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Résumé

Le contrôle post-transcriptionnel de l’expression génétique s’effectue, en partie, par

l’association aux ARNm de diverses protéines de la famille des protéines liant l’ARN. La

protéine Staufen de la drosophile, une protéine liant l’ARN en double brins, est impliquée

dans l’établissement des axes embryonnaires lors du développement. Staufen joue un rôle

dans la localisation intracellulaire des ARNm bicoid et oskar aux pôles antérieur et

postérieur de l’ovocyte, respectivement. De plus Staufen est nécessaire pour la dé-

répression traductionnelle du transcrit oskar. Deux orthologues de Staufen existent chez les

mammifères, soit Staul et Stau2. Au moment d’entreprendre les travaux présentés dans

cette thèse, aucun ligand endogène de Staul ou Stau2 n’était connu. Par une approche

d’immunoprécipitation couplée à l’utilisation de micropuces d’ADN, nous avons identifié

plusieurs ARNm associés à Staul et Stau2 dans des cellules humaines 293T. Les sous-

populations d’ARNm enrichies avec ces protéines sont majoritairement distinctes, mais un

certain chevauchement existe.

Un de ces ARNm, Arfi, est lié par Staul dans sa région 3’UTR. Concomitamment à

l’étude des déterminants structuraux responsables de l’association de Staul au transcrit

Arf], nous avons identifié l’hélicase d’ARN Upfl comme étant un partenaire protéique de

Stau 1. Upfl est un facteur qui, lorsqu’il est recruté sur un ARNm en aval d’un codon de

terminaison, entrafne la dégradation du transcrit. Nous avons par la suite montré que le

recrutement de Staul, en association avec Upfl, sur un ARNm, en aval d’un codon de



iv

terminaison, entraîne sa dégradation par un mécanisme similaire au «nonsense-rnediated

dec av » (NMD) qui a été nommé le SMD (Stau/en-mecliated deav).

En plus de Arfi, le SMD affecte la stabilité de plusieurs autres ARNm dans les

cellules HeLa, dont les ARNm de GAP43, Serpinel, IL7R et c-jun. Nous avons donc

entrepris de délimiter les régions de ces transcrits liées par Staul afin d’identifier un motif

commun d’ interaction.

Pour la première fois chez les mammifères, des structures d’ARN en double brins

reconnues par Staufen à l’intérieur d’ARNm endogènes ont été caractérisées. Les résultats

contenus dans cette thèse pourront servir de base à de multiples études subséquentes

s’intéressant à une meilleure définition des rôles cellulaires de Staufen.

i’vlots-clés protéines liant l’ARN, domaine de liaison à l’ARN en double brins,

dégradation de l’ARNm induite par les codons non-sens (NMD), dégradation de l’ARNm

induite par Staufen (SMD), région 3’ non-traduite (3’UTR), régulation post

transcriptionnelle, phosphoprotéines, contrôle traductionnel, micropuces U’ ADN
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Abstract

Posttranscriptional control of gene expression often involves the regulated

association of different RNA-binding proteins to messengers RNAs. DrosophiÏa Staufen is

a double-stranded RNA-binding protein implicated in the establishment of embryonic

polarity. Staufen plays a role in the intracellular Iocalization ofbicoid and oskar mRNAs at

the anterior and posterior poles of the oocyte, respectively. Staufen is also involved in the

transiational de-repression of oskar. Two mammalian orthoÏogs of Staufen have been

identified: Staul and Stau2. At the beginning of the present work, there were no known

targets ofmammalian Staufen proteins. In order to identify mRNAs associated to Staul and

Stau2, we used immunopurification combined with probing of DNA microarray. Globally,

subpopulations of mRNA enriched with each protein are distinct, but there is a certain

overlap.

Orie ofthe identified mRNA is Arfi and we showed that Staul binds to its 3’UTR.

We took advantage of this newly identified RNA to study more precisely the structural

requirements needed for efficient interaction of Staul with ArfI mRNA. At the same time,

we discovered that Staul vas interacting directly with the RNA helicase Upfl. Upfl is a

factor involved in nonsense-mediated decay and its tethering downstream of a termination

codon induces RNA decay. By studying the potential function of the interaction between

Staul and Upfl, we have discovered a new RNA decay mechanism that we termed

Staufen-mediated decay (SMD).
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In addition to Arfi, SMD affects the stability of many HeLa ceÏls transcripts,

including GAP43, Serpinel, IL7R and c-Jun, amongst others. We then began the search of

a common recognition motif responsible for Staul association to these mRNAs. We have

successfully characterized double-stranded RNA regions of endogenous rnRNAs that can

bind Staul. Resuits included in this thesis wiII be useful as basis for many subsequent

studies regarding the elucidation ofthe cellular roles ofmammalian Staufen proteins.

Keywords : RNA-binding proteins, double-stranded RNA-binding domain (dsRBD),

nonsense-mediated decay (NMD), Staufen-mediated decay (SMD), 3’ untranslated region

(3’UTR), posttranscriptional regulation, phosphoproteins, transiational control, DNA

microchip
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1 Introduction

1.1 Introduction générale

Le flux de l’information génétique allant de son gardien, l’ADN, à ses effecteurs,

les protéines, doit passer par le biais de messagers les ARN messagers. Longtemps perçu

comme une molécule de seconde classe, sans réel intérêt au niveau de la régulation des

processus physiologiques, l’ARNm est depuis une décennie l’objet d’intenses recherches

quant à ses propriétés autres que celle d’encoder une protéine. Le modèle selon lequel

l’ARNm, dès sa sortie du noyau, est automatiquement recruté par les ribosomes qui en font

la traduction est simpliste et désuet.

Le cheminement cellulaire de l’ARNm de sa synthèse à sa dégradation est un

parcours complexe qui comprend plusieurs étapes, certaines communes à tous les ARNm,

d’autres spécifiques à certains. Chez les eucaryotes, la transcription des gènes en ARNm

s’effectue dans le noyau grâce à l’activité catalytique de l’ARN polymérase 11. La

polymérase est recrutée sur le promoteur du gène à transcrire par une foule de facteurs de

transcription. Les différentes combinaisons de ces facteurs modulent l’activité des

promoteurs. C’est ce qui fait de la transcription le premier ni\eau dc régulation de

l’expression génétique. Certains gènes possèdent plus d’un promoteur, ce qui peut

engendrer la synthèse de transcrits qui divergent en leur région 5’ (Ayoubi et Van De Ven,

I 996). La grande majorité des gènes eucaryotes sont constitués d’exons et d’introns et

l’obtention du transcrit mature ne peut a\oir lieu qu’après épissage. L’épissage standard

consiste en l’excision de tous les introns et en la juxtaposition de tous les exons. Cependant,
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I’épissage alternatif permet de produire divers transcrits en faisant l’assemblage

uniquement d’un certains nombre d’exons (Stamm et al., 2005). L’épissage est un

processus co-transcriptionnel qui est effectué par le «spiiceosome », un complexe

ribonucléoprotéique spécialisé dans la reconnaissance des introns et qui catalyse le clivage

et la jonction subséquente des exons bordant les introns excisés (Staley et Guthrie, 199$).

Avant de poursuivre son périple vers le cytoplasme, l’ARNm est également modifié

par l’ajout d’une coiffe en 5’ et d’une queue de polyadénosines en 3’. Le messager mature

est alors exporté activement du noyau via les pores nucléaires. Il existe plusieurs récepteurs

pour l’export nucléaire qui reconnaissent leurs cargos par le biais de l’identité des protéines

associées au transcrit (Zenklusen et Stutz, 2001). Une fois dans le cytoplasme, l’ARNm est

encore associé à plusieurs protéines d’origine nucléaire dont les protéines du complexe de

jonction exon-exon et le complexe de liaison de la coiffe (CBP) (Ishigaki et al., 2001). Afin

d’être traduit activement, l’ARNm devra se départir de ces protéines nucléaires et

s’associer aux facteurs d’initiation de la traduction qui pourront dès lors recruter

efficacement le ribosome et débuter la synthèse protéique.

Par contre, plusieurs ARNm sont soumis à des niveaux additionnels de régulation

avant d’être traduits. En effet, un grand nombre de transcrits contiennent des éléments de

séquence (éléments Lis) qui sont liés par divers membres d’une vaste famille de protéines

les protéines de liaisons à l’ARN (RBP) qui sont les éléments trans. L’association de

certaines de ces protéines à un ARNm particulier peut avoir plusieurs conséquences
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• La traduction de I’ARNm peut être inhibée en attendant un stimulus cellulaire précis

qui supprimera cette répression (Pantopoutos, 2004).

• L’ARNm peut être assemblé dans des complexes de transport qui se chargeront de

localiser le transcrit à un site cellulaire précis avant que sa traduction ne débute

(Mayford et al., 1996).

• Le transcrit peut être ciblé rapidement vers la voie de dégradation, car le niveau

cellulaire de la protéine qu’il encodc doit être strictement contrôlé (Sagliocco et al.,

1994; Winstall et al., 1995).

11 est connu que l’ARNm peut également adopter des niveaux de structure

secondaire et tertiaire qui sont impliqués dans une régulation fine du contrôle post

transcriptionnel de l’expression génétique (Dollenmaier et Weitz, 2003; Odrernan

Macchioli et al., 2000). De quelle manière la structure d’un ARNm a-t-elle une influence

sur son métabolisme? Principalement de deux façons. Premièrement, la structure elle-même

peut avoir un rôle à jouer, afin d’interférer avec la lecture du messager, par exemple.

Deuxièmement, la structure peut être liée par des protéines spécifiques qui destinent le

messager à divers sorts. L’étude de la fonction de ces facteurs protéiques sur la traduction

ou la stabilité des ARNm permet une meilleure compréhension de la régulation de ta

synthèse protéique au niveau cellulaire.
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1.1.1 Objectifs de la thèse

LI existe dans les cellules eucaryotes une multitude de complexes

ribonucléoprotéiques dont la composition peut varier grandement en fonction des divers

signaux que reçoit la cellule. Les tra’vaux effectués dans cette thèse ont consisté en l’étude

du rôle cellulaire de la protéine Staufen chez les mammifères. Staufen est une protéine qui

possède plusieurs domaines de liaisons à l’ARN en double brins et qui est impliquée dans

de multiples aspects du métabolisme de l’ARNm. Au moment de débuter les travaux qui

sont l’objet de cette thèse, la majorité des résultats obtenus concernant la fonction de

Staufen provenaient de la drosophile. Staufen y est impliqué dans la localisation des ARNm

bicoid et oskar aux pôles antérieurs et postérieurs de l’ovocyte, respectivement. Il a depuis

été montré qu’il existe deux gènes Staufen chez les mammifères, qui encodent Staul et

Stau2. Ces protéines sont associées aux ribosomes et au réticulum endoplasmique rugueux

(PER). Elles sont également impliquées dans le transport dendritique de l’ARNm dans les

neurones. Staul joue également un rôle dans l’activation traductionnelle des ARNm

réprimés. Le point de départ des travaux qui seront ici présentés fut de s’attaquer à la

question suivante : quels sont les ARNm associés à Staul et Stau2 et quel(s) impact(s) cette

association a-t-elle sur le métabolisme de ces ARNm?

Puisque Staufen est une protéine qui lie l’ARN en double brins, la première section

de l’introduction s’intéressera à présenter la fonction de diverses protéines possédant des

domaines de liaison à l’ARN en double brins (dsRBD). La deuxième section traitera de la
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structure du dsRBD et de son mode d’interaction avec l’ARN. La troisième section, quant à

elle, présentera ce qui est connu sur les protéines Staufen de mammifères et sur leurs

fonctions. La quatrième section sera un chapitre technique sur les différentes approches qui

existent afin d’identifier globalement les ARNm qui interagissent avec une protéine liant

l’ARN. Finalement, la dernière section sera une présentation des mécanismes généraux de

dégradation de l’ARNm, puisque tout processus agissant sur le métabolisme de l’ARN est

en compétition constante avec les voies de dégradation de l’ARN.

1.2 Rôles cellulaires des protéines liant l’ARN en double brins

L’ARN, lorsqu’il adopte sa conformation mature, contient des segments en double

brins (ARNdb). L’appariement des nucléotides dans l’ARN est plus varié que celui dans la

double hélice d’ADN. En plus des interactions «Watson-Crick » standards, les paires

guanosine-uracile sont relativement fréquentes (Ackermann et al., 1979; Chang et Marshall,

1986).

Il existe un ensemble de protéines spécialisées dans l’interaction avec les régions en

double brins de l’ARN (Tableau 1). Tous les membres de ces familles possèdent une ou

plusieurs copies d’un motif consensus de liaison à l’ARNdb le dsRBD (oubÏe-randed

RNA /2fnding domain) (Figure I). Les caractéristiques structurales du dsRBD seront

abordées plus loin dans l’introduction, les prochaines sections présentent divers rôles des

protéines à dsRBD dans la physiologie cellulaire.
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Tableau 1: Fonctions de diverses protéines possédant des dsRBD.

Protéines Domaine catalytique Fonctions Caractéristiques
Rs \ se III / Dicer/ Di sIia D ,ns sine RN \sel 11 Bs des inico \ R N et uci tiirats in des petits ‘RN
\D.\R I & 2 Diaminase I diti n

RI L\ I-Iéhcssc i dr,nisine DIN1 I t riens sieur transcnptrumel
P R Kinsse de Scr/ I li r nntr,Ic trad icri nuel
1 RBP/I\C I’svI3] \iictin \I,Iuliti,u de Factisit de I’LR
Ni Ott ucuii I icteiir de ieanscnptlnll
Stati leu ne n L cshsati n de In RN 1
Nlrbp.

- \ucIin 1 eslisan ii de ni RN P
R2D2/RDFs1/I i\ II \ucun t inpsaiits des suies duiterfireiicc par Ir\RN

Tableau tiré de Chang et Ramos (2005).
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Figure 1: Divers exemples de protéines à dsRBD.

Représentation schématique de diverses protéines contenant une ou plusieurs copies du

domaine consensus de liaison à l’ARNdb (d5RBD: identifié par les rectangles roses)

figure tirée de Fierro-Monti et Mathews (2000).
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1.2.1 Transport et localisation intracellulaire de l’ARNm

Il est parfois capital pour la cellule de retarder la traduction d’un ARNm jusqu’à ce

que celui-ci soit localisé à un site cellulaire précis. La localisation intracellulaire de

l’ARNm comporte plusieurs avantages. Premièrement, ce mécanisme permet à la cellule de

dépenser moins d’énergie que si elle devait localiser les protéines encodées par le messager.

En effet, la localisation d’une seule molécule d’ARNm permet la synthèse de plusieurs

copies de la protéine directement au site requis. Deuxièmement, la traduction des ARNm

transportés est inhibée et elle n’est enclenchée que lorsque le messager est arrivé à sa

destination finale. Plusieurs RBP ont un rôle à jouer dans la localisation intracellulaire de

divers ARNm, cependant, uniquement les protéines à dsRBD seront l’objet de celle section.

1.2.1.1 Staufen

L’ovogenèse chez la drosophile est un processus complexe qui requiert le

positionnement de certains ARNm à des régions précises de l’ovocyte. La détermination de

l’axe antéropostérieur est basée, en partie, sur la localisation du transcrit bicoid au pôle

antérieur et du transcrit oskar au pôle postérieur (Riechmann et Ephrussi, 2001). L’ARNm

bicoid n’est traduit qu’après fertilisation de l’ovocyte, ce qui donne lieu à l’apparition d’un

gradient antérieur de la protéine bicoid. Bicoid est un morphogène qui active la

transcription de gènes nécessaires à la formation des structures antérieures (Zhao et al.,

2002). La localisation postérieure de l’ARNm oskar permet le recrutement et l’assemblage

des facteurs responsables de la formation de l’abdomen et de la lignée germinale (Ephrussi
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et Lehmann, 1992; Lehmann et Ephrussi, 1994). Staufen est impliqué dans ces deux

événements de localisation. Il a été montré que Staufen peut s’associer à une région du

3’UTR de bicoid dont la structure est majoritairement en double brins. L’injection dans des

embryons de drosophile de cette portion du 3’UTR de bicoid est suffisante pour un

recrutement par Staufen et une localisation antérieure du transcrit (Ferrandon et al., 1994;

ferrandon et al., 1997; Macdonald et Kerr, 1997; Snee et al., 2005). La localisation au pôle

postérieur de l’ARNm oskar nécessite également Staufen, mais la région du transcrit qui est

reconnue n’a pas encore été identifiée. De plus, Staufen est important pour supprimer

l’inhibition de la traduction de oskar, une fois le messager localisé (Inon et al., 2006;

Micklem et al., 2000). Les mécanismes moléculaires du transport de l’ARNm sur de

longues distances seront examinés plus spécifiquement à la section 1.4.5.

1.2.1.2 NF90/Ilt3

Les neurones sont des cellules très polarisées et le maintien de cette polarité se fait

par la localisation différentielle de molécules dans les divers sous-domaines cellulaires, tels

que les dendrites, te soma et l’axone. Le cytosquelette est nécessaire à la formation et au

maintien de cette polarité (Bassell et Singer, 2001; Bassell et al., 1994). L’ARNm de tau,

une protéine associée aux microtubules, est retrouvé dans le soma des neurones et au

niveau de la région proximale de l’axone (Litrnan et al., 1994; Litman et al., 1993). Une

région du 3’UTR de l’ARNm tau est responsable de la localisation axonale du transcrit

(Aronov et al., 2001). L’ARNrn tau est stabilisé par HuD, une protéine qui s’associe aux

régions riches en AU (Section 1.6.1) (Aronov et aÏ., 2002). Afin d’identifier les protéines



33

responsables de la localisation axonale de tau, une approche de buvardage de type

North Western a été réalisée sur des extraits de cellules neuronales en utilisant l’élément de

localisation de 91 nt du 3’UTR de tau comme sonde (Larcher et al., 2004). Deux protéines

ont ainsi été identifiées formellement, soit llf3 et NF90 qui sont en fait deux isoformes de la

même protéine. tif3 co-localise avec la protéine tau au niveau de l’axone, ce qui est en

accord avec un rôle possible d’1lf3 dans la localisation de l’ARNm tau. D’autres travaux

seront nécessaires afin de confirmer l’importance d’11f3 dans la reconnaissance et le

transport de l’ARNm tau.

1.2.2 Activation et répression traductionnelle

La cellule doit parfois réguler avec une précision accrue la fenêtre de temps à

l’intérieur de laquelle un ARNm donné peut être traduit activement. Trois exemples de

régulation seront présentés : le premier fait intervenir la protéine Prbp (Zhong et al., 1999),

le deuxième la protéine RHA (Hartman et al., 2006) et le troisième la protéine PKR

(Saunders et Barber, 2003).

1.2.2.1 Prbp

Lors de la spermatogenèse, les histones doivent être remplacées par deux classes de

protéines les protéines de transition et les protamines (Govin et al., 2004; Zhong et al.,

1999). La traduction de l’ARNm encodant la protamine-l (Prml) doit être régulée

temporellement lors de la différenciation des spermatides. L’ARNm Prml possède dans

son 3’UTR deux copies d’une séquence Z et une copie de la séquence complémentaire Z’.
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Deux tiges peuvent donc être formées en combinant un élément Z avec l’élément Z’. La

protéine Prbp (orthologue murin de la protéine humaine Trbp impliquée dans la

transactivation du VII-l-l) contient trois dsRBD et se lie aux éléments Z’Z’ (Lee et al.,

1996) permettant une activation1’dérépression traductionnelle de l’ARNm Prml (Zhong et

al., 1999).

1.2.2.2 RHA

RHA est une hélicase d’ARN de la famille «DEAD-box », elle possède des

fonctions dans la transcription, l’épissage et le contrôle traductionnet. En plus de son

domaine hélicase, RHA possède deux dsRBD et un domaine RGG (Zhang et Grosse,

1997). Certains ARN viraux et ARNm cellulaires possèdent des régions 5’UTR très

structurées qui sont un obstacle à une initiation efficace de la traduction par le ribosome.

RHA a été purifiée en complexe avec un de ces éléments viraux nommé le PCE (post

transcriptional control element). La liaison de RHA au PCE permet un taux de traduction

plus élevé de divers ARNm rapporteurs (Hartman et al., 2006). La sous-expression ou la

surexpression de RHA dans des cellules COS entraîne une diminution et une augmentation,

respectivement, de la traduction d’un rapporteur contenant ta séquence PCE. L’ARNm

codant pour le facteur de transcription JunD possède dans son 5’UIR une région hautement

structurée semblable au PCE (Short et Pfarr, 2t)02). La sous-expression de RHA dans des

cellules COS entraîne une diminution de la synthèse protéique de JunD ainsi qu’une

diminution de la quantité d’ARNm JunD dans la fraction de polysomes (Hartman et al.,

2t)06).
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1.2.2.3 Rôle de PKR et modulation par TRBP et PACT

La protéine kinase dépendante de l’ARNdb (PKR) est impliquée dans la réponse

cellulaire à l’infection virale. En effet, l’expression de PKR dans les cellules est augmentée

en réponse à l’interféron (Thomis et Samuel, 1993). PKR est une protéine qui contient deux

dsRBD et un domaine sérine/thréonine kinase. L’activation de PKR entraîne la

phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction elf2a, ce qui inhibe la synthèse

protéique générale (Dar et al., 2005). Pour être activé, PKR doit se lier à un substrat

d’ARNdb d’environ 30 à 80 paires de bases (Manche et al., 1992). Plusieurs virus à ARN

possèdent des régions en double brins capables de recruter PKR. Les deux dsRBD doivent

être en contact avec de I’ARNdb pour qu’il y ait activation (Nanduri et al., 1998).

L’association de PKR avec l’ARNUb stimule la formation d’un homo-dimère et une

phosphorylation en trans de chacun des monomères (Thomis et Samuel, 1995).

Plusieurs virus ont évolué avec des systèmes précis pour contourner l’activation de

PKR. L’exemple du virus vacunia est éloquent. Ce virus encode deux protéines, E3L et

K3L, qui agissent de concert pour empêcher l’activation de PKR et l’inhibition de ta

traduction. E3L possède un dsRBD et entre en compétition avec PKR pour l’accès aux

régions en double brins de l’ARN, limitant ainsi les chances de PKR de pouvoir être activé

(LangÏand et Jacobs, 2004; Sharp et al., 1998). K3L ressemble à elF2a et peut donc

s’associer au domaine kinase de PKR, s’assurant ainsi que eIF2a ne soit pas phosphorylé

(Kawagishi-Kobayashi et al., 1997).
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Deux protéines cellulaires peuvent également moduler l’activation de PKR. TRBP

(TAR RiVA binding j2rotein) est une protéine possédant trois dsRBD. Elle fut isolée en

association à l’élément TAR (Tat-responsive region RNA), une structure d’ARNdb

retrouvée à l’extrémité 5’ de tous les transcrits du VII-l-1 et capable d’activer PKR. De la

même manière que E3L, il est suggéré que TRBP inhibe l’activation de PKR par

compétition (Dorin et al., 2003; Ong et al., 2005). À l’inverse, la protéine PACT (J1rotein

activator oJPKR) est capable d’activer PKR. En réponse à divers stress cellulaires, PACT

est phosphorylé et permet l’activation de PKR, ce qui se traduit par un arrêt de la croissance

cellulaire et une induction de l’apoptose (Patel et al., 2000; Patel et Sen, 1998a).

1.2.3 Édition par les désaminases d’adénosine

L’édition de l’ARN est la modification de l’identité de certains nucléotides au

niveau co-transcriptionnel ou post-transcriptionnel. L’édition peut avoir plusieurs

conséquences (Bass, 2002). Premièrement, si le nucléotide modifié se retrouve dans la

région codante d’un messager, cela peut entraîner une substitution d’acide aminé ou la

suppression d’un codon de terminaison. Deuxièmement, l’édition peut entraîner la création

d’un nouveau site d’épissage (Rueter et aI., 1999). Une troisième fonction de l’édition,

récemment découverte, est la rétention nucléaire d’un messager édité, l’ARNm CTN-RNA,

qui est clivé et relâché dans le cytoplasme lors d’un stress cellulaire (Prasanth et al., 2005).

Un type d’édition consiste en la conersion, par désamination, d’une adénosine en

inosine, un nucléotide aux propriétés similaires à la guanosine. Les mammifères possèdent
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deux enzymes ayant cette activité catalytique ADARI et ADAR2 (Adenosine Deaminase

thaï’ act on RNA). Concernant l’organisation structurale de ces enzymes, ADARI possède 3

dsRBD tandis que ADAR2 n’en possède que deux, en plus du domaine catalytique

désaminase qui se retrouve dans la portion C-terminale (Bass, 2002). ADARI contient

également deux domaines d’interaction avec l’ADN-Z.

Les ADAR reconnaissent leurs substrats par le biais de leurs divers dsRBD, mais le

rôle précis de chacun des dsRBD, ainsi que la synergie d’association qui existe entre eux

restent à être mieux étudiés. Le substrat préférentiel d’ADAR est une longue tige en double

brins d’ARN. Il est à noter que la tige considérée comme minimale pouvant être éditée est

de 15 paires de bases avec un mésappariement (Herbert et Rich, 2001).

1.2.4 Multiples rôles des protéines de la famille RNAse III

La RNAse III est une endonucléase retrouvée chez E. cou qui permet la maturation

ou la dégradation de plusieurs types d’ARN. Toutes les espèces étudiées possèdent un ou

plusieurs orthologues de la RNAse III bactérienne. Le domaine catalytique de la RNAse LII

est retrouvé dans la portion N-terminale, tandis que l’unique dsRBD est situé en C-

terminal. Le domaine catalytique est identifié par un motif «signature» de onze acides

aminés, dont huit sont hautement conservés, et qui est retrouvé chez tous les membres de

cette famille (Sun et al., 2001a). La RNAse III agit sous forme d’homo-dimêre et effectue

le clivage de substrats d’ARNUb (Nicholson, 1999). L’activité catalytique de la RNAse III

est importante pour la maturation des ARN ribosomiques l6S et 23S et 5S à partir du
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transcrit précurseur (Srivastava et Schlessinger, 1990). La RNAse 111 est également

impliquée dans la maturation des ARNt et de certains ARNm, dont les ARNm du

bactériophage 17.

L’activité catalytique RNAse III est également importante pour la maturation de

plusieurs classes de petits ARN non codants dont les micro-ARN. La section suivante

aborde cet aspect du rôle des endonucléases de type RNAse lit que sont Drosha et Dicer.

1.2.4.1 Biogenèse des m1RNA

La dernière décennie a vu naître un nouveau champ d’étude d’une nature jusque là

insoupçonnée : la régulation post-transcriptionnelle via les petits ARN non-codants. Les

micro-ARN (miRNA) sont une classe majeure de ces ARN non-codants. Les miRNA sont

synthétisés à partir de précurseurs transcrits par l’ARN potymérase il. Deux enzymes à

dsRBD sont nécessaires afin d’obtenir un miRNA mature à partir d’un transcrit précurseur:

Drosha et Dicer (Figure 2). La première étape de maturation survient lorsqu’une région du

précurseur se replie en une tige boucle qui est clivée dans le noyau par Drosha pour donner

te pré-miRNA. Cet ARN sous forme de tige boucle de 60 à 100 nucléotides de longueur

possède alors une extension de 2 nuctéotides à son extrémité 3’-OH, ce qui est représentatif

d’un produit de clivage d’une enzyme de la classe des RNAse III, comme le sont Dicer et

Drosha. Le pré-miRNA est ensuite exporté dans le cytoplasme où il subira un deuxième

clivage par Dicer, cette fois du côté de la boucle pour donner un duplex d’ARN de 20 à 24
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Figure 2 t Étapes de synthèse d’un miRNA

La chronologie des événements impliqués dans la synthèse et la maturation d’un miRNA

est détaillée à la section 1.2.4.1. Figure tirée de Kim (2005).
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nucléotides. Le miRNA mature exerce son effet sous forme simple brin, il doit donc y avoir

une étape de sélection du brin effecteur. Il y a controverse sur le mécanisme de sélection,

mais une règle simple qui semble s’appliquer dans la majorité des cas est que le brin mature

sera celui dont la force des appariements en 5’ dans le duplex est plus faible (Schwarz et

al., 2003). Le miRNA mature est assemblé dans le complexe RISC (RI’L4-indueedsfÏencing

complex), un complexe contenant différentes hélicases d’ARN et un des membres de la

famille Argonaute. Les Argonautes sont des protéines possédant un domaine PIWI

semblable au domaine catalytique de la RNAse I-1 et sont nécessaires pour effectuer le

contrôle post-transcriptionnel médié par les miRNA (Gregory et al., 2005). Le complexe

RISC reconnaît ses substrats principalement par complémentarité de séquence au niveau du

3’UTR des ARNm, en se servant du miRNA mature comme gabarit. Deux évènements

peuvent alors se produire: l’ARNm ciblé peut être dégradé ou sa traduction peut être

inhibée. Ces effets opposés découlent principalement du niveau de complémentarité entre le

miRNA et son ARNm cible, une complémentarité totale entraîne généralement la

dégradation du transcrit.

