complexe Spt4/Spt5, Spt6 interagit également avec FACT et Iwsl, deux facteurs
d’élongation (Krogan et al., 2002). De plus, Spt6 est localisé dans les régions codantes pour
des génes activement transcrits, ce qui vient appuyer son rdle dans I’¢longation de la

transcription (Kaplan et al., 2005; Kaplan et al., 2000; Krogan et al., 2002).

Deuxiemement, Spt6 joue un rdle dans le remodelage de la chromatine. Spt6 est connu
pour interagir génétiquement et physiquement avec les histones, ce qui suggere un role dans le
remodelage de la chromatine. Des expériences faites in vitro ont démontré que Spt6 interagit
directement avec I’histone H3 et est capable d’assembler des nucléosomes (Bortvin and
Winston, 1996). In vivo, Spt6 est nécessaire pour une bonne organisation des nucléosomes sur
les régions codantes, puisque dans les souche spt6-1004, les cellules sont hypersensibles au
traitement micrococcal, une endo-exonucléase, a une température non-permissive (Kaplan et

al., 2003a). D’autres études ont également montré I’importance de Spt6 dans 1’organisation de



la chromatine sur les régions codantes (Bortvin and Winston, 1996; DeGennaro et al., 2013;

Jeronimo et al., 2015).

Spt6 et la transcription cryptique

Le mécanisme par lequel Spt6 réprime la transcription cryptique est assez bien
caractérisé. Les premiéres études dans le domaine ont démontré, en utilisant un alléle sensible
a la température dans lequel un domaine de liaison a ’ADN est muté (spt6-1004), I’apparition
de plusieurs transcrits intragéniques (Cheung et al., 2008; Kaplan et al., 2003a). Ces transcrits
ont été confirmés par Northern Blot pour une douzaine de genes (Cheung et al., 2008; Kaplan
et al., 2003a). A I’échelle génomique, Spt6 est impliqué dans la répression des transcrits
cryptiques sur le brin sens (Cheung et al., 2008; Kaplan et al., 2003a) et sur le brin antisens
(van Bakel et al., 2013).

Le niveau de nucléosomes dans les cellules spt6-1004 dans les régions codantes des
genes actifs est anormalement bas. Ceci suggere que Spt6 réprime la transcription cryptique en
assurant un bon niveau de nucléosomes dans les régions codantes ce qui empéche la liaison du
complexe de pré-initiation a des promoteurs cryptiques. En effet, des analyses
d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont démontré une perte de nucléosomes et des
analyses de digestion a la nucléase micrococcale ont démontré que la chromatine est plus
ouverte le long du géne FLOS (Bortvin and Winston, 1996; Kaplan et al., 2003a). A ’échelle
génomique, on observe une déplétion globale du niveau de nucléosomes sur les régions
codantes lorsque Spt6 est inactivé (Jeronimo et al., 2015), ce qui pourrait expliquer que 1’on
observe une activation des promoteurs cryptiques dans au moins 1/6 des génes chez la levure
(Cheung et al., 2008). La répression de la transcription cryptique médiée par Spt6 implique
¢galement la restriction de H2A.Z en dehors des régions codantes. H2A.Z est une variante de
I’histone H2A qui est conservée chez les eucaryotes. Cette variante d’histone est localisée aux
nucléosomes +1 et -1 autour du site d’initiation de la transcription des genes chez la levure
(Guillemette et al., 2005; Raisner et al., 2005). Cette variante n’est normalement pas retrouvée
dans les régions codantes des genes activement transcrits (Hardy et al., 2009). Or, en absence

de Spt6 (et FACT), la perte des nucléosomes sur les régions codantes permet au complexe



SWR-C d’incorporer H2A.Z ce qui contribue a [’activation des promoteurs cryptiques

(Jeronimo et al., 2015).

Les autres chaperonnes d’histones

FACT

FACT (FAcilitates Chromatin Transcription) est composé de deux sous-unités
essentielles et hautement conservées a travers les eucaryotes, Sptl6 et Pob3 (Brewster et al.,
1998). Sptl6 est connue pour interagir physiquement avec deux complexes d’élongation
Spt4/Spt5 et PAF (Krogan et al., 2002; Squazzo et al., 2002) ainsi qu’avec ’ARN Pol II en
¢longation (Mason and Struhl, 2003), ce qui suggeére un role dans 1’¢longation de la
transcription. De plus, Spt16 désassemble les nucléosomes en interagissant avec les dimeres
H2A-H2B (Belotserkovskaya et al., 2003) ce qui indique que cette protéine participe au
remodelage de la chromatine durant 1’¢longation. Son réle dans la répression des promoteurs
cryptiques a été découvert en 2003, lorsqu’un transcrit cryptique a été détecté dans le gene
FLOS, dans des cellules mutantes pour Spt16 (Kaplan et al., 2003a; Mason and Struhl, 2003).
A 1’échelle génomique, I’inactivation de Spt16 est impliquée dans la répression des transcrits
cryptiques sur le brin sens (Cheung et al., 2008). Spt16 posséde un mécanisme similaire a
celui de Spt6 dans la répression de la transcription cryptique, puisque la mutation de SP716 ou
SPT6 active des promoteurs cryptiques dans un méme ensemble de génes (Cheung et al.,
2008; van Bakel et al., 2013) et ce, dii a I'incapacité de reformer les nucléosomes durant

I’¢longation.

Rtt106

Rtt106 est une chaperonne d’histones, impliquée dans la régulation de la structure de la
chromatine dans les régions codantes. Dans le but d’identifier le role de Rtt106, des
expériences de ChIP ont pu associer cette protéine aux régions codantes des geénes actifs
(Imbeault et al., 2008). De plus, Rtt106 a des interactions génétiques avec plusieurs facteurs
d’élongation tels que Spt6, TFIIS et des membres du complexe PAF, suggérant qu’il joue un

role dans I’élongation de la transcription (Imbeault et al., 2008). Plus précisément, Rtt106



possede une activité de chaperonne d’histone et interagit physiquement et fonctionnellement
avec les histones H3/H4 (Huang et al., 2005) lui permettant ainsi de réguler le niveau de
déposition de I’histone H3 sur les régions transcrites durant I’¢longation (Imbeault et al.,
2008). Etant donné le role de Rtt106 dans la régulation de la structure chromatinienne,
I’activation de transcrits cryptiques a été observée dans des souches r#1/06A (Imbeault et al.,
2008; Silva et al., 2012). Finalement, un double mutant r#t/ 06 A spt6-1004 augmente le niveau
de transcription cryptique suggérant que les deux chaperonnes cooperent dans la répression de

la transcription cryptique (Imbeault et al., 2008).

Asfl et le complexe HIR

Durant la transcription, des facteurs sont recrutés afin de combler la perte de
nucléosomes. C’est le cas du complexe HIR qui permet le replacement des nucléosomes sur
les régions en transcription. En plus de s’associer a Rtt106, la chaperonne d’histone Asfl
s’associe au complexe HIR afin de stimuler la déposition des histones (Lambert et al., 2010).
Asfl s’associe aux régions codantes des genes actifs et permet I’éviction et la déposition de
I’histone H3 durant 1’¢longation de la transcription (Schwabish and Struhl, 2006). Des
mutations dans le géne Asfl ainsi que dans toutes les sous-unités du complexe HIR ménent a
transcription cryptique (Schwabish and Struhl, 2006; Silva et al., 2012) suggérant que ces
deux histones chaperonnes participent au maintien de la chromatine dans son état réprimé

suite au passage de I’ARN Pol II.

La voie set2/Rpd3S

Set2

Set2 est une histone méthyltransférase, requise pour la méthylation de ’histone H3 sur
la lysine 36 (H3K36), une modification post-transcriptionnelle connue pour son rdle dans la
répression de la transcription (Strahl et al., 2002). L’inactivation de Set2 rend la cellule
sensible au 6-azauracil indiquant qu’en son absence, 1’¢longation de la transcription est altérée
(Li et al., 2002). Des expériences de ChIP ont démontré que Set2 est localisée dans les régions

codantes de genes activement transcrits et que Set2 se lie a plusieurs facteurs d’élongation tels
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que le complexe PAF et le remodeleur de chromatine Chdl (Krogan et al., 2003), supportant
le role de la protéine dans I’¢longation de la transcription. En absence de Set2, on observe une
augmentation d’acétylation dans les régions codantes (voir plus bas), ce qui rend I’ADN plus
accessible. Ainsi, plusieurs études ont pu démontrer I’apparition de transcrits cryptiques dans
les cellules mutantes pour Set2 (Carrozza et al., 2005; Kaplan et al., 2003a; Lickwar et al.,
2009). Un autre mécanisme qui réprime la transcription cryptique de manicre Set2 dépendante,
implique I’histone chaperonne Asfl. La tri-méthylation des histones H3 a la lysine 36 par Set2
empéche la liaison de Asfl aux histones (Venkatesh et al., 2012). Ceci permet de retenir les
nucléosomes tri-méthylés le long des régions codantes et empéche leur hyperacétylation pour

ainsi garder une structure non-permissive a la transcription cryptique.

