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RESUME

Caractérisation de I’homologue de PABPNI1 (Poly(A)-Binding Protein Nuclear 1)

chez la levure a fission Schizosaccharomyces pombe.

Par
Caroline Lemieux

Département de Biochimie

These présentée a la Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé en

vue de I’obtention du grade de Philosophiae Doctor (Ph.D.) en Biochimie

Deux classes de poly(A)-binding protein (PABP) lient la queue poly(A) des ARNm
chez la plupart des mammiferes: PABPC1 au cytosol et PABPN] au noyau. PABPCI1
stimule la traduction des ARNm tandis que PABPN1 stimule la processivité de la poly(A)
polymérase tout en contrélant la taille des queues poly(A). Il est a noter que les orthologues
de PABPC1 sont bien caractérisés chez la levure, toutefois un homologue de PABPN1

n’avait jamais été identifié.

Précédemment, le Dr. Bachand avait réalisé une purification par affinité avec la
protéine d’arginine méthyltransférase I (Rmtl) couplée a la spectrométrie de masse, ce qui
a permis d’identifier I’homologue de PABPN1 (Pab2) chez la levure a fission. Différentes
expériences ont démontré que Pab2 est une protéine nucléaire non-essentielle qui lie
spécifiquement des séquences poly(A) in vitro. Pab2 a €té identifiée par son interaction
avec Rmtl et cette enzyme méthyle les arginines présentes dans le domaine riche en
arginine de la protéine Pab2. Cette modification post-traductionnelle n’affecte pas la
localisation nucléaire et 1’affinité aux séquences poly(A) de Pab2. Par contre, les niveaux
d’oligomérisation de Pab2 sont nettement augmentés lorsque Pab2 n’est plus méthylée. De
plus, les ARNs provenant de cellules Apab2 sont hyperadénylés, ce qui corrobore avec la

fonction de PABPN1 a contréler la taille des queues poly(A) in vitro.
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Par la suite, j’ai caractérisé I’implication de Pab2 durant la maturation du pré-ARNm.
Des essais d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) ont établi que Pab2 est recrutée
co-transcriptionnellement aux genes activement transcrits. De fagon surprenante, mes
¢tudes ont démontré que le recrutement de Pab2 précéde celui d’un facteur impliqué dans le
clivage et la polyadénylation. De plus, le recrutement de Pab2 dépend de I’ARNm naissant.
Conséquemment, j’ai voulu identifier les protéines associées a Pab2. Ainsi, une purification
d’affinité par tandem couplée a la spectrométrie de masse a révélé que Pab2 est associée a
plusieurs protéines ribosomales ainsi que des facteurs de traduction générale. Ces données
étaient étonnantes puisque la traduction des ARNm implique la protéine Pabl. Par
conséquent, il était pertinent de vérifier le role possible de Pab2 sur la traduction. A priori,
J’ai confirmé que Pab2 fait la navette entre le noyau et le cytosol, ce qui concorde avec
I’orthologue PABPNI1. Par la suite, j’ai démontré qu’une fraction de la protéine Pab2

demeure associée aux ARNm activement traduits.

11 devenait alors intéressant de connaitre les cibles de Pab2. L’analyse génomique a
établi que Pab2 régule I’expression de certains transcrits, tels que les génes méiotiques, les
snoRNAs et les rétrotransposons. Pour la suite de mes recherches, je me suis concentrée sur
le gene codant pour la protéine ribosomale de la large sous-unité Rpl30-2, dont I’expression
augmente de 4 fois en absence de Pab2. Il est intéressant de noter que le changement
d’expression de Rpl30-2 dans une souche Apab2 dépend de la présence de 1’intron Rpl30-2.
Mes travaux démontrent que ’expression de Rpl30-2 est régulée au niveau du pré-ARNm
par Pab2 et Rrp6, une composante de I’exosome nucléaire. De plus, I’analyse du
transcriptome par RNA-seq a établi que ce mécanisme permet de réguler ’expression d’une
soixantaine de génes qui sont inefficacement épissés. En ce qui concerne Rpl30-2,

’épissage de ce transcrit est ralenti par Rpl30-1, le paralogue de Rpl30-2.

L’ensemble de mes travaux ont pu caractériser I’homologue de PABPN1 (Pab2)
chez la levure a fission tout en établissant une fonction spécifique pour cette poly(4)-
binding protein.

Mots-clés (5): poly(4)-binding protein, polyadénylation, méthylation, exosome, expression

génique.



INTRODUCTION
1. TRANSCRIPTION

Le mécanisme de base de la transcription est identique chez tous les organismes ou
I’ADN est reconnu par I’ARN polymérase. L’activité de cette enzyme permet de
polymériser des ribonucléotides libres pour générer une chaine d’acide ribonucléique
(ARN) (LEE et YOUNG, 2000; HAHN, 2004). Chez les eucaryotes, trois ARN polymérase
(ARN Pol I-1II) ont été identifiées au noyau et chacune d’elles différent notamment par le
nombre et le type de sous-unités. De plus, chaque ARN polymérase synthétise
spécifiquement différentes classes d’ARN. Par exemple, I’ARN Pol I génére la plupart des
ARN ribosomaux tandis que ’ARN Pol III synthétise les ARN de transfert, ’ARN
ribosomal 5§ et quelques petits ARNs (PAULE et WHITE, 2000).

Quant a la troisitme enzyme, PARN Pol II transcrit les génes encodant pour les
protéines et génere la plupart des snRNAs. L’ARN Pol II est composée de 12 sous-unités
(Rpbl-12) tant chez la levure que les eucaryotes. Pour la levure, le cceur de 1’enzyme est
constitu¢ de trois polypeptides (Rpbl1-3) et le géne RPBI code pour le domaine carboxy-
terminal (CTD) de ’ARN Pol II (LEE et YOUNG, 2000). Le CTD est une plateforme
servant au recrutement de plusieurs facteurs impliqués pour la maturation des pré-ARNm
(PHATNANI et GREENLEAF, 2006). 11 est a noter que le CTD est composé d’une série de
répétitions hautement conservées de I’heptapeptide YSPTSPS ou le nombre de répétitions
varie entre les organismes, soit de 26 et de 52 répétitions pour la levure et les mammiféres,

respectivement (ALLISON ez al., 1988; PHATNANI et GREENLEAF, 2006).

La machinerie de transcription associée & I’ARN Pol II est la plus complexe et
comporte une soixantaine de polypeptides. La transcription de I’ARN Pol II débute par le
recrutement de I’enzyme a la région promotrice ainsi que plusieurs facteurs, tels que ceux
modifiant la structure de la chromatine. Initialement, ’ARN Pol II reste inactive au
promoteur et ne synthétise que de court brin d’ARN. L’activité de ’enzyme s’activera par
un changement conformationnel et pourra, par la suite, transcrire activement les génes

(LEE et YOUNG, 2000; BENTLEY, 2002). L’élongation de la transcription est



caractérisée par un changement d’état de phosphorylation du CTD. Lors de I’initiation de la
transcription, le CTD n’est pas phosphorylé, mais la sérine 5 de I’heptapeptide est
phosphorylée au début de I’élongation permettant le recrutement des facteurs chargés
d’ajouter la coiffe au pré-ARNm. Une fois cette ¢tape de maturation complétée, la sérine 5
est déphosphorylée graduellement et la phosphorylation de la sérine 2 commence. La
phosphorylation de la s€rine 2 est graduelle durant I’élongation de la transcription et permet
de recruter les facteurs requis pour Uépissage, le clivage et la polyadénylation
(KOMARNITSKY et al., 2000; HOCINE et al., 2010) de méme que les facteurs modifiant
la chromatine et exportant les ARNm au cytosol. De plus, la phosphorylation de la sérine 7
de I’heptapeptide est importante lorsque ’ARN Pol II traverse une séquence intronique, ce
qui suggére un role potentiel pour I’assemblage co-transcriptionnel ou la dissociation du
spliceosome (KIM et al., 2010). Des niveaux élevés de phosphorylation a la sérine 7 sont
détectés aux régions promotrices des genes codants (CHAPMAN er al. 2007). Aussi, une
forte corrélation est observable entre le profil de recrutement de Nrdl et [’état de
phosphorylation de la sérine 7, suggérant que le recrutement de Nrdl est stimulé par la

phosphorylation de cette sérine (KIM et al., 2010).

2. MATURATION DE L’ARNm

La maturation de ’ARNm consiste en une série d’étapes ou I’ARN naissant est
modifié pour devenir un ARN mature et fonctionnel. Pour I’ARNm, ces étapes sont 1’ajout
de la coiffe en 5°, I’excision des séquences introniques par 1’épissage et 1’ajout d’une queue
poly(A) en 3’ du pré-ARNm (ZORIO et BENTLEY, 2004; HOCINE ez al., 2010). Chaque

étape de maturation de I’ARNm nécessite I’assemblage de plusieurs complexes (Figure 1).

2.1 Coiffe

Tel que mentionné, I’ajout de la coiffe est une étape de maturation co-
transcriptionnelle qui s’accomplit lorsque la taille de I’ARN naissant est d’environ
20-25 nt. La présence de la coiffe permet de stabiliser I’ARNm tout en le protégeant contre
les exoribonucléases (SHATKIN et MANLEY, 2000; COUGOT et al., 2004). Une des

fonctions importantes de la coiffe est de stimuler la traduction de ’ARNm. Ainsi, la coiffe



s’associe au facteur d’initiation de traduction eIF4E et ce facteur interagit a elF4G
permettant de recruter le ribosome via eIF3 (SONENBERG et HINNEBUSCH, 2009). De
méme, la coiffe est essentielle pour I’épissage adéquat du pré-ARNm et cet aspect est

élaboré a la section 4.1.

Phosphorylation sérine 5 Phosphorylation sérine 2
Initiation — Elongation Terminaison

CTD

I

Site de clivage
et polyadénylation
Clivage
et polyadénylation
Ajout de la coiffe

/

e AAAAAAAAAA,

Facteurs
Polyadénylation

Figure 1. Représentation schématique de la maturation co-transcriptionnelle de
I'ARNm.

Epissage

Les facteurs impliqués pour la maturation de I’ARNm interagissent avec I’ARN Pol II via
le domaine carboxy-terminal (CTD). Les enzymes spécifiques pour ajouter la coiffe au
pré-ARNm sont recrutées au 5° du géne et ’ARN Pol II traverse le géne avec les facteurs
requis pour ’épissage, le clivage et la polyadénylation. Le niveau de recrutement des
différents facteurs est représenté par la taille des symboles. Les exons sont identifiés par
des boites colorées et les introns sont représentés par les boites noires. L’étoile bleue

correspond a la coiffe. Figure adaptée de ZORIO et BENTLEY, (2004).



De plus, chez les mammiféres, la coiffe facilite le transport de certains ARNs au
cytosol, dont les snRNAs (MONECKE et al., 2009). La plupart des génes codant pour les
snRNAs, incluant le gene Ul snRNA, sont normalement transcrits par I’ARN Pol II et ces
transcrits recoivent une coiffe monométhylée (m’G). Ces snRNAs sont rapidement exportés
au cytosol ou différentes protéines lieront ces transcrits pour former les snRNPs. La coiffe
est, par la suite, modifiée afin d’étre triméthylée (m>*’G) permettant aux snRNPs de
retourner au noyau pour participer a 1’épissage des pré-ARNm. Pour confirmer ce réle
attribué a la coiffe, le géne Ul snRNA a été transcrit par I’ARN Pol III pour générer un
transcrit non coiffé et celui-ci reste au noyau suggérant que la coiffe est importante pour
I’export des snRNAs au cytosol (HAMM et MATTAJ, 1990). Chez la levure, les snRNAs
peuvent aussi obtenir une coiffe triméthylée, mais cette modification a la coiffe se réalise

au nucléole (MOUAIKEL et al., 2002).

La coiffe est ajoutée aux pré-ARNm par une série d’étapes enzymatiques.
Initialement, I’ARN triphosphatase clive le y-phosphate de I’ARN naissant afin que la
guanylyl-transférase puisse ajouter une guanosine sur ’extrémité 5’ du pré-ARNm. Cette
réaction génére la formation d’une liaison 5°-5’ triphosphate tout en utilisant le GTP
comme donneur. Par la suite, la 7'-méthyltransférase transfére le groupe méthyle provenant
de la S-adénosylméthionine (AdoMet) sur le N7 de la guanosine (FURUICHI et
SHATKIN, 2000; SHUMAN, 2001; HOCINE et al., 2010).

2.2 Epissage

L’épissage consiste a exciser les introns afin de joindre les exons par deux étapes de
transestérification effectuées par le spliceosome. Ce complexe macromoléculaire
dynamique est composé de plusieurs protéines et de cing snRNPs. Chaque snRNP est
composé d’un snRNA (Ul, U2, U4, US et U6) et de facteurs associés (KRUMMEL er al.,
2010). Certains €éléments de la machinerie d’épissage reconnaissent sur les pré-ARNm des
séquences consensus qui permettront d’orienter 1’épissage. Ces séquences sont situées a la
jonction exon/intron (5’ss), au site de branchement localisé dans I’intron (bp) et a la

jonction intron/exon (3’ss). Quant a la région riche en pyrimidines, elle se localise entre le



site de branchement et la séquence 3’ss (Figure 2A). Chez plusieurs organismes, les
séquences consensus 5’ss (GU) et 3’ss (AG) sont conservées, tout comme le résidu

d’adénosine présent dans la séquence du site de branchement (KUHN et KAUFER, 2003).

Le mécanisme général d’épissage est conservé de la levure 4 l'homme. Le
spliceosome s’assemble sur les séquences introniques des pré-ARNm de fagon séquentielle
avec ’aide de I’ARN Pol II (JURICA et MOORE, 2003; TARDIFF et ROSBASH, 2006;
WAHL et al.,, 2009) (Figure 2B). 11 a été établi que la délétion partielle ou totale du CTD de
I’ARN Pol II entraine un épissage peu efficace chez les mammiféres (McCRACKEN et al.,
1997). Initialement, le complexe E s’assemble par I’association de Ul snRNP a la séquence
5’ss, les facteurs auxiliaires du U2 (U2AF65/35) a la séquence riche en pyrimidines et le
facteur SF1 au site de branchement. Par la suite, U2 snRNP lie le site de branchement
engendrant la dissociation du facteur SF1 pour ainsi créer le complexe A. U4 et U6 snRNP
s’associent par un long appariement de nucléotides tandis que US snRNP rejoint le U4/U6
par des interactions protéiques pour former le tri-snRNP. L’association du tri-snRNP au
complexe A et le relachement des facteurs auxiliaires de U2 (U2AF65/35) générent le
complexe B qui correspond au complexe pré-catalytique. Ce complexe, tout
particulierement US snRNP, favorise le rapprochement des extrémités de I’intron a exciser.
Ce changement conformationnel de I’ARN entraine le départ de U4 snRNP et le
remplacement de Ul snRNP par U6 snRNP pour créer le complexe B*, soit le spliceosome
activé. Ainsi, la premiére réaction de transestérification est catalysée lorsque U6 et U2
snRNP s’apparient. Cette réaction chimique est une attaque nucléophile du 2°OH du ribose
de I’adénosine présente au site de branchement sur le phosphate de la jonction exon/intron
en 5° de I’'intron engendrant la coupure de !’intron. La deuxiéme réaction de
transestérification se poursuit lorsque le 3°’OH libéré au niveau de ’exon en amont attaque
le phosphate de la jonction intron/exon en aval de ’intron (complexe C). Ainsi, I’intron,
appelé lariat, est excisé et les deux exons sont correctement ligués permettant la
dissociation du spliceosome. Le lariat reldché est réouvert par une enzyme de

débranchement (Dbrl) afin de rendre le brin d’ARN accessible a la dégradation.
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Figure 2. L'épissage du pré-ARNm par le spliceosome.

Les exons sont identifiés par des boites de couleurs et les introns par des lignes bleues. Les
différents snRNPs sont représentés par des cercles. Les deux réactions de transestérification
sont démontrées par le schéma en rouge. Figure adaptée de WAHL er al., (2009) et
KRUMMEL et al., (2010).



Il faut mentionner que le centre catalytique du spliceosome n’est pas trés bien
caractérisé. Certaines évidences suggerent que 1’épissage du pré-ARNm est accompli par
des protéines qui assistent la catalyse produite par I’ARN (SHI ef al., 2006; MATHEW et
al., 2008). Il semblerait que le centre catalytique inclurait du magnésium et le U6 snRNA.
Ainsi, des mutations et des modifications & cet ARN entraineraient I’arrét complet de
I’épissage (SONTHEIMER et al., 1997, YEAN et al., 2000; NILSEN, 2000). D’un autre
c6té, un nombre important de facteurs d’épissage sont essentiels pour la viabilité cellulaire
et pour I’épissage in vitro. Ces facteurs joueraient un réle important pour le réarrangement
du spliceosome (SMITH et al., 2008). De plus, le domaine RNaseH de Prp8 aiderait a
assembler et a stabiliser le centre catalytique du spliceosome tout en ayant la possibilité de

participer a la réaction chimique de I’épissage (PENA er al.,, 2008).

Tout au long de I’épissage, les interactions entre le pré-ARNm et les snRNAs passent
par des appariements de séquences complémentaires. Par exemple, le U2 snRNA contient
une séquence complémentaire a la séquence du site de branchement. Ce type d’appariement
laisse le résidu d’adénosine non apparié afin qu’il demeure disponible pour ’attaque
nucléolytique lors de la premiére réaction de transestérification. Il existe également des
appariements ARN-ARN entre les différents snRNAs, notamment ’association entre U2
snRNA et U6 snRNA (NILSEN, 1998; STALEY et GUTHRIE, 1998; WAHL et al., 2009).

A des fins de statistiques, 43% des génes contiennent des introns chez S. pombe, dont
plusieurs génes ont plus qu’un intron. La longueur des séquences introniques varie entre 40
et 75 nt pour 85% des introns. Par contre, chez S. cerevisiae, seulement 5% des génes
contiennent des introns et la plupart d’entre eux n’ont qu'un seul intron situé en 5’ du
pré-ARNm. Contrairement a S. pombe, la taille moyenne des introns chez S. cerevisiae est

de 270 nt (WOOD et al., 2002).

2.3 Clivage et polyadénylation

La polyadénylation du pré-ARNm est un processus en deux étapes qui consistent 4 un

clivage endonucléolytique et a 1’ajout d’une queue poly(A) sur le pré-ARNm. Ces deux



étapes sont intimement liées; si le transcrit n’est pas clivé, il ne sera pas polyadénylé et si le

transcrit est clivé sans étre polyadénylé, le transcrit sera dégradé.

La taille moyenne des queues poly(A) des ARNm est spécifique a I’espéce, soit de
250, 70 et 40 nt chez les humains, S. cerevisiae et S. pombe, respectivement. Pour l'instant,
toutefois, le mécanisme moléculaire qui contrdle la taille des queues poly(A) n’est pas

clairement compris chez les différentes espéces (MANGUS et al., 2003).

2.3.1 Description du mécanisme

Chez les eucaryotes, des éléments de séquences permettent de cibler spécifiquement
le site de clivage et de polyadénylation. Par contre, les séquences et les facteurs protéiques
requis pour la polyadénylation ne sont pas les mémes d’un organisme a ’autre (MANDEL
et al., 2008; MILLEVOI et VAGNER, 2010). Par conséquent, cette section sera séparée en
deux, soit une premiére section spécifique pour les mammiféres et d’'une deuxiéme pour la

levure S. cerevisiae.

2.3.1.1 Chez les mammiféres

Les pré-ARNm contiennent trois ¢éléments qui définissent la séquence primaire de
clivage et de polyadénylation, soit ’hexameére AAUAAA, le site de clivage et I’élément
GU-riche (DSE) (Figure 3). La séquence AAUAAA, hautement conservée, s¢ retrouve a
10-30 nt en amont du site de clivage. La variante la plus commune pour cette séquence est
AUUAAA, sinon trés peu de variantes sont observables. Habituellement, des mutations
introduites a cette séquence par mutagéncse dirigée entrainent son inactivation. La
séquence DSE se positionne a 20-40 nt en aval du site de clivage (MILLEVOI et
VAGNER, 2010). De plus, deux €léments de séquences auxiliaires peuvent stimuler et
réguler cette réaction (ZHAO e al., 1999; MANDEL et al., 2008). L’un des éléments est
situé¢ en amont de 1’hexameére et ne posséde pas de séquence consensus, mais il est souvent
constitué¢ d’élément U-riche (USE). L’efficacité du clivage et de la polyadénylation est
renforcée par la présence de I’élément USE parce qu’il favorise la haison de facteurs de

polyadénylation au site de clivage (BRACKENRIDGE et PROUDFOOT, 2000). Le second



¢lément pouvant stimuler le clivage se situe en aval de la séquence DSE et est généralement
G-riche.

Le facteur CPSF (cleavage and polyadenylation specificity factor) est le joueur
principal pour cette étape de maturation puisqu’il est impliqué tant pour le clivage que pour
la polyadénylation du pré-ARNm. Ce facteur lie directement la séquence AAUAAA et
comprend cinq sous-unités. Le CstF (cleavage stimulation factor) est constitué de trois
sous-unités qui s’associent a I’élément DSE. Comme son nom 1’indique, ce facteur stimule
le clivage et il n’est pas essentiel pour la polyadénylation du pré-ARNm (TAKAGAKI et
al., 1990; DANCKWARDT et al., 2008).

Les facteurs CPSF et CstF interagissent afin de stabiliser leurs associations a
I’ARNm. L’efficacit¢ de clivage et de polyadénylation se refléte par la stabilité de
I’interaction entre CPSF et CstF (WAHLE, 1995a; PROUDFOOT, 2011). Les facteurs du
complexe CFl/Il,, (cleavage factor I/Il) interagissent avec CPSF et sont requis lors du
clivage du pré-ARNm tout en étant dispensables pour la polyadénylation. Il a été démontré
que la réaction de clivage est inhibée lorsqu’une protéine des facteurs CFI,, ou CFIl,, est

déphosphorylée par une Ser/Thr phosphastase (RY AN, 2007).

La poly(A) polymérase (PAP) est I’enzyme qui catalyse 1’ajout de résidu d’adénosine
pour générer la queue poly(A). La PAP est un polypeptide monomérique qui lie non
spécifiquement et trés faiblement I’ARN. Par contre, la PAP stabilise la liaison de CPSF a
I’ARN et par conséquent, la PAP est attachée a3 I’ARN par CPSF (KAUFMANN ef al.,
2004). L’activité enzymatique de la PAP utilise ’ATP comme précurseur d’adénosine et
s’effectue de la méme maniére que celle de I’ARN Pol 11, sans toutefois avoir recours a une
matrice d’ADN. De plus, il existe plusieurs isoformes de la PAP et ceux-ci sont générés par
I’épissage alternatif et la polyadénylation alternative (ZHAO et MANLEY, 1996; LEE et
al., 2000). La PAP I et la PAP II différent seulement par le domaine C-terminal et sont
toutes les deux enzymatiquement actives. Toutefois, PAP II est I'isoforme prédominant

chez les différentes espéces. Les isoformes courts de la PAP (PAP III, PAP IV et PAP V)
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Figure 3. Représentation schématique du clivage et de la polyadénylation chez les
mammifeéres.

Le complexe spécifique au clivage s’assemble via une liaison de CPSF a la séquence
AAUAAA et CstF a I’élément DSE. Aprés la réaction de clivage, les facteurs CstF et
CFl/1l, quittent le complexe et la PAP synthétise une courte queue poly(A). La présence
de PABPNI1 a la queue poly(A) permet de stimuler la processivité de la PAP. Figure
adaptée de DANCKWARDT et a/., (2008).
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n’ont pas la séquence NLS, sont enzymatiquement inactifs et leurs fonctions sont plus ou
moins caractérisées (RAABE ef al., 1991; ZHAO et MANLEY, 1996). Le dernier élément
important pour I’étape de polyadénylation est la protéine PABPNI, soit une protéine liant
la queue poly(A). Toutes les fonctions relatives a la protéine PABPN1 seront approfondies

a la section 8.2.

Les facteurs CPSF et CstF sont recrutés par le CTD de PARN Pol II durant la
transcription. Lorsque ’hexamere AAUAAA est transcrit en ARN, le CPSF transfére sur
cette séquence tandis que le CstF lie I’élément DSE pour former un complexe stable. Par la
suite, le complexe CFI/Il,, lie ’ARN tandis que la PAP s’associe a CPSF. Toutes ces
protéines avec ’aide du CTD de I’ARN Pol II permettent de cliver le pré-ARNm. Lorsque
les facteurs CstF et CFly/Il, quittent le complexe, la polyadénylation débute
immédiatement. Ainsi, la PAP avec la collaboration de CPSF synthétise une courte queue
poly(A) d’environ 10 nt. A cette étape, PABPNI s’associe a la queue poly(A) afin de
stimuler la processivité de la PAP pour obtenir une queue poly(A) d’environ 250 nt
(DANCKWARDT et al., 2008; PROUDFOOT, 2011) (Figure 3).

Plusieurs études in vitro ont été réalisées afin de comprendre davantage I’implication
de certains facteurs lors de la polyadénylation. 11 a ét¢ démontré qu’une polyadénylation
efficace de ’ARNm nécessite la présence de trois composantes : CPSF, PABPN1 et PAP.
Séparément, CPSF et PABPNI stimulent modestement la processivité de PAP. Toutefois,
une réaction rapide et processive de polyadénylation se produit lorsque CPSF et PABPN1
sont combinés avec la PAP (WAHLE, 1991 et 1995b). Ces évidences ont conduit & un
modéle ou CPSF et PABPNI1 coopérent au recrutement et a la stabilisation de PAP au
substrat d’ARN. Des essais de polyadénylation in vitro ont établi que la taille des queues
poly(A) est d’environ 250 nt lorsque ces trois facteurs sont réunis et cette taille est
identique a celle synthétisée in vivo chez les mammiféres. L’interruption de la
polyadénylation serait médice par la déstabilisation du complexe ternaire (CPSF-PABPNI1-
PAP) (Figure 11). En effet, la formation sphérique de la queue poly(A) avec PABPNI
assure le contact entre CPSF et PAP. Toutefois, ’ajout supplémentaire de PABPN1 sur la

queue poly(A) n’est plus possible lorsque cette structure excéde plus de 250 résidus
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d’adénosine, ce qui déstabilise le complexe. Ainsi, la perte d’interaction entre CPSF et PAP
se répercute par la perte de processivité de cette enzyme et ’arrét de la polyadénylation

(KUHN et al., 2009).

2.3.1.2 Chez la levure (S. cerevisiae)

L’analyse des séquences impliquées dans le clivage et la polyadénylation est
beaucoup plus compliquée puisqu’il n’y a pas de séquences hautement conservées. Il
existe, tout de méme, quatre éléments de séquence qui sont importants, notamment
I’élément de positionnement (PE), I’élément d’efficacité (EE), le site de clivage (PyA,) et
les éléments U-riche situés de part et d’autre du site de clivage (MANDEL et al., 2008)
(Figure 4A).

L’élément de positionnement se localise a environ 10-30 nt en amont du site de
clivage. Le PE est constitué d’une séquence A-riche et les séquences les plus efficaces sont
AAUAAA ou AAAAAA (GUO et SHERMAN, 1996; MANDEL et al., 2008). La plupart
des mutations dans le PE perturbent la position du clivage sans affecter ’efficacité du
clivage et de la polyadénylation. Le clivage survient préférenticllement a une séquence
PyA, (MILLEVOI et VAGNER, 2010) tout en étant stimulé par I’élément d’efficacité qui
se situe en amont de ’élément de positionnement a une distance variable. La séquence de
EE est AU-riche et parmi les nombreuses séquences, UAUAUA correspond a la séquence
optimale qui est impliquée pour 52% des transcrits (GUO et al.,, 1995). Alors que la
séquence EE améliore I’efficacité, celle-ci n’est pas essentielle pour le clivage (MANDEL
et al., 2008). Les €léments U-riche de part et d’autre du site de clivage (UUE et DUE) sont
obligatoires pour I’activité de clivage (DICHTL et KELLER, 2001).

Tous les facteurs requis pour le clivage et la polyadénylation du pré-ARNm sont des
protéines essenticlles (ZHAO er al., 1999). Le complexe de clivage et de polyadénylation
présent chez la levure est différent de celui des mammiferes, mais il existe tout de méme
des similitudes significatives. Ainsi, les complexes protéiques associ€s a cette machinerie

incluent le facteur de clivage et de polyadénylation (CPF), le facteur de clivage IA (CFIA)
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Figure 4. Représentation schématique de la machinerie de clivage et de la
polyadénylation chez la levure S. cerevisiae.

(A) Les différents facteurs associés a leurs séquences respectives lors du clivage et la
polyadénylation du pré-ARNm. EE: élément d’efficacité; PE: €lément de positionnement;
UUE: élément U-riche en amont du site de clivage; DUE: ¢élément U-riche en aval du site
de clivage. (B) Un tableau énumérant les facteurs homologues entre la levure S. cerevisiae

et les mammiferes. Figure adaptée de MANDEL ez al., (2008).
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et le facteur de clivage 1B (CFIB) comprenant uniquement le facteur Hrpl (MILLEVOI et
VAGNER, 2010). Il faut mentionner qu’Hrp1 n’est pas requis pour le clivage, mais plutdt
pour la sélection adéquate du site de clivage (MINVIELLE-SEBASTIA er al., 1998; KIM
GUISBERT et al., 2007). Le facteur CPF inclus, entre autres, la poly(A) polymérase
(Papl), le facteur de clivage (CFII) et le facteur de polyadénylation (PFI). Le facteur CFII
contient des sous-unités qui sont homologues a ceux du facteur CPSF tandis que le facteur
CFIA contient des sous-unités homologues a ceux du CstF et CFIl,, (MANDEL ez al.,
2008). Tous les facteurs homologues entre la levure et les mammiféres sont énumérés dans

la figure 4B.

La reconstruction de la réaction de clivage in vitro ne nécessite que CF1A, CFIB et
CFII tandis que la polyadénylation in vitro requiert CPF, CFIA, CFIB et Papl (CHEN et
MOORE, 1992). Tout d’abord, le complexe CPF reconnait le site de clivage par des
interactions de Yhhl, Ydhl et Ythl aux séquences adjacentes au site de clivage (DICHTL
et al., 2002b; KYBURZ ef al., 2003). Hrpl (CFIB) lie EE et son affinité a interagir avec
Rnal4 permet de recruter le facteur CFIA a PE (MANGUS er al., 2004a). Subséquent au
clivage, le facteur Fipl, sous-unit¢ de CPF, recrute la poly(A) polymérase afin de
synthétiser une longue queue poly(A). Rapidement, Pabl recouvre la queue poly(A) et
recrute le complexe de déadénylation PAN (MANGUS er al, 2004b). L’étape de

déadénylation permettra de réduire la longue queue poly(A) a une taille d’environ 70 nt.

Le mécanisme de polyadénylation chez S.pombe ressemblerait beaucoup plus a celui
retrouvé chez S. cerevisiae qu’a celul des mammiféres. Tout d’abord, la séquence de la
poly(A) polymérase de S. pombe (Plal) est d’une grande homologie avec celle de
S. cerevisiae (Papl) pour les 400 premiers acides aminés (64% identique). De plus, la
souche Apapl est létale, mais ce phénotype n’est plus observable lorsque la Plal est
exprimée dans cette souche (OHNACKER et al., 1996). Des essais in vitro ont démontré
que la Plal ajoute une queue poly(A) sur des transcrits clivés lorsque cette enzyme est en
présence des facteurs de polyadénylation de S. cerevisiae. La taille des queues poly(A) de
ces transcrits est similaire a celle observée lorsque ces transcrits sont polyadénylés avec

tous les facteurs de S. cerevisiae (OHNACKER et al., 1996). De plus, aucune
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polyadénylation de transcrits n’est observable in vitro lorsque la Plal est en présence des
facteurs de polyadénylation spécifiques des mammiféres (OHNACKER et al., 1996).
D’autre part, les signaux de clivage et de polyadénylation peuvent étre interchangés entre

les souches de levure S. pombe et S. cerevisiae ( HUMPHREY et al., 1991).

2.3.2 Fonctions

Tout comme la coiffe, la présence de la queue poly(A) sur PARNm permet de le
protéger contre les machineries de dégradation, notamment les 3°—5’ exoribonucléases. De
plus, la taille des queues poly(A) influence ’efficacité de traduction. Ainsi, des ARNm
ayant de longues queues poly(A) seront plus efficacement traduits que les transcrits ayant
de courtes queues poly(A) (BEILHARZ et PREISS, 2007; LACKNER et al., 2007). Aussi,
le clivage et la polyadénylation sont des événements influencant efficacité d’export des
ARNm (QU er al., 2009). Par exemple, des mutations a la poly(A) polymérase et a des
sous-unités du facteur CFIA, tels que Rnal4, Rnal5 et Pcfl1 se répercutent par la rétention
des ARNm au noyau (HAMMELL et al., 2002). De plus, le facteur Pcfl11 aide a recruter
directement Yral sur ’ARNm, soit une composante requise pour le complexe TREX
(JOHNSON et al., 2009). Conformément a ces observations, des mutations a certains
facteurs impliqués pour 1’export des ARNm (Mex67 et DbpS) engendrent
I’hyperadénylation des transcrits (HAMMELL er al., 2002). Par conséquent, la queue
poly(A) des transcrits doit avoir une taille appropriée pour qu’ils soient exportés au cytosol
(FUKE et OHNO, 2008). Le processus d’export des ARNm est décrit a la section S.

3. TERMINAISON DE LA TRANSCRIPTION

La terminaison de la transcription est une étape importante pour prévenir la
transcription inadéquate des séquences en aval du géne tout en recyclant ’ARN Pol II.
Contrairement & I’ARN Pol I, a ’ARN Pol III ou a ’ARN polymérase des procaryotes,
I’ARN Pol Il n’arréte pas de transcrire a une position précise en réponse a un signal présent
a la séquence d’ADN ou d’ARN (HENKIN, 2000; RICHARD et MANLEY, 2009). Cette
distinction de I’ARN Pol 1I est probablement une adaptation de I’enzyme pour synthétiser

de longs pré-ARNm. Actuellement, deux modeles de terminaison de la transcription de
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’ARN Pol II sont proposés, soit le modele allostérique et le modéle torpedo. 1l y a des
évidences scientifiques pour les deux modeles, mais un modele hybride entre les deux est

propos¢.

3.1 Modéle allostérique

Le mode¢le allostérique propose que I’ARN Pol II est altérée par un changement de
conformation ou par la perte de facteurs anti-terminaison lorsque le site de clivage et de
polyadénylation est reconnu (Figure 5A). Cette reconnaissance entraine la perte de
processivité¢ de ’ARN Pol II de méme que la terminaison graduelle de la transcription
(ROSONINA et al., 2006). 11 est a noter que le clivage du pré-ARNm n’est pas un pré-

requis pour ce modele.

Un des facteurs anti-terminaison proposés est la protéine Subl chez S. cerevisiae et
ce facteur serait un antagoniste a ’activité de terminaison de RnalS. De plus, Npl3 possede
probablement [’activité anti-terminatrice puisque cette protéine compétitionne avec les
facteurs de clivage et de polyadénylation (BUCHELI et BURATOWSKI, 2005). Ainsi,
Subl et Npl3 sont libérés aprés la transcription du signal de clivage et de polyadénylation,
ce qui permet de diminuer les activités anti-terminatrices au complexe d’élongation de
I’ARN Pol II. Aussi, il a ét¢ démontré chez S. cerevisiae que la protéine Ssu72 affecterait la
vitesse d’élongation de I’ARN Pol II durant I’élongation et la terminaison de la
transcription (DICHTL er al., 2002a). Chez S. pombe, les facteurs de remodelage de la
chromatine Hrp1/Chdl seraient impliqués dans la formation de structures spécifiques a la
chromatine aux régions terminatrices. Ce changement de conformation a la chromatine est
une condition nécessaire a ’efficacité de la terminaison de PARN Pol 1I (ALEN ez al.,
2002).

3.2 Modéle torpedo

L’ARN Pol II transcrit ’ADN pour générer un pré-ARNm qui sera clivé au site de
clivage et de polyadénylation. Lorsque le pré-ARNm est clivé, I’ARN Pol II continue de

transcrire I’ADN pour générer un ARN naissant non coiffé¢ ayant un 5° PO4. Le modéle
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Figure 5. Représentation schématique des modéles de terminaison proposés.

(A) Modéle allostérique. Durant ’élongation de la transcription, I’ARN Pol II a une
conformation processive (ovale vert). Cette conformation de I’enzyme est modifiée pour un
statut non-processif lorsque le éignal de clivage est détecté (octogone rouge). (B) Modéle
torpedo. L’ARN généré apres le site de clivage et de polyadénylation (ligne bleue) est
digéré par I’exoribonucléase Ratl. Cette enzyme est recrutée par le CTD de I’ARN Pol II et
son action permet de dissocier ’ARN Pol II de ’ADN. (C) Modele hybride entre
allostérique et torpedo. L’exoribonucléase Ratl coopére avec des effecteurs allostériques
(Pcf11) pour moduler la conformation de I’ARN Pol II, soit d’une conformation processive

a non-processive. Figure adaptée de LUO et BENTLEY, (2004) et LUO et al., (2006).
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torpedo propose que I’ARN naissant est reconnu et dégradé par une 5°—3” exoribonucléase
nommeée Ratl (XRN2, chez I’humain). L’activité processive de Ratl est plus rapide que
celle de ’ARN Pol II, ce qui engendre le décrochement de I’ARN Pol II de I’ADN lorsque
Ratl rejoint la polymérase et, par conséquent, la terminaison de la transcription (LUO et

BENTLEY, 2004) (Figure 5B).

Plus concretement, Ratl interagit avec I’ARN Pol II par le biais de la protéine Rtt103
qui s’associe spécifiquement a la sérine 2 phosphorylée du CTD de I’ARN Pol II (KIM ef
al., 2004b). De plus, Ratl interagit avec une protéine non-essenticlle Rail qui stimule in
vitro I’activité de Ratl (XUE et al., 2000). Ainsi, le complexe Ratl/Rail/Rtt103 se retrouve
initialement associé¢ au CTD de I’ARN Pol II pour que Ratl/Rail soit transféré sur I’ARN

naissant afin de le dégrader tout en permettant le relachement de I’ARN Pol II.

Le groupe de Buratowski a démontré que Ratl est une enzyme essentielle pour la
terminaison de la transcription. Par conséquent, une mutation ponctuelle (D235A) au résidu
conservé pour 'activité enzymatique de Ratl provoque une terminaison inadéquate du
transcrit. Cette observation n’est pas occasionnée par I’absence de la protéine Ratl
(D235A) puisque le niveau d’expression de ce mutant est comparable a la protéine

endogene (KIM et al., 2004b).

Une solide évidence en faveur du modéle torpedo provient de I’analyse de différents
mutants inhibant le clivage et/ou la polyadénylation du pré-ARNm sur la terminaison de la
transcription. Un effet négatif sur la terminaison est observable lorsque les mutants inhibent
les étapes de clivage et de polyadénylation tandis que peu ou aucun effet n’est détecté sur la
terminaison lorsque les mutants interférent uniquement avec la polyadénylation (BIRSE et
al., 1998). Cette analyse suggere que le clivage du transcrit est un pré-requis pour observer

une terminaison adéquate.
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3.3 Modéle hybride entre allostérique et torpedo

Certaines évidences supplémentaires permettent de proposer un modéle hybride afin
de réconcilier les modeles allostérique et torpedo. Une meilleure caractérisation de Ratl
démontre que cette enzyme est requise pour la terminaison de la transcription, mais aussi
pour le clivage et la polyadénylation. En effet, Ratl stimule la terminaison de la
transcription par le recrutement de facteurs impliqués pour le clivage et la polyadénylation,
notamment Pcfl1 et Rnal$5. 1l a été établi que les facteurs Pcfl1 et Rnal5 sont intimement
liés a Ratl. Ainsi, un mutant de Pcfl1 inhibe fortement le recrutement de Ratl au site de
polyadénylation et inversement, un mutant de Ratl affecte négativement le recrutement de

Pcfl1 et Rnal$ a cette séquence (LUO et al., 2006).

De plus, la dégradation de I’ARN naissant par Ratl ne semble pas étre suffisante pour
entrainer le reldichement de I’ARN Pol Il de ’ADN (LUO et al., 2006). Cette évidence
contredit les résultats de Buratowski qui montraient I’importance de [Dactivité
d’enzymatique de Ratl lors de la terminaison de la transcription avec le mutant D235A
(KIM er al., 2004b). Selon les nouvelles informations obtenues par LUO et al., (2006), le
résultat de Buratowski démontrant la pertinence de 1’activité enzymatique de Ratl lors du
relachement de I’ARN Pol II est possiblement négatif puisqu’il pourrait étre causé par
d’autres facteurs (comme Pcfll) qui sont incapables de se localiser correctement sur le

gene transcrit.

Un autre point & soulever est que le clivage du pré-ARNm ne semble pas étre un
pré-requis pour observer la terminaison de la transcription (TRAN et al., 2001; OSHEIM et
al., 2002; SADOWSKI ef al., 2003). De plus, le complexe de transcription est déstabilisé
par I’association du domaine CID de Pcfll au CTD de I’ARN Pol 1I quand la sérine 2 est
phosphorylée (SADOWSKI et al., 2003; ZHANG et al., 2005). Ainsi, Pcfl1 est un facteur
essentiel pour le clivage et la polyadénylation tout en étant un effecteur allostérique pour la

terminaison de la transcription.
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Le modele hybride proposé implique la stimulation du clivage du pré-ARNm par
Ratl et par les facteurs conventionnels de clivage, notamment Pcfll. Le clivage est
possiblement un pré-requis pour la terminaison de la transcription, mais jusqu’a présent,
I’'importance du clivage est contradictoire. L’ARN Pol II continue de transcrire I’ADN
apres le site de clivage et de polyadénylation tout en changeant de conformation et I’ARN
naissant est dégradé par Ratl. Ainsi, le changement conformationnel de ’ARN Pol II et
I’action conjointe de Ratl permettent de relacher I’ARN Pol II de ’ADN (LUO et al.,
2006) (Figure 5C).