1.3 Spécificité d’interaction entre I’ARNdb et les dsRBD

La majorité des protéines liant l’ARN le font d’une manière spécifique à la

séquence en nucléotides, par exemple les protéines PABP, PTB et QK 1, pour n’en nommer

que quelques-unes. Dans le cas des protéines contenant des dsRBD, la liaison semble

dépendre beaucoup plus de la structure de la région en double brins liée (Ramos et al.,
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1999; Ramos et al., 2000; Ryter et Schultz, 199$) et les rares contacts directs avec les bases

azotés ne sont pas nécessaires à la stabilité de l’interaction. Les deux prochaines sections

sont dédiées à la présentation structurale du UsRBD et des contraintes conformationnelles

de l’ARN associé.

1.3.1 Structure des dsRBD

Le dsRBD est un motif composé de deux hélices alpha groupées sur une même face

d’un feuillet bêta antiparallèle de trois brins (fierro-Monti et Mathews, 2000). En allant du

N-terminal vers le C-terminal du motif on retrouve l’hélice OEl, suivie des brins I 1,2 et 3,

et finalement l’hélice a2. Le motif entier contient entre 65 et 75 résidus d’acide aminés. La

figure 3 montre les positions les plus conservées du motif et les acides aminés qui les

occupent. La conservation des acides aminés est beaucoup plus prononcée en C-terminal du

motif qu’en son N-terminal.

Le dsRBD, en plus de son rôle dans la liaison d’ARN, peut aussi servir de

plateforme pour des interactions protéine-protéine. Le dsRBD peut donc être vu comme un

domaine multifonctionneÏ, dont la face comportant les deux hélices alpha servirait

principalement à interagir avec les acides nucléiques et le reste du domaine servirait aux

interactions protéiques. Il a été montré que PKR peut former un homo-dimère par le biais

de son dsRBD-l indépendamment de son activité de liaison à l’ARN, mais d’autres

résultats tendent à démontrer que l’ARN est important pour cette interaction
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(>50%) P---L-E--Q -Y- GP-H-P----V-G-G--G-SKK-AK--AA--AL--L

(>70%) P---L-E -Y- -H-P-G-s------L

J31 132 133

ÂÂI AÂf

Figure 3 Consensus en acides aminés du motif dsRBD

Un alignement de séquence a été effectué avec $0 différents dsRBD. Les acides aminés

conservés à plus de 50% et à plus de 70% sont indiqués dans la portion supérieure de la

figure. Les acides aminés ayant un rôle direct à jouer dans l’association avec l’ARNdb sont

surlignés en jaune. La portion inférieure de la figure représente la position respective des

éléments de la structure secondaire du dsRBD. Figure tirée de Fierro-Monti et Mathews

(2000).
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(Patel et Sen, 1998b; Zhang et al., 2001). Ces travaux diffèrent puisque certains ont été

réalisés in vitro, tandis que d’autres ont été effectués in ‘tivo chez ta levure. Diverses

protéines, comme PACT, NF90, PKR interagissent avec d’autres protéines via leurs dsRBD

t Saunders et Barber, 2003), mais les données actuelles ne permettent pas de définir avec

précision si toutes ces interactions nécessitent une surface commune du dsRBD ou bien si

chacune de ces interactions est unique et qu’elles ne partagent pas de similitudes entre elles.

Il est aussi important de noter que tous les dsRBD ne possèdent pas d’activité de liaison à

l’ARN, ce qui suggère l’importance du domaine pour d’autres types d’interactions. Les

déterminants structuraux permettant l’association dsRBD-ARN sont mieux documentés et

la prochaine section s’y intéresse.

1.3.2 Interactions protéines-ARNdb

Des études majeures se sont intéressées à la détermination de ta stmcture précise du

complexe dsRBD-ARN. Les travaux de Ryter et Schultz ont permis d’obtenir la première

structure cristallographique d’un dsRBD associé à de l’ARN (Figure 4). Le cristal était

composé du dsRBD2 de la protéine XlrbpA et d’une pseudo-hélice continue d’ARNUb de

type A formée par la juxtaposition tête-à-queue de courtes hélices de 10 paires de bases

(Ryter et Schultz, 1998). Il est possible de diviser les zones d’interaction déduites en trois

régions: l’hélice al interagit avec un sillon mineur, la boucle 2 interagit avec un autre

sillon mineur et ta boucle 4 ainsi que l’hélice a2 s’enfoncent dans le sillon majeur. Toutes
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Figure 4 Le dsRBD2 de XlrbpA associé à une hélice d’ARN

Représentation de la structure cristallographique obtenue du complexe entre le dsRBD2 de

la protéine XlrbpA et un duplex d’ARN. La figure indique l’emplacement du sillon majeur

et des deux sillons mineurs qui sont contactés par le dsRBD. Les régions du dsRBD

impliquées dans l’interaction avec l’ARN sont indiquées l’hélice ccl, la boucle 2 (Loop 2)

et la boucle 4 (Loop 4). figure tirée de Chang et Ramos (2005).
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les interactions observées, à l’exception d’une seule, indiquent que l’association est

indépendante de la séquence en nucléotides de l’hélice d’ARN. La majorité des contacts

entre le dsRBD et l’ARN se produisent sur les groupements phosphates des liens phospho

diesters et tes groupements 2’Ol-l des résidus riboses via des ponts hydrogènes, des

interactions charge-charge ou par l’intermédiaire de molécules d’eau intercalées. Il est à

noter que le sillon majeur ne respecte pas la conformation absolue d’une hélice parfaite de

type A, ce qui pourrait être vu comme un élément de spécificité d’association.

Concernant les déterminants de spécificité de séquence, la structure révèle deux

points de contact directs avec des bases azotés. Une des interactions fait intervenir un

groupement accepteur de pont hydrogène qui occuperait ta même position indépendamment

de la nature du nucléotide. Par contre, l’autre interaction directe se fait entre le groupement

carbonyle du squelette peptidique d’une proline (P140) et le groupement amino exo

cyclique d’une guanosine, ce qui suggère l’importance d’une paire G-C au niveau du sillon

mineur contacté par la boucle 2.

Plusieurs études de l’association dsRBD-ARN ont été effectuées par résonance

magnétique nucléaire (RMN). Les travaux du groupe de Varani (Ramos et al., 1999; Ramos

et al., 2000) réalisés aec le UsRBD3 de la protéine Staufen ont permis de corroborer

plusieurs interactions clés déduites des travaux de Ryter et Schultz, mais quelques

divergences importantes sont à noter. Premièrement, un des ARNdb utilisé pour former le

complexe consiste en une tige-boucle et non pas un long duplex d’ARN. L’hélice OEl est
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donc impliquée dans des interactions avec les nucléotides de la boucle qui est absente de la

structure cristallographique. Autre différence, la tige est une double hélice d’ARN qui

respecte exactement la structure de type A. Il est possible que le dsRBD2 de XlrbpA et le

dsRBD3 de Staufen ne possèdent pas la même spécificité d’interaction, mais deux

explications peuvent réconcilier ces divergences.

Premièrement, le sillon majeur plus large observé dans la structure

cristallographique est causé par la juxtaposition de deux hélices, ce qui peut être vu comme

étant artificiel comparativement à une double hélice continue. Cependant, il est possible

que le sillon majeur plus large soit également un réel déterminant de spécificité, car

plusieurs séquences d’oligonucléotides ont été testées avant d’obtenir un cristal où le

dsRBD ne se fixe qu’à un seul site. Deuxièmement, le dsRBD3 de Staufen peut également

s’associer à une tige d’ARN sans boucle (Ramos et al., 1999), ce qui relativise l’importance

des conlacts entre l’hélice OEl et les nucléotides de la boucle.

1.4 Staufen, une protéine impliquée dans de multiples facettes

du métabolisme de l’ARNm.

Le gène codant pour Staufen a été identifié en 1986 chez la drosophile lors d’un

criblage pour découvrir de nouveaux gènes à effets maternels impliqués dans l’ovogenèse

et le développement embryonnaire (Schupbach et Wieschaus, 1986). Quelques années plus

tard, en 1991, il a été montré que la protéine Staufen est importante pour la localisation de

certains ARNm aux pôles antérieur et postérieur de l’ovocyte (St Johnston et al., 1991). La
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localisation des ARNm bicoid et oskar, durant l’ovogenèse, et de prospero, lors de la

division asymétrique des neuroblastes, semble être dépendante, du moins en partie, de

Staufen (Broadus et al., 199$; Ferrandon et al., 1994; Micklem et aÏ., 2000). La découverte

d’orthotogues de Staufen chez les mammifères (Buchner et al., 1999; DesGroseillers et

Lemieux, 1996) a ouvert une voie de recherche fascinante sur le rôle de la localisation

intracellulaire de l’ARNm chez les organismes supérieurs.

1.4.1 Aperçu des protéines Staufen de mammifères

Les mammifères possèdent chacun deux gènes codant pour Staufen, soit Staul et

Stau2 qui sont des paralogues. Par épissage alternatif chacun de ces gènes produit divers

isoformes (figure 5). En comparaison à Staufen de la drosophile (dmStau) qui possède cinq

copies du dsRBD, Staul et Stau2 n’en contiennent que quatre copies. Les dsRBD 2 à 5 sont

retrouvés dans la protéine Staul, tandis que ce sont les dsRBD I à 4 qui sont inclus dans la

protéine Stau2. Il est à souligner que le xenope et le poisson-zèbre expriment également

Staul et Stau2. Cependant, chez ces deux espèces le dsRBDI est présent dans la séquence

peptidique de Staul (Allison et al., 2004; Ramasamy et al., 2006). Des recherches dans les

bases de données provenant du séquençage du génome humain ont permis de retrouver

deux exons potentiels ayant la possibilité de coder pour le dsRBDI de Staul, mais un

codon de terminaison est retrouvé dans l’un des deux exons (communication personnelle,

L. DesGroseillers). Le dsRBDl de Staul a peut-être été perdu au cours de l’évolution lors
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Drosophile
dsREl)1 IRBD2 dsRBD3 tIsRBD4 dRBD5

Effiflflflffl

66 kDa

Stau 1 55 kD a

Isoformt 62 kD

Stau2
Isofornie 59 kD

huronne 56 1W

Isufurnie 52 kD

TBD

Figure 5 : Organisation des différents domaines des isoformes communs de Staul et Stau2

de souris et d’humain en référence à Staufen de la drosophile. (TBD domaine de liaison à

la tubuline).
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d’une spécialisation des fonctions de Staul et Stau2. Autres divergences importantes, Staul

et Stau2 sont beaucoup plus courtes en N-terminal que dmStau. Par contre, elles possèdent

une région similaire au domaine de liaison à la tubuline de la protéine MAP2B te TBD

(tubuline binding domain), qui est absent de dmStau.

Tel que mentionné précédemment (Section 1.3.1), ce ne sont pas tous les dsRBD

qui ont une activité détectable de liaison à Ï’ARNdb. Des expériences réalisées in vitro à

l’aide des différents dsRBD, purifiés à partir d’extraits bactériens, ont montré que les

dsRBD3 et dsRBD4 de Staul et de Stau2 sont les seuls à interagir avec l’ARNdb

(Duchaine et al., 2002; Wickham et al., 1999). 11 a été rapporté que le dsRBDl de dmStau

peut lier l’ARNdb efficacement (Mickiem et al., 2000). L’absence d’activité de liaison du

dsRBDI de Stau2 pour l’ARNdb pourrait être expliquée par la substitution d’une lysine,

conservée dans le domaine consensus par une sérine. Le dsRBD2, quant à lui, contient une

insertion qui divise le domaine consensus en deux moitiés, l’excision de cette insertion

confère au domaine le potentiel de lier l’ARNdb, du moins dans le cas de dmStau (Micklem

et aÏ., 2000). lI est important de noter que tous ces essais de liaison ont été réalisés avec des

protéines recombinantes provenant d’un système de surexpression bactérien et qu’il est

donc possible que l’affinité observée, in vitro, des divers dsRBD pour l’ARNdb ne soit pas

le reflet de l’affinité in vivo. Des différences de conformation ou des modifications post

traductionnelles pourraient être impliquées dans l’activité de liaison des dsRBD.
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La localisation intracellulaire de l’ARNm sur de longues distances s’effectue

principalement sur le réseau de microtubules (Ferrandon et al., 1994; Kohrmann et al.,

1999) et les granules de transport qui s’y déplacent contiennent des kinésines (Brendza et

al., 2000; Kanai et al., 2004; Villace et al., 2004). Les kinésines sont une classe de moteurs

moléculaires permettant un déplacement de cargo sur les microtubuÏes. Il est donc

intéressant de voir que les protéines Staufen de mammifères possèdent un domaine

potentiel de liaison à la tubuline. Ce domaine pouffait théoriquement servir à ancrer tes

complexes de transport sur les microtubules. Le TBD de Staul est fonctionnel in vitro, son

activité de liaison à la tubuline a été testée par immunobuvardage de type far- Western

(Wickham et al., 1999). De plus, l’expression d’un mutant de délétion de Stau2 qui ne

contient pas la portion C-terminale de la protéine comprenant le TBD empêche le transport

actif de l’ARNm dans les dendrites des neurones. Ce transport est dépendant des

microtubules. Une description plus complète de ta fonction neuronale de Stau2 sera

présentée plus loin (Section 1.4.5)

1.4.2 Stau’: un isoforme au phénotype drastique

Lors du clonage moléculaire de Staul de souris (mStaul), certaines séquences

présentaient une insertion de 18 nucléotides au niveau de la région codant pour le dsRBD3.

Cet isoforme, Stau’, est généré par l’utilisation d’un site accepteur alternatif lors de

l’épissage (Duchaine et al., 2000). Par modélisation, il a été déduit que l’insertion de ces six

acides aminés détruit presque entièrement la structure tridimensionnelle du dsRBD3, le
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rendant ainsi inapte à lier l’ARN, ce qui a d’ailleurs été vérifié expérimentalement. Mais

quel est le rôle de cet isoforme? Une réponse partielle à cette question est que Stau’ peut

servir à réguler la quantité d’ARNm dans les complexes ribonucléoprotéiques.

Étonnamment, lorsqu’introduit dans des cellules en quantité limitée, Stau’ est associé au

réticulum endoplasmique rugueux et possède la même distribution tubulo-vésiculaire que la

protéine de type sauvage. Cependant une surexpression de Stau’ entraîne un phénotype

cellulaire très particulier : la formation de très larges granules cytoplasmiques contenant de

la calnexine, un marqueur du RER. Ceci pourrait n’être qu’un artéfact de surexpression,

mais la co-transfection de mStau et mStau’ permet de relocaliser mStau’ à la surface

périnucléaire et entraîne une disparition des énormes granules cytoplasmiques. Puisque

Stau’ et Stau font parti des mêmes complexes, la balance entre les deux isoformes peut être

importante pour une activité normale de recrutement et de transport de l’ARNm.

L’isoforme Stau’ a été retroué dans tous les tissus et types cellulaires testés de souris, de

singe et d’humain, cependant le rapport entre l’isoforme I et la forme sauvage peut varier. Il

semble que les lignées cellulaires immortalisées possèdent un plus faible rapport Stau1/Stau,

ce qui peut indiquer une différence dans la régulation de l’épissage alternatif dans ces

cellules ou l’importance du rapport entre ces deux formes de Staul pour la physiologie

cellulaire normate.
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1.4.3 Transport nucléo-cytoplasmique de Staufen

La synthèse de l’ARNm ayant lieu au sein du noyau, plusieurs protéines liant

l’ARN transitent entre le noyau et le cytoplasme pour transporter leurs cargos d’un site à

l’autre. La première observation de Stau 1 dans le noyau est venue du groupe de Juan Ortfn

qui, en microscopie par ïmmunofluorescence, a détecté hStaul principalement dans le

cytoplasme, associé au RER, mais également à un faible niveau dans le noyau (Marion et

al., 1999). Cependant, dans la majorité des cas, Staul n’est pas détectable dans le noyau.

L’analyse de la séquence en acides aminés de Staul a révélé la présence d’un motif de

localisation nucléaire (NLS) bipartite (Martel et al., 2006). La fonctionnalité de ce NLS a

été prouvée par un essai d’ïmport nucléaire chez la levure. Des travaux effectués à l’aide de

cellules HeLa ont montré que l’inhibition des voies d’export nucléaire dépendantes de

l’exportine 5 (ExpS), voie privilégiée d’export des protéines à dsRBD, ou de CRMI ne

permettent pas une accumulation nucléaire de Staul. Deux hypothèses ont été développées

pour tenter de réconcilier l’activité du NLS et la quasi absence de Staul dans le noyau en

conditions normales. Premièrement, la présence d’un transit nucléo-cytoplasmique rapide

qui ne permet pas une accumulation de Staul au noyau ou, deuxièmement, une rétention

cytoplasmique forte de Staul. Il est à noter que ces deux mécanismes ne sont pas

mutuellement exclusifs. La génération d’une multitude de mutants de délétion et de mutants

ponctuels de Staul a montré le rôle prépondérant du dsRBD3 dans le mécanisme de

rétention cytoptasmique. Sans décrire en détails les conclusions tirées de l’analyse de

l’activité de transit nucléaire de ces diverses constructions, il faut retenir que Staul peut
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effectivement se rendre au noyau et au nucléole et que cette localisation semble être

fortement régulée par plusieurs déterminants dont tes dsRBD2 et 4.

Stau2 est également soumis à un transit nucléo-cytoplasmique. La littérature sur

Stau2 présente souvent, à tort, la protéine comme étant spécifique aux neurones (Goetze et

al., 2006; Macchi et al., 2004). Il est vrai que l’expression est élevée dans les neurones,

mais Stau2 est également détectée dans le coeur, le rein, les testicules, les ovaires, les

oligodendrocytes et plusieurs autres types cellulaires (Duchaine et al., 2002; Thomas et al.,

2005). Comme pour Staul, il est possible d’obser\er une faible quantité de Stau2 dans le

noyau/nucléole de cellules en culture. Stau2 possède également un NLS bipartite localisé

entre le dsRBD3 et 4. Le dsRBD3 de Stau2 peut interagir directement avec ExpS et ce

uniquement si l’activité de liaison à l’ARN est intacte. De plus, la sous-expression de Exp5,

induite par siRNA, entraîne une accumulation nucléaire préférentielle de l’isoforme long de

Stau2 (Stau22)(Macchi et al., 2004). Dans ce même article, l’utilisation de l’inhibiteur de

la voie d’export CRM I, la leptomycine B, n’entraîne pas d’accumulation nucléaire de

Stau262 ou de l’isoforme court, Stau2.

Une autre équipe s’est intéressée à la localisation nucléaire de Stau2 avec des

résultats partiellement contradictoires qui peuvent être réconciliés (Miki et Yoneda, 2004).

Cette étude suggère que l’export nucléaire de Stau262 est dépendant de la voie Exp5.

L’utilisation d’un mutant ponctuel qui détruit la stabilité du dsRBD3 de Stau262 entraîne

son accumulation nucléaire. Par contre, Stau259 n’est pas accumulé dans te noyau s’il
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, , .
5().possede la meme mutation. L analyse de la sequence en acides amines de Stau2 indique la

présence, en N-terminal, d’un motif consensus d’interaction avec CRMÏ. Cette séquence

n’est pas présente chez Stau2’2. L’utilisation de la leptomycine B, bloqueur de la voie

d’export CRMI, ou la sous-expression de CRMI par siRNA, entraine une accumulation

nucléaire de Stau dont le dsRBD3 est muté, mais pas de la forme sauvage.

Résumons ces observations dans leur ensemble, Stau262 est exporté du noyau via

Exp5, Stau2 l’est également, mais uniquement d’une manière détectable si la voie CRMI

est simultanément inhibée. Cette distinction entre les voies d’export de et de

Stau262 a été soulignée par d’autres travaux s’intéressant à un partenaire protéique de Stau2,

soit ]a protéine ZfR. La sous-expression de ZfR dans des neurones en culture primaire

entraîne une accumulation nucléaire de Stau22 uniquement et n’affecte pas la localisation

intracellulaire de Stau259 (Elvira et al., 2006a). Il est donc possible de se demander si

l’inhibition conjointe des voies Exp5 et CRMI aurait pu avoir un impact sur l’accumulation

nucléaire de Staul en regard des travaux effectués avec Stau2.

1.4.4 Staufen est associé aux ribosomes et joue un rôle dans la traduction

Le lien entre une protéine à dsRBD et la traduction a été évoqué précédemment

dans le cas de t’hélicase RHA (Section 1.2.2.2). Puisqu’il a été montré que Staul et Stau2

co-fractionnent avec les ribosomes et les polysomes dans des gradients de saccharose

(Duchaine et al., 2002; Luo et al.. 2002), un rôle pour Staufen dans la traduction peut être

suggéré. Ce rôle a déjà été observé chez la drosophile, car Staufen y est impliqué dans la
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dérépression traductionnelle de l’ARNrn oskar (Mickiem et al., 2t)00). Pour tester la

fonction de Staul sur l’activation traductionnelle d’un ARNm réprimé, un système

rapporteur utilisant l’élément TAR du VIH-l fut utilisé (Dugre-Brisson et al., 2005).

L’élément TAR est une tige boucle retrouxée à l’extrémité de tous les transcrits du VIH-l,

elle est responsable de la répression traductionnelle de ces ARNm en empêchant la fixation

des facteurs d’initiation qui reconnaissent la structure de coiffe 5’. Plusieurs protéines

peuvent interagir avec l’élément TAR, dont PKR, TRBP, l’auto-antigène La et la protéine

virale Tat. L’insertion de l’élément TAR en 5’ de la luciférase ou de la transférase d’acétyle

du chloramphénicol (CAT) réprime la traduction de ces rapporteurs. Le rapporteur TAR

CAl a été utilisé dans des expériences de traduction in vitro, dans des extraits de

réticulocytes, et le rapporteur TAR-luciférase a été utilisé in vivo, dans les cellules 293T.

Dans ces deux systèmes, l’ajout ou la transfection de quantités croissantes de Staul se

traduit par une augmentation de ta synthèse protéique de TAR-CAT ou de TAR-luciférase,

mais pas par une augmentation générale de la traduction. De plus, l’analyse par buvardage

de type Northern de l’ARN isolé des diverses fractions cellulaires sur un gradient de

saccharose, indique que te rapporteur TAR-luciférase est bel et bien déplacé vers les

fractions de polysomes plus lourdes en fonction de quantité croissante de Staul.

L’interaction entre Staul et TAR n’est peut-être pas artificielle, car Staul est encapsidé

avec te VIN-l (Mouland et al., 2000) et aurait donc possiblement un rôle à jouer dans ta

traduction des messagers viraux.



56

1.4.5 Staufen et transport dendritîque d’ARNm

Un type cellulaire idéal pour étudier la localisation intracellulaire d’ARNm sur de

longues distances est le neurone. La traduction locale post-synaptique d’ARNm au niveau

des dendrites est importante pour le remodelage des synapses et pour l’acquisition de

certains types de mémoire.

1.4.5.1 Traduction locale d’ARNm et mémoire

Un phénomène biochimique relié à l’apprentissage chez les mammifères est la

potentialisation à long terme (LTP) dépendante de l’activation du récepteur NMDA (-

rnéthyl-D-aspartate) (Steward et Worley, 2002). Le mécanisme est le suivant l’activité

pré-synaptique entraîne l’activation du récepteur NMDA, ce qui active certaines kinases au

niveau du neurone post-synaptique, dont la calmoduline kinase Il et la protéine kinase

dépendante de l’AMPc (PKA). PKA active ensuite les MAP kinases qui sont transloquées

au noyau où elles phosphorylent le facteur de transcription CREB et la transcription des

gènes de réponse immédiate débute (Hu et al., 2002). Un des transcrit exprimé code pour la

protéine Arc (Activiti’-reguÏatc’d LvtoskeIeton-assoLiaïed proÏein), une protéine associée au

cytosquelette. L’ARNm nouvellement transcrit de Arc est alors transporté jusqu’aux

dendrites à l’endroit précis de ta synapse activée (Steward et aI., 1998; Steward et Wortey,

2001) où il est localement traduit. La protéine Arc jouerait un rôle de générateur dans le

réarrangement de la synapse impliquant l’actine F (Lyford et al., 1995).
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Plusieurs autres travaux ont montré la localisation dendritique d’ARNm. La liste des

ARNm potentiellement localisés aux dendrites a récemment atteint le nombre de 400

(Eberwine et al., 2002). De ces ARNm, certains encodent des protéines dont la fonction

dendritique est mieux connue comme dans le cas de la protéine Arc. Un autre ARNm, celui

de la sous-unité alpha de la calmoduline kinase 11 (CaMKlla), a été la cible d’études

s’intéressant à son transport et à sa régulation traductionnelle dans les dendrites. En effet,

les événements biochimiques qui permettent le transport dendritique de l’ARNm sont aussi

importants que les événements permettant la répression traductionnelle de ces mêmes

messagers durant leur transport. Afin de bien illustrer ces deux mécanismes nous prendrons

pour exemple l’ARNm de la CaMKIta.

Cet ARNm est localisé dans les dendrites après la reconnaissance, par divers

facteurs, de signaux de localisation dendritique situés dans son 3’-UTR (Mayford et al.,

1996). Un modèle d’étude murin a été obtenu par délétion des signaux de localisation

dendritique de l’ARNm de CaMKlla. Cette souris a été générée par mutagenèse ciblée au

niveau du locus du gène CamKJIc La région 3’UTR de CaMKIIa de 3.1 kb fut remplacée

par la région 3’UTR du gène de l’hormone de croissance bovine d’une longueur de 312 pb.

Des travaux utilisant cette souris ont permis de montrer que la distribution de la protéine

CaMKlla était limitée au soma du neurone. Cette absence de la protéine au niveau des

dendrites semble être responsable d’une diminution de formation de la LTP et de problèmes

de mémoire spatiale, de mémoire associative et de mémoire de reconnaissance (Miller et
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al., 2002). 11 est donc important que l’ARNm de CaMKIIa soit transporté jusqu’aux

dendrites. Une fois le transcrit localisé, il est établi qtie te contrôle de sa traduction

s’effectue principalement par l’addition d’une queue homopoÎymérique d’adénine (poÏy

A+) (Huang et aÏ., 2002). Cette addition d’une queue poty-A+ est dépendante de

l’activation du récepteur NMDA. Il a également été démontré que l’activation du récepteur

NMDA entraîne l’activation de la kinase Aurora qui phosphoryle le facteur CPEB,

événement qui permet le recrutement de la Poly-A-polymérase (PAP) et de la Poly-A

binding protein (PABP) sur l’ARNm (Huang et al., 2003). 11 est par contre important de

souligner que l’analyse semi-quantitative du niveau d’expression de l’ARNm chimérique

de CamKttu montre une diminution très prononcée du signal dans les dendrites (1,4% du

type sauvage), mais que cette diminution n’est pas corrélée par une augmentation du signal

dans te soma (85% du type sauvage). Ces souris possèdent donc moins d’ARNm codant

pour CamKlla et ceci pourrait théoriquement être responsable d’une partie des effets

observés sur la mémoire.