Rpd3S

La méthylation de H3K36 le long des genes activement transcrits est trés important
pour la répression de la transcription. Cette marque est spécifiquement reconnue par le
complexe déacétylase Rpd3S, qui enléve les groupements acétyles des histones. Ce complexe
est recruté aux geénes actifs via la phosphorylation du domaine C-terminal de I’ARN pol II
(Drouin et al., 2010). Toutefois, pour étre actif aux histones H3K36 méthylés, le complexe
Rpd3S requiert ses sous-unités Eaf3 et Rcol. Eaf3 se lie aux histones H3K36 méthylées grace
a son chromodomaine (Joshi and Struhl, 2005a) alors que Rcol lie les nucléosomes grace a
son domaine PHD (Li et al., 2007a). La déacétylation des histones médiées par Rpd3S durant
I’¢longation redonne une charge positive aux histones, ce qui permet de recompacter
efficacement I’ADN suite au passage de I’ARN Pol II. En absence du complexe Rpd3S, les
régions codantes ont un taux d’acétylation plus grand qu’a I’habitude (Carrozza et al., 2005) et
donc une plus grande accessibilit¢ & I’ADN. Ainsi, des transcrits cryptiques sont initiés
lorsque les sous-unités Eaf3 ou Rcol sont mutées (Carrozza et al., 2005; Joshi and Struhl,

2005a; Keogh et al., 2005; Lickwar et al., 2009; Pattenden et al., 2010)

Ctk1

Ctkl est la kinase qui permet la phosphorylation des sérines 2 du domaine C-terminal
de Rpbl, la plus grande sous-unité¢ de I’ARN Pol II. Cette phosphorylation est nécessaire pour

le recrutement de I’histone methyltransférase Set2 sur ’ARN Pol II via son domaine
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d’interaction Set2-Rpbl (Li et al., 2003). La perte de méthylation dans des cellules mutantes
pour Ctkl provoque I’initiation de transcrits cryptiques (Cheung et al., 2008; Youdell et al.,

2008) puisque ceci empéche le recrutement de Set2 (voir le chapitre sur Set2).

Chd1 et Iswlb

L’échange d’histones arrive rarement dans les régions codantes pour la majorité¢ des
genes chez la levure (Dion et al., 2007; Katan-Khaykovich and Struhl, 2011; Rufiange et al.,
2007). En effet, il a ét¢ démontré que suite au passage de I’ARN Pol II, Set2 méthyle les
histones le long des régions codantes empéchant ainsi la liaison de Asfl et donc 1’échange des
nucléosomes liés & I’ADN avec ceux du milieu soluble (Venkatesh et al., 2012). Un autre
mécanisme qui permet la rétention des histones H3K36 méthylées implique les remodeleurs de
la chromatine Iwslb et Chdl. Ensemble, Chdl et Iswlb empéchent 1’échange des
nucléosomes sur les régions codantes (Radman-Livaja et al., 2012; Smolle et al., 2012)
permettant ainsi la rétention des histones H3K36 méthylées. En absence de Isw1b ou Chdl, les
histones sont tout de méme méthylées, mais elles ne sont pas retenues sur la région codante
(Radman-Livaja et al., 2012; Smolle et al., 2012). Ceci conduit a une augmentation
d’acétylation dans les régions codantes et une plus grande accessibilité de I’ADN. Ainsi, des
transcrits peuvent €tre initi€és a partir de promoteurs cryptiques en absence de Chdl ou Iswl
(Cheung et al., 2008; Hennig et al., 2012; Quan and Hartzog, 2010; Smolle et al., 2012; Tirosh
et al., 2010).

BUR?2 et le complexe PAF

Une étude a démontré que la délétion des protéines Bur2 ou Pafl accentue I’effet de la
transcription cryptique dans des cellules set2A, suggérant un autre mécanisme responsable de
la transcription cryptique (Chu et al., 2007a). Pafl et Bur2 sont deux facteurs d’élongation
impliqués dans la monoubiquitination de I’histone H2B (H2Bub). Lorsque les deux protéines
du complexe Burl/Bur2 sont mutées, on observe un défaut dans la monoubiquitination de
H2B puisque le recrutement du complexe PAF dépend de ces deux protéines (Laribee et al.,

2005; Wood et al., 2005). La monoubiquitination de I’histone H2B est nécessaire pour
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I’initiation et I’¢longation de la transcription. L ubiquitination sur la lysine 123 est effectuée
par le complexe Rad6/Brel/Lgel qui voyage avec ’ARN Pol II en élongation via une
interaction avec le complexe PAF (Weake and Workman, 2008). En coopération avec
I’histone chaperonne FACT, H2Bub joue un rdle important dans [’¢longation de la
transcription et dans le repliement de la chromatine suite au passage de I’ARN Pol II (Fleming
et al., 2008; Pavri et al., 2006; Tanny et al., 2007). H2Bub est aussi impliquée dans la stabilité
des nucléosomes puisque des mutations dans 1’'ubiquitine ligase Rad6 causent une réduction
du niveau de I’histone H3 dans les régions codantes (Batta et al., 2011). De plus, H2Bub
favorise le réassemblage des nucléosomes durant I’élongation de la transcription (Batta et al.,
2011). Tout ceci indique que H2Bub est nécessaire pour la stabilité des nucléosomes et qu’en
absence de cette modification post-traductionnelle, la machinerie de transcription peut se lier a
des régions non-promotrices pour engendrer des transcrits cryptiques. En effet, des mutations
dans la voie H2Bub ont été liées a la transcription cryptique (Fleming et al., 2008; Silva et al.,

2012).

Les promoteurs cryptiques

Les differents promoteurs cryptiques qui existent ne sont pas régulés de la méme
manicre par les facteurs qui répriment la transcription cryptique. Dans les cellules mutantes
pour la chaperonne d’histone Spt6, I’activation du promoteur cryptique situé dans le gene
FLOS dépend d’une séquence consensus TATA mais ce phénomene n’est pas observé pour les
promoteurs cryptiques issus des genes STE// et SPB4 (Kaplan et al., 2003a). De méme, deux
facteurs peuvent réprimer 1’activation des promoteurs cryptiques dans les mémes geénes mais
I’expression des transcrits cryptiques dans ces génes peut varier considérablement (Cheung et
al., 2008; Pattenden et al., 2010). Aussi, la transcription cryptique peut étre régulée de maniere
spécifique a certains génes puisque deux facteurs peuvent activer la transcription cryptique
dans deux groupes de genes distincts (Cheung et al., 2008). Les mécanismes par lesquels les
promoteurs cryptiques sont activés ne sont pas encore completement élucidés. Des évidences
suggerent que les promoteurs cryptiques sont régulés par les méme mécanismes qui régulent

les promoteurs canoniques (Koster et al., 2014; Pattenden et al., 2010). Cependant, la
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régulation du promoteur cryptique se ferait d’une manic¢re indépendante de la régulation du
promoteur canonique du géne auquel il correspond (Pattenden et al., 2010). Alors que la
transcription cryptique survient en général lorsqu’il y a une grande déplétion en nucléosomes
ou en cas d’hyperacétylation des nucléosomes le long des régions codantes, ces modifications
ne sont pas suffisantes pour dicter la localisation des promoteurs cryptiques. Une
hyperacétylation causée par I’inactivation du complexe Rpd3S dans ’ORF ne conduit pas a
une initiation cryptique aléatoire dans I’ORF mais a des sites bien précis (Pattenden et al.,

2010).

Les méthodes d’identification des transcrits cryptiques

Il existe plusieurs méthodes permettant 1’identification des transcrits cryptiques.
Techniquement, presque toutes les méthodes qui permettent I’analyse d’ARNs devraient
permettre ’identification de transcrits cryptiques. Dans cette section, nous allons voir les

différentes méthodes utilisées au fil des ans pour étudier les transcrits cryptiques.

Northern blot

La méthode de northern blot, également appelée transfert d’ARN ou buvardage de type
northern, permet d’étudier les ARNs. L’¢lectrophorese, technique utilisée pour séparer et
caractériser des molécules selon leur taille moléculaire, est a la base du northern blot. Les
ARNSs sont par la suite transférés sur une membrane puis détectés grace a une sonde d’ARN
ou d’ADN simple ou double brin, marquée de maniere radioactive ou fluorescente. Pour
I’identification des transcrits cryptiques initiés dans une région codante et dans le méme sens
que le gene, il suffit de détecter les ARNs en utilisant des probes complémentaires aux régions
3’ des génes. S’il y a bel et bien transcription cryptique, au moins deux bandes devraient
apparaitre sur le gel correspondant au transcrit pleine longueur et au transcrit cryptique qui est
plus court. C’est donc ainsi que les premiers transcrits cryptiques ont été identifiés (Kaplan et
al., 2003a). Cette méthode est grandement utilisée et elle permet de valider la présence de

transcrits cryptiques identifiés par des méthodes de séquencage a haut débit du génome entier.
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Les puces d’ADN

Afin d’observer le niveau d’expression de plusieurs génes en méme temps, les puces
d’ADN sont couramment utilisées. Cette technique, basée sur 1’hybridation d’ADN, d’ADNc
ou d’ARN sur des plaques de verres contenant des sondes d’ADN complémentaire permet de
quantifier I’expression des régions désirées du génome. Lorsqu’un transcrit s’hybride sur la
plaque, les sondes émettent une fluorescence proportionnelle a la quantité de matériel hybridé.
Les puces a ADN peuvent étre utilisées pour comparer le niveau d’expression des génes entre
deux conditions. Ainsi, il est possible de détecter la transcription cryptique en comparant les
ARNSs totaux issus de cellules sauvages avec ceux issus de cellules mutantes pour des facteurs
permissifs a la transcription cryptique tels que Spt6, Sptl6 et Set2 (Lickwar et al., 2009;
Winston et al., 1984). L’ apparition de transcrits cryptiques corrélant avec un enrichissement
du signal pour les sondes correspondant aux régions 3’ du geéne par rapport a ceux des régions
5°. Il est ainsi possible d’évaluer la présence de transcrits cryptiques a partir de puces a ADN,

en comparant le niveau d’expression aux extrémités 5’ et 3’ des génes.