Avec toutes ces évidences, il semble peu probable qu’un seul mécanisme de
terminaison existe pour I’ARN Pol II. En effet, I’analyse des chromosomes de la drosophile
par microscopie électronique a permis d’observer différents modes de terminaison
(OSHEIM et al., 2002). Pour la plupart des génes, la terminaison se¢ réalise par un arrét
brutal de I’ARN Pol II sans détecter le clivage du pré-ARNm et cette observation est plus
compatible avec le modele allostérique. Par contre, d’autres génes montrent clairement des
transcrits clivés restant associés a ’ARN Pol II et ces génes continuent a étre transcrit aprés
le site de clivage et de polyadénylation, ce qui supporte le modéle torpedo (OSHEIM ez al.,
2002).

4. INTERRELATION ENTRE LES DIFFERENTES KTAPES DE
MATURATION DE I’ARNm

Plusieurs études ont montré des interrelations entre les différentes étapes de

maturation de I’ARNm permettant de générer correctement I’ARNm.

4.1 Coiffe et épissage

Les premié¢res évidences d’interrelation entre la coiffe et 1’épissage ont été
caractérisées in vitro. Initialement, le transcrit coiffé de la B-globine est efficacement épissé
en présence d’un extrait cellulaire HeLa. Par contre, ce méme transcrit non coiffé peut étre

épissé, mais I’efficacité d’épissage est diminuée de moiti¢ par rapport au transcrit coiffé.
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De plus, ce transcrit non coiff¢ génére des intermédiaires d’épissage aberrants qui ne sont
pas détectables lorsque ce transcrit est correctement coiffé (KRAINER er al., 1984).
Parallelement a ce point, des mutants thermosensibles de la guanylyl-transférase Cegl
entrainent une inhibition rapide de I’ajout de la coiffe tout en affectant négativement

I’épissage (SCHWER et SHUMAN, 1996).

Il a été démontré in vitro que différents analogues de la coiffe inhibent fortement
I’épissage d’un transcrit suggérant que des facteurs reconnaissants la coiffe sont requis pour
assembler correctement les complexes impliqués dans la maturation du pré-ARNm
(KONARSKA et al., 1984; COWLING, 2010). Selon cette proposition, 1’épissage d’un
substrat est favorisé par le CBC (cap-binding complex) nucléaire, soit deux protéines liant
la coiffe (CBP80 et CBP20). En effet, ce type de liaison protéique facilite 1’assemblage du
spliceosome par 1’association de Ul snRNP a la séquence 5’ss. Ainsi, le CBC nucléaire
interagit avec des composantes du spliceosome afin de reconnaitre efficacement le 5°ss de
I’intron proximal. Il est a noter que ce mécanisme est conservé chez la levure et les

mammiferes (LEWIS et al., 1996; COLOT et a/., 1996; COWLING, 2010).

La relation entre la coiffe et I’épissage d’un transcrit ayant plusieurs introns a été
exhaustivement étudiée par des essais in vitro. En effet, le groupe de Shimura a opté pour
un transcrit pourvu de trois exons ou trois conditions ont été testés, soit un transcrit coiffé et
méthylé, un transcrit uniquement coiffé et un transcrit non coiffé. Ces différents transcrits
ont été incubés avec un extrait nucléaire de cellules HeLa afin d’observer si ces transcrits
sont ciblés par la machinerie d’épissage. Dans le contexte ou les transcrits sont coiffés, peu
importe 1’état de méthylation de la coiffe, le produit majoritaire est un ARN totalement
épissé. En ce qui concerne le transcrit non coiffé, le produit majoritaire correspond a un
intermédiaire d’épissage ou seulement le deuxiéme intron est excisé et aucun produit
totalement épissé n’est détectable. Ce résultat suggére que la coiffe est importante pour

1I’épissage du premier intron (OHNO et al., 1987).
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4.2 Epissage et polyadénylation

La preuve que D’épissage et la polyadénylation s’influencent mutuellement a été
inittalement démontrée par des mutations a quelques éléments agissants en cis. Par
exemple, des mutations a la séquence 3’ ss ou la région riche en pyrimidines diminuent
I’efficacité d’épissage tout en affectant I’activité de clivage et de polyadénylation in vitro
(COOKE et ALWINE, 1996; VAGNER ef al., 2000). Parall¢lement, la séquence 3’ss de
I’intron stimule la polyadénylation tandis que la séquence 5°ss n’a aucun impact sur la
polyadénylation (NIWA et al., 1990). Conformément avec les résultats précédents, une
étude in vivo a établi que le clivage du pré-ARNm du gene de la B-globine humaine requiert
la présence du dernier intron et plus précisément, la région riche en pyrimidines

(ANTONIOU et al., 1998; MILLEVOI et al., 2002).

De méme, des mutations a la séquence AAUAAA inhibent I’excision du dernier
intron sans affecter 1’épissage des introns situés en amont (NIWA et BERGET, 1991).
Parallélement a cette étude, I’inhibition de la fonction de CPSF par le domaine effecteur de
la protéine NS1A se répercute par la présence de transcrits qui ne sont aucunement clivés,
polyadénylés et épissés. L’étude plus approfondie démontre que la sous-unité 30K du

facteur CPSF est requise pour I’épissage du transcrit (LI ez al., 2001).

Plusieurs études ont démontré une interaction physique entre la machinerie
d’épissage et celle du chivage et de la polyadénylation. Par exemple, le facteur auxiliaire
U2AF6S interagit avec le facteur de clivage CFIy, et cette interaction stimule le clivage et la
polyadénylation in vitro (RAPPSILBER etr al, 2002; MILLEVOI et al., 2006).
Parallélement, le facteur d’épissage SFm160 interagit directement avec CPSF tout en
stimulant le clivage du transcrit (McCRACKEN et al., 2002). De méme, I’interaction entre
CPSF et U2 snRNP contribue a supporter que 1’épissage et la polyadénylation sont des
¢tapes intimement liées (KYBURZ et al., 2006). De plus, la séquence AAUAAA et la
partie C-terminal de la PAP ont un effet positif sur I’épissage puisque ces deux éléments

favorisent la liaison de U2AF65 a la région riche en pyrimidines (VAGNER et al., 2000).
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Plusieurs facteurs s’associent a la séquence USE, dont la protéine liant la séquence
riche en pyrimidines (PTB). La protéine PTB stimule D'efficacité de clivage et de
polyadénylation lorsqu’elle s’associe a la séquence USE du pré-ARNm de cyclooxigénase-
2 (COX-2) et de prothrombine (F2) (DANCKWARDT er al., 2007, HALL-POGAR et al.,
2007). De méme, 1’association de la protéine PTB a USE permet de recruter directement le
facteur d’épissage hnRNP H a la séquence G-riche localisée en amont de 1’hexamére
AAUAAA et ce recrutement stimule in vitro la processivité de la PAP (MILLEVOI et al.,
2009). Par contre, le clivage du pré-ARNm de la B-globine humaine est inhibé lorsque la
protéine PTB s’associe a la séquence DSE (CASTELO-BRANCO et al., 2004).

Pour réconcilier toutes ces données, un modele a été proposé ou le CTD de I’ARN
Pol II est associé simultanément aux facteurs requis pour I’épissage, le clivage et la
polyadénylation. Ainsi, le pré-ARNm est clivé et polyadénylé tout en restant associé au
CTD afin de favoriser la demiére ¢tape de maturation qui consiste a exciser le dernier

intron pour générer ’ARNm (RIGO et MARTINSON, 2008).

L’interrelation entre 1’épissage et la polyadénylation est clairement démontrée
lorsqu’un signal de polyadénylation se localise dans la séquence intronique. Deux choix
sont envisageables: 1’utilisation du signal de polyadénylation intronique, ce qui génére un
transcrit alternatif ou I’épissage du transcrit sans tenir compte du signal de polyadénylation
intronique. Il a ¢été démontré que le signal de polyadénylation intronique est favorisé
lorsque D’intron est trés long et/ou contient une séquence 5’ss faible. En effet, ’épissage
d’un intron ayant ces caractéristiques est moins efficace et procure un intervalle de temps
pour la polyadénylation (TIAN et al., 2007). Par contre, I’association de plusieurs facteurs
associés & Ul snRNP (UIA et Ul 70K) a la séquence 5’ss a un effet négatif sur la
polyadénylation intronique (GUNDERSON et al., 1994 et 1998).

4.3 Polyadénylation et terminaison de la transcription

Traditionnellement, la polyadénylation et la terminaison de la transcription étaient

considérées comme étant des processus séparés et séquentiels. Par contre, en se référant a la
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section 3.3 (Modcle hybride entre allostérique et torpedo) et aux différentes études, ces

deux étapes sont intimement liées.

L'association directe entre le clivage et la polyadénylation avec la terminaison de la
transcription a été établie par I’étude du géne CYC/ chez S. cerevisiae (BIRSE et al., 1998).
Des déplétions conditionnelles et des mutations aux facteurs impliqués dans le clivage d’un
pré-ARNm (Rnal4, RnalS, Pcfll, Yhhl et Yshl) perturbent la terminaison par la
transcription inadéquate de Vextrémité 3’ du geéne (read-through). En revanche, des
mutations aux facteurs de polyadénylation (Papl, Fipl et Ythl) n’ont que trés peu d’effet
sur la terminaison de la transcription. Ainsi, les facteurs requis pour le clivage sont
intimement liés a la terminaison de la transcription (BIRSE et al., 1998; DICHTL ef al.,
2002b; SADOWSKI et al., 2003; GARAS et al., 2008).

Tel que mentionné a la section 3.3, Ratl est important pour favoriser le clivage
optimal du transcrit. En effet, Ratl contribue a recruter les facteurs impliqués dans le
clivage et la polyadénylation du transcrit, notamment Pcfll et Rnal5S (LUO ef al., 2006).
La relation inverse est aussi observable, c’est-a-dire que le facteur Pcfl1 est requis pour le
recrutement de Ratl. Il a été caractérisé que le domaine CID de Pcfl11 doit étre intact pour
stimuler efficacement la terminaison de la transcription et des mutations a ce domaine n’ont
aucun impact sur le clivage et la polyadénylation in vitro (SADOWSKI et al., 2003).
L’interrelation entre la polyadénylation et la terminaison a aussi été démontrée chez les
mammifeéres avec le multi-complexe protéique pS54nrb/PSF qui est soupgonné d’étre
impliqué lors de la transcription, 1’épissage et la polyadénylation (GOZANI et al., 1994;
LIANG et LUTZ, 2006). Ce multi-complexe pS4nrb/PSF recrute I’exoribonucléase XRN2
pour faciliter le clivage et la polyadénylation d’un transcrit tout en ayant un impact positif

sur la terminaison de la transcription (KANEKO ez al., 2007).

De plus, le signal de polyadénylation fort et fonctionnel est nécessaire pour une
terminaison adéquate (RUSSO, 1995; OSHEIM et al., 1999; OROZCO et al., 2002). 11 est

a noter que la densité de ’ARN Pol Il augmente a I’extrémité 3’ du gene juste avant la
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terminaison de la transcription, ce qui reflete une pause de I’ARN Pol II. Cette pause
transcriptionnelle s’effectue en aval de I’hexamére AAUAAA et semble jouer un réle sur le
clivage, la polyadénylation et la terminaison pour au moins deux génes, tels que
a-globine et y-globine (ENRIQUEZ-HARRIS et al. 1991; PLANT et al. 2005). 1l a été
suggéré que I’hexamére AAUAAA et le facteur CPSF peuvent induire la pause de I’ARN
Pol II sans I'implication du CTD ou de tout autres éléments séquentiels situés en aval de
I’hexameére AAUAAA (OROZCO et al., 2002; PARK et al., 2004; NAG et al., 2006,
2007).

L’interrelation entre la polyadénylation et la terminaison de la transcription dépend,
entre autres, du CTD de I’ARN Pol II puisque cette structure fait la connexion entre ces
facteurs. Ainsi, le CTD est requis pour la terminaison de la transcription (McCRACKEN e?
al., 1997, BURATOWSKI, 2005) étant donné que plusieurs facteurs nécessaires a la
terminaison de la transcription, dont Rnal4, Yhh1, Pcfl1 et Nrdl lient directement le CTD
(PROUDFOOT, 2004).

5.  EXPORT DES ARNm

L’export des ARNm différe des autres ARNs (ARNt, microARN, snRNA et ARNr),
car il n’implique pas les exportines de la famille des karyophérines et du cycle de Ran, mais
plutét le complexe TREX (transcription/export) (STEWART, 2010). L’export des ARNm a
été exhaustivement caractérisé chez la levure S. cerevisiae et les mammiferes. Ce processus
est conservé au cours de I’évolution, mais les protéines différent entre les espéces (REED et
HURT 2002; KELLY et CORBETT, 2009). Par exemple, chez S. pombe, ces protéines
correspondent & un assortiment se retrouvant tant chez la levure S. cerevisiae que chez les

mammifeéres.

Chez S. cerevisiae, le complexe TREX inclus les protéines impliquées dans 1’export
(Sub2, Yral et Tex1) et la sous-unité THO (Tho2, Hrpl, Mftl et Thp2). Cette sous-unité
est recrutée spécifiquement aux génes activement transcrits par son association a I’ARN

Pol I1 (ABRUZZ1 et al., 2004), ce qui suggere un role éventuel du complexe TREX durant
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I’élongation de la transcription (STRASSER et al., 2002; ZENKLUSEN er al., 2002). En
effet, des délétions de facteurs associés a la sous-unité THO engendrent la formation
d’hybrides entre I’ARN nouvellement transcrit et I’ADN, ce qui entraine I’inhibition de
I’élongation de la transcription (HUERTAS et AGUILERA, 2003).

5.1 Meécanisme moléculaire de ’export

La sous-unité THO est recrutée co-trancriptionnellement aux génes transcrits et Hrpl
recrute les facteurs Yral et Sub2 sur le pré-ARNm nouvellement transcrit (ZENKLUSEN
et al., 2002; STEWART, 2010). Une fois que la coiffe des ARNm est recouverte des
protéines CBP20/80 et que les protéines adaptatrices (Nab2, Npl3, Hrbl) se retrouvent
associées @ I’ARNm, Yral recrute les récepteurs d’export Mex67-Mtr2 tout en engendrant
la dissociation de Sub2 et de la sous-unité THO de I’ ARNm (STRASSER et HURT, 2000;
STEWART, 2010). Lorsque I’ARNm pénétre dans le pore nucléaire (NPC), il interagit
physiquement avec les répétitions riches de Phe-Gly des FG nucléoporines (TERRY et
WENTE, 2007), ce qui permet d’exporter I’ARNm. Lors du transit dans le pore nucléaire,
le mRNP est remodelé avec 1’aide des protéines DbpS, Glel et InsP6 pour permettre le
détachement de Mex67-Mtr2 de I’ARNm engendrant la libération de I’ARNm au cytosol
(ALCAZAR-ROMAN et al., 2006) (Figure 6).

5.2 Contréle de qualité au niveau du pore nucléaire

Le contrdle de qualité associ€ au pore nucléaire consiste a exporter uniquement les
ARNm matures au cytosol et nécessite, entre autres, 1’action de la protéine Mipl qui se
localise a I’intérieur de ’entrée du pore nucléaire. Par conséquent, la délétion de Mipl
entraine le relaichement des pré-ARNm non-épissés au cytosol (GALY et al., 2004). De
plus, Mlp! retient au noyau les pré-ARNm associés a la protéine BBP/scSF1 puisque ces
transcrits sont en processus d’épissage (RUTZ et SERAPHIN, 2000; CASOLARI et
SILVER, 2004). La fonction de rétention de Mlpl serait médiée par la séquence 5’ss
puisqu’une mutation a cette séquence produit le méme effet qu’un transcrit n’ayant aucune
mutation au 5’ss dans une souche Amipl (GALY et al., 2004). Par contre, ce controle de

qualité ne semble pas étre a toute €preuve puisqu’il est possible de détecter des pré-ARNm
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Figure 6. Mécanisme d’export d’ARNm couplé a la transcription.

Le complexe TREX est recruté lors de la transcription du transcrit. La description de cette
figure se retrouve dans le texte. CBC: Cap Binding Complex (CBP20/80). Figure adaptée
de KOHLER et HURT, (2007).
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non-¢épissés au cytosol, notamment des pré-ARNm ayant des séquences d’épissage

non-consensuelles (LEGRAIN et ROSBASH, 1989; HILLEREN et PARKER, 2003).

Plusieurs facteurs contribuent a ’export nucléaire des ARNm, dont Mex67, Mtr2,
Glel et Dbp5 (STEWART, 2010) et des mutations de ceux-ci entrainent une séquestration
rapide des ARNm hyperadénylés au site de transcription ou a proximité (JENSEN ez al.,
2001). De plus, la délétion individuelle des sous-unités du complexe THO (Hrpl, Mftl,
Thp2 et Tho2) entraine la rétention des ARNm au site de transcription, tandis que la
délétion de Rrp6 entraine le reldchement de ces transcrits au cytosol (ROUGEMAILLE et
al., 2007). Des ARNm non polyadénylés sont aussi retenus au site de transcription par
I’action de ’exosome et de I’exoribonucléase Rrp6 (HILLEREN ez al., 2001). Ainsi, des
mutants spécifiques a [’exosome entrainent le reldchement des ARNm hypo- ou
hyperadénylés au cytosol et ces ARNs peuvent étre traduits. Les fonctions détaillées de

Rrp6 et de I’exosome sont décrites a la section 7.1.

6. TRADUCTION

La traduction est un processus ou les ribosomes lient le message génétique de
I’ARNm pour générer une protéine spécifique selon les instructions du message
(NAKAMOTO, 2009). Ce mécanisme est hautement conservé chez tous les organismes,
mais ’initiation de la traduction différe entre les procaryotes et les eucaryotes (KOZAK,
2005). 11 est a noter que la traduction est 1’étape cellulaire qui requiert la plus grande source

d’énergie.

Le ribosome est constitué de deux sous-unités, soit la grande et la petite qui sont,
toutes les deux, composées d’ARN et de protéines ribosomales. Chez les eucaryotes, la
grande sous-unité (60S) est composée du 5.8S ARNr, 5S ARNr, 28S ARNr et d’environ 50
protéines tandis que la petite sous-unité (40S) est constituée du 18S ARNr et d’environ 30
protéines. La grande sous-unité contient le centre du peptidyl transférase, soit l¢ domaine
ou I’ARN s’associe et la petite sous-unité lit les codons de I’ARNm (KRESSLER et al.,
2010).
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Initialement, sans détailler tous les facteurs, la coiffe de ’ARNm est recnnue par
elF4AE qui s’associe a e]F4G pour ensuite se lier a PABPCI afin de circulariser ’ARNm.
Par la suite, le complexe d’initiation a la traduction continue a s’assembler spécifiquement
avec tous les facteurs requis. Une fois que le complexe d’initiation est formé, I’ ARNt™" et
la petite sous-unité sont recrutés a ’ARNm (STEITZ, 2008). Rapidement, la grande
sous-unité se joint afin d’assembler le ribosome ot I’ARNm est immobilisé entre les deux
sous-unités. La synthese protéique débute par la translocation du ribosome au codon
subséquent permettant a3 un ARNt chargé pour un acide aminé spécifique de s’insérer au
centre du peptidyl transférase. Lorsque le ribosome rencontre un codon stop, la traduction
se termine provoquant le reldichement du polypeptide et la dissociation entre les deux
sous-unités (STEITZ, 2008; SONENBERG et HINNEBUSCH, 2009). Il est & mentionner

que la traduction active de I’ARNm s’effectue aprés le premier tour de traduction.

Malgré le fait que le ribosome ne synthétise qu’un seul polypeptide a la fois, ’ARNm
peut étre traduit simultanément par plusieurs ribosomes (polysome) (ARAVA et al., 2003).
Tel que mentionné, la circularisation de I’ARNm facilite la réinitiation du ribosome sur le
méme ARNm (VON DER HAAR et al., 2004). 11 est possible d’étudier ’association d’une
protéine d’intérét aux sous-unités du ribosome, au ribosome et au polysome lorsque les
cellules sont traitées avec des drogues spécifiques (MASEK er al., 2011). De plus, il est
possible de discerner si I’absence d’une protéine influence positivement ou négativement la

traduction.

6.1 Modification post-traductionnelle

Une modification post-traductionnelle est une modification chimique d’une protéine,
réalisée le plus souvent par une enzyme, apres la synthése protéique ou au cours de la vie
cellulaire de la protéine. Généralement, cette modification entraine un changement
fonctionnel de la protéine, que ce soit au niveau de son action, de sa demi-vie ou de sa
localisation cellulaire. Les modifications post-traductionnelles les plus courantes sont la
phosphorylation, la glycosylation, la méthylation, la N-acétylation, la lipidation et la

protéolyse limitée.
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6.1.1 Méthylation des arginines

La méthylation des arginines consiste a ajouter un groupement méthyle sur des
résidus d’arginine par un groupe d’enzymes appelé protéine arginine méthyltransférase
(prmt) et ces enzymes utilisent la S-adénosyl-méthionine comme donneur de méthyle. Les
geénes codant pour les prmt ont été identifiés chez le génome de la levure, du nématode, de
la mouche, de la plante et des mammiferes, toutefois ces enzymes sont absentes chez les
procaryotes (BEDFORD et CLARKE, 2009). Chez S. pombe, il existe trois prmts (prmtl,
prmt3, prmt5) tandis qu’il y en a dix chez I’humain (BACHAND, 2007; BEDFORD, 2007).

La méthylation d’arginine est caractérisée par ’ajout d’un groupe monométhyl ou
diméthyl sur l’azote guanidino (®) de l’arginine (BEDFORD, 2007). La méthylation
d’arginine se produit le plus souvent & une séquence d’acide aminé RGG et plus rarement
aux motifs, tels que RXR et GRG (BEDFORD et RICHARD, 2005). Toutes les prmts
peuvent catalyser la monométhylation des arginines et ces enzymes sont divisées en deux
classes majeures qui dépendent du type de diméthylarginine généré. Les prmts de type 1
modifient la protéine par la catalyse asymétrique N°-N°-diméthylarginine tandis que les
prmts de type 2 catalysent la formation symétrique N°-N *“-diméthylarginine (McBRIDE et
SILVER, 2001). La PRMT1 est responsable de la majorité des diméthylations asymétriques
chez I’humain et la levure a bourgeon (GARY et al., 1996; BEDFORD et CLARKE, 2009).

Selon plusieurs €tudes, la méthylation d’arginine semble avoir un impact sur une
variété de processus cellulaires, notamment la différenciation cellulaire, la réparation de
I’ADN et la biosynthése des ribosomes. Par exemple, chez S. pombe, la sous-unité
ribosomale 60S s’accumule dans les cellules Armt3, ce qui se répercute par un changement

de ratio entre les sous-unités 40S et 60S (BACHAND et SILVER, 2004).

Le role de la méthylation d’arginine dans les voies cellulaires semble étre régulé par
des activités biochimiques, telles que la transcription, le remodelage de la chromatine et les
interactions protéine-protéine. Entre autres, les protéines SmD1 et SmD3 doivent étre

symétriquement méthylées aux arginines afin de lier efficacement la protéine SMN
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(FRIESEN et al., 2001). Aussi, la méthylation médiée par CARM1/PRMT4 a un effet
possitif sur la transcription lorsque I"histone H3 et différents cofacteurs dont p300/CBP et
AIBI1 sont méthylés (BEDFORD et RICHARD, 2005). CARMI/PRMT4 méthyle, entre
autres, des facteurs d’épissage et régule I’interrelation entre la transcription et I’épissage
(CHENG et al., 2007). De plus, la méthylation est importante pour la localisation cellulaire
de certaines protéines. Par exemple, chez S. cerevisiae, la méthylation des protéines Npl3 et
Hrpl par Rmtl est un pré-requis pour observer ces protéines au cytosol. (SHEN et al.,
1998).

7. MACHINERIE DE DEGRADATION

Les différents mécanismes de dégradation permettent de maturer certains ARNSs et de
dégrader les transcrits incorrectement maturés et ceux comportant des erreurs. Une des

machineries de dégradation impliquées pour ces fonctions est 1’exosome nucléaire.

7.1 Exosome

Initialement, I’exosome a été découvert chez S. cerevisiae pour son activité & maturer
I’ARN ribosomal 5.8S (MITCHELL et al., 1997). Depuis, ’exosome a ¢été identifié chez
différents organismes, tels que 1’humain, les plantes, la mouche et les archaea. Outre son
role a maturer I’ARN ribosomal 5.8S, I’exosome a été caractérisé pour dégrader et maturer
différents types d’ARN, dont ’ARNm, I’ARNI, le snoRNA et le snRNA (LORENTZEN et
al., 2005).

7.1.1 Structure moléculaire

La composition de I’exosome dépend de I’organisme et de la localisation cellulaire.
Ainsi, I’exosome archaea qui est ’ancétre de I’exosome eucaryote, est composé de trois
hétérodimeéres (Rrp41-Rrp42) qui s’assemblent pour former un anneau ou les protéines
Rrp41 et Rrp42 sont disposées en alternance. Ces deux protéines ont le domaine RNase PH,
toutefois seul Rrp41 est catalytiquement actif (LORENTZEN et al., 2005). Ainsi, I’ARN
doit étre non structuré afin qu’il puisse entrer dans I’exosome (HOUSELEY et al., 2006).
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Figure 7. Structure de I’exosome et les voies possibles de dégradation de ’ARN par
Pexosome.

Représentation des neuf sous-unités de 1’exosome avec le facteur Rrp44 de S. cerevisiae
(A) vue de coté. (B) vue de haut. (C) L’ARN (ligne jaune) peut étre ciblé par Rrp6 ou il
(ligne rouge) peut entrer dans le ceceur de ’exosome afin d’étre dégradé par I’activité
exoribonucléase de Rrp44. L’ARN (ligne verte) peut étre ciblé par [activité
endoribonucléase de Rrp44 et il peut aussi emprunter cette voie pour atteindre ’activité
exoribonucléase de Rrp44. Les sites actifs de ’exosome sont indiqués par des éclairs.

Figure adaptée de MALET et al., (2010) et MALET et LORENTZEN, (2011).
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Chez tous les eucaryotes, le cceur de ’exosome est hautement conservé tout en étant
composé de neuf sous-unités disposées en forme de baril (Figure 7A et B). Par ailleurs,
chez la levure, chaque sous-unité du ceeur de ’exosome est essentielle pour la viabilité des
cellules (ALLMANG et al., 1999b). Parmi les neuf sous-unités, six protéines contiennent le
domaine RNase PH, mais celles-ci ont perdu leur activit¢ phosphorolytique. Par
conséquent, le coeur de ’exosome n’a aucune activité RNase PH et I’activité catalytique de
I’exosome dépend de la protéine Rpp44/Dis3 qui est associée au ceeur de I’exosome (LIU

et al., 2006; DZIEMBOWSKI et al., 2007).

Le facteur Rpp44/Dis3 possede les activités endo- et 3’—5° exoribonucléase de la
famille II. Cette enzyme fait partic de cette famille puisqu’elle contient le domaine
catactéristique de la RNase II (RNB) qui procure une activité 3°—5° exoribonucléase
hautement processive. Chez la levure et les humains, Rrp44 se situe vers le bas du baril et
ce facteur est moins bien associ€ au cceur de ’exosome que les neuf sous-unités (LIU et al.,
2006). Chez les humains, deux homologues distincts de Dis3 ont été identifiés, soit hDIS3
et hDIS3L. hDIS3 est principalement nucléaire tandis que hDIS3L se localise uniquement
au cytosol. Les deux homologues de Dis3 sont des exoribonucléases actives, toutefois seul
hDIS3 posséde P’activité endonucléolytique (STAALS et al., 2010, TOMECKI et al.,
2010). De plus, I’exosome est associé a une deuxi¢éme 3’—5’ exoribonucléase active, soit
Rrp6 de la famille des RNaseD. Rrp6 se localise majoritairement au noyau et se retrouve
aussi au cytosol des cellules humaines (CHEN et al., 2001) tandis que cette enzyme non-

essentielle se localise au noyau chez la levure (ALLMANG et al., 1999b).

7.1.2 Reconnaissance et dégradation de PARN

La capacité de I’exosome a distinguer les différentes classes d'ARN semble étre
effectuée, en partie, par la présence de cofacteurs et/ou de modifications covalentes a
I'ARN. Ainsi, Rrp44 et Rrp6 contiennent différents motifs conservés qui sont requis pour
interagir avec ces facteurs de régulation. Certaines étapes de dégradation et de maturation
dépendent entiérement de 1’une des deux exoribonucléases. Cet aspect est cohérent avec les

études biochimiques et structurelles qui montrent des mécanismes d’action trés différents
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entre Rrp44 et Rrp6 (LIU et al., 2006; LORENTZEN et al., 2008). En effet, Rrp44 est une
enzyme processive qui s’associe étroitement a son substrat d’ARN afin de le dégrader
complétement. Par contre, activité de Rrp6 est distributive, ce qui se répercute par une
dégradation partielle de I’ARN. Par conséquent, la dégradation effectuée par Rrp6 s’appuie
sur une série de liaisons au substrat avant qu’il soit enticrement dégradé. De plus, Rrp44
dégrade les substrats structurés et non structurés tandis que Rrp6 dégrade
préférentiellement les substrats non structurés. Il a été¢ prouvé que Rrp6 est capable de
dégrader des ARNr polyadénylés indépendant du coeur de I’exosome, ce qui est compatible

avec les différentes fonctions de Rrp6 et de I’exosome (CALLAHAN et BUTLER, 2008).

Des études structurales sur I’exosome eucaryote ont montré que Rrp44 est accessible
a I’ARN par deux fagons, soit par une interaction ditecte entre les deux composantes ou
lorsque I’ARN pénétre dans le cceur de ’exosome afin d’atteindre Rrp44 étant situé a
I'extrémité du baril (Figure 7C). La premiére indication illustrant I’utilisation du cceur de
I’exosome a été montrée chez la levure (BONNEAU er al., 2009). Ainsi, cette structure de
I’exosome protége environ 30 nt de I’ARN non structuré, ce qui correspond a la distance
entre I’entrée du cceur de I’exosome et le facteur Rrp44. Par conséquent, les ARNs ayant
des structures secondaires ou tertiaires ne peuvent pas pénétrer dans le ceeur de 1’exosome,
ce qui prévient, entre autres, la dégradation des ARNs matures. Par conséquent, seuls les
ARNs ayant une extrémité 3’ non structurée peuvent étre dégradés par le cceur de

I’exosome.

Le domaine PIN localisé en N-terminal de la protéine Rrp44 est impliqué lors des
clivages endonucléolytiques (SCHNEIDER et al., 2009) et le substrat d’ARN n’est pas
contraint a interagir avec le cceur de ’exosome (Figure 7C). Le site actif du domaine PIN
est catalytiquement actif et accessible lorsque des résidus acidiques conservés sont en
présence d’ions métalliques divalents (BONNEAU er al., 2009). L’inactivation de ce
domaine par mutation ponctuelle a des effets limités sur la maturation des ARNSs et sur la
croissance cellulaire. Cette observation suggere que les ARNs sont encore dégradés, malgré
I’absence du clivage endonucléolytique. Ainsi, le domaine PIN ne semble pas coopérer

avec l’activité exoribonucléolytique de Rrp44. De plus, le domaine PIN faciliterait la
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dégradation d’ARN structuré ayant un S5’monophosphate (LEBRETON et al., 2008;
SCHAEFFER et al., 2009). L’action de ’exosome est stimulée par le complexe TRAMP et

ce mécanisme est décrit a la section 7.2.

7.1.3 Fonction spécifique de ’exosome

Jusqu’a présent, I’exosome cytosolique a €té caractérisé pour dégrader les ARNm
ciblés par le nonsense-mediated decay (NMD) et le non-stop decay INSD) (HOUSELEY et
TOLLERVEY, 2009). Ainsi, chez la levure, la protéine adaptatrice Ski7 du complexe Ski
recrute directement I’exosome a un transcrit en cours de traduction lorsque I’ARNm
posséde un codon stop prématuré ou s’il ne posséde pas de codon stop (ARAKI et al.,
2001).

Tel que mentionné précédemment, I’exosome est impliqué dans la maturation de
certains transcrits, notamment les ARNr, snoRNAs et snRNAs. Ainsi, la maturation en 3’
de PARNr 5.8S requiert toutes les composantes de ’exosome, I’exoribonucléase Rrp6 et
I’hélicase Mtr4 (DE LA CRUZ, et al., 1998). De plus, les pré-snoRNAs sont maturés par
un processus séquentiel impliquant I’exosome et Rrp6. Aussi, I’exosome participe a

maturer les snRNA U1, U4 et US (ALLMANG et al., 1999a; MITCHELL et a/., 2003).

7.2 TRAMP

La caractérisation initiale du complexe TRAMP avec I’exosome nucléaire a été
rapportée pour la surveillance nucléaire et la dégradation du pré-ARNt™ (KADABA et al.,
2004). Des travaux subséquents ont démontré que le TRAMP est impliqué pour dégrader
différents types d’ ARNs, notamment les pré-ARNm aberrants, les ARN non-codants et les
précurseurs des ARNr, ARNt, snRNAs et snoRNAs (HOUSELEY et al., 2006).

11 a été répertorié que D'activité de dégradation de 1’exosome purifié est relativement
faible puisque différents intermédiaires de dégradation sont discernables (MITCHELL et
al., 1997). Cette donnée indique que la dégradation rapide requiert la présence de

cofacteurs. Ainsi, la combinaison de I’exosome avec le complexe TRAMP diminue
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I’accumulation de ces intermédiaires suggérant que I’exosome est stimulé par le TRAMP
(LACAVA et al., 2005). L’action stimulatrice du TRAMP sur I’exosome a été démontrée
in vitro et in vivo. Par exemple, I’activité hydrolytique de Rrp6 est améliorée par le
complexe TRAMP, ce qui stimule la dégradation des ARNs in vitro (CALLAHAN et
BUTLER, 2010). Conformément a ce résultat, le TRAMP ne stimule plus Rrp6 lorsque le
site actif de Rrp6 est muté (CALLAHAN et BUTLER, 2010).

Le complexe TRAMP a été exhaustivement étudié chez S. cerevisiae et celui-ci est
constitué d’une protéine liant ’ARN (Airl/Air2), d’une hélicase Mtr4 et d’un des deux
paralogues de la poly(A) polymérase non canonique, Trf4 et TrfS (LACAVA et al., 2005).
Contrairement a la poly(A) polymérase (Papl), une courte queue poly(A) est ajoutée au
substrat par la Trf. Le complexe TRAMP de S. pombe ressemble a celui de S. cerevisiae
tout en étant composé d’une poly(A) polymérase non canonique Cid14, d’une hélicase
Mtr4 et d’une protéine liant ’ARN, Airl (KELLER et al., 2010). Il est a noter que seule
I’hélicase Mtr4 est une protéine essenticlle (DE LA CRUZ, et al., 1998).

Le mécanisme d’action du TRAMP débute lorsque la protéine Air2 lie un ARN ciblé
tout en recrutant le complexe TRAMP. L’ARN polymérase Trf4 ajoute une courte queue
poly(A) au substrat d’ARN permettant a I’exosome d’initier la dégradation de ce transcrit
avec I’aide de I’hélicase Mtr4 (Figure 8). Cette hélicase facilite la dégradation des ARNs
structurés et ceux étant fortement associés aux protéines (LACAVA er al., 2005).
Demiérement, il a ét¢ démontré que Mtr4 détecterait le nombre d’adénosines présentes a la
fin d’un substrat et contrélerait ’activité¢ de la poly(A) polymérase Trf4. Par conséquent,
Mtr4 stimule ’activité de Trf4 pour une polyadénylation rapide lorsque I’hélicase détecte
moins de quatre adénosines. Par contre, ’action de Trf4 est inhibée quand Mtr4 détecte
plus de quatre adénosines. Le complexe TRAMP restreint I’adénylation aprés trois a quatre

adénosines (JIA et al., 2011).

I1 est a noter que la polyadénylation n’est pas essentielle pour activer la dégradation

du substrat. En effet, ’analyse génomique de la souche A#rf4 a démontré que le niveau
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d’expression est altéré pour 90% des transcrits. Par contre, la méme analyse réalisée avec
un mutant ou Dactivité enzymatique est défective (Trf4-DADA) a établit que le profil
d’expression ressemble a celui observé pour une souche WT (SAN PAOLO et al., 2009).
Conformément a ces résultats, les cellules Atrf5 pourvu du Trf4-DADA sont viables
(Wyers et al., 2005), tandis que la double délétion (Atrf4/Atrf5) est 1étale (CASTANO et
al., 1996). Ces observations suggérent que la fonction in vivo de Trf4/Trf5S n’est pas

restreinte a I’activité de polyadénylation.

Polyadénylation

Recrutement de 'exosome

Déadénylation
par 'exosome

intermédiaires ?

154 a
-+
Dégradation e )
de 'ARN
par I'exosome
(Mtrd)

Figure 8. Mécanisme du complexe TRAMP pour la dégradation d’ARN.
La protéine Air2 recrute le complexe TRAMP a I’ARN ciblé. Trf4 avec I’action de Mtr4

Substrat ' ARN / _
structuré Polyadénylation des

Dégradation
compléte

ajoute une courte queue poly(A) au substrat d’ARN et ’exosome le dégrade avec I’aide de
I’hélicase. Il est probable que les intermédiaires de dégradation sont polyadénylés afin de

faciliter la dégradation compléte du substrat. Figure adaptée de LACAVA et al., (2005).
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7.3 Déadénylase

Pour la majorité des ARNm, la déadénylation préceéde le retrait de la coiffe et les
¢tapes subséquentes de dégradation chez la levure et les mammiféres (PARKER et SONG,
2004). La déadénylation s’effectue au cytosol lors de la dégradation générale des ARNm et
permet de réguler la traduction de certains transcrits, notamment les ARNs requis a des
¢tapes précises du cycle cellulaire (BEILHARZ et PREISS, 2007, LACKNER et al., 2007).
Jusqu’a présent, trois différents complexes d’enzymes ont été identifiés comme étant des

déadénylases spécifiques aux ARNm.

Chez la levure, le complexe de déadénylase principal contient deux nucléases, Ccr4 et
Pop2. L’activité catalytique prédominante au sein de ce complexe est réalisée par Ccrd
tandis que Pop2 améliore la fonction de cette derniére (TUCKER et al., 2002). L’action de
Pop2 se répercute par la stabilisation du complexe ou par des interactions supplémentaires
entre le complexe de déadénylation et ’ARNm (BAI ef al., 1999). L’activité du complexe
Ccr4/Pop2 est inhibée lorsque la queue poly(A) est recouverte par Pabl tandis que la coiffe
n’a aucun effet sur ces enzymes (PARKER et SONG, 2004).

Le second complexe de déadénylation est le complexe PAN qui est composé de la
déadénylase Pan2 et du facteur auxiliaire Pan3. Le role de Pan3 est d’améliorer et de
réguler l'activité de Pan2. Tel que mentionné a la section 2.3.1.2, le complexe PAN est

impliqué a réguler la taille des queues poly(A) chez S. cerevisiae (MANGUS et al., 2004b).

PARN (poly(A) ribonuclease) a été initialement purifié de cellules de mammiféres
et ’homologue de cette enzyme a été identifié chez plusieurs eucaryotes, toutefois cette
déadénylase est absente chez S. cerevisiae et D. melanogaster. 1 activité de déadénylation
nécessite I’homodimérisation de PARN (WU er al., 2005 ). 1 est 4 noter que cette enzyme
est stimulée par la coiffe tandis que la PABP I’inhibe (DEHLIN e al., 2000). De plus,
PARN est requis pour la déadénylation rapide des ARNm comportant des éléments
d’instabilité AU-riche de méme que des ARNm ciblés par le NMD (LEJEUNE et al.,
2003).
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Chez la levure, aucune des déadénylases n’est essentielle pour la viabilité des
cellules, mais le phénotype observé varie selon le mutant étudié (GOLDSTROHM et
WICKENS, 2008). Chez les mammiféres, la déadénylation cytoplasmique des ARNm
s’effectue de fagon biphasique. Ainsi, la queue poly(A) est raccourcie de quelques
nucléotides par le complexe PAN (activité distributive) avant que le complexe CCR4-
CAF1 dégrade le reste de la queue poly(A) par son activité processive. Ce type de
dégradation €limine les transcrits ciblés par le NMD et ceux visés par la dégradation

générale des ARNm (YAMASHITA et al., 2005).

8. POLY(A)-BINDING PROTEIN

Deux poly(A)-binding protein sont conservées durant 1’évolution, mais celles-ci sont
inexistantes chez les procaryotes. Les deux types de poly(A4)-binding protein sont bien
caractérisés: PABPC1 est localisée au cytosol tandis que PABPN1/PABP2 est au noyau.
Comme son nom I’indique, ces protéines lient préférentiellement la queue poly(A) des

ARNm.