1.4.5.2 Staul et Stau2 sont retrouvés dans des granules de transport au niveau des

dendrites

Dans les neurones, une sous-population de protéines est retrouvée dans les

dendrites. Ces protéines possèdent de multiples fonctions récepteurs, canaux ioniques,

kinases, phosphatases et plusieurs autres groupes de protéines ayant un rôle à jouer dans la

signalisation cellulaire. Tel que mentionné précédemment, certaines de ces protéines sont

traduites localement et leur ARNm doit donc être transporté au site de traduction
G
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éventuelle. Les ARNm sont transportés le long des microtubules à l’intérieur de complexes

ribonucléoprotéiques de tailles importantes, appelés granules de transport d’ARNm. Staul

et Stau2 sont des composantes de tels granules dans les neurones (Duchaine et aï., 2002;

Kanai et al., 2004; Kohrrnann et al., 1999; Malïardo et al., 2003; Tang et al., 2001). La

simple co-localisation d’une protéine avec ces granules n’indique pas l’importance de celle-

ci dans le mécanisme de transport ou d’assemblage de ces complexes.

Les premières données sur un rôle primordial de Stau2 dans le transport dendritique

de l’ARNm sont venues de l’expression dans des neurones en culture d’un dominant

négatif de cette protéine qui consiste en une version tronquée de Stau2 (Stau2-RBD) (Tang

et al., 2001). En fait, ce mutant de délétion contient la portion N-terminale de Stau2

jusqu’au dsRBD4, le TBD et ta portion C-terminale étant absents. L’expression de Stau2-

RBD diminue la quantité d’ARNm dans les dendrites et cette diminution est corrélée par

une augmentation de la quantité d’ARNm au niveau du soma, ce qui suggère que Stau2-

RBD n’entraîne pas une déstabilisation de l’ARNm dendritique, mais bien que le transport

de l’ARNm est réduit. À l’inverse, la surexpression de Stau2 de type sauvage se traduit par

une augmentation de la quantité d’ARNm dans les dendrites, autant au niveau des dendrites

proximaux que distaux. En accord avec les résultats précédents, une diminution de la

quantité d’ARNm somatique est alors observée. Ces résultats ont été appuyés récemment

par d’autres travaux (Kim et al., 2005a; Kim et Kim, 2005) qui ont démontré une

diminution du nombre de ribosomes dans les dendrites lorsque Stau2-RBD est exprimé

dans les neurones. De plus, une corrélation directe entre Stau2 et la physiologie dendritique
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a été montrée par des expériences de sous-expression de Stau2 induite par siRNA (Goetze

et al., 2006). Les neurones présentent alors beaucoup moins d’épines dendritiques

représentant les sites synaptiques.

D’autres travaux ont également montré un rôle de Staul dans te transport

dendritique de l’ARNm CamKIla (Kanai et al., 2004). En effet, la sous-expression de

Staul induite par siRNA entraîne une diminution de la localisation dendritique d’un

messager rapporteur encodant CamKlla.

1.4.6 Partenaires protéiques de Staul

Puisque Staul et Stau2 co-localisent avec les polysornes, sont associés au RER, sont

retrouvés dans des granules de transport neuronaux et transitent au noyau, deux études se

sont intéressées à purifier les complexes ribonucléoprotéiques contenant Staul et d’en

identifier les constituants par spectrométrie de masse. Dans un cas, Staul a été purifié en

une seule étape de chromatographie par affinité pour un épitope PDZ (Brendel et al., 2004),

dans l’autre cas, la purification a été effectuée en deux étapes par l’utilisation du système

TAP (Villace et aÏ., 2004). Les Tableau 11 et Tableau III présentent les protéines identifiées

dans chacune de ces expériences. Il est à noter que la plupart des protéines identifiées sont

communes aux deux approches de purification si on ajoute les résultats obtenus à partir

d’immunobuvardages de type Western en plus des données de spectrométrie de masse. Ces

protéines peuvent être classées en différentes catégories
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• Des protéines ribosomiques et des protéines ayant un rôle à jouer dans le contrôle de

la synthèse protéique.

• Des protéines du cytosquelette et des facteurs de régulation de ta dynamique du

cytosquelette, ainsi que des protéines moteurs.

• Des protéines majoritairement nucléaires comme la nucléoline et RI-lA.

Ces diverses classes de protéines possèdent des fonctions qui sont en accord avec les

différents rôles de Stau, allant du transport de l’ARN sur de longues distances au contrôle

traductionnel. Par contre, plusieurs de ces interactions sont dépendantes de l’ARN et il ne

faut donc pas en conclure à des interactions directes entre Staul et toutes les protéines

identifiées, ce qui est logique, puisque ce sont des complexes ribonucléoprotéiques qui ont

été isolés. H n’y a pas que le contenu protéique des complexes qui soit important à

caractériser, le sous-chapitre suivant s’intéresse aux méthodes expérimentales qui sont

disponibles afin d’identifier les ARNm associés à une protéine liant l’ARN.
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Tableau II: Protéines associées à Staul-TAP
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Tableau III: Protéines associées à Staul-PDZ.
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Le tableau indique les protéines associées à Stau qui ont été identifiées soit par

spectrornétrie de masse, soit par immunobuvardage de type Western. Tableau tiré de

Brendel et al. (2004)
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1.5 Approches d’identification globale des ARNm interagissant

avec les protéines liant l’ARN.

Il est très rare qu’une protéine liant l’ARN ne possède qu’un seul ARNm cible. La

littérature recense différentes approches qui ont été utilisées afin d’identifier plusieurs

ARNm associés à une protéine. La présentation de ces techniques, ainsi qu’une description

de leurs limitations, avantages et inconvénients, sera l’objet des sections suivantes.

1.5.1 SELEX (ysternatic evolution ofllgands by exponentiat enrichment)

L’approche Selex consiste à enrichir, in vitro, une sous-population d’ARN qui

possède une affinité élevée pour la protéine testée. Cette méthode a été utilisée avec succès

pour diverses protéines, dont FMRP (Darneil et al., 2001), QKI (Galameau et Richard,

2005), ainsi que les dsRBD2 de ADARI et XlrbpA (Hallegger et al., 2006). La technique

Selex est basée sur le postulat que dans une très grande population de molécules d’ARN

randomisées certaines sont «actives» et ont la capacité d’interagir avec la protéine

d’intérêt. L’enrichissement des molécules «actives» se fait ensuite par des rondes

subséquentes de RT-PCR et de transcription in vitro. La banque d’oligonucléotides de

départ peut compter jusqu’à environ I x l0’ molécules uniques.

Le Selex est plus approprié pour enrichir tes Ïigands des protéines ayant des

domaines d’interaction à l’ARN simple brin. En effet, il est plus simple de ressortir une

séquence consensus de liaison qu’une structure en double brins. Ceci peut s’expliquer par le
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fait que lors des rondes d’enrichissement, l’évolution de chaque nuctéotide d’une séquence

simple brin se fait indépendamment des autres nucléotides, tandis que dans une séquence en

double brins, il doit y avoir coévolution des nucléotides pairés.

Les avantages principaux du Selex sont la rapidité d’exécution de la technique et

l’absence de variations d’ordre biologique. Cependant, le Selex ne permet pas d’identifier

directement des cibles cellulaires d’une protéine, il faut passer par une approche

bioinformatique afin d’aller chercher quels ARNm cellulaires contiennent la séquence

consensus. Cette tâche est encore plus ardue lors de la recherche d’un motif structural.

1.5.2 Co-immunoprécipîtation de I’ARiNm

L’ immunoprécipitation (IP), l’utilisation d’anticorps hautement spécifiques pour

purifier des protéines à partir d’extraits cellulaires, est une technique courante utilisée

depuis des décennies. Une variation de cette technique est de réaliser l’IP dans des

conditions plus douces où la protéine, contre laquelle l’anticorps est dirigé, est co-purifiée

en complexe avec ses partenaires protéiques et’ou acides nucléiques associés. Il est alors

possible d’isoler ces composantes et de les identifier par une multitude d’approches

immunobuvardage de type Western ou spectrométrie de masse pour les composantes

protéiques et clonage ou utilisation de micropuces d’ADN pour les composantes d’acides

nucléiques.

Une des premières utilisations de cette approche pour identifier les ARNrn associés

à diverses protéines liant l’ARN a été effectuée par l’équipe de Keene (Tenenbaum et al.,
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2000). Dans ces travaux, trois protéines, soit HuB, e1f4-E et PABP, ont été

immunoprécipitées à partir d’extraits de cellules souches de carcinome embryonnaire.

L’ARNm isolé des complexes ribonucléoprotéiques obtenus a été utilisé pour synthétiser

des sondes afin d’hybrider des micropuces d’ADN. La démonstration de la validité de cette

approche est venue de deux observations t 1- Les sous-populations d’ARNm associées à

chacune de ces protéines sont distinctes entre elles et sont également distinctes du profil

d’ARNm cellulaire total. 2- Le traitement des cellules avec de l’acide rétinoïque, qui induit

une différenciation cellulaire, modifie la composition en ARNm des complexes

ribonuctéoprotéiques isolés, démontrant une dynamique dans la reconnaissance et

l’association des ARNm à ces protéines.

L’utilisation conjointe de l’tP et des micropuces d’ADN a depuis été utilisée avec

succès pour découvrir le contenu en ARNm des complexes associés à fMRP (Brown et al.,

2001), SLBP f Townley-Titson et al., 2006) et YB-l (Evdokimova et aÏ., 2006).

1.5.3 Amplification d’ARN par positionnement d’anticorps (APRA)

Une approche innovatrice développée par l’équipe de J. Eberwine a été utilisée pour

identifier les ARNm qui sont à proximité d’une protéine dans un complexe (Miyashiro et

al., 2003). En effet, certains complexes ribonucléoprotéiques sont très larges, plus de 10

millions de Dalton, et il est donc fort probable qu’un ARNm identifié comme faisant partie

d’un complexe ne soit pas nécessairement lié directement par toutes les protéines du

complexe. De là l’importance de pouvoir discriminer quels sont les ARNm tes plus
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rapprochés de la protéine d’intérêt. La technique APRA consiste à attacher par un lien

covalent un oligonucléotide d’ADN à un anticorps. L’oligonucléotide contient une région

3’ dégénérée, le promoteur de l’ARN polymérase T7 et un site de restriction. La rationnelle

derrière cette approche est que si l’anticorps va se fixer sur la protéine d’intérêt, alors la

région dégénérée de l’oligonucléotide peut s’apparier avec un ARNm environnant. Il s’agit

ensuite d’effectuer une réverse transcription in situ, de purifier l’anticorps, de synthétiser le

second brin du cDNA, de détacher le cDNA de l’anticorps avec une enzyme de restriction

et, finalement, de synthétiser des sondes d’ARN pour hybrider des micropuces d’ADN.

L’approche APRA possède quelques limitations, l’anticorps doit être très spécifique

pour la protéine d’intérêt et la liaison de l’anticorps à l’antigène doit prévaloir sur l’affinité

de t’oligonucléotide à s’hybrider sur tes acides nucléiques. Un avantage de cette technique

est que l’association de l’anticorps se fait in situ, dans un contexte physiologique où les

complexes ribonucléoprotéiques sont dans leur état natif et non pas dans un extrait

cellulaire.

1.5.4 Purification de I’ARNm par affinité

Une approche inverse existe également, c!estàdire que pour démontrer qu’une

protéine s’associe effectivement avec un ARNm ou pour découvrir toutes les protéines

associées à un ARNm particulier, il est possible de purifier directement un ARNm à partir

d’un extrait cellulaire et d’identifier les protéines qui y sont liées. Deux méthodes

équivalentes seront présentées.
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La première technique consiste à incuber un extrait cellulaire avec un

oligonucléotide de séquence complémentaire avec une région de Ï’ARNm à être purifié. Le

duplex formé entre l’ARNm cible et I’oligonucléotide, qui est biotinylé, est purifié sur une

colonne d’affinité utilisant l’avidine comme ligand. Cette approche a été utilisée pour

purifier l’ARN génomique du virus HCV et identifier toutes les protéines associées (Waris

et al., 2004).

La seconde technique se résume à fusionner une séquence de 40 nucléotides à un

ARNm, cette séquence se replie en une structure qui possède une très forte affinité pour

l’antibiotique tobramycine. L’ARNm et les protéines associées sont purifiés par affinité sur

une résine couplée à la tobramycine. Celle approche a été utilisée pour identifier les

composantes protéiques du « spliceosome » (Hartmuth et al., 2002; Hartmuth et al., 2004).

1.6 ARNm et facteurs d’instabilité

La demi-vie de l’ARNm est influencée par les protéines qui lui sont associées. Dans

celle section, it sera question des mécanismes généraux de déstabilisation des ARNm.

1.6.1 Séquence riche en AU et polyadénylation

Les ARNm sont stabilisés dans la cellule par deux structures: la coiffe 5’ constituée

d’un résidu 7-méthylguanosine en lien 5’-5’ triphosphate avec le premier nucÏéotide du

transcrit et la queue de polyadénosines en 3’. Cet effet de stabilisation s’explique par le fait

que ces éléments empêchent le recrutement sur l’ARNm des nucléases impliquées dans la
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dégradation (Bemstein et al., 1989; Bernstein et Ross, 1989; Filipowicz, 1978). La queue

de polyadénosines est liée sur toute sa longueur par la protéine PABP (polv-A-binding

protein). Si PABP se détache de la queue de polyadénosines, de multiples nucléases

peuvent s’y associer et débuter sa dégradation dans la direction 3’—5’. Les principales

nucléases incluent PAN (poli-A nuLlease), PARN (pok’-A-specfle ribonuclease) et le

complexe de déadénylation CCR4-NOT (Albert et al., 2000; Beelman et Parker, 1995;

Uchida et ai, 2004). Ensuite, deux voies de dégradation de l’ARNm sont présentes dans la

cellule

• la dégradation 5’—+ 3’ exécutée par l’exonucléase Xml suivant l’enlèvement de la

coiffe 5’ par Dcp2 (Bashkirov et al., 1997; Lykke-Andersen, 2002)

• la dégradation 3’—÷ 5’ exécutée par l’exosome (Anderson et Parker, 1998; Chen et

al., 2001)

La demi-vie de la plupart des ARNm découle d’un équilibre entre la liberté d’accès des

facteurs de dégradation aux extrémités 5’ et 3’ du transcrit et la protection de ces mêmes

extrémités par plusieurs protéines dont certains facteurs d’initiation de la traduction et

PABP. Pat contre, il est possible de moduler ou de faciliter l’accès des facteurs de

dégradation sur un ARNni et te mécanisme le plus connu fait appel aux régions riches en

AU (adénosines et uridine).

La demi-vie de 5 8 % des ARNm serait contrôlée par la présence dans leur portion

3’UTR d’une région riche en AU (Bakheet et al., 2003). Les AUBP (AU-rkh binding
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proteins), dont la tristétraproline (TTP)(Btackshear, 2002), AUFI (Wagner et al., 1998) et

les membres de la famille Hu’ELAV (Brennan et Steitz, 2001) reconnaissent

spécifiquement ces régions. TTP et AUFI ont des effets déstabilisants, tandis que tes

protéines E-lu stabilisent I’ARNm. De multiples stimuli peuvent affecter les niveaux

cellulaires de ces protéines qui sont en compétition entre elles pour la liaison aux régions

AU riches.

Prenons l’exemple de AUF I pour mieux saisir comment les AUBP modifient la

stabilité des transcrits. Il est postuté que les ARNm activement traduits sont circularisés via

une interaction entre PABP et le facteur d’initiation de la traduction eIF4G (Hentze, 1997).

En plus de sa capacité à s’associer aux régions riches en AU, AUFI interagit également

avec etF4G et PABP (Laroia et al., 1999), il est donc probable que AUF1 inhibe la

circularisation de l’ARNm ce qui faciliterait le recrutement des facteurs de dégradation.

1.6.2 NMD « Nonsense-rnediated decay»

Le codon stop, ou non-sens, signale à l’outillage traductionnel la fin de la séquence

peptidique encodée par le cadre ouvert de lecture de l’ARNm. Il arrive qu’une mutation ou

un épissage déficient fasse apparaître un codon stop prématuré dans ta séquence codante

d’un ARNm, ce qui peut entraîner la synthèse d’une protéine tronquée ayant

potentiellement des effets délétères sur le métabolisme cellulaire (Frischmeyer et Dietz,

1999). Pourtant, il est très rare que ces versions tronquées de protéines soient synthétisées,

car la cellule possède un mécanisme de reconnaissance et de destruction de ces formes
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altérées d’ARNm. Mais comment la cellule fait-elle pour différencier le codon stop

endogène d’un codon stop inapproprié? Étonnamment, la réponse à cette question est qu’il

existe une relation entre les événements d’épissage du pré-ARNm et la première ronde de

traduction de t’ARNm néo-synthétisé, également nommée ronde pionnière de traduction

(Ishigaki et al., 2001; Le Hir et al., 20t)1; Le Hir et al., 2000a; Le Hir et al., 2t)t)Ob). Nous

nous intéresserons surtout au mécanisme du NMD chez les mammifères. Des variations

mécanistiques existent chez la levure (Amrani et al., 2004), la drosophile (Gatfield et

Izaurralde, 2004) et les plantes (Arciga-Reyes et al., 2006), cependant l’objet de cette

section n’est pas de présenter exhaustivement toute la littérature sur le sujet, mais plutôt de

présenter l’essentiel de ce système de contrôle de la qualité qu’est le NMD.

Lors de la transcription en ARNm des gènes contenant des introns, il y a dépôt d’un

complexe protéique au niveau de chacune des jonctions exon-exon (Le Hir et al., 2000a; Le

Hir et al., 2000b). Ce complexe, le complexe de jonction exon-exon (EJC), contient au

moins cinq protéines : SRmI6O, DEK, RNPSI, Y14 et REF qui sont associées fortement

entre elles et qui se retrouvent 20 à 24 nucléotides en amont de la jonction exon-exon.

D’autres facteurs s’associent à l’EJC de manière transitoire comme les protéines elF4AJtJ

et Barentsz (Palacios et aI., 2004) ainsi que la famille d’hélicase d’ARN Upf qui contient

trois membres Upfl, Upf2 et Upf3 (Kashirna et al., 2t)06; Kunz et al., 2006).

Lors de l’export de l’ARNm du noyau, la coiffe 7-méthylguanosine est liée par

l’hétérodimère CBP2OCBP8O (Calero et al., 2002). Ces ARNm possèdent également des
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EJC à chaque jonction exon-exon et ont la capacité de recruter le ribosome et d’être traduit

indépendamment de etF4E, le facteur d’initiation normalement retrouvé associé à la coiffe

des ARNm activement traduits (Chiu et al., 2004). Au moment de la ronde pionnière de

traduction, le ribosome se déplace le long de l’ARNm et enlève les EJC lorsqu’il tes

rencontre. Cependant, si le ribosome fait une pause sur un codon stop qui se trouve à plus

d’une vingtaine de nucléotides en amont d’un EJC, il y aura interaction entre les deux

facteurs de terminaison de la traduction eRFI et eRF3, et la protéine Upfl qui est alors

recrutée sur l’EJC par le dimère pré-assemblé Upf2’Upf3 (Kashima et al., 2006).

L’interaction entre Upfl et Upf2 est également stimulée par CBP8O (Hosoda et al., 2005).

Ensuite, la kinase SMGJ phosphoryle Upfl et l’ARNm est alors ciblé vers la voie de

dégradation. Les événements moléculaires suivant la phosphorylation de Upfl sont, par

contre, moins bien connus.

Le NMD ne s’attaque pas à la majorité des ARNm cellulaires, car la plupart d’entre

eux possèdent le codon de terminaison dans le dernier exon et qu’il n’y a donc pas d’EJC

en aval du codon stop endogène. Cependant, les ARNm encodant des protéines à

sélénocystéines (un acide aminé non classique spécifié par le codon de terminaison VGA

(Sun et al., 200 lb)), les ARNm ayant de courts cadres de lecture ouverts en 5’ et les ARNm

dont le 3’UTR est formé à partir de plus d’un exon, sont tous des cibles potentielles du

NMD (Mendell et al., 2004). Donc le NMD, en plus de son rôle dans le contrôle de la

qualité des ARNm, sert également à réguler la quantité de certains transcrits normaux.
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1.7 Projet de recherche

Les résultats qui seront présentés dans cette thèse ont été obtenus en étudiant

principalement trois thèmes se rapportant aux rôles physiologiques des protéines Staufen de

mammifères. Premièrement, nous avons voulu identifier les ARNm liés in vivo par Staul.

Tel que mentionné précédemment, les protéines à dsRBD présentent souvent peu de

spécificité de liaison pour différents ARN en double brins in vitro. Nous avons donc utilisé

une approche combinant l’immunoprécipitation de Staul suivie par l’hybridation de

micropuces d’ADN, afin de découvrir l’identité des ARNm associés à Staul. Plusieurs

transcrits liant potentiellement Stau I ont ainsi été découverts.

Deuxièmement, nous nous sommes intéressés à la caractérisation des régions de

certains de ces transcrits qui sont responsables de l’association à Staul. Parmi ces ARNm,

celui de Arfi (ADP-ribosvlationftwtor-]) fut particulièrement étudié. Cet ARNm contient

une région en son 3’UTR qui est responsable de la liaison à Staul. De plus, le recrutement

par Staul de la protéine Upfl au niveau du 3’UTR de ArfI entraîne la dégradation du

transcrit. Une étude plus appronfondie du mécanisme moléculaire responsable de cette

dégradation a conduit à l’identification d’un nouveau mode de régulation post

transcriptionnel de l’expression génétique que nous avons nommé le SMD (Stai/èn

inediated dec’av). Dans le but de mieux saisir l’importance du SMD dans le métabolisme

cellulaire, nous avons entrepris l’identification globale des ARNm dont la stabilité est

affectée par Stau I.
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Finalement, nous avons tenté de déterminer si Staul et Stau2 sont associés aux

mêmes ARNm dans la cellule. L’utilisation de micropuces d’ADN nous a permis

d’identifier des sous-populations d’ARNm enrichies spécifiquement avec l’une ou l’autre

de ces deux protéines. Les prochains chapitres, présentés sous forme d’articles

scientifiques, contiennent les résultats obtenus au cours de ces travaux.



Résultats
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2 Article 1

Kim, Y. K., Furic, L., Desgroseillers, L., and Maquat, L. E. (2005). Mammalian Staufeni

recruits Upfl to specific mRNA 3’UTRs so as to elicit rnRNA decay. Ccli 120, 195-208.
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2.1 Mise en contexte

Les travaux présentés dans cet article ont été effectués suite à la découverte d’une

interaction directe entre la protéine Stau I et l’hélicase d’ARN Upfl qui est impliquée dans

le NMD. Il a alors été entrepris de caractériser le rôle de cette interaction sur le mécanisme

du NMD. Parallèlement, nous avions identifiés des ARNm associés à Staul dans des

cellules humaines 293T. Un impact possible de l’interaction Staul-Upfl sur le métabolisme

de ces ARNm a également été étudié. Ceci a mené à la découverte d’un nouveau

mécanisme de dégradation de l’ARNm : le SMD (« Stau/en mediated decay »).
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2.3.1 Summary

We describe a nove! mRNA decay mechanism that involves mammalian Staufen

(Stau)1, the nonsense-mediated mRNA decay (NMD) factor Upfl, and a termination

codon. Unlike NMD, this mechanism does flot involve pre-mRNA spiicing or NMD

factors Upf2 or Upf3X. We show that Staul binds directly to Upfl and can elicit mRNA

decay when tethered downstream of a termination codon. We also show that Staul

interacts with the 3’ untranslated region of ADP-ribosylation factor (Arfll mRNA.

Accordingly, down-regulating Staul, while of no detectable consequence to the spiicing

dependent NMD of either 3-gobin or gutathione peroxidase J rnRNA, increases Arfi

mRNA stability. SimiÏarly, down-regulating Upfl a!so increases Arfi mRNA stability.

These findings suggest that Arfi mRNA is a naturat target for Staul-mediated decay, and

data indicate that other mRNAs are also natural targets. We discuss this new pathway as a

means for ceils to down-regu!ate the expression of Stau I -binding mRNAs.
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2.3.2 Introduction

Mammalian Staufen (Stau) I is an RNA binding protein that binds to extensive RNA

secondary structures, primarily through one or more double-stranded RNA-binding

domains (Marion et al., 1999; Wickharn et al., 1999). The role of Staufen is best

characterized in Drosophila, where it functions in the transport and localization of bicoid

and oskar rnRNAs to, respectively, the anterior and posterior poÏes of oocytes, and prospero

mRNA during asymmetric divisions ofembryonic neuroblasts (Broadus et al., 199$; Li et

al., 1997; Matsuzaki et al., 199$; Schuldt et al., 199$; Shen et al., 199$; Stiohnston, 1995).

Drosophila Staufen also functions in the transiational derepression of oskar mRNA once

the mRNA has been localized to the posterior pole (Ephrussi et al., 1991; Kim-Ha et al.,

1991, 1995; Mickiem et al., 2000).

In mammats, the Staul gene is ubiquitously expressed and gencrates protein

isoforms having apparent molecular weights of 55 and 63 kDa (Kiebler et al., 1999; Marion

et aI., 1999; Monshausen et aI., 2001; Wickham et aI., 1999). The 55-kDa isoform

associates with 405 and 60S ribosomal subunits and co-localizes with the rough

endoplasmic reticulum (Luo et aI., 2002; Marion et al., 1999; Wickham et al., 1999). A

role for Stau I in mRNA transport and transiational controt has been inferred from its

presence in RNA granules that migrate within the dendrites of hippocampal neurons in a

microtubule-dependent manner (Kanai et aI., 2004; Kiebler et al., 1999; Kohrmann et al.,

1999; Krichesky and Kosik, 2001; Maltardo et al., 2003; Ohashi et al., 2002), as well as



82

its encapsidation together with H1V- I RNA in virus particles (Mouland et al., 2000).

Additionally, Staul interacts with tetomerase RNA, suggesting that it functions during

DNA replication, ccli division or both, possibiy by irifluencing tetomerase RNA processing

or RNP assernbly or localization (Bachand et al., 2001; Le et ai., 2000).

In this study, we add Stau to the repertoire ofproteins that are involved in mRNA

decay. Furthermore, we dernonstrate that Stau I -mediated mRNA decay (SMD) involves

the nonsense-rnediated rnRNA decay (NMD) factor Upfl. NMD in mammalian celis is

generally a spiicing-dependent mechanism that degrades newly synthesized mRNAs that

prematurely terminate translation (reviewed in Frischmeyer and Dietz, 1999; Hentze and

Kulozik, 1999; Li and Wilkinson, 1998; Maquat, 2004a, 2004b; Wilusz et aI., 2001). By 50

doing, NMD preciudes the synthesis of the encoded truncated proteins, which can function

in deleterious ways (sec, e.g., moue et ai., 2004). NMD also targets naturally occurring

mRNAs such as certain selenoprotein mRNAs and an estimated one-third of alternatively

spliced mRNAs, some of which encode functionai protein isoforms (Hiilman et al., 2004;

Mendeil et al., 2004).