Le séquencage d’ARN

Le séquencage d’ARN est une technique qui permet d’avoir la séquence des ARNs
présents dans un échantillon donné. Pour ce faire ’ARN doit étre extrait des cellules,
transformé en ADN complémentaire grace a une transcriptase-inverse et coupé en fragments
qui sont par la suite séquencés (Figure 2). Le nombre de « reads » obtenus sera proportionnel a
I’abondance des ARNs correspondants. Selon le type d’ARN que I’on vise a analyser,
plusieurs méthodes sont utilisées pour la création des librairies de séquencage. L’une d’entre
elle consiste a enrichir les ARNs polyadénylés permettant ainsi I’étude d’ARNs matures c’est-
a-dire stables et non ciblés pour la dégradation. Une autre méthode consiste a faire une
déplétion des ARNs ribosomaux grandement enrichis dans les cellules, permettant ainsi
I’analyse d’ARNs polyadénylés ou non-polyadénylés présents dans le transcriptome (Figure
2). Le séquencage de fragments peut se faire de deux manieres. La premiére, dite « single-
end », consiste a séquencer uniquement une extrémité d’un fragment et la deuxieme dite de

« paired-end » permet de séquencer les deux extrémités du fragment. L’utilisation de la
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méthode « paired-end » a I’avantage de permettre un meilleur assemblage des fragments sur le

génome de référence.

Le séquengage peut se faire en tenant compte du brin dont le transcrit est issus.
L’avantage d’utiliser des protocoles brin-spécifiques permet de prendre en compte les
transcrits sens et antisens par rapport aux geénes. Il existe plusieurs méthodes pour produire des
librairies brin-spécifiques. L’une d’entre elles, nommée « dUTP method », consiste a
remplacer les dTTP par des dUTP lors de la syntheése du brin complémentaire. L’ ADNc riche
en dUTP est par la suite digéré pour conserver I’information sur le brin d’origine (Figure 2).
Le séquencage d’ARN brin-spécifique a permis I’étude de transcrits cryptiques sur les brins

sens et antisens chez la levure (DeGennaro et al., 2013).
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Figure 2. Protocole de création d’une librairie de séquencage.
Production d’une librairie de s€quencgage brin-spécifique a partir d’ARNs obtenus suite a la

déplétion des ARNs ribosomaux (Zhang et al., 2012).
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Les méthodes computationnelles d’identification des transcrits

cryptiques a partir de données de séquencage a haut débit

Les transcrits cryptiques intragéniques sont, par définition, transcrits a partir d'un
promoteur cryptique situé a l'intérieur d'un géne. Lorsque ces transcrits sont dans le méme
sens que le geéne, on observe un enrichissement du signal dans la région 3' du géne (Figure
3B). Cette caractéristique permet de développer des algorithmes afin d'assigner un score
cryptique aux génes. Ce score désigne si le géne en question contient un promoteur cryptique
actif. Le développement de ces méthodes est nécessaire puisque I’expression du transcrit
cryptique peut étre masqué dans I’expression du transcrit pleine longueur. Deux méthodes ont
été développées a cette fin, soit la méthode du ratio 3°/5° (Cheung et al., 2008) et la méthode
de I’enrichissement 3’ (DeGennaro et al., 2013). Dans cette section, nous allons voir leurs

implémentations.
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Figure 3. Exemple de signaux obtenus par RNA-Seq.
Niveau de signal RNA-Seq pour un géne (A) qui n’exprime pas de transcrit cryptique
(CDC14) ou (B) qui exprime un transcrit cryptique (FLOS).

FPM : Fragments par million de pairs de bases.

La méthode du ratio 3°/5°

Dans cette méthode, le score cryptique pour un géne donné, correspond au ratio du

nombre de « reads » obtenus dans une fenétre de taille prédéterminée située dans la région 3’
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sur une fenétre de méme taille située dans la régions 5’ du méme gene. Pour chaque gene, ce
ratio est calculé a la fois dans les cellules mutantes et dans les cellules sauvages. Le score
cryptique est obtenu en divisant le ratio provenant des cellules mutantes par celui des cellules
sauvages. Les geénes qui expriment un transcrit cryptique auront un ratio plus grand que 1,
alors que ceux qui n’en expriment pas auront un ratio proche de un. Des contréles sont
produits en appliquant la méme méthode mais en comparant les réplicas entre eux (mutant

réplica 1/mutant réplica 2 et WT réplica I/WT réplica 2)-

La méthode de ’enrichissement 3’

Comparativement a la méthode du ratio 3°/5°, la méthode de I’enrichissement de
I’extrémité 3’ du geéne prend en compte toutes les données du geéne puisqu’elle a été
développée pour analyser des données de RNA-Seq. Pour calculer le score, une valeur
d’expression est assignée de fagcon cumulative a chaque position du géne en commencant par
son extrémité 3’. Ainsi, pour chaque position du géne, une valeur correspondant au nombre de
«reads » retrouvés entre cette position et la fin du gene est calculée. Les valeurs ainsi
calculées a partir des données dans les cellules mutantes sont corrélées a celles issues des
cellules sauvages. S'il n'y a pas d'événements d'initiation cryptique dans le geéne, une
corrélation positive et linéaire sera observée entre les données des cellules mutantes et les
données des cellules sauvages. Par contre, s'il y a un évenement d'initiation cryptique, les
valeurs pour le mutant seront plus élevées et donc situées au-dessus de la diagonale. Le score
cryptique correspond au ratio entre l'aire en dessous de la courbe décrite et l'aire en dessous de
la diagonale. Les controles sont obtenus en appliquant la méme méthode mais en comparant

les réplicas (mutant rgpiica 1/mutant repiica2 €6 WT replica 1/ WT replica 2)-
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Rationnel/Hypothéses/Objectifs

La transcription cryptique est un concept assez nouveau. Malgré le fait que plusieurs
¢tudes aient permis d’identifier différents facteurs permissifs pour la transcription cryptique, le
mécanisme par lequel cette transcription est régulée n’est pas encore clair. L’objectif principal
de ce travail vise a étudier la transcription cryptique a 1’échelle génomique dans le mutant
spt6-1004 afin de mieux comprendre ce phénomene. Spt6 est une chaperonne d’histone
grandement étudiée pour son role dans le controle de la transcription. Plusieurs études ont déja
démontré son implication dans la régulation du niveau de nucléosomes le long des génes afin
de réprimer la transcription cryptique. Nous avons donc choisi d’étudier la transcription
cryptique dans ce mutant pour deux raisons: premicerement parce que la transcription
cryptique y est observée et deuxiémement parce que I’état actuel de la littérature ne permet pas

d’apprécier le phénomene a I’échelle génomique.

Nous avons réalisé un séquencage a haut débit d’ARNs provenant de cellules spt6-1004 de
manicre brin-spécifique afin d’étudier a la fois les transcrits sur les brins sens et antisens. Suite
a cela, le premier objectif de ce travail était de développer un outil bio-informatique afin
d’identifier les transcrits cryptiques a partir de données de RNA-seq. Ceci a été motivé par un
manque apparent d’outils permettant 1’analyse des transcrits cryptiques a 1’échelle génomique.
Le développement de méthodes précises pour 1’identification des transcrits cryptiques est
capital car, étant initiés a l’intérieur des geénes codants, ces transcrits sont difficilement
observables puisque leur signal peut étre brouill¢ par le signal des geénes dont ils sont issus. Le
deuxiéme objectif de cette étude était de mettre au point une méthode permettant d’identifier
les sites d’initiation des transcrits cryptiques afin de mieux caractériser les promoteurs
cryptiques. Enfin, le dernier objectif de cette étude visait a caractériser les terminateurs des
transcrits cryptiques. Pour ce faire, nous avons utilis¢é les données de RNA-seq afin
d’identifier les sites de terminaison des transcrits cryptiques et par la suite, identifié les
séquences propres a ces régions afin de mieux comprendre comment ces transcrits cryptiques
sont terminés. Pour compléter ces expériences bio-informatiques, nous avons

expérimentalement validé les résultats.



Méthodologie

Adaptation de la méthode du ratio 3°/5’ aux données de RNA-Seq

La méthode du ratio 3°/5’ peut étre adaptée a des données de RNA-Seq qui couvrent
toute la longueur du geéne. La taille des régions 3 et 5’ et leurs positions exactes sont des
¢léments importants a prendre en compte. Initialement ’algorithme a été appliqué sur des
données de puces a ADN avec 6 sondes couvrant les régions codantes. Ainsi le score
comparait I’intensité du signal de la 6°™ sonde a celui de la 1°° sonde. Afin d’adapter la
méthode aux données RNA-Seq, il suffit de définir des fenétres aux extrémités des genes. Une
fenétre prédéfinie correspond a un nombre de paires de bases fixe a utiliser pour les régions 3’
et 5°. En utilisant une fenétre de 100 pb a chaque extrémité du geéne, cette méthode nous a

permis de bien identifier les génes exprimant un transcrit cryptique (voir la prochaine section).

Développement et validation d’une nouvelle méthode

d’identification des transcrits cryptiques (méthode probabiliste).

Avant-propos

Cette section décrit, sous forme d’article, la méthode probabiliste qui est une
alternative aux méthodes déja existantes pour |’identification de transcrits cryptiques
intragéniques sur le brin sens. Son rendement face aux méthodes déja existantes y est évalué.
Mon apport dans le manuscrit est d’avoir implémenté le package R et de 1’avoir utilisé afin de

comparer les trois méthodes. J’ai également contribué a la rédaction de I’article.
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Abstract

Summary: The yCrypticRNAs package implements methods for cryptic transcription
detection from RNA-Seq data. We have developed a probabilistic method based on a
cumulative distribution function in order to identify cryptic transcripts genome-wide. This
method takes into account the variations in gene expression and gene length due to a
randomisation of the data. Applying our method to RNA-Seq data from Saccharomyces
cerevisiae Spt6 mutant cells shows that our method outperforms previously published
methods, providing a good compromise between false positives and false negatives.
Importantly, while previous methods only identify genes within which cryptic transcription
occurs, our method -using a bootstrap approach- allow for the prediction of the position of the

cryptic transcription start sites.

Availability: The package is implemented in R and is available from CRAN. It works on
LINUX/UNIX platforms. Its source code is available from Bitbucket.