8.1 Poly(A)-binding protein cytosolique (PABPC1)

La protéine PABPC1, hautement conservée, se retrouve chez tous les eucaryotes, soit
de la levure a I’homme. Chez certains organismes, le nombre de génes codant pour la
PABPC peut varier. Ainsi, quatre génes codent pour la PABPC chez I’humain tandis qu’un
seul géne est présent chez la levure S. pombe et S. cerevisiae (MANGUS et al., 2003).
PABPC1 est une protéine abondante qui correspond a la forme principale de PABPC
exprimée dans les cellules humaines. Les trois autres PABPC sont plutdt spécifiques,
notamment la PABPC3 qui est encodée par un géne sans intron s’exprimant uniquement
dans les cellules des testicules (FERAL et al., 2001) tandis que la PABPC4 (iPABP)
s’exprime lorsque les cellules T sont activées (YANG et al., 1995). 1l est intéressant de
noter que I’ARNm de PABPC4 est plus abondant que celui de PABPC1 dans les cellules du
ceeur et des muscles squelettiques. Le géne encodant la PABPCS, qui est la derniére
PABPC connue, est situé sur le chromosome X (BLANCO et al., 2001). Par contre, seule la

PABPC]1 sera décrite dans cette section.
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8.1.1 Structure et propriétés physiques

Le transcrit de PABPCI est composé de 15 exons et génére une protéine de 70 kDa.
PABPC1 est constituée de quatre motifs de reconnaissance a ’ARN (RRM) localisés en
N-terminal de la protéine. Il est important de noter que les motifs RRM1 et RRM2 sont
similaires aux motifs RRM3 et RRM4, respectivement (DEO er al., 1999). Les motifs
RRMI1 et RRM3 sont principalement responsables pour 1’association spécifique de
PABPCI1 a une séquence poly(A) (GE et al., 2008). Le domaine C-terminal est hautement
conservé par la présence de 5 hélices o, mais la premiére hélice est absente chez
’orthologue de la levure S. cerevisiae (Pabl) (KOZLOV et al., 2001 et 2002). Ce domaine
est impliqué dans la dimérisation de PABPC1 (KUHN et PIELER, 1996) tout en participant
aux interactions protéiques qui facilite la traduction, notamment les protéines Paip1 et eRF3
(KOZLOV et al., 2001). A titre d’information, la PABPC1, la PABPC3 et la PABPC4 ont
la méme organisation structurelle, toutefois la PABPCS est seulement constituée des quatre

RRMs (BLANCO et al., 2001).

PABPCI1 lie spécifiquement la séquence poly(A) avec une faible affinité pour les
séquences poly(U) et poly(G) et aucune liaison n’est détectable pour une séquence poly(C).
Un minimum de 12 nt est requis pour une liaison optimale de PABPC1 a une séquence
poly(A) (SACHS et al., 1987; KUHN et WAHLE, 2004) et 'unité de répétition entre
chaque PABPC]1 liant la méme séquence poly(A) est approximativement de 25 nt (SACHS
et al., 1987; PENG ef al., 2008). De plus, deux arginines situées entre les quatre RRMs et le
domaine C-terminal sont méthylées par CARMI/PRMT4, mais le role de cette
modification post-traductionnelle reste inconnue (LEE et BEDFORD, 2002). 11 est a noter
que Pabl est une protéine essentielle chez la levure S. cerevisiae (SACHS et al., 1987,
KOZLOV et al., 2002).

8.1.2 Localisation

PABPC1 et Pabl se localisent au cytosol a 1’état stationnaire, toutefois ces deux
protéines font la navette entre le cytosol et le noyau (AFONINA et al., 1998; BRUNE et

al., 2005). 11 est a noter que les deux premiers RRMs de PABPC1 sont nécessaires et
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suffisants pour observer cette protéine au noyau (AFONINA et al., 1998). De plus,
PABPCI1 s’accumule préférentiellement au noyau lors d’une infection virale (Sarcome de
Kaposi, Rotavirus et virus herpés simplex) et lors de stress cellulaires, tels que le choc
thermique et le stress oxydatif (MA ef al., 2009; LEE et GLAUNSINGER, 2009; SALAUN
et al., 2010). Durant ces situations, la quantit¢é d’ARNm présent au cytosol diminue
engendrant un surplus de PABPC! libre au cytosol. Dans ce contexte, PABPC1 s’associe a
I’importin a afin d’étre relocalisée au noyau (KUMAR et al., 2011).

Chez S. cerevisiae, I’importation de Pabl au noyau est médiée par les récepteurs
Kap108/Sxm1 tandis que son exportation se réalise par deux voies: la voie principale est
dépendante de Xpol/Crml et la voie alternative nécessite Mex67 et/ou I’export d’ARNm
(BRUNE et al., 2005).

8.1.3 Fonction

La fonction la plus connue de PABPCI et de Pabl1 est de circulariser ’ARNm tout en
stimulant la ré-initiation de la traduction (Figure 9). Cette circularisation favorise le
recrutement de la sous-unit¢é 40S du ribosome et protége I’ARNm contre les
exoribonucléases (AMRANI et al., 2008; LIVINGSTONE et al.,, 2010). L’ARNm est
circularisé lorsque le facteur de traduction eIF4G interagit conjointement avec le deuxiéme
RRM de PABPC1 (KESSLER et SACHS, 1998) et avec ¢lF4E qui est associé a la coiffe
(MARTINEAU et al., 2008). De plus, le complexe tertiaire composé de PABPCI, Paipl et
elF3 favorise efficacement la traduction tout en stabilisant la conformation circulaire de

I’ARNm avec le facteur eIF4G (MARTINEAU er al., 2008).

L’association de PABPC1 avec le facteur eRF3 promouvoit efficacement la
terminaison de la traduction tout cn s’opposant au NMD, un mécanisme de surveillance qui
vise 4 éliminer les ARNm ayant des codons stop prématurés. En effet, une étude in vitro a
démontré que PABPC1 inhibe I’interaction entre le facteur eRF3 et I’'une des composantes
du NMD, Upfl (Figure 9). De plus, PABPC1 empéche I’action du NMD lorsque le codon

stop prématuré est localisé a proximité du vrai codon de terminaison (SINGH et al., 2008).
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Déadénylase

Figure 9. Role de PABPC1 dans la stabilisation et la traduction de 'ARNm.

Paipl et elF3 stabilisent I’interaction entre elF4G et PABPC1 pour stimuler la traduction.
L’interaction entre ¢RF3 et PABPCI inhibe le mécanisme du NMD. Les déadénylases sont
inhibées lorsque PABPCI s’associe a la queue poly(A). M7G: coiffe de I’ARNm. Figure
adaptée de MANGUS et al., (2003) et MARTINEAU et al., (2008).

PABPC1 stabilise le transcrit tout en facilitant la modulation du taux de
déadénylation des ARNm. Ainsi, ’ARNm est protégé contre les déadénylases lorsque
PABPC] s’associe a la queue poly(A) (Figure 6). Par contre, la déadénylation est favorisée
lorsque PABPC1 interagit avec les facteurs impliqués dans la déadénylation, dont Pan3,

TOB et GW182 (EZZEDDINE et al., 2007; FABIAN et al., 2009).

Des données biochimiques et génétiques soutiennent le role de Pabl lors de la
biogenése des ARNm chez S. cerevisiae. Une mauvaise maturation des ARNm et des
défauts d’export sont observés chez les cellules ou 1’habilité de Pabl a rentrer au noyau est
perturbée (BRUNE et al., 2005). Conformément a ces observations, des ARNSs
hyperadénylés s’accumulent dans le noyau des cellules Apab!/ (DUNN et al., 2005). 11 est
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intéressant de mentionner qu’un phénotype similaire a été rapporté pour différents mutants
affectant P'export des ARNm (JENSEN et al., 2001). Par conséquent, les ARNs
hyperadénylés qui s’accumulent au noyau sont plus susceptibles d’étre ciblés par un
mécanisme de surveillance nucléaire, notamment par I’exoribonucléase Rrp6 (DUNN et al.,

2005).

Deux observations suggerent un réle possible de PAPBCI1 lors de la maturation des
ARNm (HOSODA et al., 2006), toutefois le role exact n’a toujours pas été établi. Dans un
premier temps, des expériences d’immunoprécipitation d’ARN (RIP) ont démontré que
PABPC1 s’associe a des pré-ARNm non-épissés et polyadénylés. Parallélement a ces

expériences, la poly(A) polymérase canonique est copurifiée avec la PABPCI1.

8.2 Poly(A)-binding protein nucléaire (PABPN1)

Originalement, la protéine PABPN1 a été identifiée lors de D’enrichissement
biochimique d’un facteur stimulant la polyadénylation a partir d’extrait de thymus de veau
(WAHLE, 1991). Cette protéine conservée est caractérisée chez plusieurs organismes,
toutefois aucun orthologue n’existe chez S. cerevisiae. L’orthologue de S. pombe (Pab2) a
été identifié par nos travaux et la plupart des caractéristiques sont mentionnées a la section

des résultats.

8.2.1 Structure et propriétés physiques

Chez les mammifeéres, PABPN]1 est caractérisée par une région putative coiled-coil,
un motif de reconnaissance a I’ARN (RRM) et d’un domaine riche en arginine (KUHN et
WAHLE, 2004; CHARTIER et al., 2009) (Figure 10). Les dix acides aminés subséquents
au codon initiateur codent pour la région de polyalanine. Toujours en N-terminal de la
protéine, un domaine riche en glutamate s’y retrouve. Le signal de localisation nucléaire
(NLS) de PABPNI1 impliquerait les acides aminés 257-306 (Données non publiées,
MALLET et BACHAND).
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Figure 10. Structure de PABPNI1.

A: Région de polyalanine; E-riche: Domaine riche en glutamate; HD: Région putative
coiled-coil; RRM: motif de reconnaissance a I’ARN; R-riche: Domaine riche en érginine;

NLS: Signal de localisation nucléaire. Figure inspirée de CHARTIER e al., (2009).

Chez les humains, le transcrit de PABPN1 est entrecoupé de six introns et produit une
protéine de 306 acides aminés ayant un poids moléculaire de 33 kDa. Il existe un isoforme
de PABPNI1 ou les introns 1 et 6 ne sont pas excisés, mais la fonction de cette protéine reste

encore inconnue (site web GENE: PABPNI1).

PABPNI lie étroitement les séquences poly(A) et interagit a un degré similaire aux
séquences poly(G), toutefois aucune liaison n’est détectable pour des séquences poly(U) et
poly(C). Afin d’observer une interaction optimale et spécifique de PABPN1 aux séquences
poly(A), le motif RRM et le domaine riche en arginine sont requis (WAHLE et al., 1993;
KUHN et al., 2003). 11 est & noter que les 13 résidus d’arginine, situés dans le domaine
riche en arginine, sont diméthylés asymétriquement par PRMT1 PRMT3 et PRMT6 in vitro
(FRONZ et al., 2008). Cette méthylation n’influence pas ’affinité et la spécificité de la
liaison de PABPN1 a ’ARNm (SMITH et al., 1999; KUHN et al., 2003), toutefois
I’affinité de PABPNI1 a la transportin est réduite (FRONZ ef al., 2011).

Des essais de retard sur gel ont indiqué que 12 résidus d’adénosine sont nécessaires
pour observer une forte affinit¢ de PABPNI1 a la séquence poly(A). Par contre, PABPNI1
tend & former des oligoméres en absence d’ARNm (NEMETH et al., 1995). Cette
oligomérisation requiert le domaine riche en arginine et pourrait impliquer la séquence de
polyalanine (FAN et al., 2001; KUHN et al., 2003), mais cette derniére séquence ne semble
pas étre suffisante pour induire 1’oligomérisation de PABPN1 (FAN et al., 2001).
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8.2.2 Localisation

Dans les cellules a I’état stationnaire, PABPN1 se localise au noyau, mais cette
protéine fait la navette entre le noyau et le cytosol (CALADO er al., 2000a). Grace au
microscope électronique, ’analyse de I’anneau d’ARN de Balbiani de [’insecte
Chironomus tentans montre que I’ARNm associé a PABPNI1 reste a 1’entrée du pore
nucléaire et qu’une minime quantité de PABPN1 se retrouve a la face cytoplasmique de

I’enveloppe nucléaire (BEAR et al., 2003).

8.2.3 Fonction

Tel que mentionné a la section 2.3.1.1, des essais de polyadénylation in vitro ont
démontré que PABPNI stimule la synthése de la queue poly(A) par des interactions
directes et simultanées avec la queue poly(A) en expansion et la poly(A) polymérase
(PAP). De plus, toujours in vitro, PABPN1 favorise la transition distributive a processive
de la PAP tout en contrdlant la taille de la queue poly(A) a 250 nt (WAHLE, 1991; KUHN
et al., 2009) (Figure 11). L’activité distributive de la PAP consiste a ajouter un seul résidu
d’adénosine au pré-ARNm et cette enzyme est immédiatement relachée du pré-ARNm.
Ainsi, il faut plusieurs liaisons de la PAP avec le pré-ARNm pour synthétiser une courte
queue poly(A). Par contre, ’activité processive de la PAP permet d’ajouter rapidement

plusieurs résidus d’adénosines (~250 A) avant que la PAP se dissocie du pré-ARNm.

L'un des éléments de preuve pour soutenir le réle in vivo de PABPNI lors de la
polyadénylation nucléaire provient de 1I’étude utilisant la protéine NS1A du virus de la
grippe. Initialement, il a été démontré in vitro que PABPNI1 lie la protéine NS1A et que
cette association inhibe I’activité processive de la PAP a synthétiser de longues queues
poly(A). L’association in vivo de PABPN1 avec la protéine NS1A se répercute par la
relocalisation de PABPN1 au nucléoplasme et cette protéine ne fait plus la navette entre le
noyau et le cytosol. Etant donné que les fonctions connues de PABPN1 sont affectées par la
liaison de NS1A, les ARNm de la B-actine n’ont que de petites queues poly(A) (~ 12 nt).
Ainsi, la taille des queues poly(A) des ARNm de la B-actine redevient a la normale lorsque

les cellules sont infectées avec une version tronquée de NS1A (CHEN e al., 1999).
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Durant le développement embryonnaire de D. melanogaster, des ARNm spécifiques
sont régulés lors de la traduction par le biais de la polyadénylation cytoplasmique. II est
intéressant de noter que des mutations au geéne pabp2 causent une extension de la queue
poly(A) pour des ARNm spécifiques régulés par cette polyadénylation. Ainsi, les queues
poly(A) de ces transcrits cytosoliques sont raccourcies par I’action conjointe de PABP2 et
de la déadénylase CCR4. Conformément a ces observations, PABP2 se localise au cytosol
des ovocytes et des embryons précoces, soit I’endroit ou ces ARNm sont régulés (BENOIT

et al., 2005).

——m——————’
CPSF - PAP CPSF - PAP
5 e[ ARUAAA - 5
————————
cpéF PAP CPSF PAP

PABPN1
+

poly(A)

PABPN1
+

poly(A)

Figure 11. PABPN1 stimule la PAP et contréle la longueur des queues poly(A).

CPSF s’associe a la séquence AAUAAA et recrute la poly(A) polymérase (PAP). Tout
d’abord, la PAP synthétise une courte queue poly(A) de 10 nt et une premiére molécule de
PABPNI1 lie la queue poly(A) afin de stimuler la processivité de la PAP. La formation
sphérique de la queue poly(A) avec PABPNI1 assure un contact entre CPSF et PAP.
Lorsque la queue poly(A) excéde plus de 250 résidus d’adénosine, I’ajout supplémentaire
de PABPN1 n’est plus possible. Le complexe se déstabilise engendrant larrét de la

polyadénylation. Figure adaptée de KUHN et al., (2009).



47

Selon différentes expériences réalisées par le groupe de Maquat, PABPN1 serait
toujours liée aux ARNm lors du premier tour de traduction, soit le mécanisme qui cible la
présence de codons stop prématurés aux ARNm nouvellement synthétisés. Pour supporter
ce point, PABPN1 co-immunoprécipite avec CPB80 (ISHIGAKI et al., 2001), une protéine
qui s’associe a la coiffe de ’ARNm uniquement au premier tour de traduction. Une fois
que le premier tour de traduction est complété, un réaménagement protéique entraine le
remplacement de PABPN1 par PABPC1. Par conséquent, PABPNI1 ne jouerait pas un réle
lors de la traduction active des ARNm (SATO et MAQUAT, 2009).

8.2.4 Implication médicale

L’intérét de caractériser la protéine PABPNI1 provient du fait qu’une forme altérée de
cette protéine cause une pathologie: la dystrophie musculaire oculopharyngée (OPMD).
L’OPMD est une maladie caractérisée par la chute progressive des paupiéres, des
difficultés de déglutition et une faiblesse des membres proximaux. Les symptOmes
rattachés a cette maladie apparaissent tardivement, soit autour de 50-60 ans. Cette maladie
a une prévalence au Québec de 1:1000 et de 1:600 pour les populations juives (BRAIS,
2003). La forme autosomique dominante de cette maladie est causée par de petites
expansions (2-7) d’un trinucléotide (GCG) codant pour 1’alanine. L’ajout d’alanines a lieu
dans la région de polyalanine de PABPNI1. La signature de cette maladie se caractérise par
la présence d’inclusions intranucléaires filamenteuses dans les fibres musculaires

squelettiques (TOME et al., 1997).

Certains groupes ont démontré que les inclusions intranucléaires filamenteuses
contiennent une grande quantité d’ARNs polyadénylés et des composantes de la voie
d’ubiquitine du protéasome, notamment l'ubiquitine et la sous-unité catalytique du
protéasome 20S (CALADO et al., 2000b). Une large étude du transcriptome sur des
patients et des modeles de souris et de drosophile ayant la maladie ont permis d’identifier,
par des analyses informatiques, que le complexe ubiquitine-protéasome est
significativement dérégulé. Conformément a ces analyses informatiques, la forme altérée de

PABPNI accumule et génére des agrégats lorsque ’activité du protéasome est altérée par
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des drogues spécifiques (ANVAR ez al., 2011).

Des propriétés biophysiques de la séquence polyalanine suggérent qu’elle jouerait un
role important pour I’accumulation de PABPN1 dans les inclusions (BRAIS, 2003). Il
semblerait que ’ampleur des symptOmes musculaires causés par la forme altérée de
PABPN1 dépendrait du niveau d’expression de cette derniére (HINO et al., 2004). Ainsi, la
faiblesse musculaire pourrait étre liée a une augmentation du taux de transcription du géne
altéré par rapport au géne normal. Par conséquent, le nombre de répétitions d’alanine n’est
manifestement pas corrélé a la faiblesse musculaire (SCHRODER et al., 2011). Jusqu’a

présent, aucune information moléculaire n’explique clairement la relation entre la mutation
de PABPNI et la pathologie d’OPMD.
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9. HYPOTHESE DE RECHERCHE

Chez les eucaryotes, la presque totalité des ARNm posséde une queue poly(A) en 3’
et cette structure joue un role important pour I’export nucléaire, la stabilité et la traduction
des ARNm. Deux classes de poly(A4)-binding protein (PABP) lient la queue poly(A) des
ARNm: soit PABPC1 au cytosol et PABPN1 au noyau. L’orthologue de PABPC1 a bien
été caractérisé chez la levure a fission tandis que ’orthologue de PABPNI1 n’avait toujours
pas été identifi€¢. Toutefois, des résultats obtenus lors de 1’analyse par la purification
d’affinité avec la protéine d’arginine méthyltransférase I (Rmtl) couplée a la spectrométrie
de masse ont permis d’identifier 1’orthologue de PABPN1 chez la levure a fission. Des
analyses préliminaires et des alignements de séquences ont démontré que la protéine Pab2

correspond a I’orthologue de PABPNI1.

10. OBJECTIFS DE RECHERCHE

L’objectif général de mes travaux de doctorat était d’exploiter la puissance de la
génétique des levures pour caractériser in vivo les fonctions de la nuclear poly(A)-binding
protein Pab2 chez la levure a fission Schizosaccharomyces pombe. Le premier objectif
consistait a caractériser la protéine Pab2 tout en se référant aux propriétés connues de la

PABPNI.

Précédemment, des €tudes in vitro avaient démontré que PABPNI1 était impliquée
dans la polyadénylation des pré-ARNm puisqu’elle stimule la processivité de la poly(A)
polymérase tout en controlant la taille des queues poly(A) (WAHLE, 1991 et 1995b). Selon
cette information, le deuxiéme objectif était de caractériser I’implication de Pab2 durant la

maturation du pré-ARNm.

Une analyse génomique a établi que Pab2 régule I’expression de certains transcrits,
tels que les génes méiotiques, les snoRNAs, les rétrotransposons et le géne encodant la
protéine ribosomale de la grande sous-unité, Rpl30-2. L’ultime objectif était de caractériser
le réle de Pab2 dans la régulation de I’expression de Rpl30-2 et de vérifier si cette

régulation est généralisée a d’autres transcrits.
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RESUME

Deux classes de poly(A)-binding protein (PABP) structurellement différentes lient la
queue poly(A) des ARNm chez la plupart des cellules de mammifere: PABPC1 au cytosol
et PABPN1/PABP2 au noyau. Considérant que les orthologues de PABP cytosolique de la
levure sont caractérisés, le géne homologue de PABPN1 n’avait pas été identifié. Dans ce
papier, nous rapportons I’identification de I’homologue de PABPNI1 chez la levure
Schizosaccharomyces pombe et son association a la protéine d’arginine méthyltransférase I
(Rmtl). Le géne pab2 code pour une protéine nucléaire non-essentielle qui lie
spécifiquement des séquences poly(A) in vitro. Conformément a un role de Pab2 lors de la
synthése de la queue poly(A), les ARNm provenant de cellules pab2A sont hyperadénylés.
Aussi, nous démontrons que les résidus d’arginine présents dans le domaine riche en
arginine de Pab2 sont méthylés par Rmtl. Cette modification post-traductionnelle de Pab2
n’affecte ni sa localisation nucléaire, ni son affinité aux séquences poly(A), ni la taille des
queues poly(A). Par contre, les niveaux d’oligomérisation de Pab2 sont nettement
augmentés lorsque Pab2 n’est plus méthylée. La surexpression de Pab2 réduit
significativement la croissance et ce retard est exacerbé dans les cellules Armtl. Nos
résultats indiquent que la principale fonction de Pab2 est de contrdler la taille de la queue

poly(A), et que la méthylation d’arginines régule ’oligomérisation de Pab2.
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ABSTRACT

Two structurally different poly(A)-binding proteins (PABP) bind the poly(A) tract of
mRNAs in most mammalian cells: PABPC in the cytoplasm and PABP2/PABPNI in the
nucleus. Whereas yeast orthologs of the cytoplasmic PABP are characterized, a gene
product homologous to mammalian PABP2 has not been identified in yeast. We report
here the identification of a homolog of PABP2 as an arginine methyltransferase 1 (RMT1)-
associated protein in fission yeast. The product of the S. pombe pab2 gene encodes a
nonessential nuclear protein and demonstrates specific poly(A) binding in vitro. Consistent
with a functional role in poly(A) tail metabolism, mRNAs from pab2-null cells displayed
hyperadenylated 3 ends. We also show that arginine residues within the carboxy-terminal
arginine-rich domain of Pab2 are modified by RMT1-dependent methylation. Whereas the
arginine methylated and unmethylated forms of Pab2 behaved similarly in terms of
subcellular localization, poly(A) binding, and poly(A) tail length control; Pab2
oligomerization levels were markedly increased when Pab2 was not methylated.
Significantly, Pab2 overexpression reduced growth rate and this growth inhibitory effect
was exacerbated in rm¢/-null cells. Our results indicate that the main cellular function of
Pab2 is in poly(A) tail length control and support a biological role for arginine methylation

in the regulation of Pab2 oligomerization.
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INTRODUCTION

The 3’ end of nearly all eukaryotic mRNAs harbors a poly(A) tail. Whereas
numerous studies indicate that the presence of a poly(A) tail on a eukaryotic mRNA is
required for efficient nuclear export, RNA stability, and translational control (1), recent
findings have questioned the direct role of the poly(A) tail in specific steps of mRNA
metabolism (2-4). The length of this stretch of polyadenosines is controlled in a species-
dependent manner with average lengths of 70- and 250-nucleotides in yeast and mammals,
respectively (5,6). Yet, the exact mechanism that controls poly(A) tail length remains
clusive. mRNA poly(A) tail synthesis involves at least 20 different proteins in the yeast
S. cerevisiae. The cleavage factors I and II (CF 1 & II) are first responsible for the
cotranscriptional cleavage of the pre-mRNA, which is then followed by the
polyadenylation of the upstream fragment by members of the cleavage/polyadenylation
factor (CPF) complex, including the poly(A) polymerase Papl (7-9). In the presence of a
protein with poly(A) binding activity, CF I/II, CPF, and Papl are sufficient to reconstitute
poly(A) tail synthesis de novo on an RNA in vitro (10-12). Despite remarkable similarities
in the polyadenylation machinery between yeast and mammals, species-specific factors
have been described. Particularly, the product of the pabp2/pabpni gene is thought to be

specific to metazoans (13), as no apparent yeast homolog has yet been identified.

PABP2 was originally identified through biochemical enrichment of a
polyadenylation stimulatory factor from calf thymus extracts (14). Mammalian PABP2 is
characterized by a putative coiled-coil region, a single RNA recognition motif (RRM), and
a carboxy-terminal arginine-rich domain (6,13). The affinity of PAPB2 to synthetic poly(A)
tails is in the nanomolar range and requires both the RRM and the C-terminal arginine-rich
domain for optimal and specific interaction with poly(A) (15,16). Experiments using in
vitro polyadenylation assays led to a model in which PABP2 stimulates processive poly(A)
synthesis by direct and simultaneous interactions with the growing poly(A) tail and the
poly(A) polymerase (17). Although ir vitro experiments have provided information about
the biochemical properties of PABP2, little is known about the mechanism by which it
regulates poly(A) tail synthesis in vivo. A Drosophila system was recently established to

address the function of PABP2 in vivo. These studies provided evidence for the critical role
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of PABP2 during embryonic development as well as an unsuspected role in the regulation
of cytoplasmic polyadenylation (18). An understanding of the in vivo mechanism by which
PABP2 regulates polyadenylation is significant, because the human genetic disorder
oculopharyngeal muscular dystrophy (OPMD) is linked to mutations in the pabp2 gene
(19). A physiological hallmark of this disorder is the accumulation of fibrous inclusions in
the nuclei of skeletal muscle fibers that consist of PABP2 aggregates (20). Yet, the
molecular defects in PABP2 function that lead to the establishment of this disease remain
unclear. Mammalian PABP2 is also subject to a posttranslational modification where
specific arginine residues are methylated (21). How arginine methylation modulates the
function of PABP2 as well as the cellular methyltransferase responsible for PABP2

methylation remains unknown.

Protein arginine methyltransferases (PRMT) catalyze the monomethylation of
specific arginine residues in proteins using S-adenosyl-L-methionine as a methyl donor.
PRMTs are divided into two major classes depending on the type of dimethylarginine they
generate: type I PRMTs modify proteins by the catalysis of asymmetric N°-N°-
dimethylarginine, whereas type II PRMTs catalyze the formation of symmetric N°-N°-
dimethylarginine (22). prmr-encoding genes have been identified from the sequenced

genomes of yeast, worms, flies, plants, and mammals; but not prokaryotes.

The biological role of PRMTs is likely mediated by the modification of substrate
proteins. Accordingly, extensive large-scale efforts have aimed to identify arginine
methylated proteins (23-25). Based on these and other studies, arginine methylation appears
to impact a variety of cellular processes including ribosome biosynthesis (26), T-cell
activation (27), cytokine and interferon signaling (28), cell differentiation (29), and DNA
repair (30). The role of arginine methylation in these cellular pathways is likely regulated
by biochemical activities such as protein-protein interactions (31,32), protein subcellular
localization (33,34), transcription and chromatin remodeling (35,36), mRNA metabolism
(37,38), and translation (26,39). Not unexpectedly, mice engineered for deletion of the
prmtl (40), prmt4 (41), or prmt5 (42) gene are inviable. Yet, our understanding of the
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biological role of each PRMT and how arginine methylation alters the biological function

of proteins is limited by the few physiological substrates identified to date.

In this study, we report the identification of a nuclear poly(A)-binding protein (Pab2)
in fission yeast. Our results reveal that pab2-null cells produce hyperadenylated mRNAs
and are cold-sensitive. We also demonstrate that the protein arginine methyltransferase 1
(RMT1) is the enzyme responsible for Pab2 arginine methylation. Experiments to
determine the effect of methylation on Pab2 function indicate that the oligomerization
levels of Pab2 are increased when it is not methylated. Accordingly, we found that the
growth inhibitory effect caused by Pab2 overexpression is exacerbated in rmt/A cells. Our
results thus establish Pab2 as an important regulator of poly(A) tail length control and
support a model in which the oligomerization-dependent cellular toxicity of Pab2 is

modulated by arginine methylation.
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MATERIALS AND METHODS

Strains, growth media, and genetic methods. The complete list of the
Schizosaccharomyces pombe strains used in this study is given in Table I. Cells were grown
at 30°C in yeast extract medium with amino acid supplements (YES) and Edinburgh
minimum medium (EMM) containing appropriate amino acid supplements. S. pombe cells
were transformed with plasmids and PCR products by the lithium acetate method.
Disruption of pab2 was performed by PCR-mediated gene targeting using 100-nt
oligonucleotides with 80-nt from the appropriate regions of the pab2 genomic sequence
(43). The oligonucleotide sequences used for the construction of these strains are available
upon request. Following transformation of a diploid strain, G418-resistant colonies were
screened for pab2 heterozygosity by colony-PCR. Meiosis and sporulation were induced in
selected heterozygote diploids by plating on malt extract agar and tetrads were dissected
with a micromanipulator (MSM 200, Singer Instruments, UK). nmtI -dependent gene

expression was repressed by the addition of 15 uM thiamine to the growth medium.

Table 1. Schizosaccharomyces pombe strains used in this study

Strain Genotype Reference
FBY13 h+ ade6M210 leul-32 ura4Al8 his3Al 26

FBY1 h+ ade6M210 leul-32 uradAl8 his3Al RMT]A::KanMX6 26

FBY2 h+ ade6M210 leul-32 uradAl8 his3Al RMT3A::KanMX6 26

FBY3 h+ ade6M210 leul-32 uradAl8 his3A1 RMT54::KanMX6 26
FBY106 h+ ade6 leul-32 ura4Al8 his3Al (spore A) this study
FBY107 h- ade6 leul-32 urad4Al8 his3Al pab2::kanMXG6 (spore B) this study
FBY108 h- ade6 leul-32 ura44l8 his3Al (spore C) this study
FBY109 h+ ade6 leul-32 uradAl8 his3Al pab2::kanMX6 (spore D) this study

Plasmid constructs. The cDNAs encoding S. pombe pab2 and pab2AC28 (amino
acid 1-138) were amplified by RT-PCR using total cellular RNA extracted from fission
yeast. The amplifications were performed using the same forward primer 5’- CCTAGCTA
GCAGTGATCAAGATGCCTTAGA-3’ and the 5’-CGCGGATCCCTAATACGGAGCGA
AACCACG-3* and 5-CGCGGATCCCTAGCTCATACCAGGAACGTTTGTCC-3’

reverse primers, respectively. Following digestion of the 5’ and 3’ ends of the cDNAs with
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Nhel and BamH], respectively, the cDNAs were cloned into Nhel/BamHI-digested pREP2
and pREP82 vectors (44) that contain the DNA sequence encoding for a single myc-epitope
tag. The pab2 cDNA was also cloned into BamHI1-digested pREP41EGFP-N (45) using the
primer pair 5’- CGCGGATCCGAGTGATCAAGATGCC TTAGA-3’ and 5’-CGCGGAT
CCCTAATACGGAGCGAAACCACG-3’. pGEX4T2-Pab2 and pGEXA4T2-Pab2AC28
were generated by PCR-amplification using pREP82myc-PAB2 as a template and the
forward primer 5’-CGCGGATCCAGTGATCAAGATGCCT TAGA-3’ and the reverse
primers 5’-CGCGGATCCCTAATACGGAGCGAAACCACG-3’ and 5’-CGCGGATCCC
TAGCTCATACCAGGAACGTTTGTCC-3°, respectively. EP41EGFP-N-RMTS was
generated by RT-PCR amplification of the rmt5 cDNA using the primer pair 5’-
CGCGGATCCGTTATTGCGGGATGGCCGT-3" and S’-CGCGGATCCTTAATACATA
TTACACGAG-3’ both containing BamHI restriction sites. The PCR-amplified sequences
were verified by automated sequencing at the University of Calgary DNA Core Facility.

Antibodies. Rabbit polyclonal antibodies specific to fission yeast RMT1 and RMT3
were raised at Covance Research Products (Denver, PA, USA) against GST-fusion proteins
purified from E. coli. Rabbit polyclonal myc antibody A-14 and the mouse monoclonal
anti-GST B-14 were from Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA).
Asymmetric dimethylarginine-specific rabbit polyclonal antibody (ASYM24) was from
Upstate (Charlottesville, VA, USA) and the rabbit polyclonal anti-GFP was from

Invitrogen (Burlington, ON, Canada).

Immunoprecipitation experiments. Thirty to fifty ml of mid-log phase fission yeast
cells grown in either YES or EMM were used for immunoprecipitation experiments. Cells
were lysed in ice-cold PBS-MT (1X PBS supplemented with 2 mM MgCl; and 1% triton-
X-100) containing a cocktail of protease inhibitors (Roche) with a Fastprep FP120 (Thermo
Electro Corp.) using 0.5 mm glass beads. Clarified lysates were normalized for total protein
concentration using the Bradford protein assay (Bio-Rad, Inc.) and 1 mg of total proteins
were subjected to immunoprecipitation using agarose-conjugated anti-myc (9E10; Santa
Cruz Biotech). Imunoprecipitated proteins were eluted in sample buffer, separated on 12%

SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes, and analysed by immunoblotting.
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Microscopy. For localization of GFP-Pab2, FBY13 and FBY1, cells that were
previously transformed with pREPEGFP-N-Pab2 were grown to saturation in EMM
containing 15 pM thiamine. Cells were then washed twice to remove the thiamine and
allowed to grow for 18-20h before direct fluorescence microscopy. The nuclei of cells were

stained using Hoechst 33342 (Sigma, St-Louis, MO).

Recombinant protein expression and in vitro pull-down assays. GST, GST-Pab2,
and GST-Pab2AC28 were expressed in E. coli BL21 DE3 cells (Invitrogen, Burlington,
ON, Canada). Protein expression was induced by the addition of 0.5 mM isopropyl-1-B-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) for 3h at 37°C for GST and GST-Pab2AC28, and for 18h at
18°C for GST-Pab2. Following centrifugation of the cells and subsequent washing in ice-
cold phosphate buffer saline (PBS), the bacterial cells were broken by sonication and the
cell membranes were solubilized by the addition of triton X-100 to a final concentration of
1%. The cell debris was sedimented by a 10-min centrifugation at 12,000 rpm at 4°C, and
the clarified lysates were subjected to glutathione-sepharose resin (Amersham Pharmacia
Biotech). After extensive washing, the proteins were eluted from the resin by incubating
with 10 mM reduced glutathione resuspended in Tris-Hcl pH 8.6; 250 mM NaCl; 0.1%
triton X-100. The proteins were aliquoted and stored at -80°C.

For poly(A) pull-down experiments, 2 mg of recombinant protein or 0.5 mg of total
cell extracts were incubated for 1h at 4°C with 15 ml of poly(A)-sepharose 4B (Sigma) that
had been previously pre-equilibrated in buffer A (50 mM tris-HCI pH 8.0; 150 mM NaCl;
0.1% Triton-X-100; 2 mM MgCly; 1| mM DTT; | mM EDTA). The beads were then
washed three times with 1 ml of buffer A and the bound proteins cluted by incubating for
5 min at 95°C in SDS-PAGE sample buffer. For the oligonucleotide polymers competition
experiment, 10-fold excess of polyadenylic or polycytidylic acids (Sigma) were added to
poly(A) sepharose simultaneously with GST-Pab2. The copurification of the different

proteins with poly(A) sepharose was analyzed by immunoblotting.



59

RNA analyses. cDNA synthesis from fission yeast total RNA was as previously
described (46) with the exception that the Omniscript reverse transcriptase (Qiagen) was
used. ¢cDNAs were PCR amplified with Taq DNA polymerase (NEB) using the following
oligonucleotides sets: forward 5’-CCTAGCTAGCAGTGATCAAGATGCCTTAGA-3’and
reverse 5’-CGCGGATCCCTAATACGGAGCGAAACCACG-3’ primers for pab2, and
forward 5°’-CCATGTTTTGCGCTAGAGCAGGC-3’ and reverse 5’-CTTCTGAAACAGG
CTCGCGAT-3’ primers for rmtl.

Poly(A) tail length analyses were based on a previously described method (47).
Briefly, 1 ug of total fission yeast RNA was 3’-end labeled at 4°C for 18-20 h with 25 pCi
of [*’P] cytidine-biphosphate using T4 RNA ligase (Ambion). Following digestion of
RNAs with RNases T1 and A, the remaining poly(A) tails were ethanol precipitated after
proteinase K and phenol-choloform treatments. Poly(A) tracts were separated on 8%

acrylamide-7M urea gels and analyzed using a STORM 860 (Molecular dynamics).
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RESULTS

A gene product similar to nuclear poly(A)-binding proteins copurifies with the fission
yeast protein arginine methyltransferase 1 (RMT1).

An affinity purification approach was used to identify novel RMT1-binding proteins
in the fission yeast S. pombe. Homologous recombination-mediated gene tagging generated
a strain that expresses carboxy-terminal TAP-tagged RMT1 from its endogenous promoter.
Following tandem purification and analysis of the ecluted protein mixture by mass
spectrometry, peptides corresponding to several RNA recognition motif (RRM)-containing
proteins were identified (Table II). Inspection of the amino acid sequence of the
uncharacterized spbcl6e6.12c gene revealed extensive similarity to nuclear poly(A)-
binding proteins: a predicted coiled-coil domain consisting of regularly-spaced aliphatic

residues, a single RNP-type RRM, and a C-terminal arginine-rich domain (Fig. 1).

Table IL. Proteins identified by LC-MS/MS from RMTI-TAP purification

S. pombe ORF number MW (kDa) (n)°
RMT]1 SPAC890.07¢ 39 46
SPBC16E9.12¢ SPBCI16E9.12¢ 20 8
Tif31/p135 SPBC530.06¢ 132 6
rpL7 SPBCI8H10.12¢ 29 5
Garl SPBC25H2.01c 20 4
Berl SPB(C582.05¢ 98 4
Rad18 SPCC5E4.06 130 4
rpL32 SPBC16C6.11 15 3
Gar2 SPAC140.02 53 2

? Number of unique tryptic peptides identified from each protein by mass spectrometry
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human )M AAAAAAAARAAGAAGGRGSGPGRRRHLVPGAGGREAGEGIYWGGAGD YGNGLESEELEPLAE
bovine 1 AAAAAAAAAA(AAGGRQ&UPURPRHLVPGALG-!AG?GHPhGnu)n(h'IP\rPIPP!P
mouse 1

Xenopus 1

Drosophila 1

pombe 1

human 60

bovine 60

mouse 60

Xenopus 55

Drosophila 19

pombe 1

human IS WOPELEAIKARVREMEEEAEKLKELQNEVEKQ YNM

bovine DY W PELEAIKARVREMEEEAEKLKELONEVEKQ 1NMS

mouse O W OPELEAI KARVREMEEEAEKLKELONEVEKQ YNMSPPPGNAGPVIMS JEEKMEADARS Y
Xenopus WM DPELFEAI KARVREMEEEAEKLKELQNEVEKQ ANMSPPPGNAGPVIMSL FERFEADARSIY
Drosophila [BW OPELEAIKARVEEMEEEAERKIXKITIOREVEKO 4} S o

pombe 11 R e xR ETSALE AN gq:.mu BA-mmcmmme o e

human NI GNVDYGATAEELEAHFHGCGSVNRVTILCDKFSGHPKGFAYIEFSDKESVRTSLALDES
bovine (AW GCNVOYGATAEELEAHFHGCGSVNRVTILCDRKFSGHPKGFAYIEFSDKESVRTSLALDES
mouse 172 Vhﬂ\DY(nTA&‘(PAHFHG(GSVNRU"IICDk}SGHPkC}A&IEFSDKPS\RT\IA[DPS
Xenopus 167

Drosophila 100

pombe 59

human PRI F RGROIKVIPKRTNRPGISTTCRGFPRARYRARTTNYNSSRSRFYSGFNSRPRGRVYRG
bovine PRI M. FRGROIKVIPKRINRPGISTTORGFPRARYRARTTHYNSSRSRFYSGFNSRPRGRVYRG
mouse 232 LYRGROIK\IPhRTHRPGIHTTBRGFPRjRXRARTT \beRbRPYSbENHRPRGREYRG
Xenopus 227

DProsophila 160

ponbe 119

human PRI PR ARATSWYSPY

bovine 296 REGESEIR R4

mouse 292 [ERFSELEERSS

Xenopus 286 RARAIQh:

Drosophila 217

pombe 159

Figure 1. Amino acid sequence alignment of nuclear poly(A)-binding proteins from
multiple species.

Identical amino acids are shown in black outline and similar amino acids are shown in grey
outline. The predicted coiled-coil region, RNA recognition motif, and arginine-rich region
are boxed. An asterisk (*) is present over the canonical aliphatic residues forming the core
of the heptad repeats that constitute the coiled-coil sequence. The Genbank accession
numbers used for the alignment are as follows: NP_004634.1 for humans; Q28165 for
bovine; NP_062275.1 for mouse; AF257236 for Xenopus; AF116341 for Drosophila;
CAB16904.1 for S. pombe. Alignments and shading were generated using ClustalW and
Boxshade, both available via the World Wide Web.
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Similarly to the Drosophila nuclear poly(A)-binding protein (PABP2), the S. pombe
spbcl6e6.12¢ gene product is considerably shorter than metazoan PABP2 proteins due to
the lack of an amino-terminal region rich in alanine, glycine, glutamic acid, and proline
residues. Fission yeast SPBC16E6.12C shares 47% identity and 66% similarity with human
PABP2. We therefore named the S. pombe spbclbe6.12c gene pab2 on the basis of this

homology. Sequence searches did not find any pab2 ortholog in the S. cerevisiae genome.