The dependence of NMD on spiicing reflects the deposition of an exon junction

compiex (EJC) of proteins -20-24 nucieotides upstrearn of spiicing-generated cxon-exon

junctions (Kataoka et al., 200t); Kim et al., 2001; Le Hir et al., 2000a, 2000b; Lykke

Andersen et al., 2001). Ihis EJC inciudes NMD factors UpR (aiso calied Upf3a) or Upt]X

(also called Upf3b), Upt2 and, presumably, Upfl (Gehring et al., 2003; Kim et al., 2001;
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Lejeune et al., 2002; Lykke-Andersen et al., 2000, 2001). UpB and Upf3X appear to play

a comparable rote in MMD (Kim et al., 2001; Lykke-Andersen et aL, 2001), although

different isoforms of Upf3 can form distinct protein complexes f Ohnishi et al., 2003;

Upf3X was flot studied). Other constituents of the EJC include Y14, RNPSI, SRm 160,

REf/Aly, UAP56, Magoh, Pnn/DRS, and etF4Alll (Chan et al., 2004; ferraiuolo et al.,

2004; Kataoka et al., 2000; Kim et al., 2001; Le Hir et al., 2000b, 2001; Lejeune et al.,

2002; Li et al., 2003; Luo et al., 2001; Palacios et al., 2004; Shibuya et al., 2004). EJCs are

present on mRNA that is bound at the cap by the major nuclear cap binding protein

(CBP)$0-CBP2O heterodimer, which is consistent with data indicating that MMD targets

CBP8O-bound mRNA as a consequence ofa pioncer round of translation fChiu et al., 2004;

Ishigaki et al., 2001; Lejeune et al., 2002, 2004).

Here we show that mammalian Staul binds the MMD factor Upfl and the 3’

untranslated region (UTR) of mRNA that encodes ADP-ribosylation factor (Art) 1. As a

result, Staul mediates Arfi mRNA decay in a mechanism that differs from NMD by

occurring independently of spiicing, Upf2 or Upf3X. AnalogousÏy to the SMD of Arfi

mRNA, artiflcially tethering Staul downstrearn ofa normal termination codon also reduces

mRNA abundance in a mechanism that depends on the normal termination codon and Upfl

but neither spiicing nor the other Upf factors. Notably, Staul plays no detectable rote in

the EJC-dependent NMD of either J3-globin or glutathione peroxidase I mRNA.

Microarray analyses hae identified a number of transcripts in addition to Arfl rnRNA that

bind Staul and, therefore, may aÏso be regulated by SMD.
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2.3.3 Resuits

2.3.3.1 Hnman Upfl Jnteracts With Human Staufeni

Using yeast two-hybrid analysis to screen a HeLa-celi cDNA library for encoded

proteins that interact with fulI-Iength human Upfl, hurnan Staul was identified in four out

of one million transforniants on the basis of growth at 37°C in galactose-containing

medium but flot glucose-containing medium (Figure lA, upper). Galactose promoted

transcription of cDNAs in the library, ami the interaction of cDNA-encoded protein with

Upfl aÏlowed for growth at 3 7°C. Sequence analysis of partial cDNAs that were obtained

in the screen indicated that Upfl interacts with Staul within the fourth doubte-stranded

RNA binding domain, the tubulin binding domain, or both (Figure lA, lower).

The ability of Upfl to interact directly with Stau I was confirmed using co

purification assays. First, GST-Upfl that had been produced in E. coli interacted with

6xHis-Staul that had also been produced in E. coli. This was evident using GST puIl-down

to isolate GST-Upfl (Figure lB, upper) followed by either Western blotting using Œ-His

antibody (Figure lB, middle) or Coomassie Blue staining (Figure lB, Iower) to confirm the

presence of6xHis-Staul. Notably, 6xHis-Staul was not detected in the GST pull-down in

the absence ofGST-UpfI (data not shown).

Second, F LAG-Upfl that had been purified from HeLa ceÏÏs as well as GST-Upfl

that had been purified from E. cou were shown by Far-Western analysis to interact with

6xHis-Staul or GST-Staul that had been produced in F. cou. b this end, each tagged
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Staut protein was electrophoresed in SDS-potyacrylamide and probed with either FLAG

Upfl folÏowed by Western blotting using u-FLAG antibody (Figure IC, middÏe) or GST

Upfl followed by Western bÏotting using u-GST antibody (figure IC, right). Coomassie

BÏue staining confirmed the presence of6xHis-Staul and GST-Staul (Figure 1C, leif).

Third, Staul-HA3 that had been irnmunopurified from Cos celis using ct-HA

antibody co-purified with cellular Upfl in a manner that was resistant to the addition of

RNase A prior to immunopurification (IP) (figure ID, upper). This suggests that the

interaction of Staul and Upfl is stable in the absence of RNA. RNase A treatment was

effective as demonstrated by the disappearance of cellular SMG7 mRNA in samples that

were analyzed before IP (Figure 1D, lower). Staul-HA3 also co-immunopurified with

Barentsz and CBP8O, although in an RNase A-sensitive manner, but did not co

immunopurify with elF4E or a non-specific control, Vimentin, which is a component of

intermediate filaments (Figure ID. upper). Ihe co-IP of Stau with Barentsz had

previously been shown to be RNase A-sensitive (Macchi et al., 2003). Since Barentsz is

essential for EJC-dependent NMD (Palacios et al., 2004), and since CBP$0 and the EJC are

components of the pioncer translation initiation complex (Chiu et al., 2004; tshigaki et aï.,

2001; Lejeune et al., 2002), Stau I and Barentsz are also likely to be components of this

complex. While antibodies to EJC components Upf3 and Upf3X imrnunopurified the EJC

component Upf2, they faited to irnmunopurify either Staul or Barentsz (Figure lE). These

resuits suggest that: (i) the interaction ofStauï and Barentsz \ith the EJC was destabilized

by the experimental conditions, (ii) Staul and Barentsz only transiently interact with the
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EJC, as appears to be the case for Upfl (Ishigaki et al., 2001), or (iii) neither Staul flot

Barentsz are components ofthe EJC.

Fourth, fLAG-Upfl that had been iso]ated from HeLa ceils using a-FLAG antibody

that was covalently conjugated to an agarose affinity gel (Pal et al., 2001) co-purifled with

both the 55-kDa and 63-kDa isoforms of Staul as well as Upf2 and Upf3X but flot

Vimentin (Figure 1F). Ihese data also indicate that Staul and Upfl are components of the

same complex.

2.3.3.2 Down-Regulating Cellular Staul Has No Detectable Consequence to the EJC

Dependent NNID of Cl or GPx1 mRNA

To gain insight into the possibility that Staul ftinctions in EJC-dependent NMD, the

effect of down-regulating the level of cellular Staul on the NMD of mRNAs for f3-globin

(G!) and glutathione peroxidase (GPx)1 was examined using small interfering (si)RNAs.

As a control, Upf3X was down-regulated in paraïlel. HeLa ceils were transfected with

Staul siRNA, Upf3X siRNA or a non-specific “Control” siRNA and, two days tater, with

three plasrnids: fi) the pmCMV-Gl test plasmid that was cither nonsense-free (Norm) or

nonsense-containing (39Ter), (ii) the pmCMV-GPxI test plasmid, either Norm or 46Ter,

and (iii) the phCM V-MU? reference plasmid.

The tevel of each Staul isoform was down-regulated to 28% of normal, where

normal is deflned as the level in the presence of the non-specific Controt sIRNA, and the

tevel ofUpRX was down-regulated to 24% of normal (Figure 2A). Using the leveÏ of G!
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391er or GPx1 46Ter mRNA as a measure of NMD, down-regulating Staul was of no

detectable consequence to the NMD of either mRNA, whereas down-regulating UpRX

abrogated NMD 5-fold or 3-fold, respectiveÏy (Figure 2B). Therefore, Staul does not

detectably function in the EJC-dependent NMD of nonsense-containing GI and GPxI,

which is consistent with our failure to detect Staul as a stable component of the EJC

(Figure 1).

2.3.3.3 Tethered Staul Reduces mRNA Abundance in a Mechanism that Involves

Upfl and an Upstream Termination Codon but Not Upf2 or UpI3X

In theory, Staul could elicit a type ofEJC-independent mRNA decay based on our

finding that it binds to Upfl and given that it is known to bind RNA. Previously, fusions of

each Upf protein and the bacteriophage MS2 coat protein were shown to reduce mRNA

abundance when tethered to a series of MS2 coat protein binding sites that were located

more than 50 nts downstream of a normal termination codon (Lykke-Andersen et aï.,

2000). Since the reduced mRNA abundance was dependent on the normal termination

codon, it was attributed to NMD. This or similar tethering methods have subsequently

been used to provide evidence that Y14, RNPSI, PYM and Barentsz also function in NMD

(Bono et aI., 2004; Gehring et al., 20O3 Lykke-Andersen et aI., 2001; Palacios et al., 2004).

Tethered Staul as similarty tested for the ability to reduce mRNA abundance

depending on an upstream termination codon. HeLa ceils were transiently transfected with

three plasmids: (j) a pcF Lue test plasmid that produces firefly (F) luciferase (Luc) from
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intronless fLuc cDNA that either did or did flot harbor eight MS2 coat protein binding sites

(MS2bs) within the 3’UIR (Figure 3A), (ii) the pRLuc reference plasmid that produces

Renilla (R)Luc (Figure 3A), and (iii) a pMS2-HA or pMS2-HA-Staul effector plasmid

that, respectieIy, harbored no insert so as to encode only MS2 coat protein (MS2)-HA or

HA-Staul cDNA so as to encode a MS2-HA-Staul fusion protein.

Ceils that had been transfected with pMS2-HA or pMS2-HA-Staul produced the

expected fusion protein as evidenced by Western blotting using a-HA antibody (Figure 3B,

left). As demonstrated using RT-PCR, while neither MS2-HA flot MS2-HA-Staul affected

the level of f Luc mRNA that lacked the MS2bs, MS2-HA-Staul elicited a 3-to-4-fold

reduction in the level of FLuc rnRNA that harbored the MS2bs (Figure 38, right). In

control experiments that were perfornied in paraîlel, MS2-Upfl and MS2-Upf2 (Lykke

Andersen et al., 2000) were also of no consequence to the level of fLue mRNA that lacked

the MS2bs but elicited a 2-to-5-fold teduction in the Ïevel of fLue rnRNA that harbored the

MS2bs (Figure 3B, right). Furthermore, tethering an unrelated protein, HA-eIF4AÏII, or

expressing Stau-HA3 or rnyc-Upfl that could not be tethered failed to affect the abundance

ofFLuc-MS2bs mRNA (Figure SI).

These data are consistent with the possibility that tethering Staul downstream of a

normat termination codon elicits rnRNA decay. This possibility was cxamined in two

ways. First, the effects of down-regulating the Ïe’e1 of cellular Upfl, Upf2 ot Upf3X on

the Staul-mediated teduction of FLuc-MS2bs mRNA abundance was examined. b this
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end, HeLa ceils were transiently transfected with the appropriate siRNA and, two days

later, with a combination of ptasmids. One combination consisted of the pmCM V-G! test

plasmid, either Norm or 39Ter, and the phCMV-MUP reference pÏasmid. The other

combination consisted of the pcFLtic-MS2bs test plasmid, the pRLuc reference plasmid,

and an effector plasmid that produces MS2-HA, MS2-HA-Staul, MS2, MS2-Upfl, MS2-

Upf2 or MS2-Upt3.

Using Western blotting and the appropriate a-Upf antibody, the level of Upfl or

Upf3X (Figure 4A, Ïeft) or Upf2 (Figure 4B, left) was shown to be down-regulated,

respectively, to 4%, 28% or 13% of normal. In control experiments, down-regulating each

protein abrogated the NMD of G! 391er mRNA 3-to-5-fold (Figures 4A and 4B, middle),

as expected. Down-regulating Upfl but flot Upf3X abrogated the decrease in the

abundance of F Luc-MS2bs mRNA that was mediated by tethered Upf2 (Figure 4A, right).

Furthermore, down-regu!ating Upf2 abrogated the decrease in the abundance of FLue

MS2bs mRNA that was mediated by tethered Upf3 but had no effect on the decrease that

was mediated by tethered Upfl (Figure 4B, right). Therefore, tethering Upf2 obviates the

need for Upt3X but not Upfl in E]C-dependent NMD, and tethering Upfl obviates the

need for the other Upfproteins in EJC-dependent NMD. We conclude that Upf2 functions

in NMD after Upf3 or Upf3X but before Upfl * Additionatly, down-regulating Upfl but not

UpRX or Upf2 abrogated the decrease in the abundance of FLue-M S2bs mRNA that was

mediated by tethered Staul (Figures 4A and 4B, right). We conctude that(i) UpfJ function

obiates Staul function in the Staul-mediated reduction in mRNA abundance, and (ii)
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Staul reduces mRNA abundance in a mechanism that is flot tikely to involve Upf2 or

Upf3X. These resuits make sense given that Staul binds Upfl (Figure I), and that Upfl is

the Iast of the Upf proteins to function in EJC-dependent NMD (Lykke-Andcrsen et al.,

2000).

In related experiments, the effect of down-regulating the levet of cellular Stau 1 or,

as a control, cellular Upfl on NMD that was elicited by tethering Upfl, Upf2 or Upf3 to

FLue mRNA was determined. The Îevel of each Staul isofomi was down-regulated to

29% of normal, and the level of Upfl was down-regulated to 7% of normal as evidenced

using Western blotting (Figure 4C, lefi). According to expectations, down-regulating Upf 1

abrogated NMD that was elicited by tethering either Upf2 or Upf3 as evidenced using RI

PCR (figure 4C, right). In contrast, however, down-regulating Staul had no effect on

NMD that was elicited by tethering UpfI, Upf2 or Upf3 (figure 4C, right). These resuits

are consistent with our finding that Staul does flot detectably affect EJC-dependent NMD

(Figure 2).

Moving the translation termination codon from a position that resides upstream of

the MS2-HA-Staul tethering site to a position that resides downstream of the site was

found to inhibit the Staul-mediated reduction ofeither FLuc-MS2bs or GÏ-MS2bs mRNA

abundance (Figure 52). Whiie we cannot discount the possibility that inhibition is due to

StauÏ removal by translating ribosomes, this resuit is consistent with the possibility that
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Staul reduces rnRNA abundance by recruiting Upfl to a position that resides downstream

ofa termination (i.e., nonsense) codon (sec below).

2.3.3.4 Staul Binds the 3’UTR ofArfi mRNA and Reduces Arfi mRNA Abundance

Independently of an EJC

In search of substrates that coutd be natural targets of Stau I -rnediated effects, ADP

ribosylation factor (Arf)I mRNA, which encodes a Ras-related G protein that regulates

membrane traffic and organelle structure (Donaldson and Jackson, 2000), was identified as

a natural ligand of Staul using t’vo methods. First, Staul-containing RNPs were

immunopurified from human 293 cells that transiently expressed either Staul-HA3 or, as a

control for IP specificity, Staul-6xHis using ci-HA antibody (Figure S3A). When biotin

labeled cRNAs were generated from the constituent RNAs and used to probe

oligonucleotide arrays of 22,000 human genes, Arfi mRNA was identified as one of at

Ieast 23 Iigands ofStaul (Figure 538; Table SI). Second, using RT-PCR and a primer pair

that specificafly amplifies Arfi mRNA, Arfi mRNA was shown to be among the 293-cell

transcripts that co-immunopurified with (i) ci-HA antibody in cetis that exprcssed Staul

HA3 (Figure S3C) and (ii) ci-Staul antibody in untransfected cefls (Figure S3C).

We rationalized that if Staul binds to Arfi rnRNA at a position that reduces

mRNA abundance, then down-regulating either Staul or Upfl should up-regulate the level

of Arfi mRNA. Furthermore, down-reguÏating either Stau I or Upfl should fail to up

regulate the Ie.e1 of Arfi mRNA that Iacks the Staul binding site. To test these
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possibitities, KeLa celis were transientïy transfected with Control siRNA or siRNA that

down-reguiates Staul, Upfl, Upt2 or Upf3X. Two days ïater, celis were transiently

transfected with two plasmids in order to measure effects on the abundance of Arfi mRNA

that was transiently produced from Arfi cDNA. These plasmids consisted of: (i) a pSport

Arfi or pSport-ArflA(3’UTR) test plasmid, the latter of vhich lacks ail nucleotides that

reside downstream ofthe normal termination codon (figure 5A), and (ii) the phCMV-MUP

reference pïasmid. Notably, the HeLa-ceil Arfi gene contains four introns (Lee et aï.,

1992) so that the resuïting newly synthesized mRNA would harbor four FJCs. in contrast,

since Arfï cDNA within either pSport plasmid iacks ail introns, the resuïting newty

synthesized mRNA would lack EJCs.

The resuïts of Western bïotting demonstrated that the level of each Staul isoform

was down-regulated to 26% of normal, and the ïevel ofUpfl, Upf2 or Upf3X was down

regulated to, respectiveiy, 21%, 22% or ï3% of normai (Figure 5B, upper). The resuits of

RT-PCR using RNA from the same celïs demonstrated that the abundance of endogenous

HeLa-celï Arfi mRNA relative to the abundance of SMG7 as well as the abundance of

Arfi mRNA that derived from Arf I cDNA relative to MUP mRNA was increased 2-to-4-

foid in the presence ofStaul or Upfl sIRNA relative to Control siRNA (Figure 53, middle

and iower; sec also figure S4 for comparabie results using a different Staul or Upfl

siRNA). In contrast, and as expected from the Staul tethering resuits (figures 3 and 4), the

abundance of ArfI mRNA from the gene or cDNA ‘as unaffected by down-regulating

Upf3X (figure 53, middle and Iower). For reasons that are flot entirely clear, the
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abundance ofArfi mRNA was decreased by down-regulating Upf2 (Figure 5B, middle and

lower). This decrease may simply reflect competition between Staul and Upf2 for binding

to Upfl. Possibly, down-regulating Upf2 augments the interaction of Staul with Upfl,

which could increase the efficiency of NMD. Consistent with this interpretation, Upf2 is

flot detected in association with Staul (data flot shown), whereas both Upf2 and Staul are

detected in association with Upfl (Figure I F). However, down-regulating Upf2 did flot

augment NMD when Stau was tcthered (Figure 413). These data suggest that Staul

reduces the abundance of Arfi mRNA in a mechanism that involves Upfl but flot Upf2 or

Upf3X.

These fïndings also suggest that Stau I binds Arfi mRNA at a position that is

located within the 3UTR. Consistent with this, deletion of the 3’UTR increased the leve

ofArfi mRNA 7-fold (Figure 5C). Moreover, in contrast to Arfi mRNA, the abundance of

ArfL(3’UTR) mRNA was unaffected by Staul siRNA relative to Control siRNA (Figure

5C).

In order to test for Staul binding to the 3’UIR of Arfi mRNA, Cos celis were

transiently transfected with the Staul-HA3 expression vector, the pSport-Arfl or pSport

Arf1(3’UIR) test plasmid, and the phCMV-MUP reference plasmid. Notably, ceils were

transfected with only half as much pSport-Arflz\(3’UTR) as pSport-Arfl in order to

compensate for the difference in the level of product mRNA. Ceil extract was prepared

two days Ïater, and a fraction was immunopurified using a-HA antibody or, as a control for
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nonspecific IP, rat (r) IgG. Western blotting of immunopurified protein dernonstrated that

the efficiency of IP was 11% (Figure 5D, upper). RT-PCR of irnrnunopurified RNA

demonstrated the presence of Arfi mRNA, a Ïow level of ArfIz(3’UTR) mRNA, and no

detectable MUP mRNA (Figure 5D, Iower). We conclude that Staul binds to the 3’UTR of

Arfi rnRNA, as was predicted ftom data demonstrating that Arfi mRNA but flot

ArflA(3’UTR) mRNA is naturally targeted for a Stau-mediated reduction in abundance.

Additionally, we conclude that Staul also binds elsewhere within Arfi mRNA, albeit to a

lesser extent. Consistent with this conclusion, and in support of the idea that a termination

codon must reside upstream of a Staul binding site in order for Staul 10 mediate a

reduction in mRNA abundance (Figure 52), the level of Arfi mRNA that derived from

cDNA harboring a premature termination codon at position 35 was up-regulated 2-fold

when Staul was down-regulated (data flot shown). It follows that Staul binds between

codon 35 and the normal termination codon with less efficiency than it binds to the 3’UTR.

Notably, the specificity of Staul binding to Arfi mRNA was illustrated by the failure of

Staul to bind to MUP mRNA (Figure 5D).

2.3.3.5 A Minimized Staul Binding Site Resides 67 Nucleotides Dovnstream of the

Normal Termination Codon ofArfi mRNA and Mediates Arfl mRNA Decay

To further localize the Staul binding site within the Arfi 3’UIR, a series of

deletions was generated from the distal-rnost nucteotide of the Arfl 3’UTR within pSport

Arfi (Figure 6A). Each of the resulting test plasmids was transiently introduced into 293

ceits together with the Stau-HA3 expression vector. Celi extract was prepared two days
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later, and a fraction vas imrnunopurified using a-HA antibody. Western blotting of

immunopurified protein reveated relative IP efficiencies (figure 6B, upper). RT-PCR of

immunopurified RNA demonstrated that Staul binds between nucteotides 689 and 919

(figure 6B, lower, where the first transcribed nucleotide of endogenous Arfi mRNA is

defined as 1). Notably, the small arnount of Staul binding that is detected using mRNAs

that terminate at nucleotide 621 or 688 reflects our finding that Staul binds less efficiently

to the coding region than to the 3’UTR (figures 5D and 6B). WhuÏe these data do flot rule

out the possibility that Staul also binds within the 3’UTR downstream ofnucleotide 919 or

upstream of nucleotide 688, ouf finding that inserting the Staul binding site (SBS,

nucleotides 622-924) within the heterologous FLuc mRNA reduced fLue mRNA

abundance (figure S5A) corroborates that Staul indeed binds between nucleotides 689 and

919. We conctude that Staul binds to the 3’UTR of Arfi mRNA at a position that is

predicted to reduce rnRNA abundance.

b determine if Staul and Upfl mediate a reduction in Arfi mRNA half-life, the

expression of Arfi cDNA harboring the SBS in place of the full-Iength 3’UTR was driven

by the fos promoter (figure 6C, upper). Ibis prornoter is transientÏy inducibÏe upon the

addition ofserurn to serurn-deprived ceils and, thus, provides avvay to analyze mRNA haif

life (Lejeune et aÏ., 2003). L ceils were transfected with mouse (m)Staul siRNA, mUpfl

siRNA or, as negative controls, mUpt2 siRNA or Control siRNA and, two days later, with

the pfos-Arfl-SBS test p]asmid and the phCMV-MUP reference plasrnid in the absence of

serum. One day later, serum was added, and protein and RNA were purifled from,
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respectivety, cytoplasmic and nuclear fractions at 0, 30, 60, 90 and 120 min. Western

blotting demonstrated that the Ïevets of mStaul, mUpfl and mUpf2 were down-regulated

to 21%, 18%, and 26% of normal (Figure 6C, second-from-top, tefi and right). RT-PCR

demonstrated that down-regulating mStaul or mUpfl increased the half-life of nucleus

associated fos-Arfl-SBS mRNA, whereas dovn-regulating rnUpt2 did not (figure 6C,

second-from-bottom and bottom, lefi and right). These data reveal that Staul together with

Upfl mediate the nucleus-associated decay ofArfi mRNA, which we cail Staul-mediated

mRNA decay (SMD). The specificity of the SBS invoïvement in SMD was evident with

the finding that down-regulating mStaul to 29% of normal also increased the haif-life of

nucleus-associated fos-F Luc-SBS mRNA (figure S5 B). Furthermore, down-regulating

mStau 1 to a comparable tevel (2 1% of normal) had no effect on the haif-life of nucleus

associated fos-ArflA(3’UTR) mRNA (figure S6). These data, like the steady-state data

(Figures 4, 5, S4, and S5A), indicate that the SMD ofArfi mRNA involves the Arfi SBS

and Upfl but flot Upf2.

2.3.4 Discussion

In this communication, we describe a noveÏ rote for Staul and new type ofmRNA

decay that involves Upfl but flot an EJC. We demonstrate that mammalian Staul directty

binds the NMD factor Upfl (Figure 1). We also demonstrate that tethering Staul

downstream ofa termination codon reduces mRNA abundance (Figure 3) in a mechanism

that appears to invoïve the termination codon (Figure S2; unpub. data demonstrating that
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down-regulating Staul increases the level of Arfi 35Ter rnRNA) and Upfl but flot Upf2 or

UpRX (Figure 4). This mechanism is shown to be physiologically relevant with the

flndmg that Staul binds to an 230-nt region ofthe 3’UTR ofArfi mRNA soas to recruit

Upfl independently of other Upf proteins and, as a consequence, reduce ArfI mRNA haif

life (figures 5, 6, and S3-S6). Consistent with these conclusions, we demonstrate that Upfl

is the last of the Upf proteins to function in EJC-dependent NMD, and that Upf3X

functions prior to Upf2 (figure 4).

We find that Staul plays no detectable role in the EJC-dependent NMD ofGl and

GPxI mRNAs (figure 2). This is despite the ability of Staul to interact with Barentsz

(Macchi et aI., 2003; figure 1), which interacts directly with the EJC component elf4Allt

(Chan et al., 2004; Palacios et al., 2004). Kowever, neither Staul nor Barentsz is detected

as a stable component of the EJC (figure 1).

As a rule, a termination codon that resides more than -50-55 nt upstream of

an exon-exon junction elicits NMD (Nagy and Maquat, 1998). Considering that an EJC

resides -20-25 nts upstream of an exon-exon junction (Le Kir et al., 2000a), it follows that

a termination codon that resides more than C—25 nt upstream ofa Staul binding site shoutd

elicit SMD. These two scenarios are exemplifled for Arfi mRNA, which harbors four

exon-exonjunctions and binds Staul 67 nt dovnstrearn ofthe normal termination codon

(figure 7). In theory. it may be possible for a termination codon to be situated SO that it

elicits both EJC-independcnt SMD and EJC-dependent NMD. In fact, our data indicate
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that this possibility exists for Arfi mRNA, vhich is normally a product of pre-mRNA

spiicing and binds Staul within its coding region as evidenced by the ability of 35Ter

within Arfi cDNA to elicit SMD (unpub. data).

We have found in tvo independentty performed microarray analyses that there are

at ieast 22 293-ceil mRNAs in addition to Arfi mRNA that bind Staul (Table Si). This

suggests that SMD is used by ceils to coordinately regulate a battery ofgenes in response to

changes in the cellular abundance or specific activity of Stau 1, Upfl or both (sce beiow). If

binding is sufficiently downstream of the normal termination codon, then these mRNAs

should, like Arfi mRNA, be natural targets of SMD in a mechanism that is EJC

independent. For example, Stau also binds the 3’UTR of PAICS mRNA (and also

elsewhere within PAICS mRNA), and down-regulating Staul increases PAICS mRNA

abundance 2-fold (Figure S7). Natural substrates for SMD could arise when a termination

codon is generated by alternative spiicing, which has been proposed to occur one-third of

the time (Hiliman et aÏ., 2004), provided that the termination codon resides a sufficient

distance upstream of a Staul binding site. Notabiy, there may be mRNAs that are more

efficiently targeted for SMD than those identifled to date, i.e., that wou]d have insufficient

abundance to be detected in a microarray analysis of Staul-bound transcripts (Table SI).

In fact, some of these may bc arnong the mRNAs that increase in abundancc when Upfi is

down-regulated but flot in accordance with rules that pertain to NMD (Mendeil et al.,

2004).
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With regard to the possible regulation of SMD, Staul is ubiquitously

expressed, but its level of expression varies among tissues (Marion et al., 1999;

Monshausen et al., 2001; Wickham et al., 1999). For example, Staul is highly expressed in

brain, heart, liver, testis, pancreas and placenta, whereas it is generally expressed to lesser

but varying degrees in other tissues. As another example, Staul expression is up-regulated

following myogenic differentiation and, in muscle celis, after denervation or treatment with

trophic factors (Belanger et al., 2003). Additionally, differential splicing generates several

Staul isoforms that are flot uniformly expressed among tissues. Staul also contains several

putative phosphorylation sites that could regulate its function, and Staul bas been shown to

interact with protein phosphatase-1 (Monshausen et al., 2002). Therefore, the functions of

Staul are Iikely to be modulatcd in different tissues according to the level and nature of

each expressed isoform and, possibly, post-translational modifications. Since Upfl

phosphorylation influences Upfl function in NMD (Ohnishi et al., 2003; Pat et aI., 2001), it

is possible that Upfl phosphorylation also regulates Upfl function in SMD.