Introduction

Transcription normally initiates at defined locations in the genome. In adverse
conditions such as in mutants causing defects in chromatin structure, however, transcription
sometimes initiates from aberrant locations within genes (Smolle and Workman, 2013). This

so-called cryptic transcription is traditionally studied using single gene approaches such as
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Northern blots or RT-qPCR (Cheung et al., 2008; Jeronimo et al., 2015; Kaplan et al., 2003a).
More recently, methods have been developed to identify cryptic transcripts from tiling array
and RNA-Seq data, enabling the study of cryptic transcription at a genome-wide level
(Cheung et al., 2008; DeGennaro et al., 2013; Xu et al., 2009). While higher resolution
techniques such as 3’-Long-SAGE (Neil et al., 2009) would be best suited to identify cryptic
transcripts, reliably identifying cryptic transcripts from RNA-Seq data remains important as

RNA-Seq is the most widely used method for gene expression data analysis.

Because cryptic transcription is, by definition, initiated from within genes, an increase
in the RNA-Seq (or tiling array) signal towards the 3° end of a gene is indicative of a cryptic
initiation site within that gene. This was exploited by Cheung et al. (Cheung et al., 2008) who
successfully identified cryptic transcripts by calculating a 3°/5° ratio from tiling array data.
Later, DeGennaro et al. (DeGennaro et al., 2013) used the shape of the cumulative RNA-Seq
signal from the 3’ end of genes to identify cryptic transcript from RNA-Seq data. Although
both these methods efficiently identified genes within which cryptic transcription occurs, none
of them predicts the position of the cryptic transcription start site (cTSS). In addition, our own
analysis using these methods revealed limited overlap between both methods. This motivated
us to develop a two-in-one method that can predict the occurrence of cryptic transcripts and
their ¢cTSS. The method assesses cryptic initiation using a probabilistic approach and the
permutation of the RNA-Seq data allows eliminating bias related to gene length and

fluctuation in gene expression.

Methods

Identification of cryptic intragenic transcripts

For each position of a gene, the cumulative RNA-Seq signal is calculated by summing
the number of reads/fragments between the given position and the previous position, starting
at the 5° end, in the wild-type and mutant samples (Figure 4A, second panel). The cumulative
values from the mutant are then subtracted from those of the wild-type (Figure 4A, third

panel). The resulting differential cumulative values are then used to calculate, for each
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position of the gene, the perpendicular distance (f value) between the cumulative values and a
diagonal linking the first and last data points (Figure 4A, fourth panel). The f score for a gene
is then obtained by taking the maximum f value minus the minimum f value. In principle, a
high f value should correlate with the presence of a cryptic transcript as it indicates the
presence of excess RNA-Seq reads in the 3’ end of the gene in the mutant compared to the
WT. The f value, however, is also influenced by the expression level and the length of the
gene. In order eliminate these biases, and in order to add a statistical score to the method, the
RNA-Seq values are randomly permutated several times and the f score re-calculated after
each permutation. Those simulated f scores are used to calculate a z score representing the
distance between the observed f score and the distribution of the permutated f scores. That z
score represents the probability that cryptic transcription is initiated somewhere within the

tested genes.

Identification of cryptic transcription start sites (¢TSS)

For each position of a gene, an f value is calculated as described above. The position
where the maximum f (f max) value is reached represents the position where the cryptic
transcript is initiated (cTSS). The exact position of the f max, however, is influenced by local
noise in the RNA-Seq data. In order to identify the position of ¢TSS in a probabilistic manner,
the data is re-sampled several times (each time randomly eliminating a fraction of the values)
and the f max and its position is recalculated for each round. This allows for the identification
of a cryptic zone, a region within the gene where a cryptic transcript is likely to have initiated.
We have defined five ways of identifying cryptic zones. For all the methods, an observed f
value is calculated using the real data and a simulated distribution of f max is calculated by re-
sampling the data several times. For method A, the various positions of the genes where the
corresponding f value is within the simulated distribution defines the cryptic zone. For method
B, the mean f value at each position of the gene is calculated using the simulated data. Then
the position of the gene for which the simulated mean f value is within the simulated
distribution defines the cryptic zone. The method C is similar to method B but instead of
taking the mean simulated f value, the method C considers the positions for which the
simulated f values are within the simulated distribution at each round. Method D is different

from other methods as it only considers the positions where the simulated maximum f value is
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reached to define the cryptic zone. Lastly, the method C Gaussian is similar to method C, but
the Gaussian mean and standard deviation are calculated in order to define the positions where
there is a higher possibility to observe a cryptic initiation event. All the methods differ in the

number or the length of the cryptic zones identified (Figure 5).

Case study

The 3°/5” ratio method (Cheung et al., 2008), the 3’enrichment method (DeGennaro et
al., 2013) and the probabilistic method implemented in the package were used to identify
genes with cryptic transcripts in spt6-1004 cells. All methods successfully identified a set of
11 previously validated cryptic transcripts (Cheung et al., 2008; Kaplan et al., 2003a) (data not
shown). Compared to the number of genes identified by the probabilistic method (1,760
genes), the 3’ enrichment method identified fewer genes (446 genes) while the 3°/5° ratio
method identified a larger number of genes (2,151 genes) (Figure 4B). To evaluate the
accuracy and sensitivity of the methods, 200 genes were randomly selected from those
identified by either method (also including negative controls). The gene list was randomized
and submitted to three lab members who visually inspected the RNA-Seq data on a genome
browser. For each of the 200 genes, each curator had to determine whether they considered the
gene to contain a cryptic transcript or not (Figure 4C). Perhaps as expected, a combination of
any two methods gives the best prediction with more than 70% of the identified genes being
considered positives by the curators. When considering gene identified exclusively by one
method, however, the probabilistic method outperformed the two others with fewer false
positives and better sensitivity than the two other methods. Thus, the probabilistic method

provides a good compromise between false positives false negatives.

For the set of 630 genes identified by the probabilistic method as having an intragenic
cryptic transcript with a stringent z score of at least 20, we used the “method C Gaussian” to
predict position of the transcription start site of the cryptic transcript accurately determined.
First, a sharp increase of the RNA-Seq signal is apparent around the cTSS, similar to what is
observed at the canonical TSS (Figure 4D, left panel). Second, motifs search around cTSS
showed enrichment of TATAWAWR motif, a well-known promoter element (Figure 4D, right
panel).
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Conclusions

The yCrypticRNAs package provides methods for genome-wide identification of cryptic
transcription from RNA-Seq data. The probabilistic method implemented in the package
allows the identification of cryptic transcripts and their cryptic transcription start sites. The
package also implements previously published methods allowing easy study of cryptic

transcription.
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Figure 4. Probabilistic method. (A) Schematic representation of the probabilistic method
workflow. (B) Venn diagram comparing the number of genes with an intragenic cryptic
transcript identified by the 3°/5’ ratio, the 3° enrichment and the probabilistic methods with
allowing 1% of false discovery rate. (C) Expert validation of a set of 200 genes, by visual
inspection of RNA-Seq data on a genome browser. TP: triple positive; P&R: probabilistic and
3°/5’ ratio methods; P&E: probabilistic and 3’ enrichment methods; R&E: 3°/5” ratio and 3’

enrichment methods; P: probabilistic method-only; E: 3’ enrichment method-only; R: 3°/5’
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ratio method-only; TN: triple negative. (D) Meta-gene analysis around canonical and cryptic

transcription start site. TATATAAT motif was used as a control sequence (dashed line).
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Résultats

Avant-propos

Cette section présente un article en préparation. Mon apport dans le manuscrit est
d’avoir participé a la conception de cette étude, réalisé les analyses bio-informatiques servant
a I’identification des transcrits cryptiques ainsi que les analyses d’enrichissement des
séquences (Figures 6, 7, 8, 9 et 10A,B). J’ai également contribué a la rédaction de I’article.
Pierre Collin a congu et réalisé les expériences permettant de valider expérimentalement la
terminaison des transcrits sur le brin antisens (Figure 10C-E). Célia Jeronimo et Francois
Robert ont préparé les ARNSs utilisés pour produire les jeux de données de RNA-seq. Frangois

Robert a congu I’étude et écrit le manuscrit principal.
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Abstract

Transcription can be quite disruptive for chromatin so cells have evolved mechanisms
to preserve chromatin integrity during transcription, hence preventing the emergence of
cryptic transcript from spurious promoter sequences. How these transcripts are regulated and
processed by cells remains poorly characterized. Notably, very little is known about the
termination of cryptic transcription. Here we used RNA-Seq to identify and characterize
cryptic transcripts in Spt6 mutant cells (spt6-1004) in Saccharomyces cerevisiae. We found
polyadenylated cryptic transcripts running both sense and anti-sense relative to genes in this
mutant. Cryptic promoters were enriched for TATA boxes, suggesting that the underlying
DNA sequence defines the location of cryptic promoters. While intragenic sense cryptic
transcripts terminate at the terminator of the genes that host them, we found that anti-sense
cryptic transcripts preferentially terminate at the 3’-end of upstream genes. This led us to
demonstrate that most terminators in yeast are bidirectional, leading to termination and
polyadenylation of transcripts coming from either direction. We propose that S. cerevisiae has
evolved this mechanism in order to prevent spurious transcription from invading neighbouring

genes, a feature particularly critical for organisms with small compact genomes.