A construct expressing myc-tagged Pab2 was generated to validate our large-scale
affinity purification results and examine whether RMT1 could coimmunoprecipitate with
S. pombe Pab2. The myc-Pab2 construct was used to transform wild-type as well as cells in
which the genomic copy of the rmtl, rmt3, or rmt5 arginine methyltransferase-encoding
gene was deleted. Total cells extracts prepared from the different yeast cultures were
subjected to immunoprecipitation using a monoclonal myc antibody and analyzed by
immunoblotting using various antibodies. As can be seen in Figure 2, RMTI, but not
RMTS3, was found to coprecipitate with myc-Pab2 in extracts prepared from wild-type cells
(lane 7). As controls, myc immunoprecipitates prepared from extracts of vector-
transformed (lane 6) and rmz/-null cells that expressed myc-tagged Pab2 (lane 8) did not
recover RMT1. Deletion of the rmt3 or rmt5 coding sequence did not perturb the
association between RMT1 and Pab2 (Fig. 2; lanes 9 and 10, respectively). These results
are consistent with our tandem affinity purification data and indicate that the arginine

methyltransferase RMT1 associates with Pab2 in fission yeast.

Pab2 is asymmetrically dimethylated by RMT]1.

The C-terminal arginine-rich region of human PABP2 is dimethylated at arginines by
PRMT1 and PRMT3 in vitro (21); yet, the physiological methyltransferase responsible for
PABP2 methylation remains to be determined. Given the specific association between
RMT1 and Pab2 (Fig. 2), we examined whether Pab2 was arginine methylated in fission
yeast. Extracts of cells that were previously transformed with an empty vector or a vector
expressing myc-Pab2 were subjected to immunopurification using a myc monoclonal

antibody.
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Figure 2. Specific association of Pab2 with RMT1.

Immunoblot analysis of whole cell extracts (WCE; lanes 1-5) and myc immunoprecipitates
(IP; lanes 6-10) prepared from wild-type (lanes 1, 2, 6, and 7), rm¢I-null (lanes 3 and 8),
rmt3-null (lanes 4 and 9), and rmt5-null (lanes 5 and 10) cells previously transformed with
a plasmid expressing myc-tagged Pab2 (lanes 2-5 and 7-10) or vector control (lanes 1 and
6). Antibodies for western blotting (WB) were rabbit polyclonal antibodies specific to
RMT3, RMTT1, and the myc epitope (upper, middle, and bottom panels, respectively).

Figure 3A demonstrates that similar levels of myc-Pab2 were immunoprecipitated
from wild-type (lane 2; upper panel) and arginine methyltransferases-null cell extracts
(lanes 3-5; upper panel), but not from vector control-transformed cells (lane 1; upper
panel). An affinity-purified antibody specific for asymmetric dimethylarginines (aDMA)
(33) was used to determine the methylation status of immunopurified Pab2. Reprobing of
the membrane used for the myc immunoblot with the aDMA-specific antibody detected
aDMA-modified Pab2 in immunoprecipitates prepared from extracts of wild-type, rmt3A,
and rmt5A cells (lanes 2, 4, and S, respectively; lower panel), but not from rm¢/-null cells
(lane 3; lower panel). Immunoblotting with a symmetric dimethylarginine-specific antibody
(37) did not detect such modification in myc-Pab2 (data not shown). These results establish
RMT]1 as the physiological methyltransferase responsible for Pab2 arginine methylation.
Furthermore, our data reveal that no alternate pathways exist to complement Pab2

methylation in the absence of RMT1 in S. pombe.
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Figure 3. The arginine-rich domain of Pab2 is arginine methylated by RMT1.

(A) Myc immunoprecipitates (IP) prepared from extracts of wild-type (lanes 1-2), #m¢/-null
(lane 3), rmt3-null (lane 4), and rme5-null cells (lane 5) expressing (lanes 2-5) or not
expressing (lane 1) myc-Pab2, were immunoblotted with affinity-purified antibodies
specific to the myc epitope (upper panel) and to asymmetric dimethylarginine (asym?24;
lower panel). (B) Anti-myc immunoprecipitates (IP) prepared from extracts of wild-type
cells that were previously mock-transformed (lane 1) or transformed with plasmids
expressing myc-Pab2 (lane 2) and a C-terminal truncated version of myc-Pab2 (lane 3)
were immunoblotted with the same antibodies as in (A). The position of the 25-kDa and

33-kDa molecular weight markers is shown on the right.

We next set out to identify the region in Pab2 that is arginine methylated. The
arginine-rich domain has been shown to be the methylation site of several nucleic acid-
binding proteins (48), including human PABP2 (21). We therefore generated a construct
that expresses a C-terminal truncated version of myc-Pab2 lacking the arginine-rich
domain. As can be seen in Fig. 3B, the C-terminal truncated form of myc-Pab2 expressed
in wild-type cells was not found to contain methylated arginines (lane 3; lower panel); yet,
both full-length and truncated versions of myc-Pab2 were successfully immunopurified
(lanes 2-3, upper panel). These results define the C-terminal arginine-rich domain as the

major site of arginine methylation in fission yeast Pab2.

Fission yeast Pab2 is a nonessential nuclear protein.

We constructed a diploid strain in which one of the two pab2 alleles was disrupted to
address whether pab?2 is an essential gene in fission yeast. Germination of the spores after
meiosis and tetrad microdissection resulted in a 2:2 segregation ratio of geneticin resistance
(Fig. 4A), indicating that pab2-null cclls are viable in S. pombe. RT-PCR was used to
confirm the absence of pab2 expression in geneticin-resistant cells. Analysis of total RNA
prepared from cells derived from the dissection of tetrad 6 (Fig. 4A) demonstrated that
geneticin-resistant cells from spores 6B and 6D lacked pab2 transcripts (Fig. 4B, lanes 2
and 4), whereas geneticin-sensitive cells from spores 6A and 6C expressed pab2 mRNAs

(Fig. 4B, lanes 1 and 3). As a control, the rmt] transcript was detected in all cells derived
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from tetrad 6 (Fig. 4B, lanes 1-4), but not from #mt/-null cells (lane 5). Examination of cell
growth revealed that pab2-null cells exhibit growth defects at lower temperatures. As can
be seen in Fig. 4C, cell growth of S. pombe deleted for the pab2 gene is delayed at 18°C
and 25°C as compared to isogenic pab2+ yeast. In contrast, both wild-type and pab2A cells
grow comparably when incubated at 30°C. Thus, unlike for Drosophila (18), pab2 is not

essential for mitotic growth in fission yeast.

We next monitored Pab2 localization in live S. pombe cells using a green fluorescent
protein (GFP) fusion (Fig. 4D). As shown in Fig. 4E, GFP-Pab2 localized to cell nuclei and
was excluded from the cytoplasm at steady state (Fig. 4E, a-c). In addition, GFP-Pab2 was
found to localize to single nuclear foci (Fig. 4E, b). A systematic analysis of all fission
yeast gene products by fluorescence microscopy found similar localizations for Pab2 (49).
Arginine methylation modulates the nucleocytoplasmic transport of specific proteins
(33,34). We thus examined whether the absence of arginine methylation in fission yeast
Pab2 affected its subcellular localization. Examination of the steady state accumulation of
GFP-Pab2 expressed in rm¢/-null cells demonstrated a similar nuclear localization profile
as in wild-type cells (Fig. 4E, d-f). These results indicate that arginine methylation does not
affect Pab2’s ability to be imported into the nucleus.

Pab?2 is a poly(A)-binding protein required for poly(A) tail length control.

Nuclear poly(A)-binding proteins specifically bind synthetic adenylate chains in vitro
(15,50). Fission yeast Pab2 and a deletion mutant lacking the C-terminal arginine-rich
domain were expressed in E. coli as glutathione-S-transferase (GST) fusions and purified
on glutathione-sepharose columns to investigate their ability to bind poly(A) RNA. In
poly(A) pull-down experiments, GST-Pab2 was ecfficiently recovered in the poly(A)-
sepharose fraction (Fig. 5A, lane 8). In contrast, GST as well as the carboxy terminal-
truncated form of Pab2 did not bind to the poly(A)-sepharose resin (Fig. SA, lanes 7 and 9).
These results are consistent with studies indicating that the arginine-rich C-terminal domain

of mammalian PABP2 contributes to RNA binding (15).
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Figure 4. Fission yeast Pab2 is a non-essential nuclear protein.

(A) Tetrads derived from h /i pab2::kanMX6/pab2” diploid strains were microdissected
onto YES agar plates. Colonies resulting from 8 such tetrads were photographed after
7 days of growth at 30°C. Geneticin-resistant colonies are boxed in white. (B) DNase-
treated total RNA extracted from tetrad 6A-6D (lanes 1-4, respectively) and rm¢/-null (lane
5) cells was analyzed for expression of rmtl/ and pab2 mRNAs by RT-PCR. PCR
amplifications with (lane 7) or without (lane 6) plasmids containing rmt/ and pab2 cDNAs
were used as controls. Amplicons originating from rmt] and pab2 mRNAs are indicated on
the leftt DNA molecular weight markers (lane 8) are indicated on the right in basepairs
(bp). (C) Tenfold serial dilutions of tetrads 6A-6D spanning the range from 10’ to 10% cells
were spotted onto YES agar plates and photographed after 4 days at 25° and 30°, and 8 days
at 18°C. (D) Whole-cell extracts prepared from wild-type (lane 1) and rmt/-null (lane 2)
cells that were previously transformed with a plasmid expressing GFP-Pab2 were analyzed
using an affinity-purified GFP antibody. The position of the molecular weight makers is
indicated on the right in kilodaltons (kDa). (E) Localization of GFP-Pab2 in living wild-
type (WT; a-c) and rmti-null (rmtl 4; d-f) cells grown at 30° in the absence of thiamine.
Nomarski (left), GFP fluorescence (center), and Hoechst staining (right) are shown.

Arrowheads point to nuclear foci.
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Figure 5. Pab2 is a poly(A) binding protein required for poly(A) tail length control.
(A) Equal amounts of purified GST (lanes 1, 4, and 7), GST-Pab2 (lanes 2, 5, and 8), and a
truncated version of GST-Pab2 lacking the C-terminal arginine-rich domain (GST-
Pab2AC28; lanes 3, 6, and 9) were incubated with poly(A)-sepharose beads. Following a
1-hr incubation, the flow-through (FT; lanes 4-6) was collected and the beads were washed
extensively before the proteins were eluted (lanes 7-9). Detection of the proteins was by
Western blotting (WB) using a polyclonal GST antibody. The position of the molecular
weight markers is indicated on the right in kilodaltons (kDa). (B) Equal amounts of GST-
Pab2 were incubated with poly(A)-sepharose beads in the presence of a 10-fold excess of
poly(A) (lanes 3 and 6), poly(C) (lanes 4 and 7), or without any competing oligonucleotides
(lanes 2 and 5). Following a 1-hr incubation, the flow-through (FT; lanes 2-4) was collected
and the beads were washed extensively before the proteins were eluted (lanes 5-7).
Detection of GST-Pab2 was by Western blotting (WB) using a polyclonal GST antibody.
(C) Equal amounts of whole cell extracts (WCE; lanes 1-3) prepared from wild-type (lanes
1-2, 4-5, and 7-8) and rmt/-null cells (lanes 3, 6, and 9) that were previously transformed
with vectors expressing GFP-RMTS5 (lanes 1, 4, and 7) and GFP-Pab2 (lanes 2-3, 5-6, and
8-9) were incubated with poly(A)-sepharose beads. Following a 1-hr incubation, the flow-
through (FT; lanes 4-6) was collected and the beads were washed before the elution (lanes
7-9). Detection of the proteins was by Western blotting (WB) using an affinity-purified
GFP antibody. The position of GFP-RMT5 and GFP-Pab2 is indicated on the left. (D)
Poly(A) tail length was analyzed by 3’ end labeling of total RNA extracted from wild-type
(spores 6A and 6C; lanes 1 and 3, respectively), pab2-null (spores 6B and 6D; lanes 2 and
4, respectively), and rm¢]-null (lane 5) cells. Following RNase degradation of non-poly(A)
sequences, the poly(A) tails were separated by electrophoresis through a 15%
polyacrylamide-8 M urea gel. The positions of 3’-end labeled DNA fragments are indicated
on the right.



71

We then sought to examine the RNA-binding specificity of GST-Pab2. Recombinant
Pab2 was added to poly(A)-sepharose with or without the addition of a 10-fold excess of
specific polyribonucleotides. As can be seen in Fig. 5B, soluble poly(A) reduced the
copurification of GST-Pab2 on the poly(A)-sepharose resin by more than 10-fold (compare
lanes 5 and 6). Conversely, competition experiments using excess soluble poly(C) had no
effect on the ability of GST-Pab2 to bind the poly(A)-sepharose resin (Fig. 5B, compare
lanes 5 and 7). These results demonstrate that similarly to human and Drosophila PABP2

(16,50), fission yeast Pab2 binds specifically to poly(A) in vitro.

It was previously reported that arginine methylated mammalian PABP2 binds
synthetic poly(A) chains as efficiently as unmethylated PABP2 (15). Two different sources
of PABP2 were used in these binding experiments: methylated PABP2 purified from calf
thymus and unmethylated PABP2 purified from E. co/i. Because of the inherent differences
associated from the use of proteins purified from such different sources, we decided to take
advantage of the fact that fission yeast Pab2 expressed in rmtl-null cells is not arginine
methylated (Fig. 3). Cell extracts prepared from wild-type and rmti 4 cells expressing GFP-
tagged Pab2 were incubated with poly(A)-sepharose. Following extensive washing steps, it
was found that GFP-Pab2 derived from extracts of wild-type and #mt¢/-null cells bound
poly(A)-sepharose with similar efficiencies (Fig. 5C, compare lanes 8-9). As a control of
binding specificity, a non-poly(A) binding protein did not copurify with poly(A) chains
(lane 7). Our results are therefore consistent with that of Kiihn et a/ (15) and indicate that

the poly(A) binding ability of Pab2 is not modulated by arginine methylation.

Once we had established that Pab2 specifically bound to poly(A) in vitro, we
examined whether Pab2 is involved in the regulation of poly(A) tail synthesis in fission
yeast. Poly(A) tail distribution was therefore analyzed by 3’-end labeling of total RNA
followed by RNase digestion, leaving the poly(A) chains intact. RNAs prepared from two
independent segregants in which the genomic copy of the pab2 gene has been deleted (see
Figs. 4A and 4B) showed a marked increase in the level of hyperadenylatd RNAs (Fig. 5D,
lanes 2 and 4) as compared to the distribution of poly(A) tails from two isogenic segregants

with wild-type pab2 alleles (Fig. 5D, lanes 1 and 3). Maximum poly(A) tail length
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increased from ~120 nucleotides in wild-type cells to >226 nucleotides in pab2-null cells.
Poly(A) tail length of RNAs prepared from rmi/-null cells was found to be of similar size
distribution as RNAs from pab2™ cells (Fig. 5D, compare lane 5 to 1 and 3). We thus
conclude that fission yeast Pab2 functions in poly(A) tail length control. Furthermore, our
results suggest that the role of Pab2 in the regulation of poly(A) tail length is not influenced

by arginine methylation.

Arginine methylation modulates Pab2 oligomerization.

Oligomerization of PABP2 has been linked to the formation of nuclear aggregates
and cell toxicity (51). Interestingly, in vitro binding studies indicate that the C-terminal
domain of mammalian PABP2 promotes self-association (15,51). Because our data (Fig. 3)
and work of others (21) demonstrate that the C-terminal arginine-rich domain of nuclear
poly(A) binding proteins is arginine methylated, we investigated the role of arginine
methylation on Pab2 oligomerization. To examine the effect of Pab2 methylation on
self-association, cell extracts were prepared from wild-type and rmt/-null cells that
coexpressed GFP- and myc-tagged Pab2. Myc immunoprecipitates prepared from cell
extracts were followed by immunoblot analysis using myc- and GFP-specific antibodies.
Whereas GFP-Pab2 was recovered from myc immunoprecipitates prepared from extracts of
yeast coexpressing myc- and GFP-tagged Pab2 (Fig. 6, lane 5), GFP-Pab2 was not detected
in immunoprecipitates of control extracts that did not contain myc-Pab2 (Fig. 6, lane 4).
These results are consistent with previous observations indicating that nuclear poly(A)-
binding proteins form oligomers (15,51,52). Analysis of myc immunoprecipitates prepared
from extracts of rmtI-null cells that were previously transformed with plasmids expressing
myc-Pab2 and GFP-Pab2 showed a 10-fold increase in the level of GFP-Pab2 that
copurified with myc-tagged Pab2 (Fig. 6, lane 6). Pab2 oligomers were RNA-independent
as RNAse treatment did not abolish the association between myc-Pab2 and GFP-Pab2 (data
not shown). These data indicate that arginine methylation of Pab2 modulates its self-

associtation.

Pab2 overexpression causes toxicity that is exacerbated in rmi/-null cells.

Mutations in the human pabp? gene are linked to oculopharyngeal muscular
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dystrophy (OMPD) (19), a disease characterized by fibrous inclusions in the nuclei of
skeletal muscle fibers (20). Interestingly, the extent of PAPB2 oligomerization is a key
factor associated with the formation of nuclear aggregates found in cells of OPMD-afflicted
individuals (20,51). Having established that Pab2 oligomerization was modulated by
arginine methylation (Fig. 6), we investigated the biological relevance of this biochemical
effect. For this, the gene dosage of pab2 was altered by using a vector expressing Pab2
under the control of the thiamine-regulated nmt/+ promoter. Full derepression of the
nmtl+ promoter occurs between 18-24 h following the transfer from thiamine-containing to
thiamine-free medium (53). Thiamine-dependent growth defects linked to Pab2
overexpression were apparent in wild-type fission yeast (Fig. 7). The Pab2-dependent
growth inhibition observed in wild-type cells required the C-terminal arginine-rich domain
(Fig. 7). Importantly, »mt/-null cells were more sensitive than wild-type fission yeast to the
growth inhibitory effect elicited by Pab2 overexpression (Fig. 7). These results indicate that
overexpression of the nuclear poly(A)-binding protein leads to cellular toxicity in S. pombe.
Furthermore, our data suggest that elevated dosage of unmethylated Pab2 is more toxic to

cells than arginine methylated Pab2.

{\v {\v
wr & wr &
GFP-Pab2 + + + + + +
myc-Pab2 - + + - + +
= S -= WB: GFP
—— — o e WB: myc

1 2 3 4 5 6

Figure 6. Regulation of Pab2 oligomerization by arginine methylation.

Western blot (WB) analysis of whole cell extracts (WCE; lanes 1-3) and myc
immunoprecipitates (IP; lanes 4-6) prepared from wild-type (lanes 1, 2, 4, and 5) and rm¢1-
null (lanes 3 and 6) cells that express either GFP-Pab2 alone (lanes 1 and 4) or with myc-
Pab2 (lanes 2, 3, 5, and 6). GFP- and myc-specific antibodies were used for Western blot

analyses (upper and lower panels, respectively).
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Figure 7. Pab2 overexpression induces growth inhibition that is exacerbated in rmz1-
null cells.

Tenfold serial dilutions of wild-type (WT) and rm¢I-null (rmt1D) cells that were previously
transformed with a vector control, or vectors expressing wild-type and the C-terminal
truncated form of Pab2 lacking the arginine-rich domain (Pab2AC28) were spotted onto
EMM plates with (left) or without (right) thiamine.
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DISCUSSION

Mechanisms of poly(A) tail synthesis have mainly been studied in the yeast
S. cerevisiae and in mammals. Our current study establishes fission yeast as a valuable
system to investigate the molecular machinery and mechanisms involved in poly(A) tail
metabolism. Significantly, we believe our results provide strong evidence for the
identification of a homolog of mammalian nuclear poly(A)-binding proteins (PABP2) in
fission yeast. This conclusion is supported by several observations: (i) the extensive amino
acid identity and similarity between S. pombe Pab2 and mammalian PABP2 (Fig. 1), (ii)
the domain organization of fission yeast Pab2, including a coiled-coil region, a single RNA
recognition motif, and a C-terminal arginine-rich domain (Fig. 1), (iii) the nuclear
localization of Pab2 (Fig. 4), (iv) arginine methylation of the C-terminal arginine-rich
domain (Fig. 3), (v) the ability of Pab2 to specifically and directly interact with poly(A) in
vitro (Fig. 5), (vi) the involvement of Pab2 in poly(A) tail length control in vivo (Fig. 5D),
and (vii) the oligomerization properties of Pab2 (Fig. 6).

Pab2 and poly(A) tail length control.

How does the absence of Pab2 expression result in excessively elongated poly(A)
tails? Most of the current knowledge on poly(A) tail length control in vivo was gained from
work using S. cerevisiae. Based on this biochemical and genetic evidence, models in which
the major poly(A)-binding protein of budding yeast, Pabl, regulates poly(A) tail length by
(1) regulating poly(A) polymerase (PAP) processivity (54) and (ii) recruiting subunits of the
poly(A) nuclease (PAN) complex to achieve mRNA-specific poly(A) length control were
proposed (55,56). Yet, the role of Pabl as the primary regulator of mRNA poly(A) tail
length during de novo synthesis has recently been debated. The poly(A)-binding protein
Nab2 was also found to be a key player in the regulation of poly(A) tail synthesis in
S. cerevisiae. This conclusion is supported by experimental evidence indicating that Nab2-
depleted cells produce hyperadenylated mRNAs and that recombinant Nab2 influences
poly(A) tail length control in in vitro polyadenylation assays (11,57). However, the exact

mechanism by which Nab2 regulates poly(A) length in vivo remains unclear.
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Evidence also links 3’-end processing to mRNA nuclear export (11,58-62).
Interestingly, hyperadenylated mRNAs are found in a diverse set of S. cerevisiae strains
defective in mRNA export (11,63,64). In these mutant strains, nuclear accumulation of
hyperadenylated transcripts, and thereby cell growth, are somewhat restored by inactivating
components of the nuclear exosome (59,62) and the poly(A) nuclease complex (60). On the
basis of these findings, a quality control system that monitors proper 3’ end formation
before the release of mRNAs for nuclear export was suggested. Yet, the mechanism by
which mRNAs become hyperadenylated upon inactivation of specific export factors

remains to be determined.

It is therefore possible that the steady-state accumulation of hyperadenylated
transcripts in pab2-null cells (Fig. 5) is the indirect consequence of mRNA export defects.
We do not favor this interpretation, however. First, whereas all of the mRNA export factors
in which hyperadenylated transcripts have been detected are essential for cell viability,
pab2-null cells are viable (Fig. 4). Moreover, hyperadenylation is detected in a strain that
expresses a cold-sensitive allele of nab2 in which no apparent accumulation of nuclear
poly(A)” RNA is seen at the permissive temperature (11), implying that hyperadenylated
mRNAs are not necessarily retained in the nucleus. We rather predict a model whereby
Pab2 controls poly(A) tail length by directly regulating polyadenylation. Results obtained
from in vitro assays support a model in which PABP2 promotes the transition from
processive to distributive poly(A) synthesis once a specific length is reached (65). Yet, the
mechanisms of length determination and polyadenylation termination remain to be

determined.

In vitro data also indicate that mammalian PABP2 stimulates poly(A) synthesis by
recruiting the poly(A) polymerase to the RNA substrate (17). However, detection of
hyperadenylated RNAs in pab2-null cells indicates that factors other than Pab2 can
stimulate tethering of PAP to the 3’-end of nascent transcripts as well as PAP processivity
in vivo. The cleavage and polyadenylation specificity factor (CPSF) complex has indeed
been demonstrated as a stimulatory component of polyadenyaltion in vitro (66).

Furthermore, it is anticipated that the C-terminal domain of RNA polymerase II modulates
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poly(A) synthesis, as recent chromatin immunoprecipitation studies indicate that most
mRNA maturation steps occur cotranscriptionally, including 3’-end processing and
polyadenylation (67). Therefore, although PABP2 is required for efficient polyadenylation
in vitro, our results suggest that its main role in the nucleus is in the regulation of poly(A)
tail length control. In apparent contrast with this conclusion are observations of shorter, yet
considerable, poly(A) tails in Drosophila pabp2 mutants (18). From this study, it was
concluded that PAP is incapable of producing stable polyadenylated mRNAs in the absence
of PABP2. In this case, however, the data were obtained in mutant embryos in which
appreciable amounts of maternal PABP2 are detected. The detection of hyperadenylated
RNAs demonstrated in our work does not display such limitations, as yeast cells in which
the genomic copy of pab2 has been deleted show a complete absence of Pab2 expression.
These potentially contradictory results may be explained by observations suggesting two
independent functions for Drosophila PABP2, in which it appears to regulate both poly(A)
tail lengthening and shortening (18). Such independent functions for PABP2 may have
evolved as a requirement for regulation during fly development, which is not necessary in

yeast.

Pab2 and cell viability.

Our studies reveal that pab2 is not essential for cell viability in fission yeast (Fig. 4).
This is surprising given that pabl and nab2 are essential genes in S. cerevisiae (68). The
molecular basis for the inviability of these mutants is likely to be the strong inhibition of
mRNA export in the absence of Pabl and Nab2 expression (11,34,59,60). Similarly to
pab2, the fission yeast homolog of S. cerevisiae Pabl is not essential (69). Furthermore,
pabl-null cells do not show any detectable mRNA export defect in S. pombe (69). Several
groups have reported that cytoplasmic Pabl is a multi-functional protein that shuttles
between the nucleus and the cytoplasm in yeast and humans (59,60,69,70). It is therefore
possible that in pab2-null fission yeast, Pabl complements some of the essential nuclear
functions normally performed by Pab2. Such a model is consistent with: (i) pabl being a
high-copy suppressor of nab2 mutant alleles in budding yeast (11) and (ii) recent data
indicating that the mammalian Pabl homolog copurifies with poly(A) polymerase and

associates with intron-containing polyadenylated transcripts (71). PABP2 is required for
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cell viability and embryonic development in Drosophila (18). Yet, because Drosophila
PABP2 appears to play an essential role in the expression of key cell cycle regulators in the
cytoplasm, it remains uncertain whether it is PABP2’s function in gene expression control

or mRNA 3’-end processing that is responsible for lethality in fruit flies.

Pab2 arginine methylation, cellular toxicity, and oculopharyngeal muscular
dystrophy.

Our results indicate that the C-terminal arginine-rich domain of Pab2 is methylated
via the protein arginine mecthyltransferase 1 (RMT1). Mammalian PABP2 is also
methylated at arginines by PRMT1 and PRMT3 in vitro (21). Similarly, we found that the
S. pombe homologs of human PRMT1 and PRMT3 can methylate fission yeast Pab2 at
arginines in vitro (data not shown). Yet, our gene deletion studies in yeast clearly indicate
that RMT1 is the main enzyme responsible for Pab2 arginine methylation in vivo (Fig. 3A).
Such a finding is consistent with the nuclear and cytoplasmic localizations of RMT1 and
RMT3, respectively (26). We have also analyzed the effect of arginine methylation on the
regulation of Pab2 protein interactions. Our data demonstrate that Pab2 self-association is
modulated by arginine methylation (Fig. 6). This latter observation suggests a molecular
basis for the Pab2-dependent increase in cellular toxicity detected in rm¢/-null cells
(Fig. 7). Indeed, our results support a model in which the kinetics of self-association are
favored for the unmethylated form of Pab2, thereby leading to higher levels of toxic Pab2

oligomers in rmt/-null cells as compared to wild-type cells.

The extent of PABP2 oligomerization is a key factor associated with the formation of
nuclear aggregates that are characteristic of oculopharyngeal muscular dystrophy (OPMD).
Studies using cell culture models indeed correlate PABP2 oligomerization, aggregate
formation, and cellular toxicity (20,51,72). Significantly, our data extend these results and
describe the importance of arginine methylation in the control of Pab2 oligomerization and
cellular toxicity. This finding may offer beneficial therapeutic approaches for OPMD, as
the enzymatic activity of PRMTs is likely to be more easily targeted than protein-protein
interactions to reduce PABP2 oligomerization. To date, however, the arginine methylation

status of PABP2 found in OPMD-related nuclear aggregates has not been investigated.
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Increasing the cellular concentration of Pab2 in normal cells also resulted in reduced
growth rates (Fig. 7), consistent with studies in which Nab2 (73) and wild-type PABP2
(74,75) were overexpressed. Pab2 dosage may affect poly(A) RNA trafficking and gene

expression (20,75), but the exact mechanism of growth defects remains to be determined.

The identification of a nuclear poly(A)-binding protein in fission yeast will provide
powerful biochemical and genetic tools to study the mechanism of poly(A) tail length
control as well as the various components required for this process. Furthermore, our
S. pombe model should prove to be extremely useful for better understanding the biological

significance of Pab2 methylation.
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RESUME

La polyadénylation des pré-ARNm a des conséquences importantes sur la traduction
de 'ARNm au cytosol. Chez la plupart des eucaryotes, il est envisagé que la
polyadénylation nucléaire du pré-ARNm exige la poly(4)-binding protein (PABPN1/
PABP2) pour synthétiser la queue poly(A) tout en contrdlant la taille de celle-ci. Toutefois,
I’importance de ’association entre PABPNI1 et I’ARNm exporté au cytosol est mal connue.
Des essais d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) ont démontré que ’orthologue de
PABPNI chez la levure a fission S. pombe (Pab2) est recruté co-transcriptionnellement aux
geénes activement transcrits. De fagon surprenante, le recrutement de Pab2 aux génes
précéde celui d’un facteur impliqué pour le clivage et la polyadénylation (Pcf11), suggérant
que Pab2 est recrutée durant 1’élongation de la transcription. L’ajout d’une étape d’ARNase
aux ChIP et aux essais d’immunoprécipitation suggére que Pab2 est recrutée co-
transcriptionellement via les ribonucléoprotéines associées a I’ARNm naissant (mRNP). De
plus, une purification d’affinité de la protéine Pab2 couplée a la spectrométrie de masse a
révélé que cette protéine s’associe a plusieurs protéines ribosomales ainsi que des facteurs
de traduction générale. Alors que des résultats précédents avaient suggéré que la poly(4)-
binding protein nucléaire n’était pas associée aux ARNm cytosoliques, nous montrons
qu’une portion de la population de Pab2 demeure associée aux ARNm activement traduits.
Ainsi, nos résultats suggérent que Pab2 est recrutée aux mRNPs naissants lors de la

transcription tout en restant associé¢ aux mRNPs traduits.
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ABSTRACT

Synthesis of the pre-mRNA poly(A) tail in the nucleus has important consequences
on the translational activity of the mature mRNA in the cytoplasm. In most eukaryotes,
nuclear polyadenylation of pre-mRNAs is thought to require the nuclear poly(A)-binding
protein (PABP2/PABPN1) for poly(A) tail synthesis and ultimate length control. As yet,
however, the extent of the association between PABP2 and the exported mRNA remains
poorly understood. Here we used chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays to show
that the fission yeast ortholog of mammalian PABP2 (Pab2) is cotranscriptionally recruited
to active genes. Notably, the association of Pab2 to genes precedes that of a typical 3’
processing/polyadenylation factor, suggesting that Pab2 recruitment during the
transcription cycle precedes polyadenylation. The inclusion of an RNase step in our ChIP
and immunoprecipitation assays suggests that Pab2 is cotranscriptionally recruited via
nascent mRNPs. Tandem affinity purification coupled with mass spectrometry also
revealed that Pab2 associates with several ribosomal proteins as well as general translation
factors. Importantly, whereas previous results suggest that the nuclear poly(A)-binding
protein is not present on cytoplasmic mRNAs, we show that fission yeast Pab2 is associated
with polysomes. Our findings suggest that Pab2 is recruited to nascent mRNPs during

transcription and remains associated with translated mRNPs after nuclear export.
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INTRODUCTION

Two evolutionarily conserved poly(A)-binding proteins (PABPs) have been
characterized with some details: PAPBC in the cytoplasm and PABP2/PABPNI! in the
nucleus (1,2). Consistent with its cytosolic localization, PABPC (Pabl in yeast) stimulates
translation initiation by mediating contacts between the mRNA 5°- and 3’-ends via
interactions between PABPC and components of the translational machinery (3,4). PABPC
also appears to act as an antagonist of nonsense-mediated decay (5-7), a pathway of mRNA
surveillance that targets transcripts with premature termination codons. Studies in budding
yeast and mammals indicate that Pabl and PABPC, respectively, shuttle between the
nucleus and cytoplasm (8-10) and that Pabl facilitates the biogenesis and the export of
mRNAs (9-11). Consistent with an evolutionarily conserved nuclear function for the

cytosolic PABP, intron-containing RNAs can be copurified with mammalian PABPC (12).

The nuclear counterpart of PABPC, PABP2, is structurally different from PABPC
and thought to function during polyadenylation of pre-mRNAs. Polyadenylation of most
eukaryotic pre-mRNAs consists of a two-step reaction involving endonucleolytic cleavage
and poly(A) tail addition. An exhaustive list of evolutionarily conserved proteins
responsible for specific and efficient 3’-end processing have been characterized (13-15).
These conserved proteins form large multisubunit complexes that bind different cis-acting
elements in the 3’-end of pre-mRNAs and determine the site of endonucleolytic cleavage.
It has now become clear that 3’-end processing events are tightly integrated to the
transcription cycle (reviewed in (13,14,16,17) through the carboxy-terminal domain (CTD)
of RNA polymerase II (Pol II). The Pol II CTD consists of evolutionarily conserved heptad
repeats that are thought to act as a platform for the recruitment of various tranms-acting
factors required for pre-mRNA maturation (18). Notably, this includes many factors
involved in 3’-end processing/polyadenylation that are recruited late during the
transcription cycle and near the polyadenylation site of yeast (19-21) and human (22,23)

genes.
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Following cleavage, the nuclear poly(A) polymerase is responsible for the synthesis
of poly(A) tails with average length of 70 and 300 nucleotides in yeast and mammals,
respectively (2,24). Experiments using in vitro polyadenylation assays suggest that PABP2
has a dual role in 3’-end formation: (i) PABP2 stimulates processive poly(A) synthesis by
direct and simultaneous interactions with the growing poly(A) tail and the poly(A)
polymerase (25) and (ii) PABP2 promotes the transition from processive to distributive
poly(A) synthesis once a specific length is reached (26). Whereas the genome of the yeast
S. cerevisiae does not encode for an ortholog of mammalian PABP2, we have recently
reported the identification of the PABP2 ortholog in the yeast Schizosaccharomyces pombe
(27). Deletion of S. pombe PAB2 results in the expression of RNAs with hyperadenylated
tails, indicating that factors other than Pab2 stimulate poly(A) polymerase processivity.
Therefore, the precise role of the nuclear poly(A)-binding protein in pre-mRNA

polyadenylation in vivo remains unclear.

Translocation of the mRNA rnibonucleoprotein (mRNP) complex from the nucleus to
the cytoplasm is linked to remodeling events mediated by a myriad of different proteins
(28,29). As yet, the status of the association between PABP2 and nascent mRNPs during
and after transit from the nuclear pore complex remains poorly understood. Although
mammalian PABP2 shuttles between the nucleus and the cytoplasm (30), carlier results
suggest that PABP2 is restricted to nuclear transcripts. Specifically, it has been shown that
human PABP2 copurifies with a subunit of the nuclear cap-binding complex, but not with
the general translation initiation factor, eIF4E (31). On the basis of these results and the
different steady-state distribution of PABPC and PABP2, it has been suggested that
poly(A)-bound PABP2 is replaced by PABPC upon transit of the mRNP to the cytosol.
The mechanism and cellular compartment of such a substitution between PABP2 and

PABPC remain elusive, however.

To further characterize the role of the nuclear poly(A)-binding protein during mRNA
synthesis, we performed a comprehensive analysis of Pab2 during mRNP formation in
fission yeast. Using chromatin immunoprecipitation assays, our results suggest that Pab2

associates with pre-mRNAs cotranscriptionally prior to 3’-end processing/polyadenylation.
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Furthermore, tandem affinity purification and mass spectrometry revealed that Pab2
associates with proteins involved in diverse RNA-related functions, including several
proteins involved in cytoplasmic translation. Notably, we show that Pab2 is a shuttling
protein and present strong evidence that Pab2 associates with translating mRNPs. Our data
suggest that Pab2 is recruited early during the transcription cycle and remains associated

with translated mRNPs after nuclear export.
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MATERIALS AND METHODS

Strains, Growth Media and Genetic Methods. The strains used in this study are
listed in Tablel. Schizosaccharomyces pombe was grown at 30°C in yeast extract medium
with amino acid supplements (YES) and Edinburgh minimum medium (EMM) containing
appropriate amino acid supplements. S. pombe cells were transformed with plasmids and
PCR products by the lithium acetate method. The strains expressing TAP-tagged version of
Pab2 and Pcfll were constructed by PCR-based gene targeting as described previously
(32,33). The oligonucleotides sequences used for the construction of these strains are
available upon request. Appropriate tagging of strain was confirmed by PCR and

immunoblotting.

Table 1. Yeast strains used in this study

Strain Genotype Ref.

FBY13 h+ ade6M210 leul-32 ura4A18 his3A1 39
FBY101 h+ ade6M210 leul-32 ura4Al8 his3A1 Pab2-TAP: kanMX6 This study
MATa wra3 leu2 lys NUP49::TRP! (pUN100 nup49-313-

FBY152 LEU2) 40
FBY153 h+ ade6M210 leul-32 ura4A18 his3A1 Pcfl1-TAP::kanMX6  This study
FBY187 h+ ade6M210 leul-32 ura4A18 his3A1 PAB2::URA4 This study

Plasmids. Cloning of Pab2 in fusion with the green fluorescent protein (GFP) in a
S. pombe-based plasmid was previously described (27). To generate a S. cerevisiae-based
plasmid that expresses GFP-Pab2, the DNA encoding the GFP-Pab2 cassette was amplified
by PCR using oligonucleotide sequences containing Xhol and EcoRI restriction sites. The
resulting PCR product was then cloned into p416ADH (34) that was previously digested
with EcoRI and Xhol restriction enzymes to create plasmid pFB197. The ADH! promoter
of pFB197 was replaced by the CYC/ promoter (406 bp) via PCR amplification from
S. cerevisiae genomic DNA using oligonucleotide sequences containing Sacl and Spel
restriction sites. Following digestion of the PCR product, the DNA was cloned into the Sacl
and Spel site of pFB197 to create pFB235. The open reading frame encoding for S. pombe
Pabl was amplified by PCR from genomic DNA using oligonucleotide sequence

containing Notl and BglII restriction sites. Following digestion of the PCR product with
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Notl and Bglll, the DNA was cloned into the Notl and BgllI site of pSLF273 (35) to create
plasmid pFB243.

Antibodies. Mouse monoclonal antibody specific to recognize the carboxy-terminal
heptapeptide repeat present on the largest subunit of RNA Polymerase 11 (Rpbl; 8WG16)
was from Covance Research Products. Rabbit anti-Protein A was from Sigma. Mouse
monoclonal antibody specific to HA (clone 12CAS) was from Roche Applied Science.
Rabbit polyclonal antibodies specific to fission yeast 40S ribosomal protein S2 (Rps2) were
raised at Covance Research Products against GST fusion proteins purified from

Escherichia coli.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays. ChIP assays were performed as
previously described (36). For RNA Polymerase II ChIPs, a mouse monoclonal antibody
specific for the C-terminal domain of Pol II (8WG16) was used. For the analysis of the
NMT1 gene, thiamine was added to the culture medium at a final concentration of 30 uM
for 3 hours. Determination of RNA-dependent ChIP signals was based on a previously
described procedure (37). Briefly, the crosslinking time was reduced to 5 min and the lysis
buffer was adjusted to a final SDS concentration of 0.05%. Chromatin preparation were
then treated or not treated with a cocktail of RNases to obtain 7.5 U of RNase A and 300 U

of RNase T1. Subsequent steps were as previously described (36).

Quantification of the immunoprecipitated DNA was done by quantitative real-time
PCR (Rotor-gene 3000, Corbett life sciences) using gene-specific primer sets. Specific
dilutions of coimmunoprecipitated DNA as well as of sonicated and reverse cross-linked
input DNA were used to determine the percentage of input DNA in each
immunoprecipitate. To calculate the increase in signal for the different gene regions, the
percentage input values obtained by quantitative PCR were normalized to the percentage
input value obtained with the nontranscribed intergenic region, arbitrarily set to 1. The
104-bp PCR amplicon corresponding to the intergenic region lies on the left arm of

chromosome I (nucleotides 3009380 to 3009484). Each PCR was run in triplicate, and all
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chromatin immunoprecipitations were repeated at least three times using independent

chromatin extracts.

Protein purification. Coimmunoprecipitation assays of RNA Pol II were based on a
previously described procedure (38). Briefly, cells were grown in YES at 30°C to mid-log
phase and lysed in ice-cold lysis buffer (25 mM NaPO, at pH 6.8, 0.1 M KOAc, 2 mM
MgOAc, 10% glycerol, 1 mM PMSF, 3 ng/mL pepstatin, 3 ng/mL leupeptin, 3ng/mL
aprotinin, 3 ng/mL chymostatin, 0.2 mM Na3;VO,, 5 mM B-glycerophosphate, 1 mM NaF)
with a Fastprep FP120 using 0.5 mm glass beads. The protein concentration of lysates was
determined by the Bradford protein assay. Lysates were precleaned overnight at 4°C with
Glutathione-Sepharose beads that had been previously pre-equilibrated in lysis buffer. The
lysate was transferred to IgG-Sepharose beads that had been previously pre-equilibrated in
IP buffer (Lysis buffer with 0.5 mM NH4OAc and 0.1% Tween 20) for 4 hours at 4°C. The
beads were then washed five times with 1 mL IP buffer, and the bound proteins eluted by
incubating for 5 min at 95°C in 1X SDS-PAGE sample buffer. For coimmunoprecipitation
with RNase treatment, the IgG-Sepharose beads were washed four times and incubated for
30 min at room temperature with 7.5 U of RNase A and 300 U of RNase T1. After the
RNase treatment, the beads were washed two times and the bound proteins were eluded
with 1X SDS-PAGE at 95°C for 5 min. Samples were subjected to a 7% SDS-PAGE gel,
transferred to nitrocellulose in 10mM CAPS (pH 11) and 1% MeOH. Following incubation
with specific primary antibodies, membranes were probed with goat anti-rabbit and
anti-mouse secondary antibodies conjugated to IRdye 800 (LI-COR Odyssey) and Alexa
fluor 680 (Invitrogen), respectively. Linear detection of the proteins was performed and

quantified using the Odyssey infrared imaging system (LI-COR).