Several Staul-bound mRNAs encode key regulatory enzymes that control

cdl metaboÏism, proteins invoÏved in organelle trafficking, ccli division or the cdl cycle, or

both (Table SI). ArfI is involved in protein trafficking, and it may modulate vesicle

budding and uncoating within the Golgi apparatus. PAICS controls steps 6 and 7 of the

purine nucleotide biosynthetic pathway. lnterestingly, the leveÏ of PA1CS mRNA varies

with the ccii cycle in synchronized rat 3Y1 fibroblasts (Iwahana et al., 1995). At least in

theory, this variation may be controlÏed by SMD. From these and other examples, it is
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conceivable that modulation of Staul, Upfl or both may control the level of SMD in

response to signal transduction or other regulatory pathways.

In addition to its involvement in this new type of mRNA decay, Staul is a

component of rnRNPs that are transported and tocalized within dendrites of mature

hippocampal neurons (Kanai et al., 2004; Kiebter et al., 1999; Kohrmann et al., 1999;

Krichevsky and Kosik, 2001; Maltardo et al., 2003; Ohashi et al., 2002). There are a

number of RNP proteins that ftrnction in two distinct RNA metabolic processes, one of

which involves mRNA localization coupted to transiational control. As one example,

Hrb27C inhibits the removal by nuclear spticing of intron 3 from P-element encoded

transposase pre-mRNA in Drosophila (Hammond et al., 1997; Siebel et al., 1994), and it

also binds directly to Drosophila gurken mRNA so as to regulate gurken mRNA

cytoplasmic localization and translation (Goodrich et al., 2004). As other examples,

Barentsz and Y14, the latter ofwhich isa component of the EJC (Kim et al., 2001; Lau et

al., 2003; PaÏacios et al., 2004), are essential for EJC-dependent NMD in mammalian celis

(Ferraiuolo et al., 2004; Gehring et al., 2003; Palacios et aÏ., 2004; Shibuya et al., 2004),

and they also function in localizing Drosophila oskar mRNA to the posterior pole of the

oocyte (Hachet and Ephrussi, 2001, 2004; Mohr et al., 2001; van Eeden et al., 2001).

In summary, our flndings expand the role of Staul in post-transcriptional gene

control. Significant issues that have been brought to light by our studies include if the

Staul-mediated recruitrnent of Upfl to rnRNAs impacts mammalian deveÏopment,
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neuronal transmission, or cellular growth control. It will also be important to determine if

Staufen and Upfl interact in DrosophuÎa so as to elicit mRNA decay.

2.3.5 Experimental Procedures

2.3.5.1 Plasmid Constructions

To construct the pSos-Upfl yeast two-hybrid bait plasmid, the Kindiit’Klenow

flhled Noti fragment that contains human UPFI cDNA from pCl-neo-FLAG-UPF1 (Sun et

al., 199$) was inserted into the Notl!Klenow-fihled Sali fragment from pSos (Stratagene).

For the bacteriat production of hurnan Upft that harbors an N-terminal GST tag,

pGEX-UPFI was constructed by ligating the NotLKlenow-fihled EcoRi fragment from

pCMV-Myc-UPf I (unpub. data) that contains UPf I cDNA to the Notl/Klenow-fihled

BamHl fragment from pGEX-6p-1+NdeI (S. Buriey, unpub. data).

For the bacterial production ofhuman Staufeni (Staul) that harbors an N-terminal

GST tag, pGEX-Staul was constructed by ligating the BamHlNotI fragment from pGEX

6p-1+NdeI to a PCR-amplified fragment that had been digested with BgÏil and Noti. The

PCR fragment was amplified using the human Staul cDNA expression vector phStau 155-

HA3 (Luo et aI., 2002) and two primers: 5’-

GAAGATCIAGAATGAAACTTGGAAAAAAACCAATGTATAAG-3’ (sense) and 5’-

ATAAGAATGCGGCCGCTCAGCACCTCCCACACACAGACATTGGTCC-3’

(antisense), where underlined nucÎeotides specify the BgIlt or Noti site, respectiveÏy.
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for the bacterial production of hurnan Staul that harbors an N-terminal 6xHis tag,

pRSET B-Staul was constructed by ligating the Klenow-flhted Ndet’NotE fragment from

pGEX-Staul to the KÏenow-fihled BglII fragment from pRSET B (Invitrogen).

b construct pMS2-HA-Staul that encodes N-terminal oligomerization

defective MS2 coat protein folÏowed successively by an HA tag and fulÏ-length human

Staul, pCl-neo (Promega) that had been digested with Nhel and Noti was ligated to two

fragments: a PCR-amplified fragment that contains the MS2 coat protein-encoding

sequence that had been digested with Nhel and BamNi, and a PCR-amplifled fragment that

contains human Staul cDNA that had been digested with BgIJI and Noti. The MS2 coat

protein-encoding fragment was amplified using pET-MS2 (Coller et aï., 1998) and two

primers: 5 ‘-CGCTACTAGCTAGCCGCCATGGCTTCTAACTTTACTCAGTTCGTTC-3’

(sense) and 5’-

ATAAGAATGCGGCCGCCTAGGATCCAGCGTAGTCIGGAACGTCGTATGGGTAG

ATGCCGGAGTTTGCTGCGATTG-3’ (antisense), where underlined and bold nucleotides

specify the NheI or Noti site and HA tag sequence, respectively. The Staul cDNA

containing sequence was amplifled using phStaul55-HA3 and tvo primers: 5’-

GAAGATCTAGAATGAAACITGGAAAAAAACCAATGTATAAG-3’ (sense) and 5’-

ATAAGAATGCGGCCGCTCAGCACCTCCCACACACAGACATTGGTCC-3’

(antisense), where underlined nucleotides specify the BgIlI or Noti site, respectively.
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To constntct pMS2-HA that harbors an N-terminal MS2 coat protein foÏlowed by an

HA tag, pCl-neo that had been digested with Nhel and Noti was ligated to the same PCR

amplified fragment that contains the MS2 coat protein-encoding sequence and was

similarly digested with Nhel and Noti (sec above).

pcFLuc-MS2bs, which contains eight tandem repeats of the MS2 coat protein

binding sites within the 3’UTR offlrefly luciferase (FLuc) cDNA, was generated from pcf3-

$bs (Lykke-Andersen et al., 2000) by replacing f3-globin cDNA with FLue cDNA. pcFLuc,

which lacks the MS2 coat protein-binding sites, was generated from pcFLuc-8bs by

cleaving with PspOMI and Noti followed by seÏf-ligation after generating blunt ends using

Klenow (New England Biolabs).

pRLuc, which encodes renilla luciferase (RLuc), was generated from p2luc

(Grentzmann et al., 199$) by precisely deleting FLuc cDNA.

FuIl-Iength Arfi cDNA was obtained by RT-PCR (RNA PCR Core Kit, AppÏied

Biosystems) using total HEK293-cell RNA and two primers: 5’-

AGGTCTAGATCGGAGCAGCAGCCTCTGAGGIGT-3’ (sense) and 5’-

GGCTCGAGCTAATAGCTATAATTACAGTGCTTGTTTGTCGAAATG-3’ (antisense),

where underlined nucteotides specify the XbaI and XhoI site, respectively. The PCR

product was digested \ith Xbal and XhoI and ligated to pSport B-gal (Invitrogen) that had

bcen digested with Xbal and XhoI. Ihe resulting plasrnid, pSport B-gal-Arfl, was digested

with Noti, purifled, and self-tigated to generate pSport-ArfI.
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b construct pSport-ArfÏA(3’UTR), pSport-Arfl was digested with Kpnl and XhoI.

The resuÏting vector-containing fragment was ligated to a PCR-arnplifled fragment that

contains the Arfi open transïational reading frame and had been digested with Kpnl and

XhoI. PCR was carried ont using pSport-Arfl and two primers: 5’-

GCTATTTAGGTGACACTATAGAAGGTAC-3’ (sense) and 5’-

CCGCTCGAGTTCACTTCTGGTTCCGGAGCTGATTG-3’ (antisense), where underlined

nucleotides specify the Hindiil site.

Deletions within the 3’ UTR of Arfi cDNA were generated using pSport-Arfl, 5’-

CATTTCGACAAACAAGCACTGTAATTATAGCTATTAG-3’ (sense) and one of the

foltowing antisense primers: 5 ‘-CCAAGGACAAGCGAGTTGCG-3’(A 1229-1794), 5’-

CGACTGGCATCCAGGCCGTAAC-3 ‘(A 1123-1794), 5’-

GTGCCCATGGGCCTACATCC-3’(A920-1 794), 5’-ACGAGCCGCACGTTTGCCA-

3’ (A6$9- 1794), 5 ‘-GTTCACTTCTGGTTCCGGAGCTG-3 ‘(A622- 1794). PCR

amplifications were carried out using Pfu Ultra (Stratagene). PCR products werc incubated

with DpnI to digest the rnethylated template DNA, phosphorylated at the 5’ ends using 14

polynucleotide kinase (Fermentas), and circularized by ligation.

To construct pfos-Arfl-SBS or pfos-Arf133’UIR), pfos-G1 (Lejeune et aI., 2003)

was digested with NcoI and EcoRi and ligated to a PCR-amplified fragment that contains

Arfl-SBS cDNA or Arf143’UTR) cDNA. PCR was carried out using pSport-Arfl and two

primers: 5’ -ACAACCATGGGGAACATCTTCGCCAACCTCTTC-3’ (sense) and either
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5 ‘-CCGGAATTCIGGGCCTACATCCCCTCTCAGCACIGAAC-3’ (antisense) for Arfi -

SBS cDNA or 5 ‘-CCGGAATTCICACTTCTGGTTCCGGAGCTGATTGGAC-3’

(antisense) for ArfIA3’UTR) cDNA, where underÏined nucleotides specify the NcoI or

EcoRi site.

2.3.5.2 Yeast Two-Hybrid Analysis

Proteins that interact with hurnan Upfl were identified using the Cytolrap Two

Hybrid System (Stratagene). The yeast strain cdc25H was transformed with pSos-UpfI

and the pMyr Iibrary of HeLa-ceti cDNAs (Stratagene). Transformants were processed

following manufacturer instructions.

2.3.5.3 s1RNA-Mediated Dovn-ReguIation of Human Upfl, Up12, Upt3X or Staul

HeLa cells (2 x 106) were grown in DMEM medium (Gibco-BRL) containing 10%

fetat bovine serum (Gibco-BRL) in 60-mm dishes and transiently transfected with 100 nM

of in vitm-synthesized small interfering (si)RNA (Xeragon or Dharmacon) using

Oligofectamine (Invitrogen). Upfl, Upf2, Upt3X or Staul were down-regulated using,

respectiveÏy, 5’-r(GAUGCAGUUCCGCUCCAUU)d(TT)-3’, 5’-

r(GGCUUUUGUCCCAGCCAUC)d(TT)-3’, 5’-r(GGAGAAGCGAGUAACCCUG)d(TT)-

3’, or 5’-r(CCUAUAACUACAACAUGAG)d(TT)-3’.

In experiments that involved siRNA and tethering (sec below), celis were re

transfected 4$ h later v ith the specifled reporter, effector, and reference plasmids. Celîs
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were harvested two days later. To test for the abrogation of GI, GPx I or Arfi NMD, ceils

were re-transfected 4$ h afier siRNA introduction with (i) 0.05 tg of a pmCMV-Gl test

plasmid, either nonsense-free (Norrn) or nonsense-containing (391er) (Zhang et al., 1998),

(ii) or 0.05 pg of a pmCMV-GPx1 test plasrnid, either Norrn or 461er (Moriarty et al.,

1998), (iii) t).05 tg ofa pSport-Arfl or pSport-ArflA(3’UTR) test plasmid, and (y) 0.1 tg

ofthe phCMV-MUP reference plasrnid (Beigrader and Maquat, 1994) using Lipofectamine

Plus Reagent (Invitrogen).

2.3.5.4 Tethering Experiments

BeLa ceils (2 x 106) were transientÏy transfected using Lipofectamine Plus

(Invitrogen) with 0.3 .tg of the reporter plasmid pcFLuc or pcfLuc-MS2bs, t).02 jig of the

reference plasmid pRLuc, and 3 tg of one of the following effector plasmids: pMS2-HA,

pMS2-HA-Staul, pcNMS2, pcNMS2-Upfl, pcNMS2-Upt2 or pcNMS2-Upf3. Ceils were

harvested two days later. Protein was purifled from haif of the celis using passive lysis

buffer (Promega), and total RNA was purified from the other haïf using IRizol Reagent

(Invitrogen).

2.3.5.5 fos Promoter Induction Experiments

Ltk- cells (4 x 106) were transientty transfected vith 200 nM of ControÏ siRNA,

100 nM of each of two different mouse Staul siRNAs [5’-

r(CAACUGVACUACCUUUCCÀ)d(TT)-3 or 5’

r(AACGGUAACUGCCAUGAUA)d(IT)-3’], or 200 nM of mouse Upfl siRNA, [5’-
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r(UCAAGGUUCCUGAUAAUUA)d(TT)-3’] or mouse Upt2 siRNA [5’-

r(GAAACUUCUUGAUGAACAA)d(TT)-3’]. Two days Ïater, ceÏls were retransfected

with 0.3 tg of the pfos-Arfl-SBS test plasmid and the 1.0 tg of the phCMV-MUP

reference ptasmid as described above. hie fos promoter was transiently induced, and celis

were fractionated as described (Lejeune et al., 2003). However, serum was ehminated

from the second transfection and added back one day later.

2.3.5.6 lmmunopurifications

Cos-7 or HeLa ceils were cultured as described above but in 150-mm dishes.

Transfections and immunopurifications were performed as described (Chiu et al., 2004;

Ishigaki et al., 2t)0 1; Lejeune et at., 2002)

2.3.5.7 Western Blotting

Protein was electrophoresed in SDS-polyacrylamide, transferred to Hybond ECL

nitrocellulose (Amersham), and probed with antibodies that recognize FLAG (Sigma), GST

(Qiagen), HA (Roche), Upfl (Lykke-Andersen et al., 2000), Upf2 (Serin et al., 2001),

Upt33X (Serin et al., 2001), Barentsz (Macchi et aÏ., 2003), CBP8O (Izaurralde et al.,

1994), eIF4E (Santa Cruz), Vimentin (Santa Cruz), human Staul (Wickharn et al., 1999),

mouse Staul (Marion et aÏ., 1999) or e(F3b (a gift from N. Sonenberg) as described (Chiu

et a)., 2t)04; Lejeune et aI., 2002, 2003).
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2.3.5.2 RT-PCR

The levets of specific RNAs were quantitated using RT-PCR as described (Sun et

aI., 1998). FLuc, [3-GI and MUP mRNAs were amplified as described previously (Chiu et

aÏ., 2004; Lejeune et aI., 2003), and RLuc rnRNA vas amplified using the primers 5’-

ATGACTTCGAAAGTTTATG-3’ (sense) and 5’ -TTCAGATTTGATCAACGCA-3’

(antisense). Celiular Arfi mRNA or Arf I mRNA that derived from a pSport vector w’as

amplified using the primers 5’-AACCAACGCCTGGCTCGG-3’ (sense) and 5’-

AGTCCTTCATAGAGCCCGTCG-3’ (antisense) or 5’-

GCTATTTAGGTGACACTATAGAAGGTAC-3’ (sense) and 5’-

TTCTTGTACTCCACGGTTTC-3’ (antisense), respectively. fos-Arfi -SBS mRNA was

amplified using the primers 5’-GCAGCGAGCAACTGAGAAGC-3’ (sense) and 5’-

TTCTTGTACTCCACGGTTTC-3’ (antisense).

RI-PCR products were electrophoresed in 5% polyacrylamide and quantitated by

Phosphorimaging (Molecular Dynamics).

In experiments that mapped Stau l-HA binding within the Arfi mRNA 3’UIR, RT

PCR anatysis ofArfi mRNA was performed using One Step RT-PCR (Qiagen), the primer

pair 5’ -GCTATTTAGGTGACACTATAGAAGGTAC-3’ (sense) and 5’-

CTCTGTCATTGCTGTCCACCACG-3’ (antisense), and ethidium bromide staining.
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2.3.5.9 Far-Western Blotting

FLAG-Upfl was purified from HeLa ceils that had been stably transfected with

pCI-neo-fLAG-UPFÎ as previously described (Pal et al., 2001). GST-Upfl was purified

from E. cou using Bulk GST Purification Modules (Amersham).

Lysates of E. cou that were or were flot induced to express 6xHis-Staul or GST

Staul using IPTG (Invitrogen) were resolved in 8% SDS-polyacrylamide and transferred to

Hybond ECL nitrocelluÎose (Amersham). Membranes were incubated for 12 h at 4°C in

blocking buffer [20 mM Hepes (pH 7.4), 50 mM NaCI, 5 mM MgCI2, 1 mM EDIA, I mM

DTT, 0.1% NP-40 and 2% milk], and then incubated o’ernight at 4°C in blocking buffer

containing 10 ig ofpurified fLAG-Upfl or GST-Upfl. Interacting proteins were detected

using Western blotting and Œ-FLAG or Œ-GST antibody.
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2.3.8 Figure fegends

Figure 1. Hurnan Upfl interacts with human Staufen (Stau)1 in a yeast two-hybrid

analyses, in vitro binding assays, and immunopurifications (IPs) of Staul-HA3 from Cos

ceits. (A) Yeast two-hybrid screening. Human Upfl as bait interacts with human Staul

from the pMyr-cDNA Iibrary (upper). Negative and Positive Controls were provided by

Stratagene. The region of Staul that interacts with Upfl was mapped to reside within the

double-stranded RNA binding domain (dsRBD)4 and tubulin binding domain (TBD)

(lower). (B) GST puII-down assays. E. cou lysates that expressed GST-Upfl (+) were

mixed with E. cou lysates that did flot (-) or did (+) express 6xHis-Staul, purifled using

Glutathione Sepharose beads (After) or flot (Before), and subjected to Western blotting

(WB) using u-GST antibody (upper) or Œ-His antibody (middle) either before or afier GST

putl-down. Additionally, a fraction of each sample before or after GST-pull-down was

analyzed by Coomassie Btue staining to erify the presence ofGSI-Upfl and 6xHis-Staul

(lower, indicated by dots). (C) Far-Western analysis. E. cou lysates that did flot t-) or did

(+) produce either 6xHis-Staul or GST-Staul were subjected to Far-Western blotting (fW)

using FLAG-Upfl that had been immunopurifïed from HeLa cetis (middle) or GSI-Upfl

that had been immunopurified from E. coJi (right). interacting proteins vvere identifled by

Western blotting using Œ-FL.AG or Œ-GST antibody, respectively. Expression of 6xHis-

Staul and GST-Staul was also verified by staining each lysate with Coomassie Btue (lefi).

(D) IP ofStaul-I-1A3. Cos ceils vere transiently transfected vith a plasmid that expressed

the 55-kDa isoform of Stau I-HA3. Affer ccli lysis, RNA and protein were puritied from
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the lysate before and after IP using Œ-HA antibody or, to control for the specificity ofthe

IP, rat (r) lgG. RNase A was added to halfofeach sample prior to IP. SMG7 mRNA was

anatyzed using RT-PCR to demonstrate that the RNase A digestion was compÏete (lower).

The four teft-most lanes represent 2-fotd seriat dilutions of RNA and demonstrate that the

RT-PCR is semi-quantitative. Western blotting was used to detect the specifled proteins

(upper). The three teft-most lanes represent 3-fold seriat dilutions ofprotein before W and

demonstrate that the Western blotting is semi-quantitative. (E) IP of cellular Upf3/3X.

Lysate from untransfected Cos celis was immunopurifled using Œ-UpR/3X antibody or, as

a controÏ for nonspecific IP, normal rabbit serum (NRS). Western blotting was used to

analyze the specifled proteins. Upf3 co-migrated with 1g heavy chains and, thus, could flot

be analyzed. (F) IP of FLAG-Upfl. Lysates of HeLa ceils that did (+ pCI-neo-fLAG

UPf 1) or did flot (- pCl-neo-FLAG-UPFI) stably express FLAG-Upfl was analyzed either

before or afier IP using Œ-FLAG antibody by Western blolling for the specified proteins.

figure 2. Down-regulating cellular Staul lias no detectable effect on the EJC

dependent NMD of GI 39Ter or GPxI 46Ter mRNA. HeLa ceits were transiently

transfected with Staul siRNA, Upf3X siRNA, or a nonspecific Control siRNA. Two days

later, celis ere re-transfected with pmCMV-GI and pmCMV-GPxI test plasmids, either

nonsense-free (Norm) or nonsense-containing (Ter), and the phCMV-MUP reference

plasmid. After an additional day, protein and RNA ere purifled. (A) Western blot
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analysis of the siRNA-mediated down-regulation of Staul or Upf3X, vhere the level of

elF3b served to control for variations in protein loading. (B) RT-PCR analysis ofthe level

of GI mRNA (left) or GPx1 mRNA (right), vhich was normalized to the level of MUP

mRNA. Normalized levels ofNorm mRNA in the presence ofeach siRNA were deflned as

100%. Levels in three independently performed experiments did flot vary by more than

7%.

Figure 3. Tethering Staul to the fLuc mRNA 3’UTR reduces fLuc mRNA

abundance. (A) Schematic representations of flrefly (f) and renilla (R) luciferase (Luc)

expression plasrnids pcFLuc-MS2bs, pcFLuc, and pRLuc, where X8 specifies eight tandem

repeats of the MS2 coat protein binding site. (B) HeLa ceils were co-transfected with the

specified pcFLuc-MS2bs reporter plasmid, the pRLuc reference plasmid, as well the

specified effector plasrnid. Two days after transfection, protein and RNA were purified.

Western blotting using a-HA antibody demonstrates effector expression (Ieft). RT-PCR

demonstrates that tethered Staul reduces FLuc-MS2bs mRNA abundance (right). Numbers

below the figure represent the levels of FLuc or FLuc-MS2bs mRNA, which were

normalized to the tevel of RLuc mRNA. Each normaÏized teveÏ of fLuc or fLuc-MS2bs

mRNA was then calculated as a percentage of the normalized tevel of fLuc or fLuc

MS2bs rnRNA that was obtained in the presence of pMS2-HA or pcNMS2, which was
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defined as 100%. RT-PCR resuits in at least three independently performed experiments

did flot vary by more than 9%.

Figure 4. siRNA-mediated down-regulation of cellular Upfl but flot Upf2 or

Upf3X inhibits the reduction in FLuc-MS2bs mRNA abundance that is mediated by

tethered Stau 1. (A-C) HeLa celis were transiently transfected with the specified siRNA.

Two days later, celÏs were transfected with the pcFLuc-MS2bs reporter p]asmid, the pRLuc

reference plasrnid, and the specifled effector plasmid. Aiternatively, celîs were transfected

with a prnCMV-GÏ test plasmid (either Norm or Ter) and the phCMV-MUP reference

plasmid. After an additional two days, protein and RNA were purified. Western blotting

was used to quantitate the extent ofdown-reguÏation (left). RT-PCR was used to quantitate

the effects of siRNA on GI mRNA abundance, as in Figure 2B (middle). RT-PCR was used

to quantitate the effects of siRNA on rnRNA abundance that were mediated by tethering the

specified protein as in Figure 3B (right). for ail RT-PCR resuits, mRNA levets in at least

two independently performed experiments did not differ by more than 10%.

Figure 5. Staul binds the 3’UTR of Arf 1 mRNA and reduces its abundance in a

mechanism that invoIes Upfl. (A) Schernatic representations of the Arfi gene and the

pSport-Arfl and pSport-ArflA(3’UTR) cDNA expression plasmids. (B) As in Figure 4A,

except that HeLa celis vere transientÏy transfected vith the specified siRNA. Two days
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later, ceils were re-transfected with a pSport-Arfl test plasmid and the reference phCMV

MUP pÏasrnid. After an additional day, protein and RNA were isolated for Western

analysis and RT-PCR, respectively. The efficiency of siRNA-rnediated down-regulation of

gene expression as assessed using Western blotting (upper). Ihe levels of endogenous

Arfi and SMG7 mRNAs (middie) or of Arfi rnRNA that derived from pSport-Arfl and

MUP mRNA (lower) as assessed using RT-PCR. Numbers below the panel represent the

level of Arfi niRNA after normalization to the Ïevel of either SMG7 or MUP rnRNA,

where the normalized level of Arfl rnRNA in the presence of Control siRNA was defined

as 100%. (C) As in (B) except that pSport Arfi or pSport-ArflA(3’UTR) was used as test

plasrnid. The level ofArfl mRNA or Arflz\(3’UTR) rnRNA that derives from pSport-Arfl

and the level of MUP mRNA were assessed using RT-PCR. (D) IP of Stau 1-HA3. Cos

ceils were transiently transfected with the Stau 1-HA3 expression vector, pSport-Arfl or

pSport-ArflA(3’UTR), and phCMV-MUP. Notably, ceils were transfected with onÏy haif

as much pSport-Arflz(3’UiR) relative to pSport-Arf 1 in order to compensate for the

difference in the level of product mRNA. Iwo days tater, ce ils wcre lysed, and a fraction

of lysates was immunopurifled using a-HA antibody or, as a control, rigG. Protein or RNA

before and after IP was analyzed, respectivety, using Western blotting and a-HA antibody

(upper), or RT-PCR (1oker). For ail RI-PCR resuits, mRNA levels in two independently

performed experirnents did flot differ by more than 20%.
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Figure 6. Staul binds within an 23O-nt region ofthe Arfi mRNA 3’UTR, and this

region reduces the haif-life of Arfi rnRNA in mechanism that depends on Staul and Upfl.

(A) Schematic representations of the various Arf I mRNAs harboring deletions within the

3’UTR. Numbering is reÏative to the flrst nucleotide ofendogenous Arfi rnRNA, which is

defined as I. The upper-most construct represents fuJl-Iength mRNA. (B) 293 cells were

transfected with the Staul-HA3 expression vector and the specified pSport-Arfl test

plasmid. One-tenth ofeach fP was used to determine IP efficiencies using Western blotting

(upper). RNA was isoÏated from the rest of the IP, and the level of Arfi mRNA from each

Sport test plasrnid was quantitated by RT-PCR and ethidium bromide staining (lower). The

level of Arfi rnRNA from each pSport test plasmid was similarly assessed before IP to

control for variations in transfection efficiencies and RNA recovery. (C) L ceils were

transfected with mouse (m)Staul, mUpfl, mUpf2 or Control siRNA. Two days later, ceils

were re-transfected with the pfos-ArfI-SBS test plasmid (upper left) and the phCMV-MUP

reference plasmid in the absence ofserum. Serum was added to 15% after an additional 24

hr, and protein was purified from the cytoplasmic fraction for Western blotting (second

from-top, left and right). RNA was purified from the nuclear fraction for RT-PCR analysis

at the specified times (second-from-bottom, Ïeft and right). for each tirne point, the level

ofpfos-Arfl-SBS mRNA was normalized to the level ofMUP mRNA. NormaÏized levets

ere calculated as a percentage of the normalized level offos-Arfl-SBS mRNA at 30 min

in the presence ofeach siRNA, hich was defined as lOt). Normalized levels represent the
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average of two independently performed experiments that did flot vary by more than 20%.

They are plotted as a function oftime after serum addition (bottom, left and right).