Introduction

Transcription initiation occurs at promoters, which in eukaryotes are defined by small
DNA motifs that direct the assembly of a preinitiation complex containing an RNA
polymerase and its associated factors (Lenhard et al., 2012). In recent years, it became evident
that, in addition to DNA sequence, chromatin structure plays critical roles in defining
promoter regions. In Saccharomyces cerevisiae, where chromatin structure has been studied
extensively, promoters are characterized by a nucleosome-free region flanked by well
positioned nucleosomes carrying specific histone post-translational modifications and the
histone variant H2A.Z (Albert et al., 2007). Outside promoters, different epigenetic signatures
decorate nucleosomes, allowing for the prediction of regulatory regions based epigenetic
signatures (Ernst and Kellis, 2010). These chromatin states are highly dynamics, notably

during transcription elongation where histone chaperones, histone acetyltransferases, histone
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deacetylases, histone methyltransferases and chromatin remodelers coordinate with RNA
polymerase II and allow for maintaining proper chromatin structure and epigenetics over
genes (Kwak and Lis, 2013; Smolle et al., 2013). Tampering with these chromatin modifying
enzymes leads to the emergence of cryptic transcription, initiated within genes (Smolle and
Workman, 2013). While this phenomenon is best described in yeast, a recent study suggests
that cryptic transcription initiated within genes also occurs in cancer cells (Muratani et al.,
2014). Maintaining proper chromatin structure and epigenetic state during transcription is
therefore critical for transcription initiation fidelity and may play direct role in human

diseases.

The first evidence that histone chaperones are important for preventing intragenic
cryptic transcription came from the Winston group (Kaplan et al., 2003b). In the course of
confirming microarray data by Northern blots, Kaplan and colleagues made the surprising
finding that a mutant for the transcription-associated histone chaperone Spt6 expresses short
transcripts, initiated from within gene bodies (Kaplan et al., 2003b). This was accompanied
with hypersensitivity to nuclease, leading them to propose that Spt6 prevents cryptic
transcription by maintaining proper chromatin structure during elongation (Kaplan et al.,
2003b). Subsequently, similar phenotypes were shown in mutants for other histone
chaperones, for genes involved in proper expression of histone genes, for histone
methyltrasferase, for demethylases and for chromatin remodelers (Carrozza et al., 2005;
Cheung et al., 2008; Chu et al., 2007b; Du et al., 2008; Du and Briggs, 2010; Hainer and
Martens, 2011; Imbeault et al., 2008; Joshi and Struhl, 2005b; Kaplan et al., 2003b; Li et al.,
2009; Radman-Livaja et al., 2012; Silva et al., 2012; Smolle et al., 2012; van Bakel et al.,
2013). In essence any mutant that contributes to make gene body chromatin looking like
promoter chromatin may contribute to the emergence of intragenic cryptic transcription. This
include, nucleosome loss (Kaplan et al., 2003b), H2A.Z mislocalization (Jeronimo and Robert,
2016), histone acetylation (Carrozza et al., 2005) and increased histone turnover (Smolle et al.,

2012).

While many of the factors involved in repressing cryptic transcription and their
associated mechanisms are known, the repertoire of cryptic transcripts emerging in these

mutants remains ill-defined. In addition, how these transcripts are terminated and processed
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has to our knowledge never been formally investigated. Here, we addressed these questions by
RNA-Seq profiling of spt6-1004 cells. Interestingly, we found that anti-sense cryptic
transcription often terminates at the terminator of the adjacent gene, thanks to the previously

underestimated bi-directionality of most yeast terminators.

Material and methods

RNA-Seq

Cells from spt16-1004 and its respective WT strain were grown to an ODggo of 0.5 at
30°C and shifted to 37°C for 80 min before RNA extraction. Total RNA was extracted using
the hot phenol method. Prior to library preparation, total RNA was either depleted for
ribosomal RNA using the Ribo-zero Gold yeast kit (MRZY 1306) from Epicentre-Illumina or
enriched for polyadenylated RNA using the NEBnext Poly(A) kit from New England Biolabs.
Strand specific RNA-Seq libraries were prepared using the KAPA stranded RNA-Seq library
preparation kit prior to paired-end sequencing on an Illumina Hi-Seq2000. Reads were
mapped to the sacCer3 assembly of the S. cerevisiae genome using Tophat2 (Kim et al.,
2013). Intron length range was set at 50 to 1000 bp and a reference annotation file was

provided to guide the assembly.

Identification of intragenic sense cryptic transcripts

Sense cryptic transcripts were detected from RNA-Seq data using a probabilistic
method we recently developed (Uwimana et al, under review; See also Chapter on
Methodology page 19). For each gene, we assessed the probability of cryptic transcription
initiation (z score) using the probabilistic method implemented in the “genome wide scores”
function using default parameters. The z scores were calculated using values from spt6-1004
and WT cells for which values from replicates were merged together. As a control, we
calculated the z score for each gene comparing the replicates in mutant (spt6-1004cp1/spt6-
1004,ep2) and wild-type (WTep1i/WTiep2) cells. Using the z scores obtained when comparing

replicates, we determined a cutoff by allowing 1% of false discovery.
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For those genes with a high z score, we identified the cryptic transcription start sites
(cTSS). The probabilistic method is based on a cumulative representation of the RNA-Seq,
data providing an f score for each position of genes. This f score is obtained by calculating the
perpendicular distance from the differential cumulative values (spt6-1004 cumulative values
mines WT cumulative values). The position where the maximum f score is achieved represents
the position where the cryptic transcript is initiated as it indicates the position where the RNA-
Seq signal sharply increases. By resampling the data 200 times, each time removing 10% of
the data, we re-calculated simulated values of the f max and its position. This allows for the
identification of a cryptic zone (a region where cryptic transcription is likely to initiate) as
well as the most likely coordinate of the cryptic initiation site. This was done using the
“initation_sites” function with the Gaussian method (method = “methodC gaussian™) and all

other arguments set to default.

Identification of intragenic anti-sense cryptic transcripts

Cryptic transcripts running on the anti-sense strand were detected using Stringtie
(Pertea et al., 2015). The minimum assembled transcript length was set to 100 (-m 100), the
minimum reads per bp coverage to consider for transcript assembly was set to 2 (-c 2), the gap
between reads mappings triggering a new bundle was set to 5 (-g 5) and no reference
annotation file was provided for guiding the assembly process. We next removed all the
transcripts that overlapped with known annotation on the same strand to keep the novo anti-
sense cryptic transcripts. The fragments per kilobase per million mapped reads (FPKM) for
each anti-sense cryptic transcript was calculated in WT and in spt6-1004 cells and anti-sense
transcripts having at least 4 FPKM and a log, fold change of at least 1.25 were kept for further

analysis.

Promoter sequence analyses

The yeast genome was scanned for the TATA box consensus sequence in S. cerevisiae
(TATAWAWR) and a very close sequence with only one mismatch (TATATAAT) using
HOMER (Heinz et al., 2010). A score of 1 was set to each position where a motif was found.
The resulting scores were used to look at the sequence distribution around canonical and

cryptic promoters using VAP (Brunelle et al., 2015; Coulombe et al., 2014).
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Terminator motif analyses

The yeast genome was scanned for the “efficiency” (UAUAUA, UACAUA,
UAUGUA) and “positioning/A-rich” (AAUAAA, AAAAAA) motifs as described in (Graber
et al., 1999). Because these A/T-rich motifs are frequently found in the genome but require a
stereotypical organization to be functional (Graber et al., 1999), we required each positioning
motif to be within 50bp upstream of a positioning motif and vice-versa. A score of 1 was set to
each position where motifs were found. The resulting scores were used to look at the motifs
distribution relative to genes on both sense and anti-sense strands using VAP (Brunelle et al.,

2015; Coulombe et al., 2014).

Identification of bidirectional or unidirectional terminators

Gene terminators that are challenged by a cryptic transcript were classified as
unidirectional or bidirectional as follow. Unidirectional terminators are defined as terminators
that allow termination of their corresponding sense transcripts but are inefficient at terminating
anti-sense transcription while bidirectional terminators are defined as terminators allowing for
both sense and anti-sense transcription termination. Terminators were classified as
bidirectional if they allow termination of anti-sense transcription within a 500 bp window
around their transcription termination sites (TTS). Which means that an anti-sense transcript
terminating 250 bp before or after a gene’s TTS was considered to be terminated at that
terminator. This method identified 579 bidirectional terminators. However, we noticed many
anti-sense transcripts for which the RNA-Seq signal drastically decreased, but did not
completely disappear, around TTS. These are indication of terminators that are bidirectional
but with weaker activity. To identify those weak bidirectional TTS, we used a probabilistic
method similar to that used to identify cryptic transcripts. For each gene, we calculated the
probability of a termination event in the -250 and +250 bp region around their TTS on the
anti-sense strand, using both the f score and the z score. We found that genes with an anti-
sense cryptic transcript terminating in their 3’-end tend to have very low f and z scores. We
thus selected bidirectional promoters having f and z scores values smaller than -94.47 and -

11.35 respectively. These cutoffs allow 15% and 5 % of false discovery respectively, based on
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WT replicates. Using this approach, we identified 97 weak bidirectional terminators.
Unidirectional terminators were identified by selecting TTS that overlap an anti-sense cryptic
transcript, but are located at least 250 bp away of the cryptic transcription termination site. We

found 150 unidirectional terminators using this criterion.

Termination assays

Putative terminator sequences were tested using a modified version of the assay
developed by Carroll et al to test snoRNA terminators (Carroll et al., 2004). In this system, the
HIS3 gene is expressed from a plasmid under the control of the ADHI promoter and putative
terminators are cloned between the promoter and the HIS3 gene allowing for termination to be
monitoring by growth on plates lacking histidine. To adapt this assay to protein-coding gene
terminators, we inserted the 5> UTR (627 bp) from the YNR051C gene between the promoter
and the HIS3 open reading frame. This creates space between the promoter and the cloning
site for the putative terminators, therefore mimicking the promoter-terminator organization
found in typical yeast protein-coding genes. Putative terminators (500bp fragments) were then
cloned downstream of this 5° UTR and termination was monitored by Northern blotting using
a single stranded RNA probe corresponding to the YNR05/C 5> UTR. Northern blotting was
used instead of growth on histidine minus plates since the terminators tested often contain
ATG codons. Northern blots were performed using fluorescent probes as described previously

(Jeronimo et al., 2015).