Purification of the carboxy-terminal TAP-tagged Pab2 was performed as previously
described (39) from 8 L of fission yeast cells. Mass spectrometry analyses were done at the

Southern Alberta Mass Spectrometry (SAMS) Centre for Proteomics (University of
Calgary).
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Nuclear export assays. Nuclear export assays in S. cerevisiae were done as
previously described (40) with some modifications. Briefly, GFP-Pab2 (pFB235), NLS-
LacZ-GFP (pFB145) and Nab2-GFP (pFB147) expression constructs were transformed into
S. cerevisiae strain FBY 152 that harbors the nup49-313 temperature-sensitive allele. Cells
were grown to ODggp 0.1 at 25°C in SC medium and separated into two different cultures
that were grown for 5 h at the permissive (25°C) or nonpermissive (37°C) temperature. To
prevent the synthesis of new GFP-tagged proteins in the cytoplasm, cycloheximide
(100 pg/mL) was added to each sample for the last hour to inhibit translation. Cells were

examined for GFP fluorescence signal by live fluorescence.

Polysome assay. Polysome profiles were generated from S. pombe as previously
described (39). To disrupt ribosomes by chelating Mg?™ ions, EDTA was added to final
concentration of 20 mM to the lysis buffer. The lysate was loaded onto 5-45% (w/w)
sucrose gradient containing 20 mM EDTA. For RNase disruption of polysomes, the lysate
was incubated with 22 U/mL RNase A for 10 min at room temperature before
ultracentrifugationonto 5-45% (w/w) sucrose gradients. KCl treatment of extracts was
performed by the addition of salt to a final concentration of 500 mM in polysome lysis
buffer and the sucrose gradient. Analysis of formaldehyde crossslinked ribosome profiles
was done as previously described (41). Briefly, shaved ice and formaldehyde were added to
cultures at final concentrations of 25% and 1%, respectively. After gentle mixing, cells
were left on ice for 15 minutes and 0.1 M glycine was added to stop the crosslinking
reaction. Cell lysis and ultracentifugation were as previously described (39) except that KCl
was adjusted to 500 mM in lysis buffer and sucrose gradients. For puromycin treatment
experiments, a mixture of 1 mM puromycin/2 mM GTP was added to the culture for
15 minutes at 30°C before cell lysis. Lysis buffer was also adjusted to 1 mM puromycin/
2 mM GTP. Sucrose gradients were fractioned by upward displacement with 55% (w/w)
sucrose using a gradient fractionator (Brandel Inc.) connected to a UA-6 UV monitor
(Teledyne Isco) for continuous measurement of the absorbance at 254 nm. 20 fractions of
600 pul were collected and the proteins were TCA-precipitated. Proteins from same amounts

of each fraction were separated onto 12% SDS-PAGE, and analyzed by immunoblotting.
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RESULTS

Cotranscriptional recruitment of Pab2 to active genes precedes 3’-end
processing/polyadenylation signals.

Electron microscopy has previously detected PABP2 in the vicinity of transcription
complexes using salivary glands from the insect Chironomus tentans (42). To investigate
further the mechanism by which the nuclear poly(A)-binding protein associates with the
transcriptional machinery, we used chromatin immunoprecipitations (ChIP) to examine
whether S. pombe Pab2 is recruited during the transcription cycle of RNA polymerase 11
(Pol II). ChIP assays have been used extensively to determine the position of mRNA
processing factors along genes and infer the steps at which they are recruited during the
transcription cycle. Three Pol Il-transcribed genes (ADHI, PYKI, and PGKI) were first
examined because of their relatively strong transcription levels (43). To perform ChIP
assays, we used a strain in which a Pab2-TAP fusion protein was expressed from the
endogenous PAB2 promoter. The Pab2-TAP strain did not confer cold sensitivity in
contrast to P4B2-null cells (27) and showed doubling times similar to a wild-type control
(data not shown), suggesting that TAP-tagged Pab2 is functional. The amount of genomic
DNA associated with a TAP-tagged version of Pab2 was determined by real-time PCR
using primer sets located at the 5°-end, the middle, and the 3’-end of the ADH I, PYK], and
PGK1 genes (Fig. 1A).

ChIP experiments using antibodies specific for the large subunit of RNA Pol II
(Rpb1) demonstrated similar crosslinking levels across the ADH! coding region (Fig. 1B).
In contrast, ChIP assays using extracts of cells that expressed a TAP-tagged version of the
cleavage/polyadenylation factor Pcfl1 showed robust crosslinking near the polyadenylation
site of the ADHI gene (Fig. 1C). The ChIP patterns for fission yeast Rpbl and Pcfl1 are
consistent with similar analyses reported in the budding yeast S. cerevisiae (20,37,44) and
demonstrate the validity of our ChIP assays. Pab2 associated mainly with the middie and
the 3’-end of the ADHI, PYKI, and PGKI genes, although some levels of crosslinking
were also detected at the 5°-end of these genes (Fig. 1D). To confirm and better visualize
the gradient of association of Pab2 from 5’ to 3°, we used the 2.3-kb-long MET26 gene
(Fig. 1A). MET26 was chosen because the larger size of this gene allows for a better
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Figure 1. Association of Pab2 to active genes precedes that of the characterized
3’~-processing factor, Pcfll.

(A) Schematic diagram of genes used for ChIP assays. Boxes represent open reading
frames and nucleotides numbers are relative to the initiation codon. Arrows indicate the
position of the predicted polyadenylation site based on the 3°UTR sequences of the ADH I,
PYKI, PGKI, and MET26 genes (74). Bars above each gene show the position of PCR
products used for analyses in the ChIP assays. The number above each bar is used for
identification in subsequent figures. PCR product number 4 (4DHI, PYK1 and PGK]I) and
number 6 (MET26) corresponds to the nontranscribed intergenic region (see Materials and
Methods) and served as the internal background control. Crosslinked and sonicated extracts
from wild-type cells (B) as well as from cells that express Pcf11-TAP (C) and Pab2-TAP
(D) were subjected to affinity purification using IgG-sepharose (C and D) or antibodies
specific for the large subunit of RNA Pol II (Rpbl) (B). The coprecipitating DNA was
amplified by real-time PCR using gene-specific primer pairs as indicated in A. The
abundance of the different gene segments from ADHI (B, C, and D) as well as from the
PYK1, PGKI, and MET26 genes (D) in each immunoprecipitate was expressed as fold
enrichment relative to the nontranscribed intergenic region value, arbitrarily set to 1. The

values correspond to the means of at least three independent experiments.
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resolution of gene segments. Consistent with the data obtained for the ADHI, PYKI, and
PGK1 genes, the enrichment of Pab2 at the 5’-end of the MET26 gene (Fig. 1D, regions 1
and 2) clearly increased in the middle and at the 3’-end. Further analysis of Pab2
crosslinking using intron-containing genes demonstrated ChIP profiles similar to intronless
genes (Fig. 2). The results of these ChIP experiments using six different genes indicate a

general 5’ to 3’ enrichment of Pab2.

To determine whether the association of Pab2 to Pol II-specific genes is dependent
on active transcription, real-time PCR was performed on Pab2-enriched genomic DNA
using primer sets spanning the NMTI coding region (Fig. 3A). Expression of the S. pombe
NMTI gene is strongly repressed following addition of thiamine (45). As can be seen in
Fig. 3B, Pab2 immunoprecipitates prepared from extracts of cells that were previously
grown in the absence of thiamine (active conditions) showed a ChIP pattern on the NMT/
gene consistent with the crosslinking profiles detected for the ADHI, PYKI, PGKI, and
MET26 genes. In contrast, the levels of Pab2 crosslinking across the NMT] gene were
similar to the intergenic control region after repression of the NMT! promoter (with
thiamine). These results indicate that recruitment of Pab2 to genes requires active

transcription by RNA Pol 11

Pab2 interacts with the nascent mRNP in the vicinity of the transcription complex.
The requirement for active transcription to detect Pab2 crosslinking along the coding
region of the NMT gene suggested that Pab2 might physically interact with components of
the transcriptional machinery. We therefore affinity purified TAP-tagged Pab2 from cell
extracts using IgG-sepharose and analyzed the precipitated proteins by immunoblotting.
Consistent with a previous study in which the coimmunoprecipitation of PABP2 and RNA
Pol II from insect cells was demonstrated (42), our experiments also indicated that the large
subunit of yeast RNA PolII (Rpbl) copurifies with TAP-tagged Pab2, but not with a
control purification (data not shown). Importantly, we further examined whether the
association between Pab2 and the transcriptional machinery is mediated by the nascent

mRNP. To test this possibility, extracts were treated with a cocktail of RNases before ChIP
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Figure 2. Association of Pab2 to intron-containing genes.

(A) Schematic diagram of genes used for ChIP assays. Boxes represent exons and
nucleotides numbers are relative to the initiation codon. The number above each bar is used
for identification in B. PCR product number 6 (CPC2) and number 5 (RPP0) corresponds
to the nontranscribed intergenic region and served as the internal background control. (B)
ChIPs were performed on cells that express TAP-tagged Pab2 using methods similar to

those described in Figures 1.
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Figure 3. Transcription-dependent recruitment of Pab2 to the NM7T1 gene.

(A) The schematic diagram shows the positions of the PCR products used to analyze the
NMTI gene in the ChIP assays. (B) ChIP assays were performed on cells that express TAP-
tagged Pab2 and that were treated (white bars) or not treated (gray bars) with 30 uM
thiamine for 3 hours. The coprecipitating DNA was amplified by real-time PCR using
gene-specific primer pairs as indicated in (A). The abundance of the different NMT! gene
segments in each immunoprecipitate was expressed as fold enrichment relative to the
nontranscribed intergenic region value, arbitrarily set to 1. The values correspond to the

means of at least three independent experiments.
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analysis. Whereas the ChIP signals for RNA Pol Il were not perturbed upon RNase
treatment, the level of Pab2 crosslinking over the entire ADH! coding region was reduced
after the samples were treated with RNases (Fig. 4A). These results indicate that the
nascent transcript is important for the association between Pab2 and genomic DNA in the
ChIP assays. Furthermore, the level of Rpbl that copurified with Pab2-TAP was reduced
after RNase treatment (Fig. 4B, lanes 2-3), consistent with the importance of RNA for the
association between Pab2 and the transcription machinery. Taken together, these
immunoprecipitation experiments suggest that recruitment of Pab2 to transcribed genes is

mediated by nascent mRNPs.

Pab2 associates with cellular components involved in diverse RNA-related functions.
To date, the protein interaction network of the nuclear poly(A)-binding protein
remains largely unknown. To get further insights into the mechanism by which Pab2
is cotranscriptionally recruited to nascent mRNPs, a tandem affinity purification approach
was used to identify proteins that associate with fission yeast Pab2. Extracts were prepared
from 8 L of cells that expressed a TAP-tagged version of Pab2 as well as from untagged
control cells. Following two rounds of purification over IgG-sepharose and calmodulin-
bound resins, the eluted proteins were resolved by SDS-PAGE and visualized by silver
staining. As can be seen in Fig. SA, all of the associated proteins were in substoichiometric
amounts relative to Pab2. Analysis of the eluted proteins by mass spectrometry identified
unique peptides that corresponded to gene products that are involved in a wide range of
RNA-related functions (Fig. SB and Table 2). Notably, peptides from 32 ribosomal
proteins, 4 general translation factors, as well as from the cytosolic poly(A)-binding protein
(Pabl) were identified (Table 2 and Fig. 5B). Peptides that correspond to the evolutionarily
conserved nuclear poly(A) polymerase were also detected (Fig. 5B), consistent with the
role of Pab2 in polyadenylation (27). Other proteins identified that participate in RNA
metabolism included the RNA helicase Mtr4, the 5°-t0-3" exonuclease Exo02, the mRNA
decapping subunit Dcp2, and the nuclear cap-binding protein Cbp80 (Fig. 5B). Protein
factors for which the S. cerevisiae orthologs are functionally implicated in mRNA export
were also coprecipitated with Pab2; these included the orthologs of the S. cerevisiae

proteins Thpl, Mtr10, and Mtr2. Consistent with the aforementioned results (Fig. 4),



102

A
g 180
z | ADH1 »
; 5,1 140 El %
E ; 120
; o 100 |
EE‘ 0
= &0
2< w
3 20
= ]
* Rpb1 Pab2
B
WCE IP: TAP
RNase - - +

lwa Rpb1

- - -

Figure 4. Pab2 interacts with the nascent mRNP in the vicinity of the transcription
complex.

(A) Rpbl and Pab2-TAP ChIPs with and without an RNase treatment step were performed
using wild-type cells (for Rpbl) as well as using cells that express TAP-tagged Pab2 using
methods similar to those described in Figure 1. The coprecipitating DNA was quantified by
real-time PCR using ADHI-specific primer pairs as shown in Figure 1. The percentage
signal remaining after RNase treatment was calculated as the ratio of the fold enrichment
for the RNase-treated sample over the fold enrichment of the sample not treated with
RNases. Values correspond to the means of at least three independent experiments. (B)
Equal amounts of a whole cell extract (WCE, lane 1) prepared from Pab2-TAP cells were
subjected to affinity purification using IgG-sepharose (lanes 2 and 3). The amount of
extract loaded in lane 1 represents 2% of the protein used in the immunoprecipitation.
Following extensive washing steps, the beads were treated (lane 3) or not treated (lane 2)
with RNases. The eluted proteins were analyzed by Western blotting (WB) using antibodies
specific to Rpbl (upper panel) and to the TAP epitope (lower panel).



103

Pab2-TAP + -

Pab2—

L 8 IT.

Name _ Systematic name  Peptide # 5. cerevisiae homolog  Function

Pabi SPACSTAT (e s PABL Binds the pobyi Ay il of mRN AR\ A evpon shuttting protem
Plal SPRO646.04 A LA Polvi Ay paly merase
ol SPACITAS 14 4 XRNLKEME P evorbonuclease actnay
Rpe2 SPACHGO. 08¢ 4 RE I S8 TR\ A and IR\ A ranseription
Murd SPACHI 1216 4 MIRS RNA helicase, FRAMP comples
SPAC2409.04 4 SGDT MHESG MAS doman pratein
Mep)  SPOCCHeR2.08¢ ) . Meiotic RN A binding prowin
Sumid  SPCCIT9S 1) 4 DI RN A helicase
SPACHGI0.07 3 CBPx Nuclear cap-binding complen large subunit, NMD
Depl SPACIOAK (2 3 DOe2 mRNA decapping caomplen
Ixk1 SPBOSI0 4 ] SKY SR protein-specitic kinase
Kapl SPBCIOEY 13 3 KSPt Serine threonine protein Kinise
SPBOTIUS 07 i fHM Nuclear pore assocrated protein Thpl-Saci complex
Sofl SPBC AL 3 SOF1 Ribosome biogenesis. snoRN A hinding
Ukl SPHOIOFR 07 3 KIN2K Cyehm-dependent hinase actis ating hinane Crit
Tegt SPBUGOLT 3 RANPI Singhe-stranded telomeric binding protein Tycl
SPBOCTIGILO? 2 MIRO Protein mnport, mBN A exvport
Swil SPBU 009 2 DHHI RN A helicase imvebved in mRN A mimover
Med? SPBC 14FR0% 2 \ED7 Mediator complen subunit
SPCCTHI0.08 2 ¥ HH domain imvobved in cleasage and polyadeny lation
Natd SPAPBIA D03 2 MiR2 mMmRNA cyport reveptor

Figure 5. Purification of proteins associated with TAP-tagged Pab2.

(A) Proteins copurified with Pab2 by tandem affinity purification (lane 1) were resolved
using a Bis-Tris 4-12% gradient SDS-PAGE and analyzed by silver staining. The result for
an identically treated extract from control S. pombe is shown in lane 2. Molecular weight
markers are shown on the right in kilodaltons (kDa). The position of Pab2 is indicated on
the left. (B) Summary of the nonribosomal proteins identified by mass spectrometry from
the Pab2-TAP purification.
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Table 2. Ribosomal proteins and translation factors identified in the Pab2-TAP

purification
Name Systematic ame Function
Ribosomal proteins
Rps2 SPCC576.08c 40S ribosomal subunit S2
Rps7 SPAC18G6.14c 40S ribosomal subunit S7

Rps801 SPAC2C4.16c
Rps802  SPACS521.05
Rps901 SPAC24H6.07
Rps902  SPBC29A3.12
Rps1101 SPAC31GS5.03
Rps13 SPAC6F6.07c
Rps1501 SPCC1393.03
Rps2202 SPACS5D6.01
Rps3002 SPBC19G7.03c
Rpl401 SPBC1711.06
Rpl402 SPBP8B7.03c
Rpl301 SPAC17A5.03
Rpl302 SPAPBS8ES.06¢

Rpl6 SPCC622.18
Rpl701  SPBCI8H10.12¢
Rpl8 SPBC29A3.04

Rpl1101  SPAC26A3.07c
Rpl1201  SPCC16C4.13c
Rpl13 SPAC664.05
Rpl1801 SPBC11C11.07
Rpl2001 SPAC3A12.10
Rpl2101  SPBC365.03c
Rpl2102 SPAC959.08
Rpl2501 SPBC106.18
Rpl2802 SPCCSE4.07
Rpl29 SPBC776.01
Rp13001 SPACI9G1.03c
Rpl31 SPAC890.08
Rpl13601 SPCC970.05
Rpl3602 SPBC405.07

Translation factors

Efla-a SPCC794.09¢
Moel SPAC637.07
Sup35 SPCC584.04
Tifl1 SPBC25H2.07

40S ribosomal subunit S8
40S ribosomal subunit S8
408 ribosomal subunit S9
408 ribosomal subunit S9
408 ribosomal subunit S11
40S ribosomal subunit S13
408 ribosomal subunit S15
408 ribosomal subunit S15a
408 ribosomal subunit S30
60S ribosomal subunit L2
60S ribosomal subunit 1.2
60S ribosomal subunit L3
60S ribosomal subunit L3
60S ribosomal subunit L6
60S ribosomal subunit 1.7
60S ribosomal subunit L.7a (L8)
60S ribosomal subunit L.11
60S ribosomal subunit L12A
60S ribosomal subunit .13
60S ribosomal subunit L18
60S ribosomal subunit L20a
60S ribosomal subunit L21
60S ribosomal subumit L.21
60S ribosomal subunit L.25
60S ribosomal subunit 1.27a.2/1.28A
60S ribosomal subunit L29
60S ribosomal subunit .30
60S ribosomal subunit L.31
60S ribosomal subunit L36
608 ribosomal subunit L36

Translation elongation factor
Translation initiation factor elF3d
Translation release factor class 11
Translation initiation factor e][F1A
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RNA could be responsible for the copurification of some of these proteins. Importantly,
with the exception of one ribosomal protein for which some peptides were detected in the
control purification, no peptides were detected in the control for any of the proteins
indicated in Fig. 5B and Table 2. In conclusion, our proteomic analysis suggests that Pab2

is associated with factors involved in several steps of the mRNA life cycle.

Pab2 is a shuttling protein that associates with translating mRNPs.

Fission yeast and human nuclear poly(A)-binding proteins are predominantly nuclear
at steady state (27,46). Yet, PABP2 was detected in the cytoplasm of human cells by
electron microscopy (46) and has been shown to shuttle between the nucleus and cytoplasm
(30). To test the capacity of fission yeast Pab2 to shuttle, we used a NUP49-based assay in
S. cerevisiae (47) as such an in vivo export assay does not exist in S. pombe. The nup49-
313 allele of S. cerevisiae expresses a temperature-sensitive nucleoporin that exhibits
defective nuclear import at the nonpermissive temperature without perturbing export of
protein and RNA from the nucleus (48). Accordingly, the nup49-313 allele has been used
to assay the export of several nuclear RNA-binding proteins (40,47,49).

Consistent with previous reports indicating that S. cerevisiae Nab2 is a shuttling
protein (40,50), cytoplasmic accumulation of Nab2 was observed at the nonpermissive
temperature (Fig. 6, panels G and H), whereas Nab2 was predominantly nuclear at the
permissive temperature (panels E and F). The expression of GFP-tagged Pab2 in
S. cerevisiae resulted in nuclear localization (Fig. 6, panels I and J), consistent with the
steady state localization of Pab2 in fission yeast (27). In contrast, significant GFP signal
was detected in the cytoplasm of Pab2-expressing cells that were shifted to the
nonpermissive temperature (panels K and L). As a control, a GFP-tagged LacZ protein that
includes a strong nuclear localization signal remained in the nucleus at both permissive and
nonpermissive temperatures (Fig. 6, panels A to D). This control also demonstrated that the
cycloheximide treatment before imaging prevented de novo synthesis of GFP-tagged
proteins in the cytoplasm. The results of the nuclear export assay indicate that Pab2 can

shuttle between the nucleus and the cytoplasm.
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Figure 6. Pab2 shuttles between the nucleus and cytoplasm.

The nuclear export assay was performed using S. cerevisiae cells that express the nup49-
313 allele as described in the Materials and Methods. nup49-313 cells expressing either
NLS-LacZ-GFP (panels A-D), Nab2-GFP (panels E-H), and GFP-Pab2 (panels I-L) were
incubated at 25°C (panels A, B, E, F, I, J) or shifted to 37°C (panels C, D, G, H, K, L)
before treatment with cycloheximide to block new protein synthesis. Phase contrast (panels

A, C,E, G, 1, K) and GFP fluorescence (panels B, D, F, H, J, L) are shown.

The aforementioned results indicating that Pab2 is a shuttling protein suggested that
the detection of ribosomal proteins and translation factors in the cluate of the Pab2-TAP
purification could be the result of the association between Pab2 and translating mRNPs.
We therefore tested whether Pab2 cosedimented with polysomal mRNAs by examining the
fractionation profile of Pab2 after ultracentrifugation using sucrose gradients. As can be
seen on Fig. 7A, Western blot analysis indicated that significant amounts of Pab2 were

detected in ribosome-containing fractions (lanes 6-19). We also determined the ratio of
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ribosome-associated proteins for Pab2, Pabl, and a protein of the small ribosomal subunit,
Rps2 (Fig. 7A). Roughly 36% of cellular Pabl cosedimented with ribosomes, consistent
with earlier studies (51-53). Notably, our sucrose gradient fractionation experiments
indicated that 25% of cellular Pab2 was ribosome-associated (Fig. 7A). As expected for a
ribosomal protein, most of Rps2 was associated with ribosome-containing fractions (lanes
6-19) and free ribosomal subunits (lanes 3-5). These results indicate that Pab2 cosediments

with polysomes.

To validate that the sedimentation behavior of Pab2 reflects an association with
polysomes, ribosomes were first disrupted into ribosomal subunits by chelating Mg*" ions.
As can be seen in Fig. 7B, Pab2 was no longer detected in the heavy fractions of the
gradient under these conditions, suggesting that the sedimentation of Pab2 in heavy
fractions requires the presence of polysomes. Treating cellular extracts with RNase A prior
to ultracentrifugation also perturbed the normal distribution of Pab2 after velocity
sedimentation on sucrose gradients (Fig. 7C). Specifically, RNase treatment resulted in the
disruption of polysomal complexes and the concomitant redistribution of Pab2 to lighter

fractions. These results are consistent with the association of Pab2 with translating mRNPs.

To confirm that Pab2 associates with polysomes and not with other large RNPs, we
used the translation inhibitor, puromycin. Puromycin specifically disrupts polysomes by
causing premature release of nascent peptides as well as of mRNAs from ribosomes (54).
Accordingly, treatment of cells with puromycin resulted in the almost complete
disappearance of polysomes and the concurrent accumulation of 80S monosomes (Fig. 7D).
Importantly, Pabl, Pab2, and Rps2 were removed from polysomes-containing fractions
after puromycin treatment (Fig. 7D). These results demonstrate that Pab2 is specifically

associated with polysomal mRNPs.

Given that Pab2 shows nuclear localization at steady state (Fig. 6; (27)), it was important to
determine whether the association of Pab2 with polysomes occurs in vivo. To test this, cells

were crosslinked with formaldehyde prior to lysis, extracts were prepared
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Figure 7. Pab2 associates with translating mRNPs.

(A to F, top panels) Ribosomal profiles from S. pombe were determined by continuous
measurement of rRNAs at 254 nm. (A to F, bottom panels) Pabl, Pab2, and Rps2 were
visualized by Western blotting using anti-HA, anti-protein A, and anti-Rps2, respectively.
(A) Sedimentation profile of extracts from Pab2-TAP cells on sucrose gradients.
Quantification of the amount of Pab1, Pab2, and Rps2 in nonribosomal fractions (lanes 2-5)

and in ribosomal fractions (lanes 6-19) is shown on the right. Values correspond to the
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means of at least three independent experiments. (B) Sedimentation profile of EDTA-
treated extracts from Pab2-TAP cells on sucrose gradients. (C) Sedimentation profile of
RNAse-treated extracts from Pab2-TAP cells on sucrose gradients. (D) Sedimentation
profile of extracts from puromycin-treated Pab2-TAP cells on sucrose gradients. (E)
Sedimentation profile of salt-treated extracts from Pab2-TAP cells that were previously
treated with formaldehyde. (F) Sedimentation profile of salt-treated extracts from Pab2-

TAP cells on sucrose gradients.

using high-salt conditions, and separated on sucrose gradients. As can been seen on Fig.
7E, a significant amount of Pab2 cosedimented with polysomes under these experimental
conditions. Conversely, Pab2 was redistributed to lighter fractions under similar high-salt
conditions, but lacking the formaldehyde crosslinking step (Fig. 7F). These experiments
indicate that the high-salt conditions dissociated proteins that had not been crosslinked to
the mRNPs before cell lysis, including Pab2. Our data thus indicate that a fraction of Pab2

is associated to polysomes in vivo.
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DISCUSSION

Although experiments using purified versions of the nuclear poly(A)-binding proteins
(PABP2) have provided insights into its biochemical properties, the functions as well as the
network of associations of PABP2 in a cellular context remain poorly understood. We have
recently reported the identification of the ortholog of the mammalian nuclear poly(A)-
binding protein in S. pombe (27). Consistent with a functional role in poly(A) tail synthesis,
RNAs from PAB2-null cells display hyperadenylated 3’-ends (27). In this study, we
investigated the recruitment of Pab2 during mRNA ribonucleoprotein (mRNP) formation
and the subsequent association between Pab2 and exported mRNPs. Based on our results,
we propose that Pab2 is recruited early during the transcription cycle of RNA Pol II genes
and remains associated with translating mRNPs after nuclear export. These findings
provide novel insights into the events that govern mRNP remodeling as it transits to the

cytoplasm.

During eukaryotic transcription, nascent pre-mRNAs are wrapped in
ribonucleoprotein complexes that contain factors required for processing and export (55).
It is now established that most factors required for processing and export of pre-mRNAs
are loaded onto the nascent mRNP as it comes out of the polymerase RNA exit channel.
The cotranscriptional loading of RNA processing factors includes several
cleavage/polyadenylation factors that show recruitment near the 3’-end of genes as
determined by chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays (19-23). The ChIP assays
presented in this study indicated that Pab2 is cotranscriptionally recruited to Pol II-specific
genes. Given the function of Pab2 in polyadenylation control (27), we propose that the
recruitment of Pab2 during transcription is important to increase the local concentration of
Pab2 onto the nascent mRNP until the synthesis of a nascent poly(A) tail by the poly(A)
polymerase. Pre-mRNA polyadenylation would then provide high-affinity binding sites and
favor the rapid transfer of Pab2 to the growing poly(A) tail where it would function in
poly(A) tail length control.



111

Pab2 was found to crosslink to the entire coding region of several Pol II genes.
Interestingly, Pab2 showed greater enrichment at the 3’-end as compared to the 5’-end of
genes (Fig. 1D). The simplest explanation for the increase association of Pab2 during
transcription elongation is that Pab2 is recruited by or rapidly transferred to the nascent
mRNP. This interpretation is consistent with the sensitivity of Pab2 ChIP and
immunoprecipitation assays to RNase, suggesting that Pab2 is cotranscriptionally recruited
via the nascent mRNP. The physical fragmentation of RNA during the sonication step is
likely to be the cause for the plateau in ChIP signal detected for Pab2 beyond the middle of
the ADHI, PYKI, PGK1, and MET26 genes, and reflects the size of chromatin fragments to
<500 bp. Interestingly, our ChIP assays indicated that Pab2 occupancies upstream of the
polyadenylation site are sensitive to RNases (Fig. 4). These results could imply that the
recruitment of Pab2 is mediated by direct binding to non-poly(A) sequences in the pre-
mRNA prior to polyadenylation. We do not favor this interpretation, however, as studies
using nuclear poly(A)-binding proteins from various organisms indicate poor binding to
nonpolyadenylated RNA as compared to poly(A) (27,56,57). Analogous to our ChIP
experiments, sensitivity of ChIP signals to RNases was previously reported for the budding
yeast proteins Sub2 and Gbp2 (37,58). In this case, results suggest that the TREX complex
mediates the cotranscriptional recruitment of Sub2 and Gbp2 to nascent mRNPs. Similarly,
we predict a model in which Pab2 is recruited to the nascent mRNP via protein interactions.
A structure-function analysis of S. pombe Pab2 should provide useful insights into the

mechanism that mediates the cotranscriptional recruitment of Pab2 to nascent mRNPs.

The Pab2 ChIP results described herein are in agreement with earlier electron
microscopy studies that have found PABP2 in the vicinity of RNA Pol II along the entire
Balbiani ring gene of Chironomus tentans (42). This previous study was limited to a single
gene, however, and did not address how PAPB?2 is recruited during the transcription cycle
of RNA polymerase II. Our study goes beyond these previous findings and provides
evidence for the transcription-dependent recruitment of Pab2 to the NMT/ gene and to the
coding sequences of several other yeast genes that are transcribed constitutively.
Furthermore, the inclusion of an RNase step in our experiments supports the recruitment

and/or the rapid transfer of Pab2 to the nascent mRNP. It remains unclear, however,
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whether RNA-independent interactions exist between Pab2 and the transcription
machinery. Whereas the level of ADHI mRNA was reduced after RNase-treatment as
compared to a non-treated sample, segments of the ADH] transcript could still be detected
by RT-PCR following treatment with RNases (data not shown). It is therefore likely that
the remaining signal detected by our immunoprecipitation assays (Fig. 4) is due to the

incomplete digestion of RNA.

Similar to the ChIP profile of Pab2, other cleavage/polyadenylation factors have also
been shown to crosslink at promoters and coding regions in yeast and other eukaryotes
(19,22,59,60). Although the functional significance for the recruitment of
cleavage/polyadenylation factors during the early phase of the transcription cycle remains
unclear, the multi-functional nature of some mRNA processing factors might explain this
apparent discrepancy. Interestingly, cellular depletion of Drosophila PABP2 using RNAI
results in nuclear accumulation of polyadenylated RNAs (61), suggesting a role for the
nuclear poly(A)-binding protein in mRNA export pathways. Studies also indicate that a
number of proteins important for efficient mRNA export are recruited during the
transcription cycle in budding yeast (37,44,62,63) and humans (64,65). Remarkably, the
ChIP profile of many mRNA export factors shows enrichment from the 5’-end to the
3’-end, similar to that of Pab2. Whereas these aforementioned evidence may support a role
for the nuclear poly(A)-binding protein in mRNA export, it cannot be excluded that the
accumulation of poly(A) RNA in PABP2-depleted Drosophila cells is due to defective
polyadenylation. Accordingly, evidence in budding yeast indicate that mRNAs that are not
properly polyadenylated are retained in the nucleus (66). Further studies are thus needed to
establish whether the nuclear poly(A)-binding protein is directly involved in mRNA export.

Pab2 is not restricted to a pioneer round of translation.

mRNP composition changes as it is transferred to the cytoplasm (55). Yet, the
molecular details of mRNP remodeling during or after passage through the nuclear pore
complex are poorly understood. Based on the different subcellular distribution of PABPC
and PABP2 at steady state, cytosolic and nuclear, respectively, it has been proposed that

PABPC substitutes for PABP2 after nuclear export of mRNPs. How poly(A)-bound PABP2
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is replaced by PABPC during or after nuclear export has remained elusive, however.
Importantly, we show here that a significant fraction of Pab2 does not get replaced by Pabl
and remains associated with translating mRNPs. This conclusion is supported by the
specific cosedimentation of Pab2 with polyribosomes (Fig. 7) as well as the copurification
of ribosomal proteins and translation factors with Pab2 (Fig. 5 and Table 2). Our studies
thus provide the first evidence suggesting the association of the nuclear poly(A)-binding
protein with translating mRNPs. The presence of peptides corresponding to Pabl in the
eluate of the Pab2-TAP purification (Fig. 5) also suggests that both poly(A)-binding

proteins can co-exist on the same poly(A) tail, in agreement with other studies (67,68).

The association of Pab2 with translating mRNPs is in contrast to previous results that
suggest that mammalian PABP2 is not associated with general translation. More precisely,
biochemical experiments in human cells have suggested that human PABP2 is restricted to
a pioneer round of translation (31). In mammalian cells, it has been proposed that aberrant
mRNAs containing nonsense codons are recognized during a pioneer round of translation
that is defined by mRNAs bound by the nuclear cap-binding complex proteins, Cbp20 and
Cbp80 (31,68). The detection of Pab2 in large polysomal fractions reported here (Fig. 7)
suggests that Pab2 is not restricted to pioneer rounds of translation, but also associates with
actively translated mRNAs. It is therefore possible that the nuclear poly(A)-binding protein
performs a slightly different role in mRNA translation between yeast and humans or that
technical issues hampered the detection between human PABP2 and translating mRNPs.
Our results do not exclude a role for Pab2 in a pioneer round of translation, however. The
proteomic analysis of Pab2-associated proteins identified the fission yeast homolog of
mammalian Cbp80 (Fig. 5), a key constituent of the pioneer round of translation (31,68).
Furthermore, two key factors involved in 5’-to-3” decay of NMD targets, Dcp2 and Exo2,
also copurified with Pab2.

The functional significance of the association between Pab2 and translating mRNPs
still remains to be determined. Yet, the hypersensitivity of P4AB2-null cells to different
translational inhibitors (C.L. and F.B., unpublished data) is consistent with a possible role

for Pab2 in translation. Accordingly, a number of predominantly nuclear proteins have
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recently been shown to cosediment with polysomes and modulate translation in yeast and
mammals (53,69-73). Conversely, studies indicate that budding yeast Pabl (homolog of
mammalian PABPC) is a shuttling protein that is important for the proper assembly of
mRNPs in the nucleus (9,10). Our findings that Pab2 is associated with translating mRNPs
are in concert with the conclusions of the aforementioned studies and illustrate the
integrated connections between different steps of mRNP formation in the nucleus and the
fate of the mature mRNA in the cytoplasm. Future studies on Pab2 will certainly provide
insight into the mechanisms that coordinate nuclear polyadenylation and translation in the

cytoplasm.
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RESUME

Les voies générales de dégradation permettent d’éliminer les pré-ARNm irréguliers et
non-maturés afin de controler la qualité de I’expression génique. Contrairement a ce
mécanisme de dégradation générale, nous décrivons ici une voie de dégradation nucléaire
des pré-ARNm qui permet de contrdler I’expression de certains génes ayant des introns.
Chez la levure a fission, nous démontrons que la nuclear poly(A)-binding protein Pab2 et
Rrp6, une composante de I’exosome nucléaire, sont les principaux facteurs impliqués dans
une voie de dégradation des pré-ARNm dépendant de la polyadénylation. L’analyse du
transcriptome par RNA-seq et les expériences ou les introns ont été interchangés révélent
que 1’épissage inefficace est important pour dicter la susceptibilité de Pab2 a dégrader ces
pré-ARNm. De plus, nous avons identifié un mécanisme de régulation entre les paralogues
des protéines ribosomales qui est impliqué dans cette voie de dégradation des pré-ARNm.
Nos résultats dévoilent que I’expression génique de certains génes est régulée au niveau du

pré-ARNm par I’exosome nucléaire.
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ABSTRACT

General discard pathways eliminate unprocessed and irregular pre-mRNAs to control
the quality of gene expression. In contrast to such general pre-mRNA decay, we describe
here a nuclear pre-mRNA degradation pathway that controls the expression of select intron-
containing genes. We show that the fission yeast nuclear poly(A)-binding protein, Pab2,
and the nuclear exosome subunit, Rrp6, are the main factors involved in this
polyadenylation-dependent pre-mRNA degradation pathway. Transcriptome analysis and
intron swapping experiments revealed that inefficient splicing is important to dictate
susceptibility to Pab2-dependent pre-mRNA decay. We also show that negative splicing
regulation can promote the poor splicing efficiency required for this pre-mRNA decay
pathway, and in doing so identify a mechanism of cross-regulation between paralogous
ribosomal proteins through nuclear pre-mRNA decay. Our findings unveil a layer of
regulation in the nucleus in which the turnover of specific pre-mRNAs, besides the

turnover of mature mRNAs, is used to control gene expression.
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INTRODUCTION

In eukaryotes, the expression of a protein-coding gene follows an ordered series of
events before the mature mRNA exits the nucleus for translation. In the nucleus, the
primary transcript (pre-mRNA) is processed 5’ to 3’ via capping, splicing, cleavage, and
polyadenylation. This latter step is generally thought to positively contribute to gene
expression by facilitating export and translation. Yet, there is now strong evidence that

polyadenylation can also represent a path to RNA destruction in eukaryotes.

Degradative polyadenylation in eukaryotes has been mainly associated with the
activity of a multi-protein complex called TRAMP, for Trf4/Trf5-Airl/Air2-Mtr4
polyadenylation complex (LaCava et al., 2005; Vanacova et al., 2005; Wyers et al., 2005).
Trf4 and Trf5 are noncanonical poly(A)-polymerases of the TRAMP complex that add
short poly(A) to a specific subset of nuclear RNAs. Although the functional role of the
TRAMP complex has been studied mostly in S. cerevisiae, TRAMP-dependent
polyadenylation has been demonstrated in humans, plants, and fission yeast (Chekanova et
al., 2007; Shcherbik et al., 2010; Win et al., 2006). Polyadenylation by the TRAMP
complex triggers RNA degradation by the nuclear exosome complex (LaCava et al., 2005;
Vanacova et al., 2005; Wyers et al., 2005). The exosome consist of ten conserved subunits
that are thought to organize into a barrel-like configuration (Bonneau et al., 2009). This ten-
subunit complex, often referred to as the core exosome, contains a single catalytically
active component, Dis3/Rrp44, that displays both exo- and endo-nuclease activities
(Dziembowski et al., 2007; Lebreton et al., 2008; Schaeffer et al., 2009; Schneider et al.,
2009). Intriguingly, an additional 3’—5” exonuclease, Rp6, specifically associates with the
core exosome in the nucleus (Allmang et al., 1999b). Interestingly, Dis3 and Rrp6 show
different activities in terms of RNA hydrolysis in vitro (Liu et al., 2006), perform distinct
roles in RNA processing in vivo (Allmang et al., 1999a; Callahan and Butler, 2008; Lemay
et al., 2010; van Hoof et al., 2000), and are encoded by essential and nonessential genes,
respectively. This genetic and biochemical evidence suggest that Dis3 and Rrp6 are likely

to have different cellular activities.
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Polyadenylation-mediated exosome degradation via the TRAMP complex has been
largely associated with nuclear RNA surveillance. Accordingly, it is now believed that gene
expression is error-prone and that mistakes are common during transcription and RNA
processing (Fasken and Corbett, 2009; Moore and Proudfoot, 2009). Consistently,
inactivation of the TRAMP/exosome system leads to the accumulation of aberrantly
processed pre-mRNAs (Bousquet-Antonelli et al., 2000; Torchet et al., 2002), unprocessed
rRNAs (Allmang et al., 1999a; Dez et al., 2006), and unmodified tRNAs (Vanacova et al.,
2005). Despite the established role of the TRAMP complex in degradative polyadenylation,
evidence suggest that the nuclear exosome can also target transcripts polyadenylated by the
canonical poly(A) polymerase (Grzechnik and Kufel, 2008; Milligan et al., 2005; van Hoof
et al.,, 2000). Yet, how the exosome selectively targets RNAs polyadenylated by the
canonical polyadenylation machinery remains unclear. One possible mechanism by which
this might occur could be through the action of poly(A)-binding proteins (PABPs).
Accordingly, the fission yeast nuclear PABP, Pab2, has recently been shown to be involved
in exosome-dependent RNA processing (Lemay et al, 2010; St-Andre et al.,, 2010;
Yamanaka et al., 2010). Pab2 is the fission yeast homolog of human PABPNI1. Notably,
mutations in the PABPN] gene results in oculopharyngeal muscular dystrophy (Brais et al.,

1998), a late onset myopathy for which the molecular basis remains unknown.