Figure 7. Models for EJC-dependent NMD and SMD of Arfi mRNA in mammalian

celis. (A) Recruitment of UpfÏ to one of the four EJCs of Arfi mRNA via Upf2 and

Up13/3X. Within the nucleus, pre-mRNA spiicing deposits an exon junction complex

(EJC) of proteins that consists of RNPSI, Y14, SRmI6O, REFAIy, Magoh, UAP56,

Pnn1DRS and elf4AllI (Chan et al., 2004; Ferraiuolo et al., 2004; Kataoka et aI., 2000;

Kim et aI., 2001; Le Hir et al., 2000b, 2001; Lejeune et al., 2002; Li et aI., 2003; Luo et al.,

2001; Palacios et al., 2004; Shibuya et al., 2004) and is located 20-25 nucteotides

upstream of each exon-exon junction (Le Hir et al., 2000a). It is unknown if every protein

is present within every EJC. The EJC consists ofthe NMD factor Upf3 or Upf3X, each of

which binds Upf2, and Upf2 is thought to subsequently bind Upfl. EJC-dependent NMD

occurs if translation terminates prematurety more than 50-55 nucleotides upstream of any

exon-exon junction, which wouÎd be 20-25 nucteotide upstream of the corresponding EJC

(only the 3’-most of which is shown). (B) Recruitment of Upfl to the 3’UTR of Arfi

mRNA via Staul. Staul, hich binds the 3’UTR of ArfÏ rnRNA, recruits Upfl

independently of an FJC. Data suggest that SMD occurs when translation terminates

properly. By anatogy to EJC-dependent NMD, the Staul binding site woutd reside more

than 20-25 nts downstream of the normal termination codon in order to clicit SMD. This

is consistent with our finding that Staul binds at least 67-nt downstream ofthis codon.
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2.3.10 Supplementary Experimental Procedures

2.3.10.1 Plasmid Constructions

To construct pMS2-HA-etF4AItI, which encodes N-terminal oligomerization

defective MS2 coat protein followed successively by an HA tag and full-length human

eIF4AtII cDNA, pCI-neo that had been digested with NheI and Noti was ligated to two

fragments: the NhetBamHl fragment from pMS2-HA-Staul that contained the MS2 coat

protein-encoding sequence, and a PCR-amplifled fragment that contained human elf4AIII

cDNA and had been digested with BamHl and Noti. eIf4AIll cDNA was amplified using

pcDNA3-HA-eIf4AIII (Chiu et al., 2004) and tvo primers: 5’-

CGCGGATCCATGGCGACCACGGCCACGATGGCGACC-3’ (sense) and 5’-

ATAAGAATGCGGCCGCTCAGATAAGATCAGCAACGTTCATCGG-3’ (antisense),

where underlined nucleotides specify the BamHl or Noti site, respectively.

To construct pcFLuc(UAA—*CAA)-MS2bs, which lacks a termination

codon upstream ofthe MS2 binding sites, pcFLuc-8bs that had been digested with Noti and

EcoRV was ligated to a PCR-ampÏifled fragment. This fragment, which contained the C-

terminus of FLuc in hic1i the UAA codon had been converted to a CAA codon, was

digested with Noti and EcoRV prior to ligation. PCR reactions were performed using

pRHCVF (Kim et al., 2003) and two primers: 5’-

TTGACCGCTTGAAGICTTTAATTAAATAC-3’ t sense) and 5’-
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CGAAGCGGCCGCAATTACATTTTGCAATTTGGACTTTCCGCCCTTCTTGGC-3’

(antisense). Underlined nucÏeotides specify a Noti site.

To construct pcFLuc-SBS or pcFLuc-No SBS, pcFLuc-8bs was digested

with Xbat and ligated to a Xbat-digested PCR-amplifled fragment that had been generated

using pSport-Arfl and two primers: 5’-

GCTCTAGAGTGACCGAATTCGTGAACGCGACCCCCCTCCCTCTCACTC-3’ (sense)

and 5 ‘-GCTCTAGAGGGCCCAGGTGCCCATGGGCCTACATCCCC-3’ (antisense) for

pcFLuc-SBS, or 5’-

GCTCTAGAGTGACCGAATTCGTGAGAGGGGATGTAGGCCCATGGGCAC-3’

(sense) and 5 ‘-GCTCTAGAGGGCCCGAGGGGAACAGCTGGGCTGGCGACTGG-3’

(antisense) for pcFLuc-No SBS. Underlined nucleotides specify Xbal sites.

pfos-FLuc-SBS was constructed by ligating the Klenow-fihÏed EcoRt’NcoC

fragment from pfos-G1 to a PCR-ampÎified fragment that contained fLuc-SBS cDNA and

had been incubated with T4 DNA polymerase, T4 polynucleotide kinase and NcoI. To

amplify FLuc-SBS cDNA, PCR was carried out using pcfLuc-SBS and two primers: 5’-

CATGCCATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGC-3’ (sense) and 5’-

CGGAATTCCAGGTGCTTATGGGCCTACATCCCCTCTCAGCAC-3’ (antisense),

where underÏined nucleotides specify the NcoI or EcoRi site.

pSport-PAICS as purchased from ATCC (catalog # MGC-5024, NCBI

Accession # BCO 10273). pSport-PAICSA(3’UTR) tas generated using pSport-PAICS and
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two primers: 5’-CCAAGCTTACGCGTACCCAGCTTTC-3’ (sense) and 5’-

CCCCTAAAAAAITCAATGGCATTCTTTC-3’ (antisense). PCR amplification was

carried out using Pfu Ultra (Stratagene). The PCR product was incubated with DpnI to

digest the methyÏated template DNA, phosphorytated at the 5’ ends using 14

polynucleotide kinase (fermentas), and circularized by ligation.

pCDNA3-RSV-CK2A2 was constructed by inserting a BamHl/Xhol fragment from

pOTB7-CK2A2 (ATCC catatog # MGC-10397, NCBI Accession # BC008812) into

pCDNA3-RSV that had been digested with BarnKI and Xhol.

2.3.10.2 siRNA sequences

Stau 1(A) siRNA consisted of 5 ‘-r(GUUUGAGAUUGCACUUAAA)d(TT)-3’.

Upfl(A) siRNA consisted of 5 ‘-r(AACGU U UGCCGUGGAUGAG)d(TT)-3’.

2.3.10.3 RT-PCR

fLuc-MS2bs mRNA or FLuc(UAA—*CAA)-MS2bs rnRNA was amplified using

the primers 5’-CAACACCCCAACATCTTCG-3’ (sense) and 5’-

CTTTCCGCCCTTCTTGGCC-3’ (antisense). Gl-MS2bs or Gl(UAA—UAC)-MS2bs was

amplified using the primers 5’-AATACGACTCACTAIAGGGA-3’ (sense), which

annealed to the T7 prornoter, and 5’-GATACTTGTGGGCCAGGGCA-3’ (antisense).

FLuc-SBS mRNA was arnplified using the sarne T7 prornoter primer (sense) and 5’-

TCTAGAGGATAGAATGGCG-3’ (antisense). fos-FLuc-SBS rnRNA was amplified
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using the primers 5’-GCAGCGAGCAACTGAGAAGC-3’ f sense) and 5’-

TCTAGAGGATAGAATGGCG-3’ (antisense). PAICS mRNA was arnplified using the

prirners 5’ -AGCAGGCTGGTACCGGTCCG-3’ (sense) and 5’-

ACCAATGTTCAGTACCTCAG-3’ (antisense).

2.3.10.4 Microarray Analysis

The IP of Staul-containing RNP was perfomied as previously described (Duchaine

et al., 2000). Constituent RNAs were purified and deemed to be intact using an RNA 6000

Nano LabChip (Agilent) together with a Bioanalyser 2100 and Biosizing software

tAguent). Biotin-labelcd cRNAs were generated and hybridized to U133A 22000 human

genes chips. Hybridized chips were scanned using an Agilent GeneArray scanner 2500

(Affymetrix), and scanned images were analyzed using Microarray Analysis Suite version

5.0 (Affymetrix). Notably, the Affymetrix Gene Expression Assay identifies changes that

are greater than 2-fold with 98% accuracy (Wodicka et al., 1997). Changes ofat least 2.5-

fold were scored as Stau 1 -interacting transcripts.

2.3.11 Supplementary References
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2.3.12 Supplementary Figure legends

Figure SI. The abundance ofFLuc-MS2bs mRNA is reduced by MS2-HA-Staul or

MS2-Upfl but not by MS2-HA-eIF4AIll, myc-Upfl or Stau l-HA3. As in Figure 3, except

that the specified effector plasmids were used. (A) Western bÏot analysis of MS2-HA,

MS2-HA-Staul and MS2-HA-elF4AIII expression using ci-HA antibody (lefi), MS2-Upfl,

myc-Upfl and endogenous Upf] expression using -Upf1 antibody (upper right), and

MS2-HA, MS2-HA-Staul and Stau-HA3 expression using a-Staul antibody (lower right).

Endogenous Staul was detectable with enhanced chernilurninescence (data not shown).

(B) RT-PCR analysis ofthe levels ofFLuc-MS2bs and RLuc mRNAs. Numbers below the

figure represent the levels of fLuc-MS2bs mRNA, each of which was normalized to the

corresponding level of RLuc rnRNA. Norrnalized levels vere then calculated as a

percentage of the normalized level of FLuc-MS2bs mRNA that was obtained in the

presence of pMS2-HA, pcNMS2, pCMV-myc, or pCDNA3RSV (i.e., the vector for

hStaul-HA3 expression), each of hich was defined as 100%. Results represent two
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independently performed experiments, and RT-PCR quantitations did not vary by more

than 11%.

figure S2. Evidence that Staul reduces mRNA abundance in a way that depends on

a termination codon that is Iocated upstream of the Staul binding site. HeLa ceits were

transfected as described in the legend to Figure 3 using the specified test, reference and

effector plasmids. (A) Schematic representations of the pcFLuc-MS2bs,

pcFLuc(UAA—CAA)-MS2bs, pcGt-MS2bs and pcGÏ(UAA—WAC)-MS2bs test plasrnids

(the latter two were called pcf3-6bs and pcJ3UAC-6bs, respectively, in Lykke-Andersen et

al., 2000). (B) Quantitation of MS2-HA and MS2-HA-Staul expression. As in figure 3,

except that pcFLuc(UAA—*CAA)-MS2bs was a reporter plasmid. (C) As in f igure 3,

except that pcGl-MS2bs and pcGl(UAA—*UAC)-MS2bs were reporter plasmids, and

phCMV-MUP was the reference plasmid. Resuits represent two independently performed

experiments, and RT-PCR quantitations did flot vary by more than 11 tYo.

Figure S3. Staul binds Arfi mRNA. (A) W of Staul-HA3. 293 cells ere

transiently transfected vith a plasmid that expressed Staul-HA3 or, to control for

nonspecific IP, Staul-6xHis. Tv.o days later, ceils ere tysed, a fraction of ecU lysates was

immunopurified tising OE-HA antibodv, and Staul \as identified before and after IP using
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Western blotting and a-Staul antibody. Asterisks denote the 63-kDa and 55-kDa isoforms

ofendogenous Staul. (B) Identification ofArfi mRNA in Staul-containing RNP. Biotin

labeled cRNA was synthesized using RNA that had been immunopurified using Œ-HA

antibody from Staul-HA3- or Staul-6xHis-expressing celis. Alternatively, biotin-Iabeled

cRNA was synthesized using po1y(A) RNA from untransfected ceils. The histogram

represents the amount of hybridized Arfi mRNA that was either immunopurified using cc

HA antibody from Staul-HA3-expressing ceils (Ïeft) or present in untransfected 293-ceil

poly(A)’ RNA (right), both of which are presented relative to the amount of hybridized

Arfi mRNA that was immunopurified using cc-HA antibody from Staul-6xHis-expressing

ceits. A ratio of more than 2.5 is statisticatly significant. (C) RT-PCR of ArfÎ mRNA in

Staut-containing RNPs. 293 celts were transiently transfected with plasmid that expressed

either Staul-HA3 or, as a control, Staul-6xHis. As in (A), except that immunopurified

RNA was purified, and Arfi mRNA was amplified using RT-PCR (two left-most tanes).

Alternatively, lysates from untransfected 293 ceÏls were immunopurified using cc-Staul

antibody (right) or an unretated ascites fluid for the anatysis of Arfi mRNA. Similar

resuits were obtained in three independently performed experiments.

Figure S4. A comparable increase in the abundance of Arfi mRNA that derives

from pSport-Arfl is obtained using tvo different Staul siRNAs or two different UpfI

siRNAs. As in Figure 5B. Howeer, Staut(A) or Upfl(A) siRNA was analyzed in parallel



143

to, respectively, the Staul or Upfl siRNA that was analyzed in Figure 513. (A) Western

blotting demonstrates down-regutation of Staul (left), and RT-PCR demonstrates that

down-regulating Staul increased the level of ArfI mRNA abundance (right). (B) As in

(A), except that Upfl was down-regulated. Resu Its represent two independently performed

experiments, and RT-PCR quantitations did not vary by more than 12%.

Figure S5. Inserting the Staul binding site (SBS; nts 622-924) ofthe Arfi mRNA

3’UTR within FLue mRNA resu]ts in a Staul-dependent reduction in FLuc mRNA haif

life, whereas inserting a different region (No SBS; nts 899-1144) of the Arfi mRNA

3’UTR does not. (A, Ieft) Schematic representations ofpcFLuc-SBS and pcFLuc-No SBS

test plasmids. Notably, the Arfi SBS maintains the distance and sequence of the

minimized Staul binding site (nts 68$-919) relative to the normal termination codon. (A,

middle and right) As in Figures 58 and C, except that only Staul was down-regulated and

pcFLuc-SBS or pcFLuc-No SBS were the test plasmids. Western btotting revealed that

Staul siRNA reduced the levet of Staul to 11% of normal. (B) As in Figure 6C, except

that only mStaul was down-regulated and pfos-FLuc-SBS was the test plasrnid. Western

blotting revealed that mStaul siRNA reduced the 1e’e1 of mStaul to 29%. Results

represent to independently performed experirnents, and RT-PCR quantitations did not

vary by more than 9% (A) or 29% (B).
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figure S6. Down-regulating Staul has no effect on the haif-life of fos

ArflA(3’UTR) mRNA. As in figure S5B, except that the test plasmid was pfos

ArflA(3’UTR). Resuits represent two independently performed experiments, and RT-PCR

quantitations did flot vary by more than 19%.

figure S7. The 3’UTR of PAICS mRNA, which encodes

phosphoribosylaminoimidazole carboxyÏase and phosphoribosylaminoimidazole

succinocarboxamide synthetase activities, also binds Staul, and down-regulating Staul

increases PAICS mRNA abundance. (A) As in figure 68, except that 293 cells were

transfected with test plasmid pSport-PAICS or, as a negative control, pCDNA3-RSV-

CK2A2, which encodes casein kinase 2 alpha prime polypeptide. (B) As in Figure 5D,

except that pSport-PAICS or pSport-PAtCS(3’UTR) was the test plasmid. Ihe small

amount of MUP mRNA that was detected in the tP represents background since (i) MUP

mRNA was neyer detected in other lPs and (ii) a comparison of the levels of PAÏCS and

MUP mRNAs before and afier IP shows a 11O—fotd enrichment ofPAICS mRNA relative

to MUP mRNA afier IP. (C) As in Figure 5B, except that only Staul was down-regulated

and pSport-PAICS was the test plasmid. Resuits represent two independently performed

experiments, and RT-PCR quantitations did flot vary by more than 7%.
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3.1 Mise en contexte

Les travaux présentés dans cet article ont été entrepris à la suite de la découverte du

mécanisme de dégradation de l’ARNm dépendant de Staul le SMD. Nous avons voulu

identifier globalement les cibles cellulaires du SMD. Pour ce faire, des expériences de

sous-expression de Staul ont été effectuées et les variations dans les niveaux stationnaires

d’expression des ARNrn cellulaires ont été observées par hybridation de micro-puces

d’ADN. Nous avons également caractérisé les sites de liaisons à Staul de certains de ces

transcrits.
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3.2 Contributions des auteurs

Yoon Ki Kim : Transfection de sIRNA. Analyse par RT-PCR du niveau stationnaire

de divers transcrits. Co-immunoprécipitations. « GST-pulldown ». Études de demi-vies

d’ARNm. Construction de plasmides. Rédaction.

Lue Furie: Co-immunoprécipitations. Analyse de micro-puces d’ADN. Construction

de plasmides. Analyse par RT-PCR de l’association de transcrits rapporteurs à Staul.

Rédaction.

Marc Parisien : Modélisation de structure secondaire d’ARN.

françois Major t Rédaction.

Lue DesGroseillers : Supervision générale. Rédaction.

Lynne E. Maquat: Supervision générale. Rédaction.
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3.3.1 Summary

It is currently unknovn how extensively Staufen (Stau)l-mediated mRNA decay

(SMD) is utilized by mammalian celis to downreguÏate gene expression. b date, SMD has

been shown to target a single mRNA for degradation via a translation dependent

mechanism in which the double-stranded RNA binding protein Staul recruits the nonsense

mediated mRNA decay (NMD) factor Upfl to the mRNA 3’untranslated region. Here, we

use microarray analyses to examine changes in the abundance of cellular mRNAs that

occur when Staul is depleted. We find that 1.1% ofthe 11,569 HeLa-ceil transcripts that

were analyzed are upregulated in three independentty performed expenrnents. We also

characterize the Staul binding site within a number of natural SMD targets and

demonstrate the importance of RNA base-pairing for binding. These and substantiating

resutts suggest that SMD is a post-transcriptional regulatory pathway that influences the

expression ofa wide variety of physiologie transcripts and metabolic pathways.
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3.3.2 Introduction

Staufen (Stau)1-mediated mRNA decay (SMD) is a transiation-dependent

mechanism that occurs when Staul, together with the nonsense-mediated mRNA decay

(NMD) factor Upft, is bound sufflciently downstream of a termination codon (Kim et al.,

2005). The one proven physiologie target ofSMD encodes ADP ribosylation factor (ArOl,

which is a G protein involved in membrane trafficking and organelle structure (Kim et al.,

2005). Staul binds to the 3’ untranslated region (UTR) ofArfi mRNA and triggers SMD

through Upfl when translation terminates at the normal termination codon (Kim et al.,

2005).

Upfl acts affer Staul during SMD (Kim et aI., 2005). Upfl also acts after the NMD

factors Upf2 and Upf3 or Upf3X (also caÏled Upf3a or Upf3b, respectiveÏy) during NMD

(Kim et al., 2005; Lykke-Andersen et aI., 2000). Whule both NMD and SMD involve the

recruitment of Upfl downstream of a termination codon, the recruitment of Upfl in NMD

is normally mediated by the exon junction complex (EJC) of proteins that includes Upt2

and Upf3 or Upf3X (Maquat, 2004; Tange et aI., 2004) whereas the recruitment of Upfl in

SMD is directly via Staul and does flot require an liC (Kim et al., 2005).

It follows that mRNAs targeted for SMD are generally distinct from mRNAs

targeted for NMD. NMD downregulates transcripts that terminate translation more than

25 nucteotides upstream of an EJC, i.e., more than 5t) nucleotides upstream of a

spiiceable intron(Nagy and Maquat, 1998). In contrast, SMD appears to downregulate
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transcripts that terminate translation more than 25 nucleotides upstream of a Staul

binding site (Kim et al., 2005). Therefore, as a rule, NMD targets will have undergone

spiicing, whereas SMD targets are flot required to undergo spiicing (although many do).

NMD targets can harbor cither a frameshift or a nonsense mutation. They aÏso include

naturally occurnng transcripts with (j) one or more UGA selenocysteine codons, (ii) an

upstream transiational reading frame within the 5’UTR, (iii) an intron within the 3’UTR, or

(iv) a nonsense codon with or without a shift in the transiational reading frame as a

consequence of alternative spiicing (Hiilman et aI., 2004; Mendell et al., 2004). In contrast,

SMD targets bind Staul within the 3’LJTR, as exernplifled by Arfi mRNA. In theory, they

would also include other naturally occurring or abnormal transcripts that terminate

translation sufflciently upstream ofa Staul binding site. Another difference between SMD

and NMD targets is their associated proteins. While NMD degrades newly synthesized

mRNA that is bound by the cap binding protein (CBP) heterodirner CBP8O-CBP2O (Chiu

et al., 2004; Hosoda et al., 2005; Ishigaki et al., 2t)0l; Lejeune et al., 2002), which is also

bound by EJC-associated Upf proteins, SMD degrades mRNA that is either newÏy

synthesized and bound by CBP8O-CBP2O or more mature and bound by eukaryotic

translation initiation factor (etF)4E (Hosoda et al., 2005). In fact, CBP8O promotes the

interaction of EJC-associated Upf2 vith Upfl during NMD but has no effect on the

interaction ofStaul with Upfl during SMD (Hosoda et al., 2005).

At the start ofthis ork, microarray studies had demonstrated that at Ieast 22 human

transcripts, in addition to the one bone fide SMD target, bind StauÏ (Kim et al., 2005). In
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reality, there may be many more efficiently degraded SMD targets than those detectable by

Staul binding considering that efficient degradation may preclude detectable binding.

Furthermore, Staul binding is relevant to SMD onÏy if binding is downstream of a

termiriation codon. For example, Staul binding to the 5’ end of an mRNA harboring a

transtationally repressive structure enhances translation rather than triggers SMD (Dugre

Brisson et al., 2005). Therefore, rather than anatyzing Staul binding, a more inclusive

approach to identifying SMD targets would examine changes in cellular mRNA abundance

afler smail interfering RNA (siRNA) was used to reduce celÏuiar Staul abundance.

Here, ve report the results of three independently performed microarray analyses

that examined changes in the abundance of transcripts from 11,569 HeLa-ceti genes upon

Staul depletion. We find that 124 transcripts, or 1.1% of the HeLa-ceil franscriptome that

was analyzed, are upregulated at Ieast 2-fold in ail three transfections. Analyses of steady

state RNA using RT-PCR and primers that are specific for individual upreguiated

transcripts validated that depieting Staul increases mRNA abundance. As proof of

principle, transcripts encoding (i) serine (or cysteine) proteinase inhibitor clade E (nexin

pÏasminogen activator inhibitor type 1) member I (Serpinel), (ii) interleukin 7 rcceptor

(IL7R), (iii) v-jun sarcoma virus 17 oncogene homotog (avian) (c-jun) or (iv) growth

associated protein (GAP)43 were examined in detail. A region from the 3’UTR of each

transcript vvas found to bind Staul. AdditionaÏly, cadi region was sufficient to direct an

increase in the haif-life ofa heterologous mRNA upon Staul or Upfl depletion. Mutationai

and computational analyses illustrate the importance of base-pairing to Staul binding.
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from these and other resuits, we conclude that SMD is a posttranscriptional regulatory

mechanism that influences a wide range ofphysiologic transcripts and metabolic pathways.

3.3.3 Resuits

3.3.3.1 Identification of HeLa-ceit transcripts that are regulated upon Staul

depletion

b identify physiologic SMD targets, HeLa celis were transiently transfected with

either a nonspecific Control small interfering (si)RNA (Kim et al., 2005) or Staul siRNA

(Kim et al., 2005). Staul siRNA reduced the level of cellular Staul to as iittïe as 4% of

normal, where normal is defined as the level in the presence of Controt siRNA (data flot

shown). RNA from three independently perforrned transfections was separately hybridized

to microarrays. We anaiyzed transcripts from 11,569 HeLa-ceil genes, representing 37% of

the array probe sets in ait three hybridization experiments. Resuits indicated that 124

transcripts, which correspond to 1. 1 % of the HeLa-celi transcriptome that was analyzed,

were upregulated at ieast 2-fold in ail three transfections (Supplemental Table 1).

Furthermore, 115 transcripts, which correspond to 1 .0% of the HeLa-ceil transcriptome that

was analyzed, were downregulated at teast 2-foÏd in ail three transfections (Supplemental

Table 2).

The validity of the microarray resuits was tested for 12 of the upregulated

transcripts and 6 of the downreguÏated transcripts using RT-PCR and a primer pair that ïs

specific for each transcript (Supplemental Table 3). Resutts demonstrated that, upon Staul
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depletion, Il of the 12 were increased in abundance by I .5-fold to 8.5-foid (Supplementai

figure 1) and 6 of the 6 were decreased in abundance by 2-fold to 10-fold (Supplementai

Figure 2). Therefore, the microarray resuits can generally be viewed as a reliable

assessment of changes in transcript abundance upon Staul depletion.

We focused on transcripts that were upreguiated upon Staul depietion and, thus,

could be SMD targets. Some of these transcripts produce proteins that are involved in

signal transduction, ceil proliferation or both (Supplemental Table 4). Other transcripts

encode proteins that function in the immune response. Stiil others generate proteins that

participate in ccli adhesion, rnotiÏity, the extracellular matrix, or other aspects of ccli

structure. A number encode factors that regulate transcription. Others produce proteins

involved in RNA metabolism, inciuding the TIAI cytotoxic granule-associated RNA

binding protein, which regulates the alternative spiicing of pre-mRNA that encodes the

hurnan apoptotic factor Fas (forch et ai., 2002) and translationally silences mRNAs that

encode inhibitors ofapoptosis such as tumor necrosis factor Œ (Li et aÏ., 2004; Piecyk et al.,

2000). Another affected transcript that regutates RNA metabolism encodes Dcp2, which

mediates transcript decapping (Wang et aI., 2002).

3.3.3.2 Staul or Upfl depletion increases the abundance of c-J UN, SERPINEI and

IL7R 3’ mRNAs

Since Staul depletion could upregulate rnRNA abundance by a mechanism that

involves an alteration in rnRNA haïf-life, as typifies SMD, or a mechanism that involves
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the product ofanother mRNA that itselfis dii ectly regulated by Staul, it was important to

identify SMD targets. Four of the transcripts that ere upregulated when Staul was

depeted vvere also found in microarray analyses to be upregulated when Upfl was depleted

(MendeÏl et al., 2004; Supplementat Table 5). Interestingly, upregulation of three of these

transcripts could flot be explained by the EJC-dependent ruÎe that applies to NMD. The

three transcripts encode serine (or cysteine) proteinase inhibitor clade E (nexin

plasminogen activator inhibitor type 1) member I (Serpinel), interleukin 7 receptor(IL7R),

and v-jun sarcoma virus 17 oncogene homoÏog (avian) (c-jun). To assess the possibility that

each transcript is an SMD target, Hela celis vere transientÏy transfected with one of six

siRNAs (Kim et al., 2005): Staul or Staul(A) siRNA, each of which targets a different

Staul mRNA sequence; Upfl or Upfl(A) siRNA, each of which targets a different UPFI

mRNA sequence; Upf2 siRNA, which bas no effect on SMD (Kim et al., 2005); or the

nonspecific Control siRNA. Two days later, protein and RNA vere isolated and analyzed

using Western blotting and RI-PCR, respectively.

Western blotting reveaÏed that Staul or Staul(A) siRNA depleted the cellular level

of Staul to 21% or 3% of normal, respectie1y, UpfI or UpfI(A) siRNA depleted the

cetlular the levet of Upfl to 1% or 2% of normal, respectively, and Upf2 siRNA depleted

the cellular level of Upf2 to 1% of normal (Figure lA, where normal in each case is defined

as the level in the presence ofControl siRNA after nomialization to the level ofVimentin).

We found that c-JUN, SERPINEI and IL7R transcripts were upregulated 2.l-fold to 9.4-

fold when Staul or UpfI vas dep]eted but unaffected when Upt2 as depÏeted (Figure lB,
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where each transcript is nomialized to the tee1 of SMG7 rnRNA). These resuits are

consistent with the possibility that each transcript is targeted for SMD.

3.3.3.3 Staul binds the 3’UTR of c-JUN, SERPINEI and IL7R rnRNAs

To further in’vestigate whether the three transcripts are SMD targets, 3’UTR

sequences from each were inserted immediately downstream of the Firefly (f) Luciferase

(Luc) translation termination codon within pcFLuc (Kim et al., 2005; sec Experimental

Procedures). These sequences consists of: (i) nucleotides 482-693 of the c-JUN 3’UTR,

which contains the 151-nucleotide class fil (i.e., non-AUUUA-containing) AU-rich

element (ARE; Peng et aI., 1996) plus 41 flanking nucleotides, (ii) nucleotides 1-1592 of

the SERPINEI 3’UTR or (iii) nucleotides 1-340 of the IL7R 3’UTR. For each 3’UTR,

nucleotide I is defined as the nucleotide immediatety 3’ to the normal termination codon.