Results

A probabilistic method for the identification of intragenic sense cryptic transcripts from
RNA-Seq

The genome-wide identification of intragenic sense cryptic transcripts is not trivial
since these transcripts are embedded within genes. Previous studies have identified genes
hosting a cryptic transcript by seeking for genes with excessive signal in the 3’ portion of

genes using either tiling arrays or RNA-Seq (Cheung et al., 2008; Li et al., 2007b). This

34



3

approach suffers from the fact that RNA-Seq signal can be quite “wavy”, leading to the
introduction of randomness in the 3°/5’ ratio measurements. More recently, DeGennaro et al
looked at the cumulative RNA-Seq signal starting from the 3’-end to identify genes with
excessive signal in the 3’-end in Schizosaccharomyces pombe spt6-1 cells relative to WT
(DeGennaro et al., 2013). This method generates fewer false positives than the 3°/5° ratio
method but suffers from a lack of sensitivity (Uwimana et al, under review). In addition,

neither of these methods allows for the mapping of the 5’-end of cryptic transcripts (i.e.

cryptic promoters) as they only predict which genes are hosting a cryptic transcript.

In order to alleviate these limitations, we developed a probabilistic method for the
identification of intragenic cryptic transcripts from RNA-Seq experiments (Figure 6A; See
also Chapter on Methodology page 19). Briefly, for each position of a gene, the cumulative
RNA-Seq signal is calculated by summing the number of reads per fragments between the
given position and the previous position (from 5’ to 3”). The cumulative values from the WT
are subtracted from those of the mutant and the perpendicular distance (f value) between the
differential cumulative values and a diagonal linking the first and last data points is calculated.
The f score for a gene is then obtained by taking the maximum f value minus the minimum f
value. High f values correlate with the presence of a cryptic transcript as it indicates the
presence of excess RNA-Seq reads in the 3’-end of the gene in the mutant compared to the
WT. In order to add a statistical score to the method, and also to remove biases from gene
length and gene expression levels, which both can impact on the f score, the RNA-Seq values
are randomly permutated several times and the f score re-calculated after each permutation.
Those simulated f scores are used to calculate a z score representing the distance between the
observed f score and the distribution of the permutated f scores. The z score represents the
probability that cryptic transcription is initiated somewhere within the tested genes. In
addition, the method allows for the identification of the position where the cryptic transcript is
initiated by considering the position where the maximum f (f max) value is reached. This f
max value is computed several times by re-sampled the data (each time randomly eliminating
a fraction of the values) allowing for the identification of a “cryptic zone”, a region within the
gene where a cryptic transcript is likely to have initiated, as well as the most likely cTSS

coordinate. A more detailed description of the method, as well as its benchmarking with
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previously published methods, is described elsewhere (Uwimana et al, under review; See
Chapter on Methodology page 19). The method is embedded with the R package
yCrypticRNAs available at (https://cran.r-
project.org/web/packages/yCrypticRNAs/index.html).

Pervasive sense and anti-sense transcription in spz6-1004

Applying the method described above to RNA-Seq experiments generated from
poly(A)-enriched RNA preparations identified 1,703 intragenic sense cryptic transcripts in
spt6-1004 cells (with a false discovery rate of 1%). Importantly, this list includes all the
previously confirmed cryptic transcripts for this mutant, namely FLOS, RAD18, SPB4, STE11,
VPS72, APM2, DDCI, SYF1, OMS1, PUS4 and CHS6 (Figure 7A).

Contrarily to intragenic sense cryptic transcripts, anti-sense cryptic transcripts are more
easily identified since very little signal is detected on the anti-sense strand of genes in WT
cells. We therefore used a standard assembler (Pertea et al., 2015) to identify de novo
transcripts overlapping annotated genes on the anti-sense strand (Figure 6B). Using this
approach, we identified 1,616 anti-sense cryptic transcripts, overlapping 1,491 genes, in spz6-
1004 cells. Tampering with Spt6 therefore leads to widespread cryptic transcription running
both sense and anti-sense relative to genes, consistent with previous studies in budding
(Cheung et al., 2008; van Bakel et al., 2013) and fission yeasts (DeGennaro et al., 2013).
Interestingly, anti-sense cryptic transcripts are globally expressed at lower levels than those on
the sense strand (Figure 7B). It is not clear whether this is due to differences in transcription or
RNA stability, although cryptic transcripts from both strands appear to be polyadenylated (see
below). Sense and anti-sense transcripts emerge from the same gene slightly more often than
expected by chance but we often detect genes with a cryptic transcript running only in one
direction (Figure 7C). Mapping the 5’ ends of anti-sense cryptic transcripts relative to the
position of the 5’ ends of the sense cryptic transcripts revealed that both sense and anti-sense

cryptic transcripts tend to initiate from the same region within a given gene (Figure 7D).

Cryptic promoters are enriched for TATA box sequences

We next asked whether cryptic promoters share sequence attributes with canonical

promoters. The best characterized core promoter motif is the TATA box. We therefore
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mapped the occurrence of the TATAWAWR sequence around predicted sense and anti-sense
cryptic promoters. The motif was shown enriched 50-100 bp upstream of cTSS, a pattern
similar to what is observed at the TSS of annotated genes (Figure 7E). A control motif with a
single mismatch did not show any enrichment, demonstrating the specificity of the signal.
TATA box enrichment, however, was lower at ¢TSS than at the TSS of annotated genes,
suggesting that cryptic promoter may preferentially use different types of promoter elements.
Alternatively, this may reflect imperfect mapping of some cTSS, especially in the sense
direction. The presence of TATA elements within cryptic promoters suggest that these
promoters may be regulated by the same mechanism as their canonical counterparts. This
result is consistent with the fact that genes with an intragenic TATA box were shown to be
three time more likely to express a sense cryptic transcript in spt6-1004 cells (Cheung et al.,
2008) and with mutational analyses which demonstrated that a cryptic transcript within the
FLOS gene requires an intragenic TATA box (Kaplan et al.,, 2003b). Altogether, our data
suggests that while nucleosome depletion is the driving force for the emergence of cryptic
initiation, the underlying DNA sequence, such as the TATA box motif, is defining the location

of the cryptic promoters.

Anti-sense cryptic transcripts terminate at the 3’-end of the adjacent gene via the

poly(A)-dependent termination pathway

Intragenic sense cryptic transcripts naturally terminate at the terminator site of the gene
hosting them, but where does anti-sense cryptic transcription terminate? Visual inspection of
the data revealed that many anti-sense cryptic transcripts terminate near the 3° end of the
upstream gene (See Figure 8A for an example). In order to systematically test whether anti-
sense cryptic transcripts tend to terminate in this region, we mapped the 3’-end of anti-sense
cryptic transcripts relative to annotated genes. Interestingly, anti-sense cryptic transcripts tend
to terminate in the 3’ region of the adjacent gene (Figure 8B). These regions contain
terminators but these are on the opposite strand. This prompted us to investigate whether know
DNA motifs involved in polyadenylation-dependent termination were present on both strands
in terminator regions. In silico and experimental analyses have defined yeast terminators as an

array of motifs often referred to as the “efficiency”, “positioning/A-rich”, “near upstream/U-

rich”, “polyadenylation site” and “near downstream/U-rich” motifs ((Graber et al., 1999) and
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references therein). In order to look for evidence of terminators on the anti-sense strand we
mapped the density of the “efficiency” and “positioning” motifs (the other motifs having poor
information content on their own), relative to genes, on both stands. We only considered
motifs occurring in the correct arrangement (“efficiency” being always upstream of
“positioning”). As expected, when looking on the sense strand, we found enrichment for both
motifs at the 3’-end of annotated genes (Figure 8C, D, blue). Surprising, however, both motifs
were also enriched on the anti-sense strand (Figure 8C, D, gold). The position of these
termination motifs is consistent with anti-sense cryptic transcript coming from the downstream

gene, being terminated at these sites via the polyadenylation-dependent termination pathway.

Our RNA-Seq experiments were performed on poly(A)-enriched RNA, suggesting that
anti-sense cryptic transcripts are indeed polyadenylated. We noticed, however, that the level of
anti-sense cryptic transcripts is on average 1.6 (mean) fold less abundant than those on the
sense strand (See Figure 7B), suggesting that they may be terminating via another pathway
leading to less stable transcripts. In order to address this issue, we repeated the RNA-Seq
experiments using ribosomal RNA depletion and poly(A)-enrichment in parallel starting from
the same total RNA preparations. Quite strikingly, the expression level of anti-sense cryptic
transcripts in both datasets is very similar in all aspects (Figure 8E). Notably, the expression
level of anti-sense cryptic transcripts is similarly lower than that of sense cryptic transcripts
using both methods (Figure 9), further supporting the idea that both the sense and anti-sense

cryptic transcripts terminate via the polyadenylation-dependent termination pathway.

Most yeast terminators are bi-directional

The data shown above implies that many, perhaps most, yeast terminators are
functionally bi-directional. Terminator bi-directionality has been described anecdotally for a
few yeast genes (Egli and Braus, 1994; Egli et al., 1997; Irniger et al., 1991), but its
prevalence was never thoroughly investigated. Among the eight terminators that were
previously shown to be bi-directional (4RO4, TRPI1, TRP4, ADHI, CYCI, GALI, GAL?7,
GALI0), only one, ARO4, is facing a cryptic transcript coming from the anti-sense strand in
spt6-1004 cells. Satisfyingly, this cryptic transcript indeed terminates around the ARO4

terminator (not shown) demonstrating that our data can capture terminator bidirectionality.
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Because hundreds of anti-sense cryptic transcripts emerge in spt6-1004 cells, we reasoned that
this could be used as an opportunity to classify terminators as uni- or bidirectional. From the
1,616 anti-sense cryptic transcripts identified in spt6-1004 cells, we could predict the
directionality of 826 terminators. Of those, 676 were classifies as bidirectional and 150 as
unidirectional (see Methods) (Figure 10A). Figure 10B shows examples of bidirectional (left)
and unidirectional (right) terminators identified in our analysis. Visual inspection of these
putatively unidirectional terminators suggests that many of them are likely to be bidirectional
but were not captured by our directionality prediction algorithm. These analyses predict that

more than 80% of yeast promoters are functionally bidirectional.