Here we report the identification of a pathway that requires Pab2 and the nuclear
exosome to target specific unspliced pre-mRNAs for nuclear degradation. Transcriptome
analysis by next-generation sequencing identified several dozen genes targeted by Pab2-
dependent pre-mRNA decay. By studying how pre-mRNA decay controls the expression of
the ribosomal protein gene, rp/30-2, we found a cross-regulatory mechanism in which
Rpl30-1 inhibits rpl30-2 splicing to sensitize the unspliced polyadenylated rpl30-2
pre-mRNA to Pab2/Rrp6-mediated decay. Our findings have identified a mode of gene
regulation in which the control of RNA splicing influences the equilibrium between

processing and nuclear decay of specific pre-mRNAs.



127

RESULTS

Pab2 controls rp/30-2 expression at the level of the pre-mRNA.

We previously used DNA microarrays to investigate for gene expression changes in
cells lacking the nuclear poly(A)-binding protein Pab2 (Lemay et al., 2010). Although the
expression levels of most protein-coding genes were unaffected in the pab2A4 strain, RNA
level expressed from the ribosomal protein-coding gene, rp/30-2, was increased by 4.5-fold
in the absence of Pab2 (Lemay et al., 2010). To independently validate this result, we
compared p/30-2 mRNA levels between wild-type and pab2 A strains by Northern analysis
and confirmed a 3-fold increase of rp/30-2 mRNA in pab2-null cells (Fig. 1A, lanes 1-2).
Interestingly, a slower-migrating transcript also accumulated in the pab2A strain (lane 2).
Because the coding sequence of rp/30-2 is interrupted by a 246-nt intron, we tested whether
the larger transcript corresponded to the rp/30-2 pre-mRNA. The use of an intron-specific
probe confirmed that the slower-migrating rp/30-2 transcript is the unspliced pre-mRNA
(Fig. 1A, lane 4). The increased level of rp/30-2 pre-mRNA in the absence of Pab2 resulted
in a 3-fold increase in the percentage of unspliced transcripts (Fig. SSA). This alteration in
the unspliced ratio of rp/30-2 in the pab2 A strain makes it unlikely that this result is due to
increased transcription. Accordingly, ChIP experiments demonstrated similar RNA Pol II
densities along the rp/30-2 gene in both wild-type and pab2 A strains (Fig. S1B). We also
confirmed that the absence of Pab2 did not affect the cleavage and polyadenylation steps of
rpl30-2 by RNase H experiments (Fig. S1C). Interestingly, regulation of p/30-2 by Pab2
was specific to one of the two rp/30 paralogs, as the expression of #p/30-1 was unchanged
in pab2A cells (Fig. 1A). In conclusion, both the mRNA and the pre-mRNA of rp/30-2 are
upregulated in the absence of Pab2.

We next addressed whether synthesis of the pre-mRNA was required for Pab2-
dependent control of 7p/30-2 mRNA level. We therefore generated an intronless construct
(RPL30-2Ai1) that expressed the rp/30-2 cDNA from native promoter and terminator
sequences. As a control, we prepared a similar construct, but using the intron-containing
version of rp/30-2. These two constructs were chromosomally-integrated as a single copy

into a rpl30-24 strain. We then deleted pab2 from rpl30-24 strains that expressed intronless
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Figure 1. Pab2 regulates the expression of rp/30-2 at the level of the pre-mRNA.

(A) Northern blot analysis of RNA from wild-type (lanes 1 and 3) and pab2 A (lanes 2 and
4) strains. The blot was hybridized using a DNA probe complementary to #p/30-2 exon 1
(lanes 1-2) and intron (lanes 3-4) sequences. The blot was also probed for rp/30-1 and srp7
transcripts. (B) Northern blot analysis of RNA from wild-type (lanes 1 and 4), pab2A (lanes
2 and 5), and rrp64 (lanes 3 and 6) strains that express rp/30-2 from intron-containing
(lanes 1-3) and intronless (RPL30-2A1; lanes 4-6) constructs. (C) Quantitative PCR analysis
of rp{30-2 mRNA level in the same strains described in (B) using a primer pair in which
one primer spans the exon-exon junction. The data and error bars represent the average and

standard deviation from three independent experiments. See also Figure S1.

and intron-containing versions of rp/30-2. Similar to endogenous rp/30-2, expression from
the rpl/30-2 intron-containing construct in the pab2A strain resulted in the accumulation of
mRNA and pre-mRNA (Fig. 1B, lanes 1-2; Fig. 1C). Interestingly, the intronless rp/30-2
construct resulted in increased levels of mRNA relative to the intron-containing construct
(Fig. 1B, lanes 1 and 4); yet, mRNA levels were not increased in the pab2 A strain when
rpl30-2 was expressed from the intronless construct (Fig. 1B, lanes 4-5; Fig. 1C). These
results indicate that Pab2 controls rp/30-2 expression at the level of the unspliced
pre-mRNA.

Pab2 and the nuclear exosome control rp/30-2 expression by pre-mRNA decay.

The increased levels of both spliced and unspliced rp/30-2 transcripts in the pab24
strain make it unlikely that Pab2 is required for rp/30-2 splicing. Consistent with this,
inhibition of splicing using fission yeast prp2-1 and prpl0-1 mutant strains (Urushiyama et
al., 1997) resulted in a marked reduction of spliced rp/30-2 mRNA (data not shown). We
therefore reasoned that Pab2 might target the rp/30-2 pre-mRNA for degradation.
Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) has previously been shown to target unspliced
pre-mRNAs for degradation (Sayani et al., 2008). Our results, however, indicated that Pab2
regulates rp/30-2 expression by a mechanism independent of NMD (Fig. S2).
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The physical and functional interactions between Pab2 and the nuclear exosome
required for snoRNA processing (Lemay et al.,, 2010) led us to examine whether the
exosome functions with Pab2 in the regulation of rp/30-2 expression. We examined the
level of rpl30-2 pre-mRNA and mRNA in dis3-54 and rrp64 strains, which are mutated in
two 3’5’ exonucleases specific to the exosome. Northern blot analysis of RNA prepared
from the rrp6A4 strain revealed robust upregulation of rp/30-2 mRNA and pre-mRNA:
5- and 18-fold, respectively (Fig. 2A, lane 7; Fig. 2B-2C); whereas rp/30-2 mRNA and
pre-mRNA were upregulated 1.5- and 3.5-fold, respectively, using RNA from the dis3
mutant (Fig. 2A, lane 5; Fig. 2B-2C). Interestingly, the levels of rp/30-2 mRNA and
pre-mRNA were higher in the pab24 dis3-54 double mutant strain compared to the single
dis3-54 mutant (Fig. 2A; compare lanes 5-6; Fig. 2B-2C). In contrast, no cumulative
increase in the levels of rp/30-2 transcripts were observed in the pab2A rrp6A double
mutant strain relative to the single rrp64 strain (Fig. 2A; lanes 7-8; Fig. 2B-2C). These data
suggest that Pab2 and Rrp6 control »p/30-2 expression through a common degradation
pathway, whereas Pab2 and Dis3 appear to function via distinct pathways. The control of
rpl30-2 expression by Pab2 and the exosome appears to be primarily mediated in the
nucleus, as the deletion of ski7, which encodes a cytosolic-specific exosome cofactor, did

not perturb rp/30-2 expression (Fig. 2A, lane 9; Fig. 2B-2C).

The TRAMP polyadenylation complex enhances the activity of the nuclear exosome
(Callahan and Butler, 2010; LaCava et al., 2005; Vanacova et al., 2005). We therefore
examined whether TRAMP-dependent polyadenylation was required for the regulation of
rpl30-2 expression by deleting the gene that encodes the single catalytic subunit of fission
yeast TRAMP, cidl4 (Win et al.,, 2006). Analysis of RNA from cidi4A4 cells showed
normal levels of rp/30-2 pre-mRNA and mRNA (Fig. 2A, lane 3; Fig. 2B-2C). However,
the deletion of cidl4 in the pab2A strain increased the levels of rp/30-2 mRNA and pre-
mRNA compared to the single pab24 strain (Fig. 2A, compare lanes 2 and 4). Similar
results were obtained using a conditional strain in which the genomic copy of mird is
expressed from the thiamine-sensitive nmt!™ promoter: depletion of Mtr4 did not affect

rpl30-2 pre-mRNA and mRNA levels (Fig. 2D, compare lanes 3 and 7); however, depletion
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Figure 2. Pab2 and the nuclear exosome control rp/30-2 expression.

(A) Northern blot analysis of RNA from the indicated strains. Quantification of Northern
blot data for rp/30-2 pre-mRNA (B) and mRNA (C) levels. The data and error bars
represent the average and standard deviation from at least three independent experiments.
(D) The indicated strains were grown to mid-log phase before being treated (lanes 5-8) or
not (lanes 1-4) with thiamine to repress the nmt! promoter. Equal amounts of RNA were

analyzed by Northern blot. See also Figure S2.

of Mtr4 in the pab2A strain increased the levels of rp/30-2 mRNA and pre-mRNA

compared to the single pab2 A strain (Fig. 2D, compare lanes 4 and 8).

Altogether, these data suggest that Pab2 and Rrp6 play a central role in the control of
rpl30-2 expression at the level of pre-mRNA turnover. Consistent with this, rp/30-2
expression levels were unaffected in the r#p6A4 strain when rp/30-2 was expressed from the
intronless construct (Fig. 1B, lanes 4 and 6), similar to results using the pab2A mutant (Fig.
1B, lane 5). Interestingly, the control of »p/30-2 expression by pre-mRNA decay appears
largely independent of the TRAMP complex, as cells deficient for two independent
TRAMP-associated proteins, Cid14 and Mtr4, showed normal rp/30-2 expression.

Pab2/Rrpé-mediated degradation of rp/30-2 pre-mRNA is polyadenylation dependent.

Gene regulation by a nuclear PABP at the level of pre-mRNA decay predicts a
polyadenylation-dependent mechanism. To address whether a 3’ poly(A) tail is required for
the control of rp/30-2 expression by Pab2 and Rrp6, a rp/30-2 construct was made in which
a variant of the hepatitis Delta ribozyme (Bird et al., 2005) was inserted upstream of the
rpl30-2 polyadenylation site (Fig. 3A). Although cleavage by the hepatitis Delta ribozyme
will generate a 5° product ending with a 2°,3’-cyclic phosphate, it has been shown that
transcripts with such a 3’ end can be degraded by the exosome in budding yeast (Meaux
and Van Hoof, 2006). The rp/30-2 ribozyme and wild-type constructs were
chromosomally-integrated as a single copy into a rp/30-24 strain and expressed from the

endogenous rp/30-2 promoter. We confirmed that our rp/30-2 ribozyme construct
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expressed a non-polyadenylated transcript by RNase H assays. As can be seen in Fig. 3B,
analysis of RNase H reactions from a strain that expressed the normal rp/30-2 gene showed
heterogeneous 3’ products (lane 2) that collapsed into a discrete product (lane 1) after
addition of oligo d(T). This loss of heterogeneity after oligo d(T) treatment is consistent
with polyadenylated rp/30-2 transcripts. In contrast, RNase H reactions using RNA
prepared from a strain expressing the rp/30-2 ribozyme construct yielded a single product
with or without the addition of oligo d(T) (Fig. 3B, lanes 3-4), confirming that the rp/30-2

transcripts expressed from the ribozyme construct are not polyadenylated.

We next deleted pab2 and rrp6 in strains expressing normal and ribozyme-processed
rpl30-2 to address the importance of polyadenylation in Pab2/Rrp6-dependent control of
rpl30-2 expression. Consistent with our previous results, rp/30-2 pre-mRNA and mRNA
were both upregulated in pab24 and rrp64 mutant strains (Fig. 3C, lanes 1-3). In contrast,
the expression of non-polyadenylated rp/30-2 from the ribozyme construct was largely
insensitive to Pab2- and Rrp6-dependent degradation (Fig. 3C, lanes 4-6). Quantification
analysis from independent experiments confirmed that the non-polyadenylated rp/30-2
pre-mRNA is not sensitive to Pab2/Rrp6-dependent decay (Fig. 3D). Similar results were
obtained using the terminator of the snu2 gene, which encodes the non-polyadenylated U2
small nuclear (sn) RNA (Fig. S3B). These data argue for the direct role of Pab2 and Rrp6

in the control of rp/30-2 expression by a polyadenylation-dependent mechanism.

In addition to the absence of a 3’ poly(A) tail, the rp/30-2 ribozyme construct is
unlikely to be cleaved by the canonical 3’ end mRNA processing complex. To address the
importance of polyadenylation independently of 3’ end processing, variants of Pab2 that are
defective in binding to a poly(A) tail were used. The ability of Pab2 to bind a poly(A)
substrate was completely lost after the substitution of a conserved phenylalanine (F75R)
residue within the RNA recognition motif of Pab2 (Figs. S3C-S3D). Similarly, a Pab2
variant in which the eleven arginine residues within the arginine/glycine-rich domain were
substituted to alanine (R-to-A) showed no poly(A) binding (Fig. S3). Importantly, Pab2

variants F75R and R-to-A did not rescue the increased levels of rp/30-2 transcripts
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expressed polyadenylated (lanes 1-3) and non-polyadenylated (lanes 4-6) rpl30-2
transcripts. (D) Quantitative RT-PCR analysis of rp/30-2 RNA levels using the strains
described in (C). The data and error bars represent the average and standard deviation from
three independent experiments. (E) Northern blot analysis of »p/30-2 using RNA from
pab2A cells that were previously transformed with vectors expressing wild-type (lane 1),
F75R (lane 3), and R-to-A (lane 4) versions of Pab2 as well as an empty vector control
(lane 2). (F) Western blot (WB) analysis from the strains described in (E). The faster
migration of the R-to-A variant of Pab2 is likely caused by charge alterations. See also

Figure S3.

observed in the pab2A strain (Fig. 3E, lanes 2-4), although the two Pab2 variants defective
in poly(A) binding were expressed at levels similar to wild-type Pab2 (Fig. 3F). As a
control, expression of wild-type Pab2 in the pab2A strain cffectively restored the altered
levels of rp/30-2 transcripts (Fig. 3E, lane 1). Collectively, these results are consistent with
a polyadenylation-dependent mechanism that controls rp/30-2 expression at the level of

pre-mRNA turnover.

Pab2-dependent pre-mRNA decay is regulated during an environmental stress

A global analysis of gene expression changes in fission yeast found that heat stress
causes the upregulation of #p/30-2 (Chen et al., 2003). Accordingly, we found a 2-fold
increase in *pl30-2 mRNA levels after shifting cells growing at 25°C to 37°C (Fig. 4, lanes
1-2 and Fig. 4B). Notably, the temperature-dependent upregulation of rp/30-2 required
Pab2, as it was not observed in a pab2A strain that is defective in pre-mRNA decay
(Fig. 4A, lanes 3-4 and Fig. 4B). Identical results were obtained using rrp6A cells (data not
shown). These results suggest that the upregulation of rp/30-2 mRNA after heat stress is
mainly controlled at the level of pre-mRNA turnover. If negative control of pre-mRNA
decay is mainly responsible for the upregulation of rp/30-2 after heat shock, we predicted
that rp/30-2 expression from the intronless construct, which is insensitive to Pab2/Rrp6-
mediated pre-mRNA decay (Fig. 1B-1C), would not respond to heat stress. Accordingly, a

wild-type strain that expressed the intronless version of rp/30-2 showed no increase in
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Figure 4. Regulation of Pab2-dependent pre-mRNA decay by heat stress.

(A) Northern blot analysis of RNA from wild-type (lanes 1-2) and pab2 A4 (lanes 3-4) strains
grown at 25°C (lanes 1 and 3) or after transfer to 37°C (lanes 2 and 4) for 3 h. Probes for
rpl30-2 and srp7 were used. (B) Quantification of Northern blot data for »p/30-2 mRNA.
Values represent the means of five independent experiments and bars correspond to
standard deviations (***p<0.0001; Student’s ¢ test). (C) Northern blot analysis of RNA
from rpl30-24 (lanes 1-2) and rpl30-24 pab2A (lanes 3-4) strains that express intronless
rpl30-2 (RPL30-2A1) and that were grown at 25°C (lanes 1 and 3) or after transfer to 37°C
(lanes 2 and 4) for 3 h. (D) Quantification of Northern blot data for rp/30-2 mRNA. Values

represent the means of three independent experiments and bars correspond to standard

deviations.
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mRNA levels after heat shock (Fig. 4C, lanes 1-2 and Fig. 4D). These results demonstrate
that regulation by Pab2-dependent pre-mRNA decay is important to control gene

expression during an environmental stress.

Identification of genes targeted by Pab2-dependent pre-mRNA decay.

We next asked whether Pab2-dependent pre-mRNA decay controls the expression of
genes other than rp/30-2. We thus used next-generation sequencing to compare the levels
of unspliced and spliced transcripts between wild-type and pab2A strains. We obtained >30
million reads for both wild-type and pab24 strains, which represents >60 genome lengths.
Sequence reads were mapped to spliced and unspliced reference genomes to determine the
position of each read relative to exon and intron sequences. To identify genes whose
expression is influenced by Pab2-dependent pre-mRNA decay, we first analyzed the
normalized number of exon-exon transreads (spliced intron) and exon-intron reads
(unspliced intron) and isolated genes in which both unspliced and spliced transcripts
showed >1.5-fold increase in the pab2A strain relative to the wild-type control. This
analysis uncovered 58 genes with increased levels of pre-mRNA and mRNA in the absence
of Pab2 (Table S1 and Fig. S4A). Although the exon-exon transread/exon-intron read
analysis is highly specific for spliced and unspliced transcripts, respectively, it is based on a
restricted number of sequencing reads. Therefore, we also analyzed the data by comparing
the exon (total mRNA) and intron (unspliced mRNA) signals for each gene between
wild-type and pab2A strains (Mortazavi et al., 2008). Using this analysis, we identified
59 genes with upregulated levels of total and unspliced mRNAs (Table S2 and Fig. S4B).
Significantly, of the 59 Pab2-regulated genes identified using the exon/intron signal
analysis, 21 (36%; P <1 x 10™") were identified using the exon-exon transread/exon-intron
read analysis (Fig. SA; Table S3). Notably, rp/30-2 was identified using both approaches.
Using two independent analyses, the RNA-seq approach thus identified a high-confidence
list of genes that demonstrate concomitant upregulation of mature mRNA and unspliced
pre-mRNA in the absence of Pab2.
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To validate the accuracy of this transcriptome analysis, we randomly selected
5 single-intron genes and performed quantitative RT-PCR analysis to assess pre-mRNA
levels in pab24 cells compared to a wild-type strain. Consistent with the RNA-seq analysis,
all of the tested genes demonstrated increased levels of spliced and unspliced transcripts in
the pab24 strain (Fig. 5B), compatible with a pathway of pre-mRNA decay that competes
with pre-mRNA splicing. We also analyzed a few genes that were identified by the
RNA-seq approach and that have multiple introns. Interestingly, we found that not all
introns within a gene show Pab2-dependent regulation. An example of this is shown in Fig.
5C. The level of intron-exon signal corresponding to intron-2 of dbp2 increased 3.5-fold in
the pab2 A strain; yet, the intron-exon signal for intron-1 did not. This result suggests that
the majority of dbp2 pre-mRNAs targeted by Pab2-dependent pre-mRNA decay have

spliced their 5° intron, but not their 3’ intron.

Analyses of the genes controlled by Pab2-dependent pre-mRNA decay did not show
any bias for intron length and position. However, we found that genes within the high-
confidence list are significantly less efficiently spliced than the rest of fission yeast intron-
containing genes (P=0.01). This observation predicted that replacing the inefficiently
spliced »p/30-2 intron by an efficiently spliced intron would reduce pre-mRNA decay by
Pab2. We chose to replace the rp/30-2 intron with the intron of another ribosomal protein-
coding gene, rps3, because it is efficiently spliced (Fig. S4C) and it is similar in length to
the rpl30-2 intron (Fig. 5D). Consistent with this prediction, rp/30-2 pre-mRNAs that
contain the rps3 intron were resistant to Pab2-dependent decay (Fig. SE, lanes 3-4). In
contrast, ¥p/30-2 pre-mRNAs that contain introns from genes that are regulated by Pab2
(dbp2 and rpll-2; see Fig. 5B-5C) were still substrate of Pab2-dependent decay (Fig. 5E,
lanes 7-10). Taken together, our transcriptome analysis indicates that gene regulation by
Pab2-dependent pre-mRNA decay is not limited to rp/30-2, and extends to inefficiently

spliced genes associated with different functions.
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Figure 5. The expression of several genes is controlled by Pab2-dependent pre-mRNA
turnover.

(A) Venn diagram depicting the number of overlapping genes from the lists of genes that
showed increased levels of spliced and unspliced mRNA using the exon-exon
transreads/exon-intron reads analysis and the exon/intron signals analysis. The P value
(Fisher’s exact test) indicates the probability that the observed overlap occurred by chance.
See also Figure S4. (B) Validation of high-throughput sequencing results by quantitative
RT-PCR using primers across exon-exon (mRNA) and exon-intron (pre-mRNA) junctions.
The data and error bars represent the average and standard deviation from three
independent experiments. (C) Top; Schematic of the dbp2 gene with its two introns (dashed
lines). Bars under the dbp2 gene show the position of PCR products used for analyses in
RT-PCR assays. Bottom; RT-PCR data to quantify the expression level of dbp?2 introns
between wild-type and pab2A cells using primers across exon-intron junctions for introns 1
and 2. The data and error bars represent the average and standard deviation from three
independent experiments. (D) Schematic of rp/30-2 constructs with rp/30-2, rps3, dbp2-
intron 2, and rp/l-2 introns used to study rpl30-2 expression in Fig. SE. (E) Northern
analysis of RNA from wild-type (lanes 1, 3, 5, 7, and 9) and pab2A4 (lanes 2, 4, 6, 8, and
10) strains expressing rp/30-2 using the rp/30-2 (lanes 1, 2, 5, and 6), the rps3 (lanes 3-4),
the dbp2 intron-2 (lanes 7-8), and rpl/i-2 (lanes 9-10) introns.
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Negative splicing regulation promotes pre-mRNA decay by Pab2.

The aforementioned transcriptome analysis indicated that genes regulated by Pab2-
dependent pre-mRNA decay are inefficiently spliced. However, this does not distinguish
constitutive inefficient splicing from specific regulation of splicing. To distinguish between
these two possibilities, we explored possible mechanisms that may explain the poor
splicing efficiency of »p/30-2. One clue to how rp/30-2 splicing may be inefficient came
from the characterization of RPL30 splicing in S. cerevisiae. In contrast to fission yeast, a
single gene encodes Rpl30 in budding yeast. Interestingly, RPL30 expression is regulated
autogenously in S. cerevisiae, whereby the Rpl30 protein can bind the RPL30 pre-mRNA
and inhibit splicing (Dabeva et al.,, 1986; Macias et al., 2008). Because two paralogous
genes express Rpl30 in S. pombe, we investigated the role of Rpl30-1 in the regulation of
rpl30-2 expression. Strikingly, we noted a 6-fold decrease in the percentage of unspliced
rpl30-2 transcript in the absence of Rpl30-1 relative to wild-type (Fig. SSA), which
coincided with a substantial upregulation of the rp/30-2 mRNA (Fig. 6A, compare lanes 1
and 3). These data are consistent with greater rp/30-2 splicing efficiency in the absence of
Rpl30-1. The effect of Rpl30-1 on »p/30-2 expression is specific, as mRNA levels for other
ribosomal protein-coding genes were unaffected in cells deficient for Rpl30-1 (Fig. S5B).
Notably, we found that the »p/30-2 intron was important for the negative regulation of
rpl30-2 expression by Rpl30-1: the impact of Rpl30-1 deficiency on rp/30-2 expression
was reduced by 4-fold when rp/30-2 was expressed from the intronless construct (Fig. 6B,
lanes 3-4; Fig. 6C) as well as from a construct in which the »p/30-2 intron was replaced by
the intron of the rps3 ribosomal protein gene (Fig. 6B, lanes 5-6; Fig. 6C). From these
results, we conclude that Rpl30-1 negatively regulates rp/30-2 expression by a mechanism

that requires the »p/30-2 intron.

The requirement of the #p/30-2 intron for the negative regulation by Rpl30-1
suggested that Rpl30-1 might inhibit rp/30-2 splicing. If this is the case, excess Rpl30-1
should lead to rpi30-2 downregulation. To test this, we expressed rp/30-1 from the
inducible nmtI~ promoter, which is induced in the absence of thiamine. In agreement with
the direct role of Rpl30-1 in the control of rp/30-2 expression, excess Rpl30-1 resulted in
decreased levels of rp/30-2 mRNA (Fig. 6D, lane 4). As a control, cells carrying the empty
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Figure 6. Splicing inhibition promotes pre-mRNA decay by Pab2.

(A) Northern analysis of RNA from wild-type (lanes 1), pab2A4 (lane 2), rp/30-1A4 (lanes 3),
and pab2A4 rpl30-1A (lane 4) strains. The blot was probed for rp/30-2 and adh/ mRNAs.
(B) Northern analysis of RNA from wild-type (lanes 1, 3, and 5) and »p/30-14 (lanes 2, 4,
and 6) strains expressing rp/30-2 using the rp/30-2 (lanes 1-2) and the rps3 (lanes 5-6)
introns, as well as using the intronless (Ai; lanes 3-4) construct. (C) Quantification of
Northern data for rp/30-2 mRNA. Values represent the means of three independent
experiments and bars correspond to standard deviations. See also Figure S5. (D) Northern
blot analysis of RNA from cells that express rp/30-2 using the rp/30-2 (lanes 1-4), rps3
(lanes 5-8), dbp2 intron-2 (lanes 9-12), and rp/l/-2 (lanes 13-16) introns and that were
previously transformed with a plasmid that express #p/30-7 and the control plasmid vector.
Cells were grown in the presence (+) and absence (-) of thiamine to induce rp/30-1/
expression. (E) Northern blot analysis of RNA from wild-type (lanes 1-4) and pab2A (lane
5) strains that were previously transformed with a plasmid that express rp/30-1 (lanes 3-5)
and the control plasmid (lanes 1-2). Cells were grown in the presence (+) and absence (-) of
thiamine to induce rp/30-1 expression. (F) Northern blot analysis of RNA from rad244
cells that express rad24 using the rad24 (lanes 1-4) and rp/30-2 (lanes 5-8) intron. Cells

were grown in the presence (+) and absence (-) of thiamine.
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vector did not show this thiamine-dependent decrease in rp/30-2 expression (Fig. 6D,
lanes1-2). Consistent with the results using the rp/30-14 strain (Fig. 6B), the effect of
excess Rpl30-1 on rp/30-2 expression required the rp/30-2 intron: RNA levels derived from
rpl30-2 that was fused to heterologous introns were not affected by excess Rpl30-1
(Fig. 6D, lanes 5-16). Importantly, excess Rpl30-1 in pab2A cells resulted in the
accumulation of rp/30-2 pre-mRNA (Fig. 6E, lanes 5), consistent with the rp/30-2
pre-mRNAs targeted for splicing inhibition by Rpl30-1 being rapidly degraded via Pab2-
dependent decay. These results indicate that the ability of Rpl30-1 to downregulate rp/30-2
expression requires Pab2-dependent pre-mRNA decay. We also tested whether the rp/30-2
intron was sufficient to induce gene regulation by Rpl30-1 by inserting the rp/30-2 intron
into a heterologous gene. We chose rad24 because it is a non-ribosomal protein gene whose
expression is not affected by Pab2 deficiency (Lemay et al., 2010). As a control, excess
Rpl30-1 did not affect the levels of rad24 transcripts (Fig. 6F, lanes 3-4). In contrast,
decreased mRNA and increased pre-mRNA levels were detected in conditions of excess
Rpl30-1 when rad24 was expressed using the »p/30-2 intron (Fig. 6F, lane 8). These results
are consistent with the 7p/30-2 intron being the main element required for negative gene

regulation by Rpl30-1.

We also investigated potential genetic interactions between rp/30-1 and pab?2 in the
regulation of rp/30-2 expression. The increase in rp/30-2 expression in the pab2A mutant
was less compared to that observed in rpl30-14 cells (Fig. 6A, compare lanes 2-3);
however, the single rp/30-1 4 mutant strain demonstrated rp/30-2 mRNA levels similar to
cells deficient for both pab2 and rpl30-1 (Fig. 6A, lanes 3-4), suggesting that Rpl30-1 acts
upstream of Pab2. Altogether, the data presented in Fig. 6 suggest a cross-regulatory
mechanism in which Rpl30-1 inhibits »p/30-2 splicing to sensitize the unspliced
polyadenylated rp/30-2 pre-mRNA to Pab2-dependent decay.
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DISCUSSION

In this study, we identified an unexpected role for a poly(A)-binding protein in the
control of gene expression via the nuclear degradation of selective pre-mRNAs. We
provide insight into how this pre-mRNA decay pathway targets specific intron-containing
genes, as well as to the role of this nuclear pathway in the coordinated control of gene

expression,

Pab2: a cofactor for TRAMP-independent exosome degradation of polyadenylated
transcripts.

The poly(A) polymerase (PAP) activity of the TRAMP complex is believed to mark
the bulk of RNAs targeted for exosome-mediated degradation during nuclear RNA
surveillance. Our analyses, however, suggest that the PAP activity of the TRAMP complex
is not required for the polyadenylation-dependent pre-mRNA degradation pathway
described in this study. This conclusion is supported by the absence of change in rp/30-2
pre-mRNA and mRNA levels in the cid/4A strain (Fig. 2). Moreover, a polymerization-
independent role for the TRAMP complex can be excluded, as Mtr4 and Airl deficiency
did not affect rp/30-2 expression (Fig. 2 and data not shown). Rather, pre-mRNA decay by
Pab2 is likely to be dependent on the canonical polyadenylation machinery, a conclusion
consistent with the copurification of the fission yeast canonical mRNA poly(A)

polymerase, Plal, with Pab2 (Lemieux and Bachand, 2009).

We also identified the nuclear exosome, especially Rrp6, as the degradation
machinery that functions with Pab2 to elicit pre-mRNA decay. Notably, the exosome
appears to be the principal degradation machinery that functions with Pab2 during
pre-mRNA decay, as strains defective for each of the three main deadenylation systems
(Parker and Song, 2004), the CCR4-NOT complex, the poly(A) nuclease (PAN) complex,
and the poly(A) ribonuclease (PARN) did not show increased levels of rp/30-2 mRNA and
pre-mRNA (Fig. S6A). Given the physical interaction between Pab2 and the nuclear
exosome (Lemay et al., 2010), together with the observations that: (i) Rrp6 did not target
the nonpolyadenylated rp/30-2 pre-mRNA (Fig. 3), and (i1) poly(A)-bound Pab2 was
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required for RNA decay (Fig. 3), our data suggest that the degradation of unspliced
pre-mRNAs via the nuclear exosome is promoted by poly(A)-bound Pab2. Notably, the
pre-mRNA decay pathway described here appears functionally different than previously
described nuclear discard pathways. First, Pab2-dependent pre-mRNA decay controls the
expression of a specific set of genes (Fig. 5), whereas inactivation of the general
pre-mRNA discard pathway appears to affect most intron-containing genes and is linked to
mRNA quality control (Bousquet-Antonelli et al., 2000; Torchet et al., 2002). Second, Rrp6
plays a minor role in the pre-mRNA discard pathway relative to the core exosome
(Bousquet-Antonelli et al., 2000; Torchet et al., 2002); in contrast, the main exonuclease
activity associated with Pab2-dependent pre-mRNA decay involves Rrp6 (Fig. 2).
Furthermore, whereas nuclear degradation of aberrantly spliced and read-through pre-
mRNAs by the exosome requires the TRAMP-associated protein Mtr4 (Bousquet-Antonelli
et al., 2000; Torchet et al., 2002), the individual depletion of Mtr4 had no effect on rp/30-2
expression (Fig. 2D). This argues that Pab2-dependent pre-mRNA decay does not represent
a general mechanism of pre-mRNA surveillance, but a pre-mRNA turnover pathway used

to regulate the expression of specific genes.

Gene-specific regulation by Pab2-dependent pre-mRNA decay.

Although Pab2 is recruited cotranscriptionally to several intronless and intron-containing
genes (Lemay et al., 2010; Lemieux and Bachand, 2009), our transcriptome analysis by
RNA-sequencing defined a specific set of genes regulated by Pab2-dependent pre-mRNA
decay. As the RNA element bound by Pab2 is a widespread sequence (poly(A) tail), other
factors/events are likely responsible for the specificity of pre-mRNA decay by Pab2. We
and others have recently shown that Pab2 promotes the decay of specific meiotic transcripts
via interactions with the Mmil RNA-binding protein, which recognizes cis elements within
meiotic mRNAs (St-Andre et al., 2010; Yamanaka et al., 2010). However, experiments
revealed that Mmil inactivation does not affect the expression of genes regulated by Pab2-
dependent pre-mRNA decay (Fig. S6B), indicating that the pre-mRNA decay pathway
described in this study is distinct from the Mmil-dependent degradation pathway that
targets meiotic transcripts. Rather, our RNA-seq analysis and intron swapping experiments

(Fig. 5) indicated that poor splicing efficiency is important to dictate susceptibility to Pab2-
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dependent pre-mRNA decay. In addition, we provide evidence that negative splicing
regulation can promote the poor splicing efficiency required for this pre-mRNA decay
pathway. Specifically, our results (Fig. 6) show that the Rpl30-1 protein acts upstream of
Pab2 to inhibit, directly or indirectly, the splicing of rp/30-2. Given that in S. cerevisiae
RPL30 binds its pre-mRNA to inhibit splicing (Vilardell and Warner, 1994), together with
the strong homology (55% identity) between the 246-nt intron of S. pombe rpl30-2 and the
230-nt intron of S. cerevisiae RPL30, it is likely that Rpl30-1 directly controls rp/30-2
expression. Interestingly, the 59-nt-long rp/30-1 intron is not subject to autogenous
regulation in fission yeast, as excess Rpl30-1 did not perturb endogenous
rpl30-1 expression(data not shown). Our results support a model (Fig. 7) in which an
RNA-binding protein, such as Rpl30-1, can interfere with the splicing of a specific gene
and thereby promote nuclear pre-mRNA decay via Pab2 and Rrp6. As the inefficiently
spliced dbp2 and rpll-2 introns promoted Pab2-dependent decay (Fig. 5) independently of
Rpl30-1 (Fig. 6), it will be interesting to learn whether Pab2-regulated genes such as dbp2
and rpll-2 show regulated splicing via specific RNA-binding proteins, similar to »p/30-2.
Given recent evidence indicating that inefficiently spliced transcripts tend to accumulate
near sites of transcription (de Almeida et al., 2010; Eberle et al., 2010), it is tempting to
speculate that splicing inhibition by a frans-acting factor such as Rpl30-1 could prolong the
nuclear residency of an unspliced transcript, thereby increasing its susceptibility to Pab2-

dependent pre-mRNA decay.

Cross-regulation between paralogous ribosomal protein genes via nuclear pre-mRNA
decay.

Negative feedback regulation is a common theme among RNA-binding proteins,
notably ribosomal proteins, which allows coordinated expression between ribosomal
proteins and rRNAs. In E. coli, when ribosomal proteins accumulate in excess, many of
them can bind their own mRNA and negatively control its translation (Nomura et al.,
1984). In budding yeast, excess ribosomal proteins are available to bind their pre-mRNA
and prevent gene expression via NMD (Fewell and Woolford, 1999; Vilardell et al., 2000).
Our data extend these previous observations of feedback regulation by the identification of

a mechanism of cross-regulation between paralogous ribosomal proteins through nuclear
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Figure 7. Model for gene regulation by nuclear pre-mRNA decay.

For Pab2-regulated genes, pre-mRNA decay actively competes with RNA processing.
Specific RNA-binding proteins (RBP), such as Rpl30-1, can interfere with RNA splicing
and promote nuclear pre-mRNA decay via Pab2 and Rrp6. The equilibrium between decay
and processing of the pre-mRNA is therefore influenced by splicing regulation, which

provides a mechanism to control gene expression

pre-mRNA decay. Accordingly, many ribosomal proteins are encoded from pairs of
paralogous genes in yeast, as a consequence of an ancient genome duplication event (Wolfe
and Shields, 1997). Furthermore, evidence has been presented suggesting that paralogous
ribosomal proteins could be functionally distinct (Komili et al., 2007). Therefore, the
nuclear pre-mRNA decay pathway described in this study is likely important to maintain
coordinated expression levels between paralogous ribosomal proteins. This could be
valuable if Rpl30-2 has a specialized role during heat stress, during which the down-
regulation of rp/30-1 (Chen et al., 2003) predicts the up-regulation of rp/30-2, consistent
with our results (Figs. 4 and 6A).
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Although the detailed mechanism by which Rpl30-1 interferes with rp/30-2 splicing
remains to be determined, our data suggest the existence of a negative regulatory element in
the rpl30-2 pre-mRNA. Part of this regulatory element is located within the »p/30-2 intron,
as this intron was sufficient to promote regulation of a heterologous gene by Rpl30-1
(Fig. 6F). Yet, the fact that the intronless rp/30-2 construct still showed some sensitivity to
Rpl30-1 deficiency suggests that exonic sequences are also important. These observations
are reminiscent of the situation in S. cerevisiae, where splicing inhibition of RPL30 by its
gene product involves binding to a region at an exon-intron boundary of the pre-mRNA
(Vilardell and Warner, 1994). However, whereas splicing inhibition by S. cerevisiae RP1L.30
promotes RNA decay via cytosolic NMD (Vilardell et al., 2000), we showed that negative
regulation of S. pombe rpl30-2 by Rpl30-1 promotes nuclear pre-mRNA decay via Pab2

and the exosome.

In summary, we have uncovered a nuclear pre-mRNA decay pathway that controls
the expression of specific genes. Many of the controlled genes are inefficiently spliced,
likely because of negative splicing regulation. We also provide evidence supporting the
importance of this nuclear pre-mRNA decay pathway in maintaining balanced levels of
paralogous ribosomal proteins. Our findings argue that in addition to transcriptional
control, the turnover of specific pre-mRNAs (besides turnover of mature mRNAs)

represents a layer of regulation in the nucleus to control gene expression.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Strains and Media. The strains of S. pombe used in this study are listed in Table S4.
S. pombe was grown at 30°C in yeast extract medium with amino acid supplements (YES)

unless otherwise noted.

DNA Constructs. Owing to the large number of constructs, the relevant information

is provided in the Supplementary Methods.

RNA Analyses. Total RNA was analysed on agarose-formaldehyde gels and
transferred onto nitrocellulose membranes. DNA probes were either 5’-labeled gene-
specific oligos or random-primed PCR products. To prevent cross-hybridization between
rpl30 paralogs, sequence-specific probes were used to distinguish rp/30-1 and rpl/30-2.
Visualization and quantification of signals were analyzed using a Typhoon Trio instrument
(GE Healthcare). RNase H (Lemay et al., 2010) and real-time PCR (St-Andre et al., 2010)

analyses were performed as previously described.

Chromatin Immunoprecipitation assays. Chromatin immunoprecipitation (ChIP)

assays were performed as previously described (Lemieux and Bachand, 2009).

RNA-seq library preparation and analysis. Strand-specific RNA-seq libraries were
obtained using an unreleased early version provided by Illumina of the Illumina TruSeq
Small RNA Sample Prep Kit and sequenced on an Illumina Genome Analyzer IIx
instrument. The detailed description of the library preparation, sequencing, and data

analysis can be found in the supplementary methods section.
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Figure S 1, related to Figure 1. Normal transcription and 3’ end processing of rpl30-2
in wild-type and pab2A strain.

(A) The absence of Pab2 does not affect the density of RNA Pol II at the rpl30-2 locus.
Schematic diagram of rpl30-2 gene. Boxes and the dashed line represent exons and the
intron, respectively. Nucleotides numbers are relative to the initiation codon. Bars above
the gene show the position of PCR products used for analyses in ChIP assays. The number
above each bar is used for identification in panel B. An intergenic region served as the

internal control.

(B) ChIP assays were performed on extracts prepared from wild-type and pab2A4 strains
using a monoclonal antibody specific to RNA Pol II. The coprecipitating DNA was
quantified by real-time PCR using gene-specific primer pairs located along the rp/30-2
gene (see panel A). All of the ChIP data are presented as the fold enrichment of RNA Pol II
relative to a control intergenic region. Values represent the means of at least three

independent experiments and bars correspond to standard deviations.

(C) Polyadenylation status of rp/30-2 transcript in wild-type and pab2A4 cells. Total RNA
prepared from wild-type (lanes 3-4), rpl30-2A (lanes 1-2), and pab2A (lanes 5-6) cells was
treated with RNase H in the presence of a DNA oligonucleotide complementary to a region
80-nt upstream of the rp/30-2 polyadenylation site. RNase H reactions were performed in
the presence (+) or absence (-) of oligo(dT). The srp7 RNA was used as a loading control.
Consistent with the microarray and Northern results, we detected a ~5-fold increase in
rpl30-2 transcript in pab2A cells relative to wild-type cells (compare lanes 5-6 to 3-4).
However, longer exposures of RNase H reactions using RNA from wild-type cells (lanes 3-
4; right panel) indicated similar poly(A) tail length between wild-type and the
pab2A mutant.
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Figure S 2, related to Figure 2. Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) does not
control rpl30-2 pre-mRNA levels.

Northern blot analysis of total RNA prepared from wild-type (lane 1), pab2A (lane 2), and
upf2A (lane 3) strains that expressed the nonsense ade6-M375 allele. The blot was probed
for the ade6, rp/30-2, and adhl transcripts. Levels of rp/30-2 mRNA and pre-mRNA were
unchanged in the upf2A strain (compare lanes 1 and 3). As a control, mRNA levels from
the nonsense ade6-M375 allele accumulated in the upf24 strain (lane 3), but not in the

wild-type and pab2 A strains (lanes 1 and 2).
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Figure S 3, related to Figure 3. Poly(A)-bound Pab2 is required for pre-mRNA decay.
(A) Schematic of wild-type rpl30-2 and rpl30-2:snu2 constructs. In the rpl30-2:snu2
construct, the terminator of the nonpolyadenylated U2 snRNA (snu2 gene) was inserted
upstream of the rp/30-2 polyadenylation signal.