The encoded hybrid transcripts were tested for Staul-HA3 binding.

Cos ceils were transfccted with the four test plasmids: pcFLuc-c-JUN 3’UTR,

pcfLuc-SERPINEI 3’UTR, pcfLuc-IL7R 3’UTR and pcFLuc-Arfl SBS (Figure 2A), the

latter of which serves as a positive control for Staul-HA3 binding since it contains the

minimized Staul binding site (SBS) from the Arfi 3’UTR (Kim et al., 2005). Celts were

simultaneously transfected ‘ith two additional plasmids: phStaul-HA3, which produces

Staul-HA3, and pmCMV-MUP, hich serves as a negative control for Staul-HA3 binding.

In ceils proditcing Staul-HA3 (Figure 2B), anti-HA irnmunopurified FLuc-Arfi SBS

mRNA as well as FLuc-c-JUN 3’UTR, FLuc-SERPINEI 3’UTR and FLuc-IL7R 3’UTR
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mRNAs but flot MUP mRNA (Figure 2C). In contrast, rat (r) IgG, which controls for

nonspecific immunopurification, failed to immunopurify any ofthe transcripts (figure 2C).

furthermore, anti-HA failed to immunopurify FLuc mRNA that harbors the FLuc 3’UTR

(data flot shown). Therefore, the 3’UTRs of c-JUN, SERPINEI and IL7R mRNAs bind

Staul-I-1A3 as does the 3’UIR ofthe known physiologic target ofSMD, Arfi rnRNA (Kim

et al., 2005). Notably, a targer fraction ofFLuc-Arfi SBS mRNA was bound by Staul-HA3

relative to FLuc-c-JUN 3’UTR, FLuc-SERPINE1 3’UTR or f Luc- IL7R 3’UIR mRNA

(Figure 2C), which is consistent with detection ofArfi mRNA but flot c-JUN, SERPINEI

or IL7R mRNA in our earlier microarray analyses oftranscripts that bind Staul-HA3 (Kim

et aI., 2005).

3.3.3.4 c-J UN, SERPINEJ and IL7R 3’UTRs trigger SMD

To determine if each 3’UTR sequence is sufficient to elicit SMD, the effect of

depleting Staul or Upfl on the haif-life of fos-FLuc-c-JUN 3’UTR, fos-fLuc-SERPINE1

3’UTR, or fos-fLuc-IL7R 3’UTR rnRNA or, as a positive control, fos-FLuc-Arfi SBS

mRNA was tested. Production ofeach mRNA was driven by the fos promoter (Figure 3A).

This promoter is transicntly inducible upon the addition of serum to serum-deprived mouse

L ceils and therefore provides a way to analyze mRNA haif-life (Kim et al., 2005; Lejeune

et al., 2003). L celis ere transfected ith a mixture of two mouse (m)Staul siRNAs,

mUpfl siRNA or a nonspecific Control siRNA (Kim et al., 2005) and, two days later, vith

the four pfos-FLuc test plasmids and the phCMV-MUP reference plasmid. The reference

ptasrnid produces MUP rnRNA, which controls tbr ‘variations in transfection efficicncy and
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RNA recovery. One day later, serum was added, and protein and RNA were purified from,

respectively, cytoplasmic and nuclear fractions afier 0, 30, 45 and 60 minutes. Under

conditions where either mStaul or mUpfl was depleted (Figure 3B), the haif-life of each

fos-f Lue mRNA was increased in each of two or three independently performed

experiments (Figure 3C). Therefore, Staul ami Upf Ï together with the 3’UTR of c-JUN,

SERPINEI or IL7R mRNA mediate mRNA decay, indicating that c-JUN, SERPINEI and

IL7R mRNAs are bone fide SMD targets. Notably, c-JUN mRNA derives from an

intronless gene, consistent with SMD occurring independently of spiicing (Kim et al.,

2005).

3.3.3.5 CAP43 mRNA is an SMD target

Our finding that SMD is conferred by 192 nucleotides of the c-JUN 3’UTR, 151

nucleotides of which constitute the c-JUN class 111 ARE, together with microarray data

indicating the class lit ARE-containing mRNA for GAP43 is also upregulated when Staul

is depleted (Supplemental Table 4; Supplemental Figure 1), led us to test if GAP43 mRNA

is another SMD target.

Using RNA from samples analyzed in Figure Ï, depleting Staul or Upft was found

to increase the celluÏar abundance of GAP43 mRNA 7.4-fold to 4. I -fotd whereas depleting

Upf2 was of no appreciable consequence to GAP43 mRNA abundance (Figure 4A).

In celis producing Staul-HA3, anti-HA irnrnunopurifled FLuc-GAP43 3’UTR

mRNA (Figure 4B, right), in which nucleotides l-423 of the 3’UTR of GAP43 mRNA



167

were inserted immediately downstream of the F Luc translation termination codon within

pcF Lue (Figure 4B, left). Anti-HA also irnrnunopurified FLuc-Arfi SBS mRNA (figure

4B, left). In contrast, rIgG irnrnunopurified neither mRNA. As a control for nonspecific

immunopurification, anti-HA did flot irnmunopurify MUP rnRNA (Figure 4B, left). Finally,

in experiments that utilized pfos-FLuc-GAP43 3’UTR (f igure 4C, upper lefi), depleting L

celîs of mStaul or mUpfl (Figure 4C, upper right) increased the halfiife of fos-FLuc

GAP43 3’UTR mRNA (figure 4C, Iower Ieft and right). We conctude that GAP43 mRNA

is another SMD target.

Other human mRNAs that contain a class III ARE within their 3’UTRs encode f3-

adrenergic receptor, N-Myc and neurofibromin (Brennan and Steitz, 2001). Using mRNA

specific primers and RT-PCR, it was not possible to detect HeLa-celi mRNA for N-Myc,

and neither [3-adrenergic receptor nor neurofibromin mRNA appeared to be upregulated

upon Staul depletion (Y.K. K. and L.E.M., unpub. data). Thus, there is no indication that

SMD is generally directed by class III AREs, which have been defined simply as elements

that signal mRNA decay via U-rich sequences rather than the AUUUA pentamer typical of

class land class Il AREs (Brennan and Steitz, 2001).

3.3.3.6 Staul binds die stem ofa stem-Ioop structure ithin die Arfi SBS

To date, the best characterized Staufen binding site exists within Drosophila bicoid

mRNA (Ferrandon et al., 1994). Linker scanning mutations that disrupt the interaction of

Staufen with this rnRNA mapped to three noncontiguous regions: 14$ nucleotides of stem
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III, $9 nucleotides ofthe distal region of stem 1V, and 8$ nucleotides ofthe distal region of

stem V (Ferrandon et ai, 1994). Given the structural complexity of this Staufen binding

site(s), it may be difficuit to identify human Staul binding sites exclusively from our

existing mRNA immunopurification and haif-life data. Additionally, while the double

stranded RNA binding domain 3 of DrosophiÏa Staufen has been proposed to mediate

direct binding of the protein to bkoid and oskar mRNAs (Mickiem et al., 2000; Ramos et

al., 2000), binding may be influenced by other proteins (Huynh et aI., 2004). To complicate

matters further, sequence disparities between Drosophila Staufen and human Staul likely

confer differences in RNA binding specificity so that data pertaining to Drosophila Staufen

may flot be applicable to human Staul. Therefore, we aimed to more thoroughly

characterize some of the 3’UTR sequences that bind Staul (Figures 2 and 4) and target an

mRNA for SMD (Figures 3 and 4) to better define RNA sequences that bind human Staul.

Sets of deletions were generated within the SBS of a derivative of pSport-Arfl

SBS (Kim et aI., 2005) that Iacks SBS nucleotides 250-300 but encodes mRNA that binds

Staul (see below). lnitially, the set consisted of5O-bp detetions from the 3’ cnd ofthe SBS

(Figure 5A, Ïeft). Hunian 293 cells were transiently co-transfected with each pSport-Arfl

SBS deletion deri\ative and a Staul-HA3 expression vector. Ceil extract was prepared two

days later, and a fraction was immunopurified using anti-HA. Western blotting of

immunopurified protein reveaÏed uniform Staul-HA3 immunopurification efficiencies

(Figure 4A, upper right). RT-PCR of imrnunopurified RNA demonstrated that sequences

located betveen nucleotides 20t) through 249 are needed for Staul binding because rnRNA
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lacking this region faiied to irnmunopurify with anti-HA (f igure SA, lower right, compare

lanes 1 and 2). Consistent with this finding, ail other deletion variants that iacked this

region also failed to imrnunopurify with anti-HA (Figure SA, lower right, compare lane I

with Îanes 3, 4 and S).

To define the 5’ lirnit of the sequence required for Staul binding, additional

deletions were generated within pSport-Arfi-SBS so as to create pSport-Arfl-SBS L\(30-

79) and pSport-Arfl-SBS (30-179) (figure 5B, left). 293 cells were co-transfected with

each new deletion derivative or pSport-Arfl-SBS (250-300), as a positive control for

Staul binding, and the Staul-HA3 expression vector. RNP was immunopurified using anti

HA. Western blotting of imrnunopurified protein revealed Staul-HA3 immunopurification

efficiencies vere comparable (Figure SA, Iower right, and RT-PCR of immunopurified

RNA demonstrated that sequences spanning nucleotides 30 and 79 are required for Staul

binding (Figure SB, lower right, compare lanes 1, 3 and 4 with lane 2).

The finding that SBS nucteotides 30-79 and 200-249 are required for Staul binding

strongly suggests that Staul associates with a folded secondary structure instead of a

contiguous sequence. b assess this possibility, the lovest energy structure ofthe SBS was

catculated using RNAfold (Hofacker et al., 1994; Figure 6A, leif). Strikingly, a 19-bp stem

was deduced that consists ofnucleotides 75-93 and 194-2 12 (figure 6A, right). This stem is

incÎuded vithin the two SBS regions demonstrated by deletion mapping to be required for

Staul binding (Figure S). To assess the importance of the stem to Staul binding,
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nucteotides 20 1-204, which consist of UUUC, were mutated to GAAG so as to destabilize

the stem (Figure 6A, right, Single Strand; Figure 68, left, Single Strand). Furthermore,

nucleotides 83-86, which consist of GAAG, were mutated to CUUU so as to restore the

stem but not to the normal sequence (Figure 6A, right, Double Strand; Figure 6B, left,

Double Strand). Finally, nucleotides 94-193 were replaced with UCGA to test whether they

are important for Staul binding (Figure 6B, left, z\(Loop)). Results after

immunopurification using anti-HA revealed that mRNA harboring the Single Strand

mutations failed to bind Staul-HA3, whereas rnRNA harboring the Double Strand

mutations did bind Staui-HA3 (Figure 68, right). Iherefore. the integrity but flot the

sequence of these four base pairs of the stem is important for Staul binding. Additionally,

the substitution that characterizes z\(Loop) mRNA did not preclude Staul binding (Figure

68, right). We conclude that some or ail the 19-bp stem is sufficient for Staul binding.

Moreover, neither the 8 nor the 7 base pairs that remain to either side of the mutated

nucleotides in Single Strand is adequate for Stau I binding.

3.3.3.7 Detetion and computational analysis of the SERPINEI SBS

To define an additionat Staul binding site, deletions were generated within pcfLue

SERPINE1 3’UTR (1-1592) to construct derivatives that consist of SERPINEI 3’UTR

nucleotides 1-597, 595-1041, 1042-1296 or 1297-1592 (Figure 7A). In ceils producing

Staui-HA3 and the resulting FLuc-SERPINEI 3’UIR-deleted mRNAs, anti-HA

immunopurifled StauI-HA with comparable efficiencies (Figure 78). Furthermore, anti-

HA immunopurified FLuc-SERPINEI 3’UTR (1297-1592) mRNA as efficientiy as fLuc
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SERPINEÎ 3’UTR (1-1592) mRNA but failed to immunopurify fLuc-SERPINE1 3’UTR

(Î-597) mRNA, fLuc-SERPINEÎ 3’UTR (595-1042) mRNA or fLuc- SERPINFI 3’UTR

(1042-1296) mRNA (figure 7C, here the immunopurification efficiency of each

SERPINEI 3’UTR transcript vas assessed relative to the level of immunopurified fos

FLuc-Arfi SBS mRNA). In contrast to anti-HA, rIgG immunopurifled none of the fLuc

SERPINEI 3’UTR transcripts (Figure 7C).

The lowest energy structure of SERPINE1 3’UTR nucleotides 1299-1575 was

caÏcuÏated using RNAfoÏd (Hofacker et al., 1994; SupplementaÏ f igure 3). While a 24-bp

structure was identifled, it is interrupted by two single-nucÏeotide bulges so that the Ïargest

continuous stem consists of 10 base pairs. In contrast to the 19-bp ste;ri within the ARFI

SBS. which is rich in G-C pairs (10 G-C, 7 A-U and 2 G-U pairs), the SERPINEJ stem is

rich in A-U pairs (23 A-U pairs, one G-C pair and no G-U pair). However, a long stem that

is rich in G-C base pairs (15 G-C, 5 A-U and one G-U) and interrupted by three short

interior Ioops is predicted (Supplemental Figure 3). By using statistical sampling of sub

optimal secondary structures (Ding et al., 2004), there are no detectable structures that

compete ith the long stems.

3.3.4 Discussion

1-lere, we report that 1.1% of HeLa-celi transcripts that were analyzed were

upregulated in three independently performed experiments when the cellular abundance of

Staul was depleted (Supplernental Table Ï). We also demonstrate that human c-JUN,
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SERPINE1, IL7R and GAP43 mRNÀs, in addition to Arfi mRNA (Kim et ai., 2005), are

targeted for SMD by a rnechanism that depends on Staul binding to 3’UTR sequences

(figures 1-4). dsRNA binding proteins have been reported to intcract with a stem as small

as 11 base pairs independently of nucleotide composition (Saunders and Barber, 2003). We

show that ail or part ofa 19-hp stem within the 3UTR ofhuman ArfI mRNA is sufficient

to bind human Staul (figures 5-6). In support of its importance to Staul binding, this stem

is conserved within the 3’UTR of rat and mouse ArfI mRNAs: the one nucleotide

difference that typifies rat and mouse sequences as compared to the human sequence stili

ailows for base pairing t Figure 6). Furthermore, ofthose stem nucleotides that were tested,

their ability to base pair rather than their precise identity dictates Stau I binding (figure 6).

Additionally, the loop that normaily alÏows stem formation can be substituted without

consequence to Staul binding (figure 6).

Nevertheiess, the fully functionai structure that binds Staul may be much more

complex than a single long stem. lndeed, the 14-bp stem that remains in Arfi SBS z\(30-

79) mRNA does not support Staul binding. This resuit suggests that other features in

addition to the stem may be required for binding efflcacy. In support of this suggestion,

computational modeling indicates that there is no stem that is at Ieast 14 base pairs within

the four other tested 3’UTRs that bind Staul. tf parailels can be drawn using another

member of the family of dsRNÂ-binding proteins, ADARI, Staul-specific binding may

depend on the positions and lengths ofbuiges and interior ioops relative to a stem structure

(Lehrnann and Bass, 1999). Jrregularities in RNA helices due to bulged nucleotides or
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distortions of grooves are generally required to provide specific determinants for protein

binding (Draper, 1999). Thus, there are undoubtcdly other features ofRNA beside the stem

that are recognized by Staul and, possibly, one or more other proteins that comprise the

Staul binding complex (Saunders and Barber, 2003). Consistent with this conclusion, the

longest stem within the 296-nucleotide sequence ofthe SERPINEI 3’UTR that binds Staul

consists of 10 base pairs (Figure 7; see betow).

11e best characterized binding site for Drosophila Staufen resides within the

3’UIR of bicofd mRNA. Deletion and linker scanning analyses suggest that binding

requires three noncontiguous regions of bicoid mRNA that correspond to stem III and distal

portions of stems IV and V (ferrandon et al., 1994). These regions were identified using

assays in which in vitro-transcribed RNAs were injected into the cytoplasm ofembryos and

assayed for the ability to recruit Staufen (and other proteins) and properly localize. Each

bk,oid mRNA region forms stems that are interrupted by bulges and interior Ïoops of

different sizes (Ferrandon et aI., 1994). Therefore, it is likety that an RNA stem is

insufficient to bind flot only human Staul but also Dro.rophiÏa Staufen. To complicate

matters in the case of Drosophila, recent data suggest that the importance of each stem

varies according to the stage of developrnent, the function to be futfltled, or both. For

example, whereas the three stems are necessary for apical tocalization of bkoid mRNA

within embryos, stem-loop III is dispensable for hicoid mRNA Iocalization within oocytes

(Snee et al., 2005). As another example, stem III promotes the intermolecular dimerization

of bicoid rnRNA, and mutations that prevent dimerization also eliminate bicoid mRNA
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transport along astral microtubu les (Ferrandon et aÏ., 1994) and apical localization (Snee et

al., 2005) but do flot affect formation of Staufen-containing particles f Ferrandon et al.,

1997). While dimerization per se promotes astral transport, the integrity of stem-Ioop III

rather that dimerization is necessary for apical localization. Recent probing of the full

Iength bkofd 3’UTR with a variety of chemicals and enzymes bas provided new insights

into its higher-order structure (Brunel and Ehresmann, 2004). However, biochemical

confirmation of the nucleotides and structures involved in DrosophiÏa Staufen binding and

bkoid mRNA transport are stili lacking.

Secondary structure predictions of c-JUN, IL7R and GAP43 3’UTRs using

statistical sampling (Ding et al., 2004) reveal the presence of putative stems in each

sequence (flot shown). The c-JUN 3’UTR is predicted to harbor a stem of 12 base pairs that

contains mostly A-U pairs. In contrast, the IL7R 3’UTR contains a 13-bp stem that is

interrupted by a 7-nucleotide bulge so that the longest stem is 9 base pairs. The GAP43

3’UTR appears to contain a 15-bp stem that is interrupted by a short interior loop and a

single bulge. As a resuit, the longest stem is 8 base pairs. Our finding that SBSs consist of

structural elements that break long stems is consistent with the view that more than a single

long stem is required for Staul binding. It is also vorth noting that the possibility of

protein-induced stem formation cannot be cxc luded considering that RNA binding proteins

are knovn to induce higher-order RNA structures (Wozniak et aÏ., 2005). Future work that

aims to define the exact SBS nueteotides required for Staul binding wiÏl be quite

challenging.
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It is very likely that Arfi, c-JUN, SERPINEI, IL7R and GAP43 rnRNAs are flot the

onÏy transcripts arnong those that are upregutated upon Staul depletion and targeted for

SMD. For example, CYR6I mRNA, which encodes the cysteine-rich angiogenic inducer

61, was upregulated upon Staul depletion in oniy two ofour three microarray analyses and,

thus, feu below our stringent criteria as a candidate target for SMD. However, this mRNA

may very wetl be targeted for SMD since it was also among the transcripts upregulated

upon Upfl depletion (Mendeil et al., 2004). Furtherrnore, of 21 transcripts that were

upregulated upon Staul depletion in ail three of our microarray analyses but not studied

further, 10 are present in two and il are present in ail three new microarray anaLyses that

assayed for Staul-HA3 binding (Supplemental Table 6). Nevertheiess, until an mRNA is

shown to (i) bind Staul downstream of the termination codon, (ii) manifest a longer haif

life upon depletion ofStaul and (iii) manifesta longer haif-life upon depletion ofUpfl, it

cannot be considered to be a bone fide SMD target.

In summary, our resuits suggest that SMD is a posttranscriptional regulatory

pathway that influences the expression ofa wide range ofphysiologic transcripts. While an

understanding of the extent of its influence wiIl require further studies, SMD can be added

to the growing list ofhomeostatic gene control mechanisnis.
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3.3.5 Experimental Procedures

3.3.5.1 Plasmid constructions

AI! pcFLuc derivatives harbor 54-nucleotides of FLuc cDNA that begin with the

translation initiation codon. These nucleotides vere fol!owed by the FLue translation

termination codon. To construct pcFLuc harboring different 3’UTRs, pcfLuc-8bs (Kim et

aI., 2005) was digested with XbaI and ligated to one of four PCR-amplified fragments that

contained the (i) c-JUN ARE 111 plus 41 nucleotides and had been digested with XbaI, (ii)

SERPLNEI 3’UTR (vvithout the normal termination codon) that had been digested with

Xbal, (iii) IL7R (without the normal termination codon) that had been digested with NheI

or (iv) GAP43 3’UTR (without the normal termination codon) that had been digested with

XbaI . The c-J UN ARE fragment was arnptifled using the Human HeLa BDTM Marathon

Ready cDNA (BD Biosciences) and two primers: 5’-

CGCTCTAGAGTGAGAACTCTTTCTGGCCTGCCTTCGTTAAC-3’ (sense) and 5’-

CGCTCTAGATTACAAATGGTAAACTCAGAGTGCTCC-3’ (antisense), where

underlined nucteotides specify the XbaI site. The SERPÏNEI 3’UTR fragment was

ampÏifled using pCMV6-XL5-SERPINE! (Origene Technologies) and two primers: 5’-

CGCTCTAGAGTGACCCTGGGGAAAGACGCCTTCATCTG-3’ (sense) and 5’-

CGCTCTAGAGCTTCTATTAGATTACATTCATTTCAC-3’ (antisense), where

undertined nucleotides specify the XbaI site. The IL7R 3’UTR fragment was amplifled

using Human HeLa BDTi Marathon-Ready cDNA and two primers: 5’-
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CGCGCTAGCGTGAAGTGTAAGAAACCCAGACTGAAC-3’ (sense) and 5’-

CGCGCIAGCTTTTTTTCCTCTCATGCTCTCITCCTGC-3’ (antisense), where

underlined nucteotides specify the NheI site. The GAP43 3’UTR fragment was amplifled

using HeLa-celi total cDNA prepared from Staul siRNA-treated ceils and two primers: 5’-

CGCTCTAGAGTGAACTCTAAGAAATGGCTTTCCACATC-3’ (sense) and 5’-

CGCTCTAGAGTGAGAATTCACTCGATATTTTGGACTCCTCAG-3‘(antisense), where

underlined nucleotides specify the XbaI site.

To construct pfos-FLuc harboring different 3’UTRs, pfos-G1 (Kim et aI., 2005) was

digested with EcoRi and NcoI and Iigated to one of four PCR-amplifled fragments that had

been digested with EcoRt and NcoI. Each PCR fragment was amplified using the pcfLue

c-JUN 3’UTR, pcfLuc-SERPINE1 3’UTR, pcFLuc-IL7R 3’UTR or pcfLuc- GAP43

3’UTR and two primers: 5’-

CATGCCATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGC-3’ (sense) and 5’-

CGGAATTCAGGCTGATCAGCGAGCTCTAGCATTTAGG-3’ (antisense), where

undertined nucleotides specify the NcoI and EcoRi site, respectivety. To construct pSport

ArfI-SBS derivatives harboring (250-300), zf 200-300), A(150- 300), £\(100-300) or

(50-300), pSport was digested with XbaI and HpaI and Ïigated to one of five PCR

amplificd fragments that Iiad been digested with Xbat. Each PCR fragment was ampÏified

using pSport-ÀrfI-SBS, the common sense primer 5’-

GCTATTTAGGTGACACTATAGAAGGTAC-3’ and the specific antisense primer: 5’-

CTTTTTACAATAAAAAAAGCTGÀGTAATAT-3’, 5’-
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TGCCTCATTGGAAACAAAAACTATTTACAT-3’, 5’-

AGGCTGCGTCTGCCACATTTAC-3’, 5’ -ACCACGGAGGCAGCTTCTGG-3’, or 5’-

ATGAGAGTAAAGCAGAGGGCAAG-3’. pSport-Arfl -SBS derivatives harboring A(3-

300), A(30-79), and A(30-179), vere generated with the following primer pairs,

respectivety: 5’- CATTTCGACAAACAAGCACTGTAATTATAGCTATTAG-3’ (sense)

and 5’- GTTCACTTCIGGTTCCGGAGCTG-3’ (antisense), 5’-

CCAGAAGCTGCCTCCGTGG- 3’ (sense) and 5’-AAGAGGAGTGAGAGGGAGGG-3’

(antisense), 5’- TTTTTGTTTCCAATGAGGCAGTTTCTGGTA-3’ (sense) and 5’-

AAGAGGAGTGAGAGGGAGGG-3’ (antisense). PCR ampÏifications were carried out

using Pfu Ultra (Stratagene). PCR products were incubated with Dpnl to digest the

methylated template DNA, phosphorylated at die 5’ ends using 14 polynucleotide kinase

(fermentas), and circularized by ligation.

To construct Single Strand and Double Strand, overtap-extension PCR was used. A

5’ fragment was amplifled using the common sense primer 5’-

GCTATTTAGGTGACACTATAGAAGGTAC-3’ and 5’-

CAIAGGAGTACCACTTCCTGCCTCATTGG-3’ (antisense, Single Strand and Double

Strand, where underlined nucleotides specify mutated nucleotides) or 5’-

CCACGGAGGCAGAAAGTGGCACTCACACC-3’ (antisense, Double Strand), and a 3’

fragment was amplifled using 5’-CCAATGAGGCAGGAAGTGGTACTCCTATG-3’

(sense, Single Strand and Double Strand, where underlined nucleotides specify mutated

nucleotides) or 5 ‘-GGTGTGAGTGCCACTTTCTGCCTCCGTGG-3’ (sense, Double
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Strand) and the common antisense primer 5’-GTGCCCATGGGCCTACAICC-3. The

resulting fragments were mixed with the same sense and antisense primers that amplifled,

respectively, the 5’ and 3’ fragments to generate a joined product. PCR products were

digested with XbaI, and inserted into the XbaI and HpaI sites of pSport. To construct

z\(Loop), a S’fragment was arnplified using the primer pair 5’-

GCTATTTAGGTGACACTATAGAAGGTAC-3 (sense) and 5’-

AATTCICGAGAGGCAGCTTCTGGCACTC-3’ (antisense, where underlined nucÏeotides

specify the XhoI site) and inserted into the Xbal and XhoI sites ofpSport. The 3’fragment

was amplified using the primer pair 5’-

AATTCTCGAGAGGCAGITTCTGGTACTCCTATG-3’ (sense, here underlined

nucleotides specify the Xhol site) and 5’-GTGCCCATGGGCCTACATCC-3’ (antisense),

and inserted into the XhoI and Hpat sites ofthe S’fragment-containing construct.

To construct detetion derivatives of pcfLuc-SERPINEI 3’UIR, pcFLuc-8bs was

digested with XbaI and ligated to one of four XbaI-digested PCR-amptifled fragments that

had been generated using pcFLuc-SERPINE1 3’UTR and two primers: 5’-

CGCTCTAGAGTGACCCTGGGGAAAGACGCC-3’ (sense) and 5’-

CGCTCTAGAGTTGGGCQACATGATGGGGG-3’ (antisense) for pcfLuc-SERPINE I

3’ UTR (1-597), 5’ -CGCTCTAGAGIGATCTCCTGGCCTGGCCATCTC-3’ (sense) and

5’ -CGCTCTAGAGGTCAATTTCCATCAAGGGG-3’ (antisense) for pcFLuc- SERPINE I

3’ UTR (595-1041), 5’- CGCTCIAGAGTGÀÀIACAATITCATCCTCCTIC-3’ (sense)

and 5’- CGCICTAGATGTCICICICACCCACCCCC-3’ (antisense) for pcfLuc
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SERPINEI 3’UTR (1042-1296), or 5’-

CGCTCTAGAGCTTCTATTAGATTACATTCATTTCAC-3’ (sense) and 5’-

CGCTCTAGAGTGAGGCAGCTCGGATTCAACTACCTTAG-3’ (antisense) for pcfLuc

SERPINEI 3’UTR(1297-1592), where underlined nucleotides specify the Xbal site.