In order to challenge that prediction, we tested bi-directionality on a set of terminators
from each group. For that, we modified a previously developed genetic system where
candidate terminators are cloned downstream of a strong promoter driving the expression of a
HIS3 gene on a plasmid allowing terminator efficiency to be monitored by Northern blotting
(Carroll et al., 2004) (See Figure 10C). As expected, all terminators tested were active in this
assay when tested in their natural (sense) orientation (Figure 10D, E). When cloned in the
inverted orientation (anti-sense) however, all terminators predicted to be bidirectional were
efficient at terminating transcription when used in the reverse orientation, confirming their
bidirectionality (Figure 10D). Among the terminator predicted to be unidirectional, some
behaved as expected but others were active in the reverse orientation as well (Figure 10E),
confirming that our predictions are overestimating the number of unidirectional terminators.
These experiments validate our predictions and establish bidirectionality as a prevalent
characteristic of most yeast terminators. Importantly, these analyses clearly show that
terminator bidirectionality allows for the termination of anti-sense cryptic transcription from

invading neighbouring genes.

Discussion

We provide a detailed analysis of cryptic transcription in spt6-1004 cells using RNA-
Seq. Consistently with previous work, we found cryptic transcripts running both sense and
anti-sense relative to annotated genes in this mutant. Cryptic promoters are enriched for TATA

motifs suggesting that DNA sequence is the main determinant of cryptic promoters, despite
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chromatin structure disruption being the driving force for their usage. Surprisingly, we
observed that anti-sense cryptic transcription tends to terminate near the 3’-end of the
upstream gene. This prompted us to systematically predict the ability of yeast terminators to
terminate transcription coming from the other direction. Quite strikingly, we found that most
terminators (more than 80%) are efficient at inducing termination and polyadenylation of anti-
sense transcripts. Consistently, we found that DNA motifs characteristic of yeast terminators
are enriched on both strands in the 3’end of genes. We therefore conclude that most yeast

terminators are functionally bidirectional.

Promoters in S. cerevisiae are intrinsically bidirectional but divergent transcription is
rapidly terminated via the Nrdl pathway. This pathway prevents divergent transcription,
initiated at canonical promoters from invading the upstream gene. From our data, it appears
that contrarily to divergent transcription, cryptic anti-sense transcription is not efficiently
terminated via this pathway. Indeed, these transcripts are not terminated in the promoter
region of the gene that host them (as do divergent transcripts) but rather read through the
intergenic region until they reach the terminator region of the upstream gene, where they
terminate via the polyadenylation pathway. Why is the Nrdl termination pathway inefficient
at terminating anti-sense cryptic transcription is not known but the status of the C-terminal
domain of RNAPII may be part of the answer. Indeed, the Nrd1 pathway relies mainly on P-
Ser5, while the polyadenylation pathway proceeds via P-Ser2. When an RNAPII molecule
transcribing an anti-sense cryptic transcript reaches the Nrdl sites in the promoter region of
the gene hosting them, it has already transcribed longer than an RNAPII molecules that would
have initiated divergently from that promoter. The CTD phosphorylation status of these
RNAPII is therefore likely not optimal for Nrd1-dependent termination (too low P-Ser5 and

too high P-Ser2), perhaps explaining why termination via this pathway is inefficient.

Interestingly, our analysis of published RNA-Seq data from spr6-1
Schizosaccharomyces pombe cells shows that cryptic anti-sense transcripts in this organism
preferentially terminate around promoter regions, rather than terminator region, suggesting
that fission yeast has evolved different mechanisms for coping with the termination of anti-

sense cryptic transcription (data not shown). Why both yeasts use different mechanisms is not
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clear but differences with regards to transcription termination between these two species have

been reported before.

Our analysis was performed on RNA-Seq data from cells that have functional RNA
degradation pathways, which implies that the cryptic transcripts we detected are stable. Future
experiments using combinations of Spt6 and exosome mutations, -or using technique such as
NET-Seq or GRO-Seq that measure ongoing transcription- may reveal additional cryptic
transcripts, perhaps terminated by alternative pathways in histone chaperone mutants. The use
of higher resolution approaches to map the 5* and 3’ ends of these transcripts shall also help

decipher how cryptic promoters emerge and how cryptic transcription is terminated.

Another important aspect about cryptic transcription is the impact it may have on the
expression of bona fide genes. This question is especially important because knowing that
cryptic transcription occurs in cancer cells. It is increasingly recognized that non-coding
transcripts and non-coding transcription can regulate gene expression through multiple
mechanisms. It therefore appears likely that the emergence of massive spurious transcription
as observed in spt6-1004 cells would impact the expression of bona fide genes, notably those
that host a cryptic transcript. Unexpectedly, however, we failed to show any significant effect
of the presence of a cryptic transcript (should it be sense or anti-sense) on the expression of
the gene hosting it. Indeed, while the expression of protein-coding genes is widely affected in
spt6-1004, we found no correlation between these defects and the presence of cryptic
transcription. This is not to say that cryptic transcription has no impact on gene expression, but
simply that our data does not allow measuring it. We surmise that using mutants with less
dramatic effect on chromatin structure (e.g. mutants in the Set2 pathway) may be better suited

for addressing this important question.
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anti-sense cryptic transcripts. (C) Venn diagram comparing the number of genes having
intragenic sense cryptic transcripts and overlapping with anti-sense cryptic transcripts.
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terminators predicted to be unidirectional. * Endogenous transcript of the 5’-UTR of the

reporter gene.
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Discussion

La méthode probabiliste

La méthode probabiliste développée dans ce projet est un nouvel outil qui permet la
détection de transcrits cryptiques a partir de données de séquencage d’ARN a haut débit. Nous
avons démontré que cette méthode performe mieux que les méthodes antérieures, soit la
méthode du ratio 5°/3” et la méthode d’enrichissement en 3°. Premiérement, nous avons trouvé
que la méthode d’enrichissement en 3’ est capable de détecter seulement 446 geénes,
comparativement a la méthode du ratio 5°/3” et a la méthode probabiliste qui détectent 2151 et
1760 genes respectivement. Ce nombre étant trés petit comparé aux autres méthodes suggere
que la méthode de I’enrichissement en 3° génére beaucoup de faux négatifs. Aussi, on pourrait
étre porté a croire que cette méthode en détecte peu mais qu’elle est trés spécifique, c’est-a-
dire que le peu de génes identifiés sont en effet de vrai cas de génes ayant des transcrits
cryptiques dans leurs régions codantes. Toutefois, lors de la validation des génes détectés par
les différentes méthodes, les curateurs ont trouvé que 55 % des geénes détectés uniquement par
la méthode de I’enrichissement en 3’ étaient des faux positifs. Quant a la méthode du ratio
5°/3” nous avons trouvé qu’elle détecte un grand nombre de genes comparativement a la
méthode probabiliste, suggérant un manque de spécificit¢ de cette méthode, c’est-a-dire
qu’elle génererait beaucoup de faux positifs. En effet, lors de la validation, les curateurs ont
trouvé 57 % de faux positifs comparativement a 34 % pour les génes uniquement identifiés par
la méthode probabiliste. Toutefois, il faut noter que la combinaison des trois méthodes permet
de détecter les génes ayant des transcrits cryptiques avec seulement 11% de faux positifs et la
combinaison de deux méthodes permet également une bonne détection avec en moyenne 23%

de faux positifs.

Bien que la combinaison des méthodes permette une meilleure spécificité pour la
détection des genes ayant des transcrits cryptiques, 1’utilisation de la méthode probabiliste est
tout de méme plus avantageuse. La méthode probabiliste est en mesure d’identifier des genes
non identifiés par les deux autres méthodes et ce avec un faible taux de faux positif (34%).

Cette spécificité est probablement due au fait que cette méthode tient compte des fluctuations



du signal d’ARN le long des geénes et des variations dans les longueurs des geénes grace a la
randomisation des données. De plus, la méthode probabiliste posséde un deuxiéme volet qui
permet d’identifier les sites d’initiation des transcrits cryptiques. Ainsi, en utilisant cette
méthode, il est possible d’annoter les transcrits cryptiques intragéniques. L’annotation des
régions ou les transcrits cryptiques sont initiés pourrait grandement faciliter I’étude des
mécanismes qui régulent la transcription cryptique, notamment dans la recherche des motifs

d’ADN qui caractérisent les promoteurs cryptiques.

En utilisant la méthode probabiliste, nous avons détecté une région cryptique située
entre +1671 et +1757 pb par rapport & I’ATG pour le géne FLOS (YERI09C) avec un site
d’initiation cryptique préférentiellement situé a +1714 pb. Les sites d’initiation cryptique dans
le gene FLOS ont été déterminés par extension d’amorce en 2003 (Kaplan et al., 2003a). Ces
régions sont +1679, +1684 et + 1685 pb et ils sont tous compris dans la région cryptique que
nous avons identifiée. De plus, nous avons observé une réelle augmentation du signal d’ARN
aux alentours des sites d’initiation cryptiques pour I’ensemble des génes. Toutefois, il
semblerait que notre méthode ait un biais dans la détection des zones cryptiques, celles-ci
étant un peu plus en aval qu’observée par curation visuelle des résultats. Ceci est
probablement di a I’essence méme de la méthode puisque celle-ci se base sur une cumulation
des données le long des génes. Une augmentation significative du signal n’est observée que
quelques bases en aval de la position a laquelle il y a un gain important de signal d’ARN.
Ainsi, bien que la méthode soit efficace, elle reste a améliorer. Une approche possible serait
d’inclure une variable d’ajustement prenant en compte le niveau d’augmentation du signal et

le nombre de paires de bases permettant cette augmentation.