(B) Northern blot analysis of total RNA prepared from wild-type (lanes 1 and 3) and pab24
(lanes 2 and 4) strains that expressed rp/30-2 using normal (lanes 1-2) and snu?2 (lanes 3-4)

terminators. The blot was probed for rp/30-2 and adhl transcripts.

(C) Equal amounts of whole cell extracts prepared from pab2A cells that were previously
transformed with vectors expressing wild-type, F75R, and R-to-A versions of Pab2 were
incubated with poly(A)-sepharose beads before extensive washing and elution (lane 2). The
level of Pab2 recovered was analyzed by Western blotting using a rabbit polyclonal

antibody specific to fission yeast Pab2.

(D) The percentage of Pab2 binding to poly(A) was established as follows: signal ratio of
copurified Pab2 over input. The ratios were normalized to wild-type Pab2, which was set to
100%. The data and error bars represent the average and standard deviation from four

independent experiments.
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Figure S 4, related to Figure 5. Analysis of Pab2-dependent pre-mRNA decay by
RNA-sequencing. Coordinated upregulation of spliced and unspliced mRNA in pab2A
cells.

(A) Scatter plot of the exon-exon transrcads pab2 A/wt ratio (y axis) and exon-intron reads

pab2A/wt ratio (x axis) for all detected genes.

(B) Scatter plot of intron (x axis) and exon (y axis) pab2A/wt signal ratios for all detected
genes. Horizontal and vertical orange lines mark ratio=1.5 cut off used in this study. Three
gene lists were defined from these data. List 1: genes with exon-cxon transreads ratios and
exon-intron reads ratios > 1.5 (panel A and Fig. 5A left circle). List 2: genes with exon and
intron signals ratios > 1.5 (panel B and Fig. SA right circle). List 3: the overlap between
List 1 and List 2. On both panels blue dots represent genes present in List 1 only; yellow
dots genes present in List 2 only; and green dots genes present in both List 1 and List 2.
The gene marked by “X” is rp/30-2. The discrepancy for a fraction of the two datasets is
mostly due to the use of cut-offs. This is best illustrated for the exon/intron dataset (Fig.
S4B): although a fraction of the genes from the exon-exon transread/exon-intron read
dataset (blue dots) is at the top of the distribution of the exon/intron analysis, these genes
from the transread analysis (blue dots) did not make the cut off. This is consistent with the
transread analysis being highly sensitive, but more susceptible to experimental variation,

strongly arguing in favor of our combined analysis approach.

(C) Random-primed c¢cDNA prepared from RNA extracted from wild-type cells was
analyzed by real-time PCR using intron-exon (pre-mRNA) and exon-exon (total RNA)
primer pairs. The pre-mRNA:total RNA signal ratio allowed the calculation of the
percentage of unspliced pre-mRNA for rp/30-2 and rps3. Values represent the means of at

least three independent experiments and bars correspond to standard deviations.
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Figure S 5, related to Figure 6. Cross-regulation of rpl30-2 expression by Rpl30-1.

(A) Splicing ratio of rp/30-2 in different mutant strains. Random-primed cDNA prepared
using RNA extracted from wild-type, pab2A, rpl30-14, and rpl30-14 pab24 cells was
analyzed by real-time PCR using intron-exon (pre-mRNA) and exon-exon (total RNA)
primer pairs. The pre-mRNA:total RNA signal ratio allowed the calculation of the
percentage of unspliced pre-mRNA for rp/30-2. Values were then set to 1 for the wild-type
strain. Values represent the means of at least three independent experiments and bars

correspond to standard deviations.

(B) Specific control of rpl30-2 expression by Rpl30-1. Random-primed cDNA prepared
from RNA extracted from wild-type and rp/30-14 cells was analyzed by real-time PCR
using primer pairs specific for the indicated ribosomal protein-coding genes. Expression
levels in rp/30-1A are relative to the wild-type strain and normalized to the nda2 mRNA.
Asterisks (*) represent intron-containing ribosomal protein genes. Values represent the

means of at least three independent experiments and bars correspond to standard deviations.
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Figure S 6, related to Figure 7 & Discussion. Pab2-dependent pre-mRNA decay is
independent of deadenylation pathways and of the Mmil protein.

(A) Equal amounts of total RNA prepared from the indicated strains were analyzed by
Northern blotting. Probes for rp/30-2 and srp7 were used. rp/30-2 mRNA and pre-mRNA
levels were unchanged in ccr44 (lane 3), pan24 (lane 7), and parnA (lane 11) strains
relative to the wild-type control (lanes 1, S, and 9). Furthermore, ccr44 pab2A (lane 4),
pan2A pab2A (lane 8), and parnA pab2A (lane 12) double mutant strains showed rp/30-2

transcript levels similar to the single pab2A4 strain (lanes 2, 6, and 10).

(B) Pab2-dependent pre-mRNA decay is distinct from the degradation pathway that targets
specific meiotic transcripts. Real-time quantitative RT-PCR analysis of genes controlled by
Pab2-dependent decay (chs!, pof9, tfIlb, and rpll1-2; see Fig. SB) in wild-type and mmil-ts3
strains at the permissive (25°C) and non-permissive (37°C) temperatures. The spoS5 meiotic
gene was analyzed as a positive control for Mmil-dependent regulation. rp/30-2 could not
be analyzed as its expression is heat sensitive (see Fig. 4). mRNA levels are relative to the
wild-type strain and normalized to the srp7 RNA. The data and error bars represent the

average and standard deviation from at least three independent experiments.
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SUPPLEMENTARY TABLES

Table S 1, related to Figure 5. List of genes that show >1.5-fold increase in spliced and

unspliced mRNA in pab2-null cells as determined by the transread/exon-intron read

analysis.

Section 1
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Table S 1, related to Figure 5. List of genes that show >1.5-fold increase in spliced and
unspliced mRNA in pab2-null cells as determined by the transread/exon-intron read
analysis.

Section 1 suite

gene ratio.tr ratio.int { ratio.exon. signal ratio.intron.signal
SPAC13G86.12¢ 5,00 3,50 2,44 5,05
SPAC31A2.14 1,92 Inf 1,02 2,02
SPAC24H6.09 1,53 2,36 1.05 1.83
SPAC13A11.03 8,67 4,00 4,60 9,09
SPAC16C9.04c 1,63 2,00 1.14 0,82
SPAC222.15 12,75 3,00 8,25 5,30
SPAC23C4.15 1,76 2,33 0,98 1,13
SPAC56F8.11 2,65 5,50 0,93 1,70
SPAC56E4.04c 2,31 2,00 1,03 0,51
SPAPB17E12.09 ] 5,00 Inf 3,70 1,01
SPAP27G11.08c Inf 5,00 8.33 3,53
SPAC343.07 Inf Inf 12,29 Inf
SPAC664.08c 2,87 Inf 1,60 1,82
SPAC1610.03c Inf Inf 2,95 Inf
SPAC13G7.01¢c 1,57 1,57 0,98 1,40
SPAC6B12.10c 1,70 2,00 0,99 1.62
SPAC31G5.05¢ 1,79 4,00 0,94 1,23
SPAC3G9.05 1,60 Inf 1.29 0,83
SPAC6G9.13c 19,33 9,00 9,91 4,54
SPAC16ES8.16 3,00 9,88 4,50 5,73
SPAC17A2.13¢c 1,72 2,25 1.03 1,24
SPAC2F3.13c 1,96 5,00 1,27 1,49
SPAC19G12.07¢c § 3,42 1,63 2,83 1,47
SPAC1250.05 2,72 10,45 3,08 6,31
SPAC14C4.03 14,00 4,00 9,78 10,10
SPBC1198.10c 1,67 2,00 1,05 1,85
SPBC660.17¢ 1,63 2,00 0,90 1,59
SPBC106.18 1,53 1,93 1,41 1,92
SPBC947.12 1.67 2,00 0,99 0.84
SPBPJ4664.03 2,67 Inf 3,45 inf
SPBC119.14 6,40 2,67 4,55 2,47
SPBC646.17¢ 12,00 Inf 8,57 inf
SPBC1709.10¢ 1,78 1,81 1,69 2,14
SPBC4.04c 2,85 2,00 0,95 1,12
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Table S 1, related to Figure 5. List of genes that show >1.5-fold increase in spliced and

unspliced mRNA in pab2-null cells as determined by the transread/exon-intron read

analysis.

Section 2
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Table S 1, related to Figure 5. List of genes that show >1.5-fold increase in spliced and
unspliced mRNA in pab2-null cells as determined by the transread/exon-intron read
analysis.

Section 2 suite

gene ratio.tr  ratio.int | ratio.exon.signal  ratio.intron.signal
SPBC651.01c 1,54 3,00 1,63 1,13
SPBC83.02c 1,50 1,56 1,31 0,57
SPBC83.09¢ 1,86 inf 1,40 1,23
SPBC19C2.08 1,60 2,50 1,19 2,02
SPBC18H10.02 1,82 2.00 1,28 1,60
SPBC3H7.06¢ 3.50 Inf 1,91 1,51
SPBC1A4.07c 1,70 Inf 1,33 3,49
SPBC6B1.03¢ Inf Inf 1,48 Inf
SPBP4H10.04 1,71 4,50 0,82 0,75
SPBC4C3.06 1,85 Inf 0,86 0,85
SPBC3B9.11c 1.82 3.00 1.04 0,88
SPBC3B9.15¢ 1,71 Inf 0,94 1,01
SPBC1347.12 14,00 3,00 3,39 2,42
SPBPB2B2.18 14,00 6,00 8,59 3,41
SPCC962.01 2,00 Inf 0,92 0,84
SPCC1672.07 1,55 Inf 1,25 0,51
SPCC5E4.10c 2,22 3.00 1,61 2,42
SPCC63.08c 1,71 Inf 1,03 2,60
SPCC16A11.03c | 1,58 1,58 0,91 0,90
SPCC1442.02 1.73 Inf 1,29 4,04
SPCC1442.04c 18,00 Inf 7.11 10,29
SPCC18.05¢ 1,71 2,50 1,66 1,70
SPCC1494.04c 2,20 Inf 1,27 1,46
SPCC1827.05¢ 2,03 Inf 1,33 1,52
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Table S 2, related to Figure 5. List of genes that show >1.5-fold increase in total and

unspliced mRNA in pab2-null cells as determined by the exon/intron signal analysis.

Section 1
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Table S 2, related to Figure 5. List of genes that show >1.5-fold increase in total and
unspliced mRNA in pab2-null cells as determined by the exon/intron signal analysis.

Section 1 suite

gene ratio.tr ratio.int] ratio.exon.signal ratio.intron.signal
SPAC13G6.12c | 500 3,50 2,44 505 |
SPAC13A11.03 8,67 4,00 4,60 9,09
SPAC22F3.04 Inf NA 4,43 2,02
SPAC22F3.03c 2,65 053 2,06 1,96
SPAC1687.11 195 0,00 1,83 1,75
SPAC222.15 12,75 3,00 8,25 5,30
SPAP27G11.08c | Inf 5,00 8,33 3,53
SPAC343.07 Inf Inf 12,29 Inf
SPAC664.08c 2,87 Inf 1,60 1,82
SPAC1610.03c Inf Inf 2,95 Inf
SPAC4G9.05 1,50 NA 2,31 Inf
SPAC6B12.16 Inf NA 29,04 Inf
SPACB8F11.02¢c 157 0,13 1,54 1,51
SPAC513.03 Inf NA 7.07 inf
SPAC6G9.13¢ 19,33 9,00 9,91 4,54
SPAC16E8.16 3,00 988 4,50 5,73
SPAC1556.06.1 Inf NA 575 2,65
SPAC1556.06.2 NA 2,55 7.61 2,65
SPAC19G12.08 | 2,51 1,00 1,78 2,09
SPAC22F8.09 2,66 0,00 1,56 1,59
SPAC20G4.09 NA Inf 9,09 inf
SPAPBSES5.05 NA Inf 2,02 Inf
SPAC1006.03c 1,39 1,78 2,22 1,62
SPAC1250.05 2,72 1045 3,08 6,31
SPAC1250.02 NA Inf 4,04 Inf
SPAC26F1.12¢ 226 1,11 1,67 2,20
SPAC14C4.03 14,00 4,00 9,78 10,10
SPBCA428.07 1,33 NA 4,07 Inf
SPBPJ4664.03 2,67 inf 345 Inf
SPBC119.14 6,40 2,67 4,55 2,47
SPBC577.05¢ Inf NA 273 Inf
SPBC646.17¢ 12,00 Inf 8,57 Inf
SPBC1709.10c 1,78 1,81 1,69 2,14
SPBC4.01 NA 3,00 3,41 2,74
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Table S 2, related to Figure 5. List of genes that show >1.5-fold increase in total and

unspliced mRNA in pab2-null cells as determined by the exon/intron signal analysis.

Section 2
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Table S 2, related to Figure 5. List of genes that show >1.5-fold increase in total and
unspliced mRNA in pab2-null cells as determined by the exon/intron signal analysis.

Section 2 suite

gene ratio.tr ratio.int] ratio.exon.signal ratio.intron.signal
SPBC3D6.16 NA  NA Inf inf
SPBC3H7.06¢c 3,50 Inf 1,91 1,51
SPBC16E9.10c 1,75 0,00 1,67 1,89
SPBC16E9.17¢ NA NA 11,1 Inf
SPBC29A3.07¢c 1,65 1,00 1,67 1,52
SPBC18ES5.15 NA 1,77 1,60 1,71
SPBC1711.14 3,00 NA 4,26 Inf
SPBC557.05 3,80 NA 2,83 3,03
SPBC29A10.02 [29.00 NA 11,48 2,02
SPBC336.02 3,89 0,50 2,25 4,68
SPBC30D10.18c | 1,35 1,41 241 1,91
SPBC2G2.09¢c 780 1,33 5,59 2,15
SPBP8B7.04 1.50 inf 5,27 7,07
SPBP8B7.16¢c 543 1,00 4,11 1,96
SPBC1347.12 14,00 3,00 3.39 242
SPBC16C6.10 3,00 146 1,68 1,88
SPBPB2B2.18 14,00 6,00 8,59 3.41
SPCC31H12.05¢c | 1,96 1,46 1,92 1,80
SPCC5E4.10c 2,22 3,00 1,61 2,42
SPCPJ732.03 3,00 NA 4,04 Inf
SPCCA4ES.01c 13,43 0,50 6,99 1,68
SPCC1442.04c¢ 18,00 Inf 7,11 10,29
SPCC297.04c 1,50 5,00 1,79 3.49
SPCC18.05¢ 1,71 2,50 1,66 1,70
SPCC70.04c 1,50 1,50 1,59 2,02
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Table S 3, related to Figue 5. List of overlapping genes from the lists of genes that
showed increased levels of spliced and unspliced mRNA using the transreads/exon-intron

reads analysis (Table S1) and the exon/intron signals analysis (Table S2).
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Table S 3, related to Figue 5. List of overlapping genes from the lists of genes that

showed increased levels of spliced and unspliced mRNA using the transreads/exon-intron

reads analysis (Table S1) and the exon/intron signals analysis (Table S2).

Suite

lgene ratio.tr  ratio.int | ratio.exon.signal  ratio.intron.signal
SPAC13G6.12¢ 5,00 3,50 2,44 5,05
SPAC13A11.03 8,67 4,00 4,60 9,09
SPAC222.15 12,75 3,00 8,25 5,30
SPAP27G11.08¢ Inf 5,00 8,33 3,53
SPAC343.07 Inf inf 12,29 Inf
SPAC664.08¢c 2,87 inf 1,60 1,82
SPAC1610.03c Inf inf 2,95 Inf
SPAC6G9.13c 19,33 9,00 9,91 4,54
SPAC16E8.16 3,00 9,88 4,50 573
SPAC1250.05 2,72 10,45 3,08 6,31
SPAC14C4.03 14,00 4,00 9,78 10,10
SPBPJ4664.03 2,67 Inf 3.45 Inf
SPBC119.14 6,40 2,67 4,55 2,47
SPBC646.17¢c 12,00 Inf 8,57 Inf
SPBC1709.10c 1,78 1,81 1,69 2,14
SPBC3H7.06¢ 3,50 Inf 1.9 1,51
SPBC1347.12 14,00 3,00 3,39 242
SPBPB2B2.18 14,00 6,00 8,59 3,41
SPCC5E4.10¢ 2,22 3,00 1,61 2,42
SPCC1442.04c 18,00 inf 7.1 10,29
SPCC18.05¢ 1,71 2,50 1,66 1,70
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Table S 4. List of S. pombe strains used in this study

Strain Genotype
FBY106 |h+ ade6-M216 leul-32 ura4-D18 his3D1
FBY107 | h- ade6-M216 leul-32 ura4-D18 his3-D1 pab2::kanMX6
FBY176 |h+ leul ura4 his2 dis3-54
FBY193 |h+ leul ura4 his2 dis3-54 pab2::ura4
FBY195 | h- ade6-704 ura4- leul-32 rrp6::kanM X6
FBY229 |h? ade6M? leul-32 ura4-D18 his3-D1 ccr4::ura4
FBY231 |h? ade6M? leul-32 ura4-D18 his3-D1 ccr4::ura4 pab2::kanMX6
FBY233 | h- ade6-704 ura4- leul-32 rrp6::kanMX6 pab2::ura4
FBY245 |h- ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-D1 cid14::ura4
FBY250 |h- ade6-M216 leul-32 ura4-D18 his3-D1 cid14::ura4 pab2::kanMX6
FBY252 |h+ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-D1 ski7::ura4
FBY253 | h- ade6-M216 leul-32 ura4-D18 his3-D1 ski7::ura4 pab2::kanMX6
FBY266 |h- ade6-M375
FBY374 |h- ade6M? leul-32 ura4-D18 his3-D1 mpl30-2::kanMX6
FBY403 |h- ade6-M375 pab2::kanMX6
FBY406 |h- ade6-M375 upf2::kanMX6
FBY462 | h+ ade6::pBPade6-Pab2 leul-32 ura4-D18 his3-D1 pab2::kanMX6
FBY467 |h+ ade6::pBPade6-Pab2-F75R leul-32 ura4-D18 his3-D1 pab2::kanMX6
FBY473 | h+ ade6::pBPade6-Pab2-R-to-A leul-32 ura4-D18 his3-D1 pab2::kanMX6
FBY477 |h? ade6M? leul-32 ura4-D18 his3-D1 pan2::ura4 pab2:: kanMX6
FBY479 |h? ade6M? leul-32 ura4-D18 his3-D1 pan2::ura4
FBY498 |h- mmil-ts3::kanR ade6-M216 leul
FBY525 |h+ ade6-M216 leul-32 ura4-D18 his3-D1 pam::ura4
FBY526 | h+ ade6-M216 leul-32 ura4-D18 his3-D1 parn::ura4 pab2::kanMX6
FBYS590 |h- ade6::pBPade6-Rpl30-2 leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-2::kanM X6
h- ade6::pBPade6-Rpl30-2 leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-2::kanMX6
FBY591
pab2::ura4
FBYS592 | h- ade6::pBPade6-Rpl30-2-Rbz leul-32 ura4-D18 his3-D1 mpl30-2::kanM X6
h- ade6::pBPade6-Rpl30-2-Rbz leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-2::kanMX6
FBY593
pab2::ura4
FBY596 | h- ade6::;pBPade6-Rpl30-2Ai leul-32 ura4-D18 his3-D1 rp130-2::kanM X6
FBY597 h- ade6::pBPade6-Rpl30-2Ai leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-2::kanMX6
pab2::ura4
h- ade6::pBPade6-Rpl30-2 leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-2::kanMX6
FBY657
rrp6::ura4
h- ade6::pBPade6-Rpl30-2-Rbz leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-2::kanMX6
FBY 659
rrp6::ura4
h- ade6::pBPade6-Rpl30-2Ai leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-2::kanM X6
FBY661
rrp6::urad
FBY684 |h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-1::kanMX6
FBY686 |h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-D1 pl30-1::kanMX6 pab2::ura4
FBY815 |h+ ade6-M210 leul-32 ura4-D18 his3-D1 pab2::kanMX6
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h- ade6::pFBade6-Rpl30-2-intron rps3 leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-

FBY820 5. kanMX6

FBYS21 h- ade6::pFBade6-Rpl30-2-intron rps3 leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-
2::kanMX6 pab2::ura

FBY822 |h? ade6::pFBade6-Rad24 leul-32 ura4-D18 his3-D1 rad24::kanMX6

FRY824 h? ade6::pFBade6-Rad24-intron rpl30-2 leul-32 ura4-D18 his3-D1
rad24::kanMX6

FBY961 |h? ade6? leul-32 ura4-D18 his3-D1

FBY962 |h? ade6? leul-32 ura4-D18 his3-D1 pab2::ura4

FBY963 |h? ade6? leul-32 ura4-D18 his3-D1 p81nmtl::kanMX6-mtr4

FBY964 |h? ade6? leul-32 ura4-D18 his3-D1 p81nmtl::kanMX6-mtr4 pab2:.ura4
h- ade6::pBPade6-Rpl30-2 leul-32 wura4-D18 his3-D1 rpl30-2::kanMX6

FBY1035
pl30-1::ura4

FBY1036 h- ade6::pBPade6-Rpl30-2Ai leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-2::kanMX6
rpl30-1::urad

FBY1038 h- ade6::pFBade6-Rpl30-2-intron rps3 leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-
2::kanM X6 rpl30-1::ura4
h- ade6::pBPade6-Rpl30-2-Termi snu2 leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-

FBY1077 2::kanMX6

FBY1078 h- ade6::pBPade6-Rpl30-2-Termi snu2 leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-
2::kanM X6 pab2::ura4

FBY1082 h- ade6::pFBade6-Rpl30-2-intron dbp2 leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-
2::kanM X6

FBY1083 h- ade6::pFBade6-Rpl30-2-intron dbp2 leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-
2::kanM X6 pab2::ura4
h- ade6::pFBade6-Rpl30-2-intron rpll-2 leul-32 ura4-D18 his3-D1 rpl30-

FBY1084 1. kanMX6

FBY 1085 h- ade6::pFBade6-Rpl30-2-intron rpll-2 leul-32 ura4-DI8 his3-D1 rpl30-

2::kanM X6 pab2::urad
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SUPPLEMENTARY EXPERIMENTAL PROCEDURES

Strains, Media, and Growth conditions. Cells were transformed with linearized
plasmids and PCR products by the lithium acetate method. All gene disruptions were
performed by PCR-mediated gene targeting (Bdhler et al, 1998) using 100-nt
oligonucleotides with 80-nt from the appropriate regions of the genomic sequences to be
targeted. The oligonucleotide sequences used for the construction of these strains are

available upon request. All gene knockouts were confirmed by RT-PCR.

DNA Constructs. To generate the rp/30-2 construct, the DNA encoding rp/30-2 with
1-kb promoter and 1-kb terminator sequences was amplified by PCR from genomic DNA
using oligonucleotide sequences containing Apal and Spel restriction sites. The resulting
PCR product was then cloned into pFB366 (Beaudoin and Labbé, 2006) that was
previously digested with Apal and Spel to create plasmid pFB404. To generate the
intronless version of »pl30-2, the rpl30-2 cDNA was PCR-amplified and cloned into
pFB366 in which 1-kb of rp/30-2 promoter sequence was previously cloned using Apal and
Pstl restriction sites, thus creating pFB412. pFB412 was then digested with Spel and SstI to
clone the rp/30-2 terminator (1kb) and generate plasmid pFB413. The rp/30-2-ribozyme
construct was generated by inserting a variant of the hepatitis 8 ribozyme 2-nt upstream of
the normal rp/30-2 polyadenylation site. The ribozyme sequence used was previously
described (Bird et al., 2005) and cloned into pFB366 to generate pFB405. The DNA
encoding the rp/30-2 gene plus 1-kb of promoter sequence was PCR-amplified using
genomic DNA and cloned into pFB405 to generate pFB406.

The Pab2 expression construct was generated by PCR amplification of pab2 ¢cDNA
and ligated into Pstl- and Notl-digested pFB366. The pab2 promoter (400 bp) was
amplified by PCR from genomic DNA using oligonucleotide sequences containing Apal
and Pstl sites and cloned upstream of pab2 cDNA to create pFB372. pFB372 was digested
with Sstl to insert 1-kb of pab2 terminator sequence to generate pFB373. Pab2 F75R was
generated by site-directed mutagenesis using pFB373. Construction of the arginine-to

alanine (R-to-A) allele of pab2 were carried out by simultaneous site-directed mutagenesis
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of Argiyg, Argisi, Argiss, Argias, Argisr, Argia, Argisi, Argiss, Argss, Argise and Argie)
using a 158-nt complementary oligonucleotide that changed these arginine codons to

alanine.

The Rpl30-1 expression construct was generated by PCR amplification of the
rpl30-1 coding region from genomic DNA using oligonucleotides containing Xhol and
BamHI restriction sites. The resulting PCR product was then cloned into thiamine-sensitive
vector, pREP3X (Forsburg, 1993), that was previously digested with Xhol and BamHI to
create plasmid pFB500.

All pFB366-related constructs with rp/30-2 and pab2 derivatives were transformed
into rpl30-2A and pab2A strains, respectively, using linearized DNA for single

chromosomal integration at the ade6 locus.

Antibodies. A rabbit polyclonal antibody specific to fission yeast Pab2 was raised at
Pocono rabbit farm and laboratory Inc. (Canadensis, PA) using a GST-Pab2 fusion protein
that was purified from Escherichia coli. The rabbit polyclonal antibody specific to
S. pombe Rmt3 was previously described (Perreault et al., 2007).

Poly(A) pull-down assays. Poly(A) pull-down assays were as previously described
(Perreault et al.,, 2007) with some modifications. 500 ug of total cell extracts were
incubated for 2 h at 4°C with 15 ul of poly(A)-Sepharose 4B. The beads were then washed
four time and the bound proteins were eluted by incubating for 5 min at 95°C in SDS-
PAGE sample buffer. Eluted proteins were separated on 12% SDS-PAGE, transferred to
nitrocellulose membranes, and analyzed by immunoblotting. Linear detection of Pab2 was
performed and quantified using an Odyssey infrared imaging system (LI-COR). The
percentage Pab2 binding to poly(A) for the different Pab2 variants was established as
follows: signal ratio of copurified Pab2 over input. The corresponding values from this

calculation were normalized to wild-type Pab2, which was arbitrarily set to 100%.



182

RNA-seq library preparation and analysis. Total RNA from pab2A4 and wild-type
parental strains was isolated by the hot-phenol technique and RNA quality was assessed on
an Agilent Bioanalyzer. 10pg total RNA was used as starting material forstrand-specific
RNA-seq library preparation using an unreleased early version provided by Illumina of the
INllumina TruSeq Small RNA Sample Prep Kit. Briefly: poly(A)+ RNA was enriched by
two rounds of poly(dT) Sera-Mag magnetic beads purification. Enriched poly(A)+ RNA
was then fragmented to an average size of ~200nt. Fragmented RNA was 3’ de-
phosphorylated with Antartic phosphatase and 5’ phosphorylated with polynucleotide
kinase this treatment prepares RNA fragments for subsequent ligation of Illumina RNA
adaptors to their 5’ and 3’ ends using a 3° RNA ligase and a T4 RNA ligase, respectively.
First strand cDNA was produced using a primer specific for the Illumina 3’ adaptor. The
library was finally amplified with 15 cycles of PCR using primers specific for the Illumina
adaptors and purified using SPRI-beads (Agencourt, Beckman Coulter). Libraries size
distributions and concentrations were determined on an Agilent Bioanalyzer, RNA-seq
libraries were sequenced on an Illumina Genome Analyzer IIx instrument generating
33016900 (54nt) and 30215747 (51nt) mappable single-end reads for the pab24 and wild-
type control strains, respectively. Reads were first aligned to the fission yeast genome
(Wood et al., 2002) with the exonerate software (Slater and Birney, 2005) and reads with
up to 5 mismatches (not clustered at reads ends) were kept for further analysis (“Genomic
set”). Remaining sequencing reads were then mapped against fission yeast spliced CDSs
(Wood et al., 2002) and filtered as above (“Spliced set”). Both sets of reads were pooled
and used for visualisation of the data. In order to detect accumulation of pre-mRNA in the
pab2A strain, 4 numeric values were calculated from the RNA-seq data: (i) the number of
“exon-exon transreads” was calculated for each gene in each condition as the number of
reads from the “Spliced set” spanning exon-exon junctions; (ii) the number of “exon-intron
reads” was calculated for each gene in each condition as the number of reads from the
“Genomic set” spanning exon-intron junctions; the “exon-intron reads” which also mapped
to the fission yeast spliced CDSs (obtained from GeneDB) were considered ambiguous and
discarded; (iii) the “exon signal” was defined for each condition as the total expression
score in RPKM of each gene exons; (iv) the “intron signal” was defined for each condition

as the total expression score in RPKM of each gene introns. We combined two approaches
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in order to detect genes that showed upregulation of mRNA and pre-mRNA in the pab24
strain using RNA-seq data: (i) for each gene, the ratio of “exon-exon transreads” in pab2A
and control cells was compared to the ratio “exon-intron reads” in pab2A and control cells
(Figure S4A). This comparison is equivalent to comparing levels of mature mRNA to
levels of pre-mRNA. Based on the distribution of those 2 values an arbitrary cut off of 1.5
was used (genes with a value of zero in the control cells and greater than zero in pab24
cells were considered to be above cut off). Genes with values above cut off for both ratios
were retained; (ii) for each gene, the ratio of “exon signals” in pab24 and control cells was
compared to the ratio “intron signals” in pab2A and control cells (Figure S4B). This
comparison is equivalent to comparing levels of total mRNA to levels of pre-mRNA. Based
on the distribution of those 2 values an arbitrary cut off of 1.5 was used. Genes with values
above cut off for both ratios were retained (genes with a value of zero in the control cells
and greater than zero in pab2A cells were considered to be above cut off). We finally
defined a high confidence list of genes subjected to control by Pab2-dependent pre-mRNA

decay as the overlap of the two lists described above.

In order to score how efficiently individual transcripts were spliced the percentage of
spliced transcripts was defined for each gene as: (number of exon-exon transreads) /
((number of exon-exon transreads) + (number of exon-intron reads)) x 100. The
significance of the difference between scores from genes in the high confidence list and all

other genes was assessed using a Wilcoxon rank sum test.
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DISCUSSION

La majorité des résultats que j’ai générés durant mon doctorat ont été discutés dans
les chapitres 1-3. Au cours des prochaines pages, je discuterai des résultats les plus
importants, des interrogations qu’ils soulévent et des perspectives de recherches qu’ils leur
sont associés. La discussion sera appuyée sur des résultats non publiés, des analyses

personnelles et sur la littérature.

L’importance de la méthylation des arginines

Les premiers travaux sur l'orthologue de PABPNI1 chez S. pombe (Pab2) ont
démontré que les arginines du domaine riche en arginine de Pab2 sont méthylées par Rmtl1.
Cette modification post-traductionnelle n’a aucune répercussion sur plusieurs
caractéristiques de Pab2, telles que sa localisation nucléaire, son affinité aux séquences
poly(A) et son controle de la taille des queues poly(A). Par contre, les niveaux
d’oligomérisation de Pab2 sont nettement augmentés lorsque Pab2 n’est plus méthylée.
Cette observation s’explique par le fait que le domaine C-terminal de Pab2 inclus la région
riche en arginine et le domaine d’oligomérisation (KUHN et al., 2003). Par conséquent,
I’ajout de groupement méthyle aux arginines perturbe 1’oligomérisation de Pab2. La
méthylation de Pab2 n’est pas si surprenante puisque la PABPNI1 est elle aussi méthylée in
vitro par PRMT1, PRMT3 et PRMT6 (SMITH et al., 1999; FRONZ et al., 2008). 11 est
intéressant de noter que la PABPC1 est spécifiquement méthylée par CARMI1/PRMT4 a
deux arginines (R* et R*®) (LEE et BEDFORD, 2002).

Cette modification post-traductionnelle n’est pas restreinte a ces poly(A4)-binding
protein puisque plusieurs facteurs associés a l’épissage, a P’export des ARNm et tout
particuliérement ceux du clivage et de la polyadénylation sont méthylés au niveau des
arginines (BOISVERT er al., 2003; RYAN et BAUER, 2008; MARTIN et al., 2010).
Ainsi, les protéines liant ’ARN représentent plus de 60% des protéines méthylées
asymétriquement au noyau (BEDFORD et RICHARD, 2005). 11 est intéressant de noter que
la méthylation des arginines se réalise fréquemment au motif de reconnaissance a I’ARN et

I’inhibition de cette modification post-traductionnelle réduit la capacité de la protéine a lier
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un ARNm cible (DENMAN, 2002; YU, 2011). Il est vrai que la méthylation de Pab2 et de
PABPN1 a lieu dans un domaine impliqué pour la liaison a I’ARN, mais 1’état de

méthylation n’a aucun impact sur la capacité de ces protéines a lier une séquence poly(A)

(Chapitre 1, Figure SC; KUHN et al., 2003).

Le role de cette modification post-traductionnelle peut avoir plusieurs impacts sur la
fonction cellulaire de ces protéines. Un des rdles pour la méthylation d’arginine est de
réguler ’habilité de certaines protéines a étre exportées au cytosol (SHEN et al., 1998) ou a
étre importées au noyau (YU, 2011). Par contre, ce réle attribué a la méthylation ne semble
pas affecter Pab2 puisque sa localisation nucléaire n’est pas modifiée par son état de

méthylation (Chapitre 1, Figure 4E).

D’un autre c6té, la méthylation des arginines peut affecter positivement ou
négativement les interactions protéine-protéine (BEDFORD et CLARKE, 2009). Les étapes
de maturation de I’ARNm nécessitent plusieurs facteurs, mais des perturbations au niveau
de I’état de méthylation peuvent se refléter par des interactions protéiques différentes qui
pourraient modifier le sort du mRNP (YU, 2011). Par exemple, la méthylation de certaines
protéines permet de faciliter le recrutement co-transcriptionnel de quelques facteurs requis

pour I’épissage (CHEN et al., 2010) et pour la maturation du pré-ARNm (YU et al., 2004).

Ainsi, il est envisageable de penser que la méthylation de Pab2 serait requise pour
favoriser diverses associations protéiques, telles que les facteurs impliqués pour 1’épissage,
le clivage ou la polyadénylation. Ce point pourrait étre supporté par le fait que la protéine
Pab2 est rapidement recrutée aux genes activement transcrits (Chapitre 2, Figures 1 et 3) et
qu’elle pourrait avoir la possibilité d’interagir avec une variété de facteurs impliqués dans
la maturation du pré-ARNm. Par contre, I’absence de méthylation des arginines a Pab2 ne
semble pas affecter le profil général de la polyadénylation (Chapitre 1, Figure 5D, lignes 1
et 5), mais cette expérience ne permet pas de déterminer si les transcrits sont toujours clivés
au méme endroit. Parallélement a ce point, il serait pertinent de vérifier si la méthylation de

Pab2 peut influencer le clivage et I’épissage de certains transcrits de méme que leurs
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exportations au cytosol. Afin de confirmer si la méthylation de Pab2 affecte diverses
interactions protéiques, il suffirait de réaliser une purification TAP dans le contexte ou
Pab2 n’est pas méthylée et de comparer ces résultats avec ceux obtenus lorsque Pab2 est

méthylée.

Le recrutement de Pab2 aux génes activement transcrits

La plupart des facteurs impliqués dans la maturation du pré-ARNm sont recrutés 4 la
région 3’ d’un géne, notamment Pcfll, Rnal4 et RnalS (KIM et al., 2004a). De fagon
surprenante, mes travaux ont permis de montrer par des essais d’immunoprécipitation de
chromatine (ChIP) que Pab2 est recrutée aux geénes activement transcrits bien avant qu’un

facteur spécifique pour le clivage et la polyadénylation y soit recruté.

Le fait d’observer le recrutement de Pab2 durant I’élongation de la transcription n’est
pas une nouvelle observation puisqu’il a été répertorié que quelques facteurs impliqués
dans le clivage et la polyadénylation (Hrpl, CPSF73, CstF64) sont eux aussi recrutés bien
avant ’extrémité 3° du géne (KOMARNITSKY et al., 2000; GLOVER-CUTTER et al.,
2008). Par contre, I'importance fonctionnelle de ce recrutement précoce demeure plus ou
moins comprise, mais il peut étre en partie expliqué par le fait que certains facteurs ont un

réle dans plus d’une étape de maturation du pré-ARNm.

Il est intéressant de mentionner que plusieurs €études indiquent qu’un certain nombre
de protéines importantes pour 1’exportation efficace des ARNm sont recrutées au cours de
la transcription tant chez la levure a bourgeon (STRASSER ef al., 2002; ABRUZZI et al.,
2004) que les humains (MASUDA et al., 2005; CHENG et al., 2006). Ainsi, I’absence
d’une de ces protéines entraine la rétention des ARNm au noyau. Il serait possible
d’envisager que Pab2 pourrait étre impliquée pour ’export des ARNs. Premiérement, le
profil de recrutement de Pab2 aux genes ressemble a celui observé pour les facteurs
d’export. Dans un deuxiéme temps, 1’analyse de la purification TAP de Pab2 a révélé que
cette protéine interagit avec le facteur Nxtl (Chapitre 2, Figure 5B), une protéine stimulant

Iactivité d’export '’ ARNm de TAP (FRIBOURG et al., 2001). Troisiemement, la délétion
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de Pab2 se répercute par la rétention d’ARNs polyadénylés au nucléole (LEMAY et al.,
2010). Conformément a ces arguments, la déplétion cellulaire de PABP2 chez la drosophile
entraine 1’accumulation nucléaire des ARNs polyadénylés (FARNY et al., 2008). Tous ces
arguments peuvent soutenir un role possible de Pab2 pour ’export des ARNs au cytosol,
toutefois 1l faudrait démontrer clairement ce réle par des expériences supplémentaires.
L’une d’entre elles serait de suivre ’export de différents ARNs. Il suffirait de choisir
quelques ARNSs et d’ajouter plusieurs tige-boucles spécifiques afin que la protéine MS2-
GFP puisse s’y lier. Ainsi, la liaison de cette protéine aux tiges-boucles permettra de
détecter cet ARN dans la cellule par microscopie épifluorescence ou par microscopie
confocale (QUERIDO et CHARTRAND, 2008; MOR et al., 2010). Afin de vérifier si Pab2
peut influencer I’export d’ARN, il faudrait vérifier I’efficacité¢ d’export en présence et en
absence de Pab2. L’efficacité pourrait étre déterminée par le temps moyen nécessaire a

exporter I’ARN au cytosol.

L’implication de Pab2 pour ’export des ARNm pourrait ressembler a celle de Pcfl1.
En effet, ce facteur participe directement a recruter co-transcriptionnellement le facteur
Yral, une composante requise pour le complexe TREX (JOHNSON et a/., 2009). Ainsi, il
ne serait pas si surprenant que Pab2 facilite le recrutement de facteurs associés a I’export
des ARNm. Par contre, I’expérience proposé€e ne permettra pas de discriminer entre un role
direct ou indirect de Pab2 sur ’export des ARNSs. Il peut étre envisageable de penser que
I’implication de Pab2 serait plutdt indirecte puisque la plupart des facteurs d’export sont

encodés par des genes essentiels et ce n’est pas le cas pour Pab2.

Régulation de I’épissage du pré-ARNm Rpl30-2

Mes travaux ont permis de mettre en lumiére un mécanisme de régulation permettant
de controler I’expression génique de certains génes. Ce mécanisme dépendant de Pab2
permet de dégrader spécifiquement certains pré-ARNm inefficacement épissés par la
machinerie de dégradation nucléaire, notamment par Rrp6. Au cours de mes travaux, j’ai
démontré que le paralogue Rpl30-1 régule I’épissage du pré-ARNm Rpl30-2. Cet aspect

tout a fait nouveau a permis de démontrer ’interrelation des protéines ribosomales,
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toutefois le mécanisme d’action n’est pas clairement élucidé.

La réaction croisée entre les deux paralogues Rpl30-1 et Rpl30-2 est particuliérement
intéressante par le fait qu’elle semble se réaliser uniquement dans un sens. La surexpression
de Rpl30-1 entraine une diminution de I’ARNm Rpl30-2 (Chapitre 3, Figure 6D), mais la
surexpression de Rpl30-2 n’a aucun effet sur le transcrit Rpl30-1 (données non publiées).
De plus, la surexpression de Rpl30-1 n’a aucun impact sur I’ARNm endogéne de Rpl30-1
(données non publiées). Le fait que I’action de Rpl30-1 se réalise uniquement sur le
transcrit Rpl30-2 suggeére que la séquence et/ou la structure secondaire de I’ARN peuvent
influencer cette association. Etant donné que la séquence du pré-ARNm Rpl30-2 est de
600 nt et que celle de Rpl30-1 est de 389 nt avec une homologie de 74%, il peut étre ardu
de trouver un élément de séquence pertinent. Malgré tout, il est possible de se référer au
transcrit RPL30 chez S. cerevisiae. Tel que mentionné au chapitre 3, le transcrit RPL30 est
auto-régulé par sa propre protéine L30 puisque ce géne n’est pas dupliqué (VILARDELL e¢
al., 2000a). Cette auto-régulation est relativement bien caractérisée tant par les séquences
que par la structure protéique. Ainsi, il sera possible de transposer ces caractéristiques pour
mieux comprendre le mécanisme observé chez S. pombe. D’autant plus que I’homologie de
séquence en ARN pour RPL30 par rapport a Rpl30-1 et Rpl30-2 est de 60% et 54%,

respectivement.