La transcription cryptique sur les brins sens et antisens dans les

cellules spt6-1004

Grace a la méthode probabiliste, nous avons ¢été en mesure d’identifier un grand nombre de
geénes ayant un ou des promoteurs cryptiques dans leur région codante sur le brin sens dans des
cellules mutantes pour la chaperonne d’histone Spt6. La totalité des génes pour lesquels des

expériences de northern blot ont confirmé la présence de transcrits cryptiques ont été identifiés
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avec succes par la méthode probabiliste. Nous avons également pu identifier les promoteurs
cryptiques sur le brin antisens par rapport aux genes. Jusqu’a présent, la transcription
cryptique sur le brin antisens dans les cellules spt6-1004 n’est pas encore bien caractérisée.
Ceci est sirement di au fait que ces transcrits sont difficilement détectables dans des
expériences de puces a ADN. En séquencant de manicre brin-spécifiques les ARNs totaux,
nous avons été en mesure de détecter les ARNs cryptiques sur le brin antisens. La premiere
observation que nous avons faite est que ces transcrits antisens sont moins exprimés que ceux
sur le brin sens méme si, en termes de nombre, ils sont aussi fréquents que ceux sur le brin
sens. Nous avons ensuite voulu savoir si ces transcrits antisens étaient en réalité autant
exprimés que les transcrits sur le brin sens mais que pour d’autres raisons nous n’étions pas en
mesure de bien les détecter avec notre méthode. Les expériences étant faites dans un contexte
ou la machinerie de dégradation de ’ARN est fonctionnelle suggere que les transcrits
cryptiques ne sont pas rapidement dégradés par I’exosome. La différence d’expression
observée entre les transcrits cryptiques sur le brin sens et antisens pourrait-elle étre dii a une
différence de transcription plutdt qu’a une différence dans leur mode de dégradation ? Nous
avons vu que les deux types de transcrits cryptiques sont riches en boite TATA dans leur
région promotrice suggérant qu’ils sont tous les deux régulés par les mémes mécanismes qui
régulent les promoteurs canoniques. Nous avons aussi cherché a savoir si ces transcrits
antisens étaient polyadénylés ou non, ce qui pourrait expliquer le fait que 1’on les détecte
moins dans nos expériences. En re-séquencant les ARNs totaux mais cette fois en digérant les
ARN ribosomaux plutét que d’enrichir les ARN polyadénylés, nous n’avons remarqué aucune
différence significative entre les deux ensembles de données en termes d’expression des
transcrits antisens. Afin de bien comprendre les mécanismes qui régulent ces transcrits et pour
pouvoir expliquer la différence d’expression sur les deux brins, d’autres travaux seront

nécessaires.

Nous avons aussi découvert qu’il y a une relation entre la transcription cryptique sur
les brins sens et antisens, excluant I’hypothése que la transcription cryptique serait un
phénoméne complétement aléatoire. En effet, nous avons trouvé que les transcrits sur les brins
sens et antisens ont tendance a initier a ’intérieur d’un méme geéne plus souvent qu’attendu

par la chance. De plus, lorsqu’ils sont initiés dans le méme géne, les transcrits cryptiques ont
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le plus souvent tendance a initier dans la méme région. Ceci suggere que la transcription
cryptique n’est pas totalement aléatoire et qu’il existe un mécanisme faisant en sorte que le
plus souvent la transcription cryptique se fait a partir d’une zone cryptique et ce sur les deux
brins. Une hypothése possible serait que plusieurs promoteurs cryptiques permettent
I’initiation de la transcription de maniere bidirectionnel comme c’est le cas pour certains

promoteurs canoniques.

Promoteurs cryptiques

Nous avons démontré que les promoteurs cryptiques étaient significativement enrichis
en boite TATA autour de 50 a 100 pb en amont des sites d’initiation prédits. Ces motifs étaient
par contre moins enrichis dans les promoteurs cryptiques comparativement aux promoteurs
canoniques. Ceci peut étre dii au fait que les promoteurs cryptiques utilisent préférablement
d’autres séquences que nous n’avons pas €t¢ en mesure de détecter. Une autre possibilité serait
que ces promoteurs utilisent d’autres variantes de la séquence TATA (avec 1 ou plusieurs non-
appariements) mais puisque ces motifs sont fortement enrichis dans le génome, il est difficile
d’apprécier leur enrichissement dans les promoteurs cryptiques. Une autre possibilité serait
que notre méthode ne permet pas de déterminer efficacement les sites d’initiations avec
suffisamment de précision, biaisant ainsi I’enrichissement observé. Comme discuté plus tot,
notre méthode posseéde un léger biais en estimant les sites d’initiation quelques paires de base
en aval des sites réels. Ainsi, avec une meilleure prédiction, nous serions en mesure
d’apprécier d’avantage 1’enrichissement des motifs TATA dans les promoteurs cryptiques et

¢ventuellement d’identifier d’autres motifs spécifiques a ces promoteurs.

Ce que I’on peut dire pour 'instant, c’est que la présence des motifs TATA suggere
que les promoteurs cryptiques sont régulés de la méme maniere que les promoteurs
canoniques. Il ne fait aucun doute que la déplétion des nucléosomes dans les cellules spt6-
1004 est a la base de la transcription cryptique, puisqu’en absence de nucléosomes la
machinerie de transcription est capable de lier des régions semblables a des régions
promotrices pour initier les transcrits cryptiques. Toutefois, selon les résultats que nous avons,
la déplétion seule des nucléosomes n’est pas suffisante puisque nous identifions un méme

ensemble de promoteurs cryptiques dans les cellules mutantes pour Spt6 et Sptl6, alors que
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les deux chaperonnes d’histones n’affectent pas le positionnement des nucléosomes de la
méme maniere. Nous croyons que c¢’est plutdt la séquence en nucléotide d’une région codante
(en occurrence la présence de motifs TATA) combinée a une ouverture de la chromatine
(causée par l’absence de facteurs qui régulent le positionnement des nucléosomes) qui

détermine la position des promoteurs cryptiques.

La bidirectionnalité des terminateurs chez S. cerevisiae

Etant initiés a lintérieur d’un géne, les transcrits cryptiques sur le brin sens sont
transcrits jusqu’au terminateur du gene auquel ils sont issus. Ces terminateurs étant actifs et
efficaces pour terminer 1’expression des genes, il n’y a a priori aucune raison pour ne pas
terminer les transcrits cryptiques initiés en amont de ceux-ci. Par contre, nous avons observé
que les transcrits cryptiques sur le brin antisens empruntent également les terminateurs des
génes, en terminant préférentiellement au terminateur du géne en amont. Nos résultats
démontrent également que ces transcrits antisens sont polyadénylés et stables, puisque détectés
dans un contexte ou la machinerie de dégradation est fonctionnelle. Ceci suggere que ces
transcrits sont terminés par la voie poly(A)-dépendante comme c’est le cas pour les génes. Les
transcrits cryptiques médiés par Spt6 se comporteraient donc comme des SUTs plutdét que
comme des CUTs. Premiérement, les transcrits observés dans cette étude sont stables et
polyadénylés comme les SUTs alors que les CUTs sont rapidement dégradés. En effet, lorsque
la machinerie de dégradation des ARNs n’est pas altérée, les CUTs sont rapidement dégradés
par I’exosome nucléaire via la voie Nrd1/Nab3/Senl, alors que les SUTs sont stables et
terminent par la voie de clivage/polyadénylation Pcfl1-dépendante. Deuxiémement, les CUTs
mesurent entre 200 et 500 pb alors que les SUTs sont plus long avec une longueur médiane de
761 pb. Les transcrits antisens que nous observons sont beaucoup plus long que les CUTs avec
une longueur médiane de 1092 pb. La voie Nrdl-dépedante étant bien connue pour agir sur
des courts transcrits tels que les CUTs et les petits ARNs nucléolaires (snoRNA), il est peu
probable qu’elle agisse sur les transcrits décris dans cette étude. Toutefois, 1’utilisation de
méthodes de séquencage de transcrits naissants, dans un contexte ou les différentes voies de
terminaison seraient inactivées, pourrait nous permettre de mieux comprendre le mécanisme

de terminaison des transcrits cryptiques initiés sur le brin antisens aux genes.
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Conclusions

Dans le but de mieux comprendre la transcription cryptique dans les cellules spt6-
1004, nous avons séquencé les ARNs totaux de cette souche de maniere brin-spécifique. Nous
avons développé une méthode probabiliste nous permettant 1’identification des transcrits
cryptiques ainsi que leurs sites d’initiation a 1’échelle génomique. Nous avons démontré que
cette méthode surpasse celles précédemment décrites dans la littérature en termes de
sensibilité.

Nous avons pu identifier plusieurs transcrits cryptiques initiés sur les brins sens et
antisens par rapport aux genes. Ces transcrits sont enrichis en motifs TATA dans leurs régions
promotrices ce qui suggere d’une part qu’ils sont régulés par les méme mécanismes qui
régulent les génes et d’autre part, que c’est la séquence en nucléotides qui détermine la

position des promoteurs cryptiques dans le génome.

Nous avons démontré que les transcrits cryptiques sur le brin antisens terminent
préférentiellement aux extrémités 3’ des geénes en amont. Ces transcrits antisens étant
polyadénylés et stables, ceci nous amene a proposer que les terminateurs chez S. cerevisiae ont
évolu¢ pour terminer la transcription de maniére bidirectionnelle afin d’empécher la

transcription cryptique d’envahir les geénes voisins.
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