La liaison de la protéine L.30 sur son propre transcrit dépend d’une structure kink-turn
impliquant 25 nt se retrouvant dans la séquence -58 nt a 6 nt (Figure 1 A). L’appariement de
la séquence 5’ss avec le S’UTR génére une section de la tige et la boucle interne correspond
au site de liaison de L30 (ENG et WARNER, 1991). La distance entre la séquence 5’ss et le
site de liaison de L30 est primordiale pour inhiber 1’€pissage. Par exemple, si la distance
entre ces deux sites est augmentée de 3 & 6 nt, il n’y a aucun impact sur I’inhibition de
I’épissage, mais cette inhibition n’est plus observée lorsque la distance est augmentée a
12 nt (MACIAS et al., 2008). De plus, la boucle interne asymétrique est fermée par une
paire potentielle G « U et est constituée principalement de purines (LI ez a/., 1995a). Cette
structure ressemble a celle qui permet 1’association de la protéine L30 a ’ARN ribosomal

25S (VILARDELL ef al., 2000b).
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La présence d’une structure kink-turn pour réguler I’épissage d’un transcrit n’est pas
spécifique a cette protéine ribosomale. En effet, toujours chez S. cerevisiae, 1’épissage du
transcrit RPS14B est régulé par I’association protéique du paralogue RPS14A 4 la structure
kink-turn qui est formée du 5’UTR, de ’exon 1 et d’une partie de I'intron (LI ef al., 1995b).
Pour ces deux cas, la région 5’UTR est impliquée pour la formation de la structure kink-
turn puisque 1’exon 1 est trés court, soit de 3 nt pour RPL30 et de 10 nt pour RPS14B.
Ainsi, la séquence 5’ss est partiellement ou totalement impliquée lors de la formation des

deux structures analysées.

Ces informations suggérent que le transcrit Rpl30-2 pourrait étre régulé par la
présence d’une structure kink-turn. En prenant en considération que la séquence 5’ss est
impliquée pour la formation d’une structure kink-furn, il est peu probable que la séquence
5°UTR soit utilisée puisque la taille de I’exon 1 est de 263 nt. De plus, I’homologie entre le
5’UTR de RPL30 et de Rpl30-2 n’est que 43%, ce qui n’est pas trés significatif. Aussi, les
séquences S’UTR impliquées pour la structure kink-turn ne sont pas conservées chez
S. pombe. Par conséquent, la séquence de I’exon 1 de Rpl30-2 pourrait remplacer la
séquence 5’UTR lors de la formation de la structure kink-turn. L’analyse du pré-ARNm
Rpl30-2 par le logiciel mFold propose plusieurs structures secondaires pour ce transcrit.
Deux prédictions d’appariement pour la séquence 5’ss sont envisageables. La premiére
possibilité est que 5 nt de la séquence 5’ss (GUAAGU) s’apparient & la séquence du site de
branchement (ACUAAC). Cette possibilité est intéressante puisque le recrutement de la
protéine Rpl30-1 dépendrait principalement de la séquence intronique. Cette option
structurelle est soutenue par le résultat démontrant que ’intron Rpl30-2 est suffisant pour
réguler I’épissage d’un transcrit (Chapitre 3, Figure 6F). Par contre, la structure secondaire
de cet appariement ne forme qu’une structure tige n’ayant aucune possibilité de générer une
boucle interne (Figure 1B). Alors, il est peu probable que cet appariement pourrait étre

impliqué pour le recrutement de Rpl30-1 au pré-ARNm Rpl30-2.

La deuxi¢me possibilité est que la séquence du 5’ss s’apparic a la séquence
GCUGCU se retrouvant 31 nt en amont de I’intron. Cet appariement est plus faible, mais

les séquences adjacentes supportent la formation d’une tige. De plus, il y a formation d’une
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boucle interne asymétrique riche en purine située a 4 nt en amont de la séquence 5’ss
(Figure 1C). Par conséquent, la distance entre la séquence 5’ss et le possible site de liaison
de Rpl30-1 est relativement courte et pourrait soutenir le fait que la protéine Rpl30-1 régule
1’épissage de Rpl30-2. Pour supporter cette éventuelle structure, la séquence GCUGCU est
uniquement retrouvée chez Rpl30-2, ce qui devient un élément de séquence spécifique pour
Rpl30-2. 11 est vrai que la boucle interne n’est pas fermée par une paire G * U et que cette
structure ne comprend pas autant de nucléotides que celle de RPL30, mais cette structure
pourrait étre quand méme envisageable. Dans ce contexte, ’exon 1 et la séquence 5’ss de
Rpl30-2 seraient impliqués pour la formation d’une structure permettant le recrutement

possible de la protéine Rpl30-1.
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Figure 1. La structure kink-turn pour RPL30 et ’analyse de mFold pour le pré-ARNm
et ARNm Rpl30-2 afin d’identifier de possibles structures kink-turn.

(A) La structure kink-turn pour le pré-ARNm RPL30 chez S. cerevisiae. Figure tirée de
VILARDELL et al., (2000a). (B-C) Les structures envisagées par mFold pour le pré-
ARNm Rpl30-2 impliquant la séquence 5’ss. (D) La structure envisagée par mFold pour
I’ARNm Rpl30-2 impliquant la séquence GCUGCU. (*) Séquence 5’ss, () Séquence du

site de branchement, (A) Séquence GCUGCU et (Z) Séquence CAGU.
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Parallelement, les résultats présentés dans la figure 6B du chapitre 3 suggérent que
des éléments présents dans les séquences exoniques permettraient a la protéine Rpl30-1 de
réguler ’ARNm Rpl30-2. Ainsi, le méme exercice de prédiction structurelle a été refait
avec seulement les séquences exoniques et cette analyse suggére la formation de plusieurs
structures pour ces séquences. Afin de mieux cibler les options structurelles et pour garder
une spécificité pour Rpl30-2, la séquence GCUGCU est prise en considération pour une
éventuelle structure kink-tfurn pour I’ARNm Rpl30-2. Ce critére est tout a fait logique
puisque la séquence 5S’UTR de RPL30 qui s’apparie avec la séquence 5’ss pour générer la
structure kink-turn, est aussi impliquée pour former la méme structure avec ’ARNm (MAO
et al., 1999). Avec ce critére, plusieurs structures sont éliminées et une seule reste
intéressante. La séquence GCUGCU est particllement appariée a la séquence CAGU,
localisée a la fin de I’exon 1, pour former une tige jumelée a une boucle interne symétrique
(Figure 1D). Par contre, cette boucle interne n’est pas purine riche et cette structure n’est
pas identique & celle proposée pour la régulation du pré-ARNm (exon 1 et la séquence
5’ss). Ainsi, il est probable que la structure kink-turn qui permet de réguler I’ARNm Rpl30-
2 differe du pré-ARNm. Cette différence est logique puisque 1’impact de Rpl30-1 est plus
robuste sur le pré-ARNm que ’ARNm, soit de 9 fois et de 2 fois, respectivement. Ainsi, les
propriétés de la structure kink-turn du pré-ARNm favorisent davantage 1’association de
Rpl30-1 que celles de PARNm. Il est & noter que la possible différence entre les deux
structures kink-turn n’est pas observable chez RPL30. En effet, la structure kink-turn pour
le pré-ARNm et ’ARNm RPL30 ne différe que d’un seul nucléotide, puisque cette
structure implique davantage la séquence 5’UTR et que les premiers nucléotides de

I’exon 2 (GCC) ressemblent au début de la séquence 5’ss (GTC).

Du moins, le logiciel mFold permet de proposer des séquences de Rpl30-2 pouvant
s’apparier entre clles pour former une structure secondaire qui ressemble a celle observée
pour RPL30. Par conséquent, cette analyse est un excellent outil pour commencer a
caractériser les nucléotides de Rpl30-2 permettant la liaison de la protéine Rpl30-1. Pour
compléter cette analyse, il serait envisageable de réaliser des mutations ponctuelles aux
séquences pouvant former les structures kink-turn. Pour confirmer 1’implication de ces

séquences, l’analyse devra étre réalisée en présence et en absence de Rpl30-1. Si cette
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séquence est requise pour la liaison de la protéine Rpl30-1, la quantité d’ARNm en
présence et en absence de la protéine Rpl30-1 sera a des niveaux trés semblables a
identiques. Il est probable que cette expérience ciblera spécifiquement les séquences
requises pour le recrutement de Rpl30-1. Si ce n’est pas le cas, il serait intéressant
d’analyser systématiquement les séquences introniques par différentes chiméres. Par
exemple, il serait possible de prendre la premicre moitié de l'intron Rpl30-2 et de
compléter I’intron avec la deuxiéme moitié d’un autre intron insensible a Rpl30-1 et a
Pab2, dont Rps3. Parallclement a cette analyse, il sera possible de jumeler les exons pour
aussi cibler ces séquences. Il est vrai que cette analyse peut étre ardue et difficile a
interpréter, mais il est certain que 'une des deux alternatives expérimentales identifiera les

séquences requises pour former la structure kink-turn.

La structure kink-turn a bien été caractérisée chez S. cerevisiae et pourrait étre une
structure envisageable pour réguler I’épissage du pré-ARNm Rpl30-2 par la protéine
Rpl130-1. L’autre aspect impliqué pour le mécanisme de régulation du transcrit RPL30 est la
liaison de la protéine L30 a la structure kink-turn et cette protéine ressemble a la protéine
Rpl30-1 avec une homologie de 64% (Figure 2A). Pour la centaine de résidus, seulement
les 15 premiers acides aminés de Rpl30-1 divergent davantage de ceux de 1.30 avec I’ajout
d’une séquence de six acides aminés spécifiques pour Rpl30-1. Il est a noter qu’aucun autre

acide aminé n’est ajouté pour le reste de la protéine Rpl30-1 par rapport a la protéine L30.

Tout comme la structure kink-turn, la conformation protéique de L30 chez
S. cerevisiae a été caractérisée, cette fois-ci, par la technique du RMN. Cette protéine est
composée de quatre hélices a (Ser9-1lel18, Tyr27-Glu36, Val50-Leu62 et Glu76-Thr79) et
de quatre feuillets B (Lys22-Gly26, Leu41-Ala45, Lys66-Phe70 et Val89-Leu93) qui sont
disposés en alternance (Figure 2A-B). La structure secondaire est stabilisée par des liaisons
hydrogénes et des interactions ioniques qui fournissent, entre autres, une stabilisation intra-
hélice (Lys53 et Glu57), inter-hélice (Arg35 et GluS5) et intra-brin (Lys22 et Glu94)
(MAO et WILLIAMSON, 1999).
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L’alignement des acides aminés entre les protéines L30 et Rpl30-1 suggére que les
structures secondaires démontrées chez S. cerevisiae seraient envisageables pour la protéine
Rpl30-1 (Figure 2A). En effet, seuls les feuillets B3 et B4 ont une faible homologie entre les
acides aminés (20% et 40% d’identité, respectivement). Pour les 4 hélices a et les 2 autres
feuillets B, ’homologie identique entre les acides aminés est significative puisqu’elle varie
entre 60% et 92%. De plus, certains acides aminés de L30 ont été substitués par des acides
aminés ayant des propriétés semblables chez Rpl30-1, notamment 1’acide glutamique
(position 76, L30) en acide aspartique. Ainsi, les propriétés physico-chimiques des
hélices a et des feuillets P sont pour la plupart des cas conservés. Il ne faut pas oublier que
les acides aminés entre les structures secondaires sont aussi importants pour générer le
repliement tertiaire de la protéine. Ainsi, ces acides aminés sont relativement homologues,
sauf ceux localisés entre le feuillet B3 et I’hélice a4. L’analyse plus approfondie de la
protéine 130 démontre que la conformation tertiaire de cette protéine est trés spécifique et
forme un sandwich a trois étages aPa (Figure 2B). Cette structure tertiaire est
essentiellement stabilisée par des interactions hydrophobes produites par un certain nombre
de résidus hydrophobes et aromatiques conservés entre les espéces. Par conséquent, la
plupart des interactions dénombrées (MAO et WILLIAMSON, 1999) sont envisageables
pour la protéine Rpl30-1 puisque la majorité des acides aminés impliqués sont conservés
chez S. pombe. Ainsi, sur la base d’homologie de séquences, il est fort probable que la

conformation tertiaire de Rp130-1 ressemble a celle observée pour L30.

Il est tout a fait pertinent de connaitre la conformation tertiaire de la protéine L.30 afin
d’identifier les acides aminés qui seront indispensables pour interagir a la structure kink-
turn. Ainsi, le groupe de Williamson a pu définir ces acides aminés par le RMN (Figure
2B). A priori, la structure tertiaire de la protéine L30 lie a la structure kink-turn est trés
similaire a celle de la protéine libre. Toutefois, la différence structurelle la plus importante
est que la quatriéme hélice a est plus longue, soit de la Gly73-Val81 au lieu de Glu76-
Thr79 (MAO et WILLIAMSON, 1999).

L’association de la protéine L30 a la structure kink-turn nécessite plusieurs

interactions qui sont médiées par des liaisons de van der Waals et par des liaisons
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hydrogénes (MAO er al., 1999) (Figures 2B). Tous les résidus impliqués pour ces
interactions ont ¢t¢ comparés avec ceux de la protéine Rpl30-1 et seulement la Thr48 n’est
pas conservée. Ce résidu est remplacé par une cystéine et cette substitution est aussi
observée chez I’humain et le poulet (Figure 2C). En ce qui conceme les autres résidus, ils
sont tous conservés pour cinq organismes (Figure 2C). Ainsi, ces résidus hautement
conservés suggerent que ceux-ci seront requis pour l'interaction entre le pré-ARNm

Rpl30-2 et la protéine ribosomale Rpl30-1.

I1 est clair que les différentes analyses réalisées chez S. cerevisiae sont d’excellentes
bases pour caractériser I’interaction entre PARN Rpl30-2 et la protéine Rpl30-1. A cette
étape, ce n’est que des hypothéses qui devront étre vérifiées par plusieurs analyses de
substitutions. Le plus grand défi sera de caractériser clairement la liaison de la protéine
Rpl30-1 a la structure kink-turn de Rpl30-2. En effet, I’analyse du pré-ARNm Rpl30-2 par
le logiciel mFold propose une structure pouvant ressembler a celle de RPL30, mais ce n’est
clairement pas les mémes nucléotides qui sont impliqués. Par conséquent, la liaison de
Rpl30-1 a la structure kink-turn de Rpl30-2 pourrait différer et impliquer d’autres

nucléotides.

I1 est certain qu’avant de commencer les analyses sur la séquence de Rpl30-2 et la
conformation tertiaire de Rpl30-1, il serait important de démontrer une relation directe
entre la protéine Rpl30-1 et le pré-ARNm Rpl30-2 par des expériences
d’immunoprécipitation d’ARN (RIP). Pour immunoprécipiter la protéine Rpl30-1, il suffit
d’ajouter un tag puisqu’il n’existe pas d’anticorps contre cette protéine chez S. pombe et
I’anticorps polyclonal contre L30 de S. cerevisiae ne permet pas de détecter spécifiquement
la protéine Rpl30-1 ou Rpl30-2. Par contre, le choix du tag est d’une grande importance
pour cette petite protéine de 12 kDa puisque plusieurs tags ont été testés avant d’en trouver
un qui n’affectait pas la fonctionnalit¢ de Rpl30-1. Deux résultats préliminaires
encourageants ont été obtenus avec 3xMyc-Rpl30-1 et 2xFlag-Rpl30-1 puisque ces deux
protéines sont détectables et sont environ 65% fonctionnellement actives (données non
publiées). Il est vrai que ces protéines ne sont pas complétement fonctionnelles, mais il

devrait étre possible de les utiliser pour vérifier cette hypothese.
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Pour confirmer le rdle spécifique de la protéine Rpl30-1 sur le transcrit Rpl30-2,
I’analyse du RIP devra démontrer que Rpl30-1 ne s’associe pas a d’autres ARNm, tels que
les transcrits codant pour des protéines ribosomales et différentes classes de protéines. Par
contre, le RIP ne ciblera pas la région de I’ARN permettant le recrutement de Rpl30-1
puisque cette expérience permet uniquement d’établir 1’association existante entre une
protéine et un ARN en particulier. Le ChIP pourrait mieux cibler la région du transcrit
permettant le recrutement de Rpl30-1, mais cette technique n’est pas possible puisque
plusieurs protéines ribosomales sont recrutées a une variété de génes (SCHRODER et

MOORE, 2005).

Auparavant, il avait été répertorié que la protéine L30 lie son propre pré-ARNm et
cette liaison régule I’épissage de ce transcrit (VILARDELL et WARNER, 1994). Une étude
plus exhaustive montre que la liaison de la protéine L30 a la structure kink-turn n’affecte
pas le recrutement de U1 snRNP a la séquence 5’ss de méme que les facteurs associés a U2
snRNP (BBP et Mud2) a la séquence du site de branchement. Par contre, 1’association de
L30 a son pré-ARNm inhibe ’association de U2 snRNP au site de branchement (MACIAS
et al.,, 2008). Ainsi, ces travaux suggerent que la protéine L30 réprime 1’assemblage du

spliceosome associ¢ & son pré-ARNm.

Selon ces caractéristiques, il serait possible d’envisager le méme mécanisme de
régulation de 1’épissage pour le pré-ARNm Rpl30-2. Cette hypothése est adressée par la
technique du RIP qui consiste a immunoprécipiter une protéine d’intérét impliquée dans
I’épissage et a analyser la quantité de pré-ARNm Rpl30-2 liant cette protéine lors de la
surexpression de la protéine Rpl30-1. Ainsi, la protéine d’intérét immunoprécipitera moins
de pré-ARNm Rpl30-2 si la surexpression de Rpl30-1 régule I’épissage de ce pré-ARNm a
cette étape ou a une ¢tape subséquente de 1’épissage. Pour favoriser les possibilités
d’immunoprécipiter le pré-ARNm Rpl30-2, I’expérience est réalisée a partir de souches
Apab2 afin de bloquer la dégradation du pré-ARNm par Rrp6. L’analyse de cette
expérience consistera a comparer le niveau d’immunoprécipitation du pré-ARNm Rpl30-2

en contexte endogéne de Rpl30-1 et de surexpression de Rpl30-1.
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Initialement, I’association du complexe Ul au pré-ARNm a été analysée par la
protéine Uspl04. Par contre, cette expérience préliminaire n’est pas concluante puisque
P’immunoprécipitation de cette protéine n’a pas fonctionné. Par la suite, la méme
expérience a été réalisée avec une protéine associée au complexe U2, Leal. L’analyse
démontre que la protéine Leal immunoprécipite 33% moins de pré-ARNm Rpl30-2 lors de
la surexpression de Rpl30-1 que dans un contexte endogéne de Rpl30-1. Cette diminution
semble étre spécifique puisque des niveaux semblables de pré-ARNm Dbp2 ont été
immunoprécipités dans ces conditions expérimentales (Figure 3). Ainsi, cette analyse

semble corroborer avec les données obtenues chez S. cerevisiae.
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Figure 3. La protéine Rpl30-1 régule I’épissage de Rpl30-2 par la diminution du
recrutement du complexe U2.

L’analyse du RIP de la protéine Leal (Complexe U2) lors de la surexpression de la protéine
Rpl30-1 (sans thiamine) et de 1’expression endogéne de cette protéine (avec thiamine). Le
niveau d’enrichissement du pré-ARNm Rpl30-2 et Dbp2 est normalis¢ a ’ARNm Pmal.

Données non publiées.

Comme cette analyse n’a été réalisée qu’une seule fois, il serait préférable d’obtenir
un réplicat biologique avant de conclure que la protéine Rpl30-1 régule 1’épissage de

Rpl130-2 par la diminution du recrutement du complexe U2. De plus, il serait tout a fait
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pertinent de vérifier ’effet de la surexpression de Rpl30-1 sur le recrutement du complexe
Ul au pré-ARNm. Ainsi, il faudrait soit changer le tag couplé a la protéine Usp104 ou
choisir un autre facteur protéique associé a ce complexe. Jusqu’a présent, on suppose que la
protéine Rpl30-1 régule spécifiquement I’épissage du pré-ARNm Rpl30-2, mais il serait
important de tester un plus grand nombre de pré-ARNm afin de confirmer cette spécificité

de Rpl30-1.

Par conséquent, selon les caractéristiques connues de S. cerevisiae, il est tout a fait
logique de penser que 1’épissage de Rpl30-2 est régulé par la liaison de la protéine Rpl30-1
a la structure kink-turn de Rpl30-2. 1l est certain qu’il faudra avant tout établir 1’association
de la protéine Rpl30-1 au pré-ARNm Rpl30-2 avant d’identifier les nucléotides et les

acides aminés impliqués.

L’insensibilité du pré-ARNm Rpl30-2 au NMD

Précédemment, le papier de Vilardell mentionnait qu’une grande proportion du
transcrit non épiss€ RPL30 se retrouvait au cytosol chez S. cerevisiae et que la plupart des
pré-ARNm sont encore liés a la protéine L30. Seulement une petite fraction des pré-ARNm
est initiée a la traduction et ceux-ci sont ciblés par le NMD puisqu’ils contiennent sept
codons stop prématurés (VILARDELL et al., 2000a). Auparavant, j’ai démontré que le
NMD n’est pas impliqué pour contrbler le niveau d’expression de Rpl30-2 (Chapitre 3,
Figure S2) sans savoir si ce transcrit se localisait au cytosol. Selon I’information connue
chez S. cerevisiae, il est pertinent de caractériser si le pré-ARNm Rpl30-2 est exporté au
cytosol et si ce transcrit serait insensible au NMD puisque ce pré-ARNm contient sept

codons stop situés dans la séquence intronique.

Pour localiser ce transcrit, la technique du FISH a été privilégiée et la sonde se
localise dans I’intron de Rpl30-2 afin de cibler uniquement le pré-ARNm. La difficulté
majeure a été de choisir une région intronique pour synthétiser la sonde qui s’hybridera
adéquatement et spécifiquement au pré-ARNm Rpl30-2. En effet, 70% de 1’intron de 246 nt
est constitué d’adénines (A) et de thymines (T). Selon ces contraintes, la sonde de 55 nt est

de 76% A/T et quatre thymines sont modifiées afin de conjuguer le fluorophore CyS5.
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Cette expérience démontre que le pré-ARNm se localise au noyau et que ce transcrit
est exporté au cytosol. Ainsi, la localisation du pré-ARNm Rpl30-2 refléte la localisation
de RPL30 chez S. cerevisiae.

Ce n’est pas un fait nouveau d’observer des pré-ARNm au cytosol. En effet, en
contexte WT, le pré-ARNm RPS14B (CRY2) est normalement exporté au cytosol pour étre
dégradé par le NMD (LI ez al., 1995b). Selon d’autres résultats, les pré-ARNm
inefficacement épissés (CYH2, RP51B et MER2) sont exportés au cytosol afin d’étre ciblés
par le NMD (HE et al., 1993). De plus, des pré-ARNm se retrouvent au cytosol lorsque
I'intron contient des sites d’épissage non consensus, soit le S5’ss et/ou le site de

branchement (LEGRAIN et ROSBASH, 1989).

En général, seulement les ARNm sont exportés au cytosol et les pré-ARNm sont
retenus au noyau par le contrdle de qualité présent au pore nucléaire. Cette rétention
nécessite, entre autres, la protéine Mlpl qui se localise a I’entrée du pore nucléaire. La
fonction de rétention de Mlpl est médiée par le site 5’ss du pré-ARNm (GALY er al.,
2004). Ainsi, les pré-ARNm ayant un site 5’ss non consensus sont relachés au cytosol. De
plus, Mlpl permet de retenir les pré-ARNm ou le spliceosome commence a s’assembler,
dont les pré-ARNm associés a la protéine BBP/scSF1 (RUTZ et SERAPHIN, 2000). Aussi,
les pré-ARNm étant défectueux pour I’une des deux réactions de transestérification sont
retenus au noyau puisque le spliceosome est assemblé au pré-ARNm (LEGRAIN et
ROSBASH, 1989; RAIN et LEGRAIN, 1997; RUTZ et SERAPHIN, 2000). Par contre, une
majorit¢ des pré-ARNm sont dégradés par des enzymes cytoplasmiques lorsque le

spliceosome est incapable de s’assembler au pré-ARNm (HILLEREN et PARKER, 2003).

Tel que mentionné a la figure 3, le complexe U2 aurait de la difficulté a s’associer
correctement au pré-ARNm Rpl30-2 lorsque la protéine Rpl30-1 liec ce pré-ARNm, ce qui
pourrait entrainer I’export de ce pré-ARNm au cytosol. Par contre, le pré-ARNm Rpl30-2
pourrait étre aussi retenu au noyau puisque les séquences 5’ss et du site de branchement
sont consensus. Ainsi, il y a des arguments tant pour la rétention du pré-ARNm Rpl30-2 au

noyau que pour son export au cytosol.
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Pour vérifier la premicre possibilité qui permettrait d’expliquer 1’export du pré-
ARNm Rpl30-2 au cytosol, il faudrait réaliser du FISH contre ce pré-ARNm dans une
souche Arpl30-1. L’utilisation de cette souche est primordiale puisque la protéine Rpl30-1
est absente pour réguler I’épissage du pré-ARNm Rpl30-2. Cet aspect est démontré par
I’augmentation de ’ARNm Rpl30-2 sans toutefois modifier la quantité du pré-ARNm
(Chapitre 3, Figure 6B; données non publiées). Ainsi, dans ce contexte, le spliceosome est
capable de bien s’associer et devrait se refléter par la rétention du pré-ARNm au noyau.
Parallelement a ce point, I’export du pré-ARNm Rpl30-2 pourrait étre causé par le fait que
la séquence 5’ss est camouflée par la protéine Rpl30-1. Ainsi, le contrdle de qualité au pore
nucléaire ne parvient pas a discriminer le pré-ARNm d’un ARNm. Par contre, I’expérience
de FISH réalisée avec la souche Arp/30-1 ne permettra pas de discriminer entre les deux

hypotheses.

Si cette expérience de FISH ne parvient pas a détecter une quantité plus importante de
pré-ARNm Rpl30-2 au noyau qu’au cytosol, ’hypothese a envisager serait que la séquence
S’ss pourrait étre importante pour la rétention du pré-ARNm au noyau. Dans le contexte
Arpl30-1, la séquence 5’ss n’est pas camouflée par la protéine Rpl30-1, mais cette séquence
est probablement requise pour former une tige impliquée dans la structure kink-turn. Par
conséquent, la séquence S5’ss pourrait étre moins bien reconnue par la machinerie
responsable du contrdle de qualité au pore nucléaire. Ainsi, méme si la protéine Rpl30-1 ne
s’associe pas a structure kink-turn, la séquence 5’ss est déja appariée a une autre séquence.
Il suffirait de détruire cette structure par la substitution de quelques nucléotides. Il serait
tout a fait logique de modifier uniquement les nucléotides se retrouvant dans la séquence
qui s’apparient a la séquence 5’ss. Il est vrai qu’il serait possible de détruire la tige en
modifiant les nucléotides de la séquence 5’ss, mais cette substitution détruirait la séquence
consensus S5’ss et pourrait modifier ’efficacité d’épissage. Par conséquent, ce type de
substitution n’est pas préconisé puisque de nouveaux éléments devront étre considérés et
compliqueront 1’analyse des résultats. Pour cette stratégie, il serait pertinent de garder la
nature du codon tout en évitant d’incorporer un codon stop afin de faciliter I’interprétation
des résultats. 1l serait envisageable de penser que ces conditions devront favoriser la

rétention du pré-ARNm Rpl30-2 au noyau.
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Il est intéressant de constater que le pré-ARNm Rpl30-2 est insensible au NMD
malgré la présence de sept codons stop prématurés (Chapitre 3, Figure S2) ou trois d’entre
eux se localisent dans la premicre moitié du pré-ARNm. Cette observation ne coincide pas
avec le fait que les transcrits ayant des codons stop prématurés dans la premiére moitié d’un
transcrit favorisent le mécanisme du NMD a reconnaitre ces transcrits (WEN et BROGNA,
2010). Pour une des premicres fois, le transcrit Rpl30-2 ne se comporte pas de la méme
fagon que le pré-ARNm RPL30 puisque ce demier est ciblé par le NMD (VILARDELL et
al., 2000a). Par contre, cette insensibilité du pré-ARNm Rpl30-2 au NMD n’est pas une
nouvelle observation. Ce phénoméne a déja été répertorié pour quelques transcrits dont
ceux ayant un codon stop prématuré localisé dans le dernier exon, ce qui est le cas pour le
transcrit de la B-globine humaine (HALL et THEIN, 1994). De plus, différentes
constructions ou 1’intron de I’actine est incorporé au transcrit PGK1 sont insensibles au
NMD malgré la présence de plusieurs codons stop prématurés qui se localisent dans la
premiére moitié du transcrit. Ces pré-ARNm sont exportés au cytosol, mais les facteurs
expliquant cette insensibilité du NMD n’ont pas été caractérisés (HILLEREN et PARKER,
2003).

Dans cet ordre d’idée, le pré-ARNm YRAI est insensible au NMD malgré la
présence de plusieurs codons stop prématurés. Contrairement aux autres transcrits
insensibles au NMD, les raisons expliquant cette insensibilité ont été établies. Le
pré-ARNm YRAL n’est pas ciblé par le NMD puisque ce transcrit s’associe a des facteurs
inhibant la traduction (Mex67/Mtr2). De plus, le facteur Edc3 s’associe au transcrit tout en
stimulant 1’action des enzymes Dcpl1/Dcp2, celles-ci permettent d’enlever la coiffe. Ce
nouveau mécanisme requiert cing modules de séquences introniques structurellement
distincts, mais fonctionnellement interdépendants. Parmi ces modules de séquences, deux
modules sont requis pour la liaison du facteur Edc3 et les trois autres modules sont des
éléments permettant la répression de la traduction. L’inhibition de la traduction requiert
I’hétérodimérique Mex67/Mtr2 qui permet a la fois de renforcer la spécificité du substrat a
Edc3 tout en inhibant la susceptibilité¢ de ce pré-ARNm au NMD. Ainsi, la dégradation
cytoplasmique du pré-ARNm YRA1 est un processus régulé qui passe par la répression

traductionnelle, la reconnaissance du pré-ARNm par Edc3, le recrutement des enzymes
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Dcpl1/Dcp2 et I’activation de ces enzymes afin d’enlever la coiffe a ce pré-ARNm (DONG
et al, 2010).

Ce mécanisme pourrait étre applicable au pré-ARNm Rpl30-2, mais il est difficile de
transposer directement I’information connue de ce mécanisme a Rpl30-2. En effet, le
groupe de Dong et al. a identifi¢ des modules de séquences introniques importants pour
I’association de Edc3 et de Mex67/Mtr2 et la longueur de ces modules varie entre
50 nt et 200 nt. Ainsi, il est difficile de comparer ces séquences introniques avec ceux de
Rpl30-2 et de trouver un motif permettant ’association de ces facteurs a Rpl30-2. Pour
vérifier si un mécanisme semblable de dégradation pourrait étre envisageable pour Rpl130-2,
il faudrait réaliser une premiére expérience préliminaire. A priori, il faudrait quantifier le
pré-ARNm Rpl30-2 dans un contexte dedc3. Tout comme chez S. cerevisiae, cette protéine
n’est pas essentielle a la viabilité des cellules et celle-ci stimule I’action enzymatique de
Dcpl/Dcp2. Par conséquent, si ce facteur cible le pré-ARNm Rpl30-2, il sera possible de
détecter une quantité plus importante de ce pré-ARNm dans une souche dedc3 que dans
une souche WT. Si cette analyse souléve un indice pertinent pour ce type de mécanisme, il
sera important de mieux caractériser cette voie de dégradation, car ce modéle permettrait

d’expliquer I’insensibilité du pré-ARNm Rpl30-2 au NMD.

Ce mécanisme souléve un point important a prendre en considération pour
comprendre 1’insensibilit¢ du NMD. Un transcrit doit obligatoirement étre traduit pour
activer le NMD. Ainsi, une mutation au codon initiateur ATG ou I’insertion d’une structure
tige-boucle dans le 5’UTR inhibe Pinitiation de la traduction, ce qui désactive la voie du
NMD (NAEGER et al, 1992; BELGRADER et al., 1993). Ces deux possibilités ne sont pas
envisageables pour le transcrit Rpl130-2 puisque le codon initiateur du transcrit est un ATG
et il n’est pas possible de distinguer la présence d’une tige-boucle dans le 5’UTR par le
logiciel mFold. Ainsi, ces deux éléments n’expliquent toujours pas pourquoi I’insensibilité

du pré-ARNm Rpl30-2 au NMD.
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Selon les derni¢res informations, il faudrait vérifier si le pré-ARNm
Rpl30-2 est traduit. Pour vérifier cet aspect, I’analyse des polysomes par gradient de
sucrose sera préconisée afin d’établir la proportion d’ARNm et du pré-ARNm Rpl30-2
associée aux polysomes. Pour ce type d’analyse, il faudra trouver quelques contréles
adéquats afin d’interpréter correctement les résultats, dont un ARNm activement traduit
(par exemple, ADH1) qui permettra d’observer le profil d’un transcrit associé au polysome.
De plus, il faudra utiliser un transcrit sensible au NMD qui sera principalement associé a un
seul ribosome. Le dernier contrdle pertinent sera un transcrit insensible au NMD malgré la
présence de codons stop prématurés. Dans un premier temps, cette expérience sera réalisée
dans une souche WT afin de déterminer un ratio entre les sous-unités libres et les
polysomes pour les différents controles mentionnés. Ainsi, la comparaison du profil de
polysome entre le pré-ARNm Rpl30-2 et les différents contrdles permettra de suggérer si ce

pré-ARN peut étre traduit.

Parallélement & cette expérience, il serait intéressant de vérifier la quantité de
pré-ARNm Rpl30-2 associé au polysome dans une souche 4rp/30-1, si ce pré-ARNm se
localise toujours au cytosol. Cette expérience serait pertinente puisque la liaison de la
protéine L30 a la structure kink-turn du pré-ARNm RPL30 régule la traduction de ce
dernier (DABEVA et WARNER, 1993). Jusqu’a présent, aucune évidence n’a pu
déterminer si la liaison de la protéine Rpl30-1 sur le pré-ARNm Rpl30-2 régule la
traduction de ce transcrit. Je ne crois pas que l’association de Rpl130-1 au pré-ARNm
Rpl30-2 régulerait la traduction de ce transcrit. En effet, la structure kink-turn de RPL30 et
celle envisagée pour Rpl30-2 divergent certainement par les séquences impliquées. Cette
structure comprend le codon initiateur et le 5S’UTR pour le transcrit RPL30, toutefois ce ne
sera probablement pas le cas pour Rpl30-2. Ainsi, I’initiation de la traduction du pré-

ARNm Rpl30-2 ne sera pas inhibée par la structure kink-turn.

L’analyse des polysomes permettra de déterminer si le pré-ARNm peut étre traduit et
si ce transcrit a la possibilité de générer une protéine tronquée ayant une possible fonction
pour la cellule. Ce phénoméne a ¢té étudié pour le transcrit de la B-globine humaine. En

effet, ce transcrit est insensible au NMD lorsque le codon stop prématuré se localise dans le
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dernier exon et la traduction de celui-ci donnerait licu a une protéine tronquée qui se
répercute cliniquement par une B-thalassémie (HALL et THEIN, 1994). 1l est clair que
I’expérience des polysomes ne détecte pas la présence de protéines, mais la possibilité
qu’un pré-ARNm soit traduit. L’analyse des protéines peut-étre ardue puisqu’il sera

difficile de discriminer les protéines tronquées des produits de dégradations protéiques.

11 est certain que la présence du pré-ARNm Rpl30-2 au cytosol et cette insensibilité
au NMD soulévent plusieurs questions qui devront étre abordées point par point. Selon la
littérature, D’insensibilité du NMD pourrait s’expliquer par le fait que le pré-ARNm
Rpl30-2 n’est pas susceptible a étre traduit et qu’il échapperait a la voie du NMD. Par
conséquent, le premier aspect a vérifier est la possibilité que ce pré-ARNm soit traduit

avant d’envisager un mécanisme semblable au pré-ARNm YRAI.

La fonction biologique de la régulation du pré-ARNm Rpil30-2

Précédemment, une analyse globale sur I’expression génique mentionnait qu’un
stress thermique entrainait une régulation positive sur I’expression de Rpl30-2 (CHEN et
al., 2003). De mon cdté, j’ai reproduit ce résultat tout en démontrant que cette régulation
nécessite le pré-ARNm et requiere la présence de Pab2 (Chapitre 3, Figure 4). La méme
étude de Chen ef al. démontrait, lors d’un stress thermique, une régulation négative du
paralogue de Rpl30-2, soit Rpl30-1. Ce résultat est tout a fait intéressant puisqu’il souléve

la possibilité d’interrelation entre ces deux paralogues et/ou des fonctions distinctes.

Plusieurs génes codant pour les protéines ribosomales sont dupliqués, soit 75% et
70% chez S. cerevisiae et S. pombe, respectivement (site web RPG, Ribosomal Protein
Gene Database). Initialement, il a été proposé que la duplication de ces génes permette
d’ajuster la quantité de protéines ribosomales requise pour la synthése et 1’assemblage du
ribosome (ROTENBERG er al., 1988). De plus, la surexpression d’un des paralogues
lorsque I’autre paralogue est délété rétablit le défaut de croissance observée (ROTENBERG
et al., 1988; GU et al., 2003). Ainsi, ces données proposent que les paralogues ont des

fonctions redondantes au sein de la cellule.



207

Par contre, des études plus exhautives ont démontré que I’un des deux génes
paralogues codant pour les protéines ribosomales peut agir spécifiquement sur une étape du
processus cellulaire tel que la sporulation (ENYENIHI et SAUNDERS, 2003), la sélection
du site de bourgeonnement (NI et SNYDER, 2001), I’organisation de 1’actine (HAARER et
al., 2007) et I’assemblage du ribosome (KOMILI et al., 2007). Par exemple, la délétion de
Rpl12a réduit I’expression des génes codant pour le ribosome tandis que la délétion de
Rpl12b diminue ’expression des genes impliqués dans la modification des ARN
ribosomaux (KOMILI ez al., 2007).

Selon toutes ces informations, il est envisageable de penser que la protéine Rpl30-2 a
des fonctions spécifiques au sein de la cellule par rapport a celles de Rpl30-1. Pour
supporter cette possibilité, j’ai observé a une température permissive que la délétion de
Rpl30-2 n’a aucun effet sur la croissance cellulaire par rapport a une souche WT tandis que
le temps de doublement des cellules Arp/30-1 est ralenti d’environ 2 fois (données non
publiées). Selon cette observation, il serait possible d’envisager que la protéine Rpl30-1
détient un réle plus important que la protéine Rpl30-2 au sein de la cellule. Toutefois, une
étude a ¢établi que la souche ARps27a croit au méme rythme qu’une souche WT malgré
I’assemblage inadéquat du ribosome (BAUDIN-BAILLIEU et al., 1997). Ainsi, le taux de
croissance observée pour une souche nulle pour 'un des paralogue n’est pas un indice

suffisant pour déterminer 1’importance de ce paralogue au sein de la cellule.

Pour vérifier les fonctions des protéines Rpl30, il serait pertinent de trouver quelques
stress provoqués par différentes drogues qui causeraient un phénotype spécifique a I’un des
paralogues. Déja, pour faciliter le choix des drogues, il a été répertori¢ que cinq drogues
(staurosporine, MMS, NaCl, caféine et hygromycine B) li€s a la synthése protéique
induisent un défaut de croissance tout en affectant 1’expression des genes dupliqués
(PARENTEAU et al., 2011). Une fois qu’un stress sera identifié, il serait, entre autres,
intéressant de vérifier I’effet du phénotype sur la traduction de plusieurs ARNm. Cet aspect
d’analyse devrait étre préconisé puisque les paralogues de Rpl30 sont impliqués pour la
formation du ribosome. Il serait envisageable de penser qu’un des paralogues pourraient

influencer positivement ou négativement la traduction de certains ARNm lors d’un stress,
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par exemple. Parallélement a cette hypothése, il a été répertorié que les ribosomes qui
manquent une ou plusieurs protéines ribosomales sont toujours fonctionnels, mais ces

ribosomes influencent spécifiquement la traduction de certains ARNm (GILBERT, 2011).

Une analyse préliminaire avec la staurosporine démontre qu’une souche Arp/30-1
croit mieux que la souche Arp/30-2 (donnée préliminaires non publiées). Ce résultat
propose que la protéine Rpi30-2 semble avoir une fonction spécifique pour répondre
adéquatement a un tel stress, soit par la traduction de certains transcrits ou par un processus
cellulaire induit/inactivé. Ainsi, il envisageable de penser que le transcrit Rpl30-2 est régulé
négativement par Rpi30-1 lorsque les cellules poussent en condition permissive et en
présence de glucose puisque le paralogue Rpl30-2 n’est pas principalement requis pour la
viabilité cellulaire. Par contre, la cellule répondra rapidement a un stress particulier lorsque
Rpl30-1 ne régulera plus négativement 1’expression du transcrit Rpl30-2 d’autant plus que

le transcrit Rpl30-2 est toujours exprimé.

Tel que mentionné au chapitre 3, la régulation entre les deux paralogues Rpl30
impliquent I’intron Rpl30-2. Il serait pertinent de vérifier si la réponse au stress induit par
la staurosporine est la méme lorsque ’intron de Rpl30-2 est absent. En effet, il a été
démontré que I’intron régule la réponse a la drogue (PARENTEAU et al., 2011). Ce groupe
a établi que la réponse cellulaire aux drogues sont différentes lorsque le géne est absent par

rapport au géne exprim¢ sans intron.

Jusqu’a présent, I’importance de la régulation du pré-ARNm Rpl30-2 par Rpl30-1
reste a étre confirmée, mais la littérature permet de proposer des hypothéses de travail qui

pourront étre testées exp€rimentalement.
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