3.3.5.2 CelI culture and transfections, and protein and RNA purification

Human HeLa or 293 ceils were propagated in DMEM medium (GIBCO-BRL)

containing 10% fetal bovine serum (GIBCO-BRL) in 60-mm dishes and, where specified, 2

x 10 were transiently transfected with plasmid DNA, in vitro-synthesized siRNA, or both

as described (Kim et al., 2005). Monkey Cos ceils, which were used in experiments

involving immunopurification, were treated similarly, as were mouse L celis, which

effectively support fos promoter induction upon the addition of serum to serum-deprived

celis. Human and mouse siRNAs, the serum-induced transcription of fos-FLuc gene

expression, and the isolation of total-cell or nuclear protein and RNA have been reported

previously (Kim et al., 2005).

3.3.5.3 Western blotting and RT-PCR

Blotting (Kim et aI., 2005) and the RT-PCR of SMG7 and MUP mRNAs were as

described previously (Chiu et aI., 2004; Lejeune et aI., 2003). fLuc-c-JUN 3’UTR, Flue

SERPINEI 3’UTR, FLuc-IL7R 3’UTR, FLuc-GAP43 3’UTR or FLuc-ArfI 585 mRNA

was arnplified using 5’-AATACGACTCACTATAGGGA-3’ (sense, which anneaÏed to the

T7 promoter that resides downstream of the CMV prornoter) and, respectively, 5’-
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AGGCAGGCCAGAAAGAGTTC-3’ (antisense), 5’- TGAAGGCGTCTTTCCCCAGG-3’

(antisense), 5’ -TCAGTCTGGGTTTCTTACAC-3’ (antisense), 5’-

TGGAAAGCCATTTCTTAGAG-3 or 5’- GCCTGGCCGCAGGCTGCGTC-3’

(antisense).

fos-FLuc-c-JUN 3’UTR, fos-FLuc-SERPINEI 3’UTR, fos-FLuc-IL7R 3’UTR, fos

FLuc-GAP43 3’UTR or fos-FLuc-Arfi SBS mRNA that derived from pfos-FLuc

constructs was amplified using the common sense primer 5’-

AGACTGAGCCGATCCCGCGC-3’ and the corresponding antisense primer described

above.

Primer pairs for the 21 transcripts in addition to c-JUN, SERPINEI, IL7R and

GAP43 mRNAs that were amplified to test the \alidity of microarray resuits are provided

(Supplemental Table 3).

3.3.5.4 Microarray analyses

HeLa-ceil RNA was purified using TriZol reagent (tnvitrogen) and deemed to be

intact using an RNA 6000 Nano LabChip (Agilent) together with a Bioanalyser 2100 and

Biosizing software (Agilent). Biotin-labeled cRNAs were generated and hybridized to

U133 Plus 2.0 Array human gene chips (comprising 52,245 probe sets that correspond to

29,555 unique genes). Hybridized chips were scanned using an Affymetrix GeneChip 3000

Scanner. ResuÏts were recorded using the GeneChip Operating Software (GCOS) platform,

which incÏudes the GeneChip Scanner 3000 high-resolution scanning patch that enables
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feature extraction (Affymetrix). Notably, the Affymetrix Gene Expression Assay identifies

changes that are greater than 2-fold with 98% accuracy (Wodicka et al., 1997). Arrays were

undertaken using three independently generated RNA sampÏes. Transcripts that showed at

least a 2-foid increase in abundance with a p value of Ïess than 0.05 in each of the three

analyses were scored as potential SMD targets.

3.3.5.5 Bioinformatics prediction of RNA secondary structures

The optimal secondary structure predictions were obtained by using the RNAfold

computer program (Hofacker et al., 1994) of the Vienna RNA package (Hofacker, 2003).

Statistical samples of optimal and sub-optirnal secondary structures were evaluated using

the Sfold aigorithm (Ding et al., 2004).
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3.3.8 figure Legends

Figure 1. c-JUN, SERPINE1 and IL7R rnRNAs are increased in abundance in

human ceils depleted of either Staul or Upfl but flot Upf2. HeLa ceils were transicntly

transfected with Staul, Staul(A), Upfl, Upfl(A) or Upf2 siRNA or, to control for

nonspecific depletion, Control siRNA. Three days later, protein and RNA were purified.

(A) Western blot analysis using anti(Œ) of totaÏ-ceÏI protein, where the level of Vimentin

serves to control for variations in protein loading The normal level ofStaul, Upfl or Upf2

is defined as the level in the presence of Control siRNA afier normalization to the level of

Vimentin. (B) RT-PCR analysis of the level of endogenous c-JUN mRNA (upper),

SERP1NEI mRNA or IL7R mRNA (Iover), each of vhich is nornialized to the level of

endogenous SMG7 mRNA. The normalized level ofeach rnRNA in the presence ofControl

siRNA is defined as J. RT-PCR resuits are representative of three independently performed

experiments that did flot differ by the amount specifled.

Figure 2. Staul binds within the 3’UTR ofc-JUN, SERPINEI and IL7R mRNAs.

Cos ceils were transiently transfected with three plasmids: (j) pcFLuc-c-JUN 3’UTR,

pcFLuc-SERPINEI 3’UTR and pcFLuc-IL7R 3’UTR test plasmids; (ii) the Staul-HA3

expression vector; (iii) the pcFLuc-Arfl SBS test pÏasmid that serves as a positive controt

for Staul-HA3 binding; and (iv) phCMV-MUP, which encodes MUP mRNA that serves as

a negative controt for Staut-HA3 binding. Two days later, ceits were Iysed, and a fraction

of each lysate was imrnunopurified using anti-HA or, as a control for nonspecific
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immunopurification (IP), rat (r)lgG. (A) Schematic representations of the pcFLuc-Arfl

585, pcfLuc-c-JUN 3’UTR, pcFLuc-SERPINE1 3’UIR and pcFLuc-LL7R 3’UTR test

plasrnids. (B) Western blot analysis anti(Œ)-HA or anti-Cainexin demonstrates that Staul

HA3 but, as expected, flot Caïnexin was irnrnunopurified. (C) RT-PCR analysis

demonstrates that c-JUN, SERPINEÏ and IL7R 3’UTRs, like Arfi SBS, bind Staul-HA3,

whereas MUP mRNA does not. Resuits are representative of three independently

performed experiments.

Figure 3. Depleting ceits of Staul or Upfl increases the haïf-life of FLuc mRNA

when the 3’UTR consists ofc-JUN, SERP1NEI or JL7R 3’UTR sequences that bind Staul.

L ceils were transfected with mouse (m)Stau, mUpfl or Control siRNA. Two days later,

celis were re-transfected with the pfos-FLuc-Arfl SBS, pfos-FLuc-c-JUN 3’UIR, pfos

FLuc-SERPINEI 3’UTR and pfos-FLuc-IL7R 3’UTR test plasmids and the phCMVMUP

reference plasmid in the absence of serum. Serum was added to I 5% after an additional 24

hours. Protein was irnrnediately purified from the cytoptasmic fraction (at O minutes) for

Western blot analysis. RNA was purifled from the nuclear fraction for RTPCR analysis at

the specified times. (A) Schematic representations of each test plasmid. (B) Western

blotting ofmStaul or mUpfl, where the Ie’e1 ofml3-Actin serves to control for variations

in protein loading. mStauÏ was depleted to 35% of its normal IeveÏ, and mUpfl was

depleted to 30% of its normal lev cl. (C) RT-PCR analysis of the SMD candidate mRNAs.

For each tirne point, the level of each mRNA transcribed from the fos promoter is

normalized to the levet of MUP rnRNA. Normalized te’eIs are calcuÏated as a percentage
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of the normalized level of each mRNA transcribed at 30 minutes in the presence of each

siRNA, which is defined as 100 (left). These levels are plotted as a ftinction oftime afler

serum addition (right). Error bars specify the extent of variation among two or three

independently performed experiments.

Figure 4. GAP43 mRNA is an SMD target. (A) RT-PCR demonstrating that

depleting celis of Staul or Upfl increases the cellular abundance of GAP43 mRNA. RNA

derived from samples used in Figure 1. (B) IP showing that Staul binds to the 3’UTR of

GAP43 mRNA and, as a positive control, the Arfi SBS. Cos celis were transfected with

four plasmids: (i) pcFLuc-GAP43 3’UTR (left), (ii) the Staul-HA3 expression vector; (iii)

pcFLuc-Arfl SBS (Ieft), and (iv) phCMV-MUP and analyzed as described in the legend to

Figure 2 except that FLue- GAP43 3’UTR and fLuc-Arf1 SBS mRNAs vere analyzed

instead of the other FLuc mRNA derivatives. (C) Western blot (upper right) and RT-PCR

analyses (1over left) demonstrate that depleting ceÏls of Staul or Upfl increases the haif

life of fLue mRNA vhen the 3’UTR consists ofGAP43 3’UTR sequences that bind Staul.

L ceils were transfected with rnStau 1, mUpfl or Control siRNA. Two days later, ceils were

retransfected with the pfos-fLuc-GAP43 3’UTR test plasmid and the phCMV-MUP

reference plasmid in the absence of serum. Subsequent treatment and analyses were as

described in the legend to figure 3 except that FLuc-GAP43 3’UTR mRNA was analyzed

instead of the other FLue mRNA deri’aties. Resuits are representative of two

independently performed experiments.
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Figure 5. Deletions within the Arfi SBS indicate that a central core region is

required for Staul binding. (A) (Leif) Schematic representations of the various 3’-end

deleted mRNAs that derive from pSport-Arfl-SBS derivatives. Numbering is relative to the

first nucleotide follov ing the termination codon, vhich is defined as 1. Plus (+) and minus

(-) signs at the teif of each representation indicate the ability or failure to bind Staul,

respectively. (Right) Human 293 cells were transfected with a derivative of the pSport

Arfl-SBS test pÏasmid and the Staul-HA3 expression. After immunopurification (lP) using

anti-HA, protein was analyzed using Western blotting and anti-HA (upper), and RNA was

analyzed using RT-PCR and ethidium brornide staining (lower). (B) (Left) as in (A, Lefi)

except for pSport-Arfl-SBS derivatives. (Right) as in (A, Right). Resuits are representative

oftwo independently performed experiments.

figure 6. Stau] interacts vith a predicted 19-bp stem within the Arfi SBS. (A)

Model for the secondary structure of the Arf] SBS showing nucleotides 50 through 300. A

larger view of the 19-hp stem is shown in the inset to the right. The plot was generated

using RNAdraw vl.1 software (Matzura and Wennborg, 1996). (8) (Left) Schematic

representations of the various mRNAs that are synthesized from pSport-Arfl- SBS

derivatives. Asterisks denote the 4-nucleotide mutations that individually disrupt the 19-nt

stem and together restore this stem. Single Strand rnRNA harbors UUUC—GAAG

mutations at nucleotides 20 1-204. Double Strand mRNA harbors Single Strand together

with GAAG—CUUU mutations at nucleotides 83-86, and A(Loop) mRNA contains a

replacement of nucleotides 94 through 193 that normaliy constitute a loop with a 4-
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nucteotide loop (see (A), right for details). Resuits are representative of two independently

perforrned experiments (right). (C) The predicted 19-bp stem within the human Arfi SBS is

conserved in rat and mouse Arfi mRNAs. Nucleotides that are flot conserved with respect

to the human sequence are underlined.

figure 7. Staul binds to a 296-nucleotide region of the SERPINEI 3’UTR. Cos

celis were transiently transfected with three plasmids: the specified derivatives of pfLue

SERPINEI 3’UIR, (ii) the Staul-HA3 expression vector, and (iii) pfos-FLuc- Arfi SBS as

a positive controt for Staul-HA3 binding. Immunopurifications (IPs) and analyses were

performed as described in the legend to Figure 2. (A) Schematic representations of

derivatives ofthe pcFLuc-SERPINEI 3’UTR test plasmid, where nucleotide I is deflned as

the nucteotide immediately downstream of the normal termination codon within

SERP[NEI mRNA. Plus (+) and minus t-) signs at the Ieft ofeach representation indicate

the ability or failure to bind Stau I, respectivety. (B) Western blot analysis using anti(u)-HA

or anti-f3-Actin demonstrated that Staul-HA3 but, as expected, flot j3-Actin was

immunopurified using anti-HA, and neither 13-Actin nor Staul- HA3 was immunopurified

using rlgG. (C) RT-PCR anaÏysis demonstrated that SERPINEI 3’UTR nucteotides 1297-

1592, like SERPINEI 3’UIR nucleotides 1-1592 and the Arfl SBS, bind Staul-HA3,

whereas other nucleotides of flic SERPINE1 3’UTR do not. The level of each fLuc

SERPINEI 3’UTR rnRNA after immunopurification as normaÏized to the level of fos

FLuc-Arfi SBS rnRNA after immunopurification and divided by the ratio of the level of

FLuc-SERPINEI 3’UTR mRNA to fos-FLuc-Arfi SBS mRNA before
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immunopurification. This value for FLuc-SERP1NEI 3’UTR (l-1592) mRNA is defined as

100, and values for the other FLuc-SERPINE 3’UTR mRNAs were calculated a percentage

of 100. ResuÎts are representative oftwo independently performed experiments.
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3.3.10 Supplementary Tables

Supplemental Table Si. Transeripts upregulated in human celis depleted of Staui in three

independently performed microarray analyses.

Supplemeursi Table 1 Traulcdpr: upregulated lu humas sePt 4eptere8 cf 5mai m chree iudepeudeutly perfurmed microarray analyte;
Tr-anscript Foid change Abbrevia bon Probe set
Hcmc aop:sna hysothehasi craten L0C3394’38 nNA leD.A donc MAGE.5166507i palia c 979 1562908_al
I fac;or iconlpleiientl 678 IF ‘555564_a_al
fibraneclir 1 798 FUi 2!6442xa1
irtsrfsron-in6uced pratein wiih tetralncapepll8e reseats 2 751 1FF2 226757_al

591 211506_s_ai
interfsron-nluced prateh 44 568 1H42 24059_ai
ssceloqrsrin II %hroncqrsnn Cl 562 SCG2 20403531
sislhnr-lIke 3 5.53 SMH3 222557_al
;roarh asnanlaled prc4e[1 43 548 G4P43 20447’_al
creatine kinase mrochcndrsl 1 uhqsaousi 5.35 2KMH 2027’2_s_ai
ssteoblasl ssecif.c 1aciar 2 rasacln I-ke: 530 05F-2 210609_sut
hypn:hellcalpm:e.n FL.25346 477 FL25348 15621’S_a_at
guamne nJeOl.d5 bind 1g pratein 1G pmtsin) gamma 4 475 GNG4 205164_al
hypolhescal oro:er F33505 473 FL533505 15611 :4aaz
filanl.r-binding LIM pro:eir-1 471 F5LP- 1 l555460_a_ai
claud.n 11 1cIlgasi;csscne lransqlsrrbmns rrmerl 450 CLDN11 226335_al
donna sap;ens :rarccrbed sequence w6n eas s mi arty In a’a:er re’:NR_082266.i I r’sepe. 446 235629_al
ins.in-I ke g’awth fscsar bsana pratein 5 4.30 1135635 211959_al

etegrin bela 3 1pIatsel glyccaro:e n Ils artigen CD61i 4 18 1T053 204627_s_si
uteelon-lnasced pratein with tetratncspeplide reoeats4 4.13 IFI4 229450_al
alpha-aca’ln-2-asccaaled zrnle r 3.97 AuP 210 70_al
trancgekn 3.94 TAGLN 205547_s_si

2-5oLcasdenvale syrlhelase- Se 872-5-ollgoadenylale synlhelaoe-tee 386 DASL 210797_s_ut
tissue [esSor painway inhib Sûr 2 3.82 T5P12 209277_al
calenm caaherr-sescciated orale r aphs-:ee 3.60 CTK2Acl 213712_al
dansa aop:ens cDN7: FL52094 1cc are 40562254E 376 224597_al

thramoaepardin 1 3.73 ÎHSSI 201 406_s_at
nsa;e.n lyras*ne phasanataee recesasr tyse D 362 PPRD 554199_al
cychr-E blnd[ng pra;e r 360 CE6I 219663_al

NAD5H cddase 4 3.59 [4074 219773_a:
hypa;heiical arate n MG229643 3.88 MG229643 212909_al

Homo aap:ens unchsractenzeo gaa:nc grole I; ZA.43P mRNA partia cds 343 232696_al
donna seo:eos sniarts K1442563.rela;ed genei_CC376854: rnFNA 542 156292’_al

hypolhellcal grole r Fo20035 3.40 FL520035 216966_s_ut

r 9—’ L0U’F_ 4 r ic6R62]4o1__ 340 rc5c_i
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t:ssi.e fac:c: pa:’ïnay nhic:ior2 335 T7F2 209276_s_ni
acsen:ir n’elanoa:a 1 3.31 46V 2’2543_a:
chrcm:some 14 open read.nçframe 4 329 C1o1141 223690a:

specfct: piosphalase 5 329 CUSP6 20669: o:
interteron apha-inducbIe cro:e n isbas F -15K: 3.9 G:P2 205463_s_nt
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Homc sap:ens cOllA FL323692 fis cane HEP1022 3 :3 235646_a:
h’ypo:hetical cro:e.i: FLa10637 3.04 FL20637 29352_a:
siqnaiinçj yn:Diocy C actvntc’n massais fnniby men:be- 3.00 S_AM 20616:_a:
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cecapp:; ez n-e hCcp2 274 CC2 2125:9_a:
hypo:he::cab s:o:e r F_34064 2.73 Fc.24064 1553224_a:
e.kanyosc :rarslatton “antan :aFr 511 273 E D55, 235269_a:
hypo:he::cal pro:e r M:,C 19764 2.7: MGI :9754 1557076_a:
Hamc sapera SIC adacad[ng n-FILS complets eeqience 269 225437_a:
trans-nucir- 4e srhsnce: 5f san: 4 :E:szl I homo ag Dcc oh.bo 2.66 TLE 235765_a:
carrer no-nota 1 an:aqon.s: cf nets-cate’:n senonasl 2.67 CACT1 2:9-79_a:
chran’osome 9 oser read.i:s fraq:e 39 264 C2on39 220095_a:
Noms scp:era 7ai:ssr bec sequerces 2.64 229242_a:
v-un sarcon:a airas :7 oncoqere horrc1cg evsi:: 2.56 20:466_s_ni
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proteasone icrosonre nacropani surunit Oeta type 9 orge nuit turc:orol stoteascl 229 PSM3P 204279_nt
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K1445143 coite n 226 K Ail 1°3 2;2t50_nt
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oui-r isis -1 224 ACTN1 li’ tSOoat
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eucre non repent tin FLiiriteraitrg protein 1 2.22 LRHE Pi 223492_s_nt
Homo sog:ens sDN.4 FL3395t9 fis sore SPLENID 12524 2 2t 15561 t _e_at
hypotHeticnl prote:n LOCt50759 22t LO0’50?59 2t3703_nt
nihvdropyrn-:dinnse-Iike 3 2.20 CPYSL3 20t43’sat
type trarsntentornne recestor secure-’elnted coite rt 220 PSK-’ 233337_s_nt
clic linger protein 90 aonroog tnouse) 2.20 3509Q 135395_nt
titi-or croitn p53 iL -rnuneri eyndroine 220 7052 2t t 300_s_nt
Homo sooiens :01-14 FLJ’’4S5fiocoreHEM5Al2DlS3S 2t9 225532_nt
snnHike protein 2.t7 L00t464i8 229402_nt
trnnefont.rg grodh factor bela nduced trorscr pc t 215 TGFE t I t 20965_nt
etc rannnt gere ‘ 2.tS rot 22t9t ‘_nt
Rio GfPnseactivntinctsroten tg 2’4 AHHGAPI2 212735_nt
Homo sopins hyoothetcnl L0C25L120 iL0C254t20; nRH4 2 t3 241394_nt
suppreseorof cyso-ane ewann no 2 2 t3 51052 203373_nt
cyclin-deoensent Unnee S regula:oni tuhunit 1 tcSS I 2 11 CDK5R1 204995_nt
tecK cric og 5v nouse Sds3 211 5253 23354’_s_nt
Homo sop;ens trnrscrheo sequences 209 24409t_nt
opina cord-dersed growth :n;t:r5 2-09 5C0GF-5 2’9304_e_at
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Homo sap:ens t’anerrl:ed seqoerce mos we]- s:miorty ta rote:a o:r133565 ns:pens 136
Homo sopieco :j: lergti’ biser cOHA clore VD%lCtO
h:gh-mohih:y grooc box 3
614009 31 croie r
Homo cop:eoo cONA F_3244’ Sec ose FR4452029431
itypoihebcal cro:en CKF7p761K1413
prote r tyrosse phososatose recectm toc F
fhiore-dov:c redjotsse 3
4:1-72 protes
hypotheo cal crce MGC :5634
ercyl-Coencyme A oybrataee:3-bydmyacyl Coencyme A dehjorogersse
flairy anti ensancer cf spIf t iD:oooo94o

chromosome 11 opes reacfng frame 9
T Al cytcaidc srarue-2cocLiIt-o FIlA binding prote n

204

2 06 1557079_ai
206 235302_a:
206 1594531at
205 HMG53 225501_ai
205 6:449431 213407_a:
204 1555094 s:
204 06FZp761K1C215513_a:
204 PPRF 200535_s_al
203 TXNFD3 59531_ai
203 CG-72 294557_a:
203 MGCr5634 242923_ai
203 EEHADH 205222_ai
202 HESi 203394_s_si
200 ClIorfP 204073e al
200 TIA1 1 594590_a_a:
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Supplemental Table S2: Transcripts downregulated in human ceils depleted of Staul in

three independently performed microarray analyses

-Supplenental Table 2 Trancripc: dowat’ezulated lu humas ccli: depleced et’ Scaul in three iudepesdeudy performed micruarray analv;e:
Traoscript Foid change Abbrevia lion Probe set
iransa’enljrana cc:e.r 5 0.50 TMEMS 222556_s_ai
MAs dintercaso’ prote r ‘ 050 MAC 2255t5_al
acotrocic vraI n:egratioi siteS 0.50 575 229717_al
HEDD8-conuga:ng en:vme 050 N052 225753_al
4f°aae uansc-onrç Iyaos.orra SIDa -:0 ajiijoile 0.49 ATPE05 235527_al
RA P24 PAS ancoqene Sait Iv 0.49 RAP2A 225 555 al
T-ce I Isoleras tranalocation atered gare 049 TCA 22325°_a_at
ub;quiln-conjugaFna encyne 525 2 0.49 USE2R2 22555°_al
hypothetlcal orote.P FL30794 049 FL432794 235225_s_al
kelch-l%e Slflrcrooh1a 0.49 KLhLS 2°25°5_al
urcton-n’aoiaong arc ra;ua:ory pratai’, 025 vMf 2i 555_al
tncanie noth-coutaha-ig 37 0,49 T M37 213225_a_ai
tuculi-ryrocine liasse 0.49 ]TL 22-i55Saat
cystalbionase tcvatath:cnire ganna-Iyasej 0.45 GTe 217127_al
LSM honda; LIS anal roc car Ri-14 aasocia:ed S. cerevialae’ 0.45 LSMt 22353°_al
protes kinase — 0.46 Hi 1 221 557_a_at
H-mac dewrstream reç-ula:ed gene 1 0.46 [125(91 222532_s_ai
Hcnoaaoeqa m52A 0.45 232251 al
lransn’enhrana: aupe’famc y niemoar - 048 TM45F 21523°_s_ai
gomine naceot sa hind rg prcten G ptotain alpha ahicning actwi:y palypeplide 1 0.45 (9114 t 227652_al
v-r& itanie sarcoma 3611 viraI oncogene homo oc 0.45 ARAF1 232552_al
ao:rrale dehydrogenase 1 NACP+r sa uNe 0.45 IDHi 221153._al
coLite carrer aniJy 35 ichc lranaponer) nember 9 0.46 5L03549 222°°5_at
tunor necrasia facrar raceptor soceami y a’emoar lia oateoprre-qanrl 0.47 T55555115 22°532_at
iras n rcuced gere 1 047 INSIGt 221525_al
ALLt fusedgenefnoiisc3l 0.47 AFSG3. 2°3°57_at
coLite carrararaanic anion transporter Sauta men’ber 34’ 047 5010341 2l25.2_a_at
hypotherical protes LOT t54807 0.47 LOC1 54607 1553575_a_a:
Sain aoena aUNA clona 1M405A304555 padial cds 047 1 555207_s_a:
hic-ma semena traraorbec seqea’ce mci modera:e ciii Iorloy la pactein p66 L5G f 0.47 232205_al
5-ARta gene ho-mao; 2(5. ceraaa ae: 0.47 S-4PA2 155°°52_a_a:
comIce nuclaic acid o raNg oro:e ‘r Ht-1 0.47 511 212’°2_at
TATA e encrÉ modulatory facto’ 1 0.47 TSAFt 227555_al
hydrox,e:ero:d I ‘7-celai deîycrcçanaae 12 0.45 HSD175 2 217565_al
disaoca honolc’g 2 mitcgei-respoialve ohoapiaoua:ern rDrosrohno 0413 0452 22’1250_a_at
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i•[5 citrare vase 016 ACL( 212237_s_et
chendroirin sete:4 N-acety galactosaninrtransfersse 046 CnGn 219244_et
cflr..9 cfle _nreI(;rr i—1— 04e — —2 21 _s_at
hypo:heccal cro:e n 0KFZp752C2 0.46 [1KFZp762K222 221 969_et
whrr ter cf DNAsindcnç 2 dcmnant negeuve heic-oop_hetc protein 0.46 102 221565_s_ai
duai spec;fct piosphetese 1 0415 UJSPr 22 I21_s_ai
Noms sapiece :-erscrhed sequences 0.45 235577_s_a:
transftrnrrg crcMh taclor fiefs recep:or lit t:etagh’can 30’]’Dsi 0.45 TGFSR3 225625 et
GA5A4 rec cre aseociatel scre r’ l1e 3 0.45 GASARWL3 21 1t55_s_a:
nuclear receror euiztan’iIy 4 croup A mernse’ 2 0 15 N9442 22-E22_<_a:
Homo sateos cD11 FLu36505 fisc cire HCH2’NOOOfl. 045 227°°2_et
syiaotoeonai-assocaed proten 23k0e 045 5t1AP23 229121_s_a:
RWD sornan containn’o 2 D .44 Rç0D3 225257_et
resncicnc’j eaty :rerscrpt ‘E 0.44 RAEHE 1552777_e_et
covnreraee ENAI1 i.DN% sirec:edr polypeptide [7.510e 044 F0N2. 222556_et
kelch-i-.e 2 Mewer ‘roscobfl 044 KLHL2 219157_et
cotre carrer faiily ‘5 ives caarmcnoan’ine:’ renfler: 0.44 5[’215A2 232445_et
aderoieni 1 0.44 SFaN I 222269 et
KIAAO2SS qe”e crcdact 0.43 KIAAO2S6 212°5D_et

0.43 227276_et
GASAiA1 receo:’r-assscistea croie r I ke 1 0.43 GA5AR44L: 225555_s_a:
soIite carrer ansiy I izro:on-coa: ed divalen: meta ion transponersi menroer 2 0 43 SLC1 I 42 2221 2%_s_et
cphinoomyelw phoephodiesterase cc o-i.e 34 0.43 5MPDL3A 21352°_et
neurone pertradn I 0.43 tI°T1 22L554_et
fuceeyhransferase 1 (alpha i2: jcoeyItrere’e-asei 0.43 FcT1l 2252%5_et
°-h’edroqpnenyloyrjvete dioxgenase 0.43 H90 226224_et
diphlheria taon eceo:or iheperrdindn; epidermel gror:h :acto.r4 ke grcwtk Facto’I 043 07E 222521_et
hypothes cal prote n CKFEp752C ‘112 043 OKFZp752C’ 1t225974_et
eortinane.’:in 13 0.43 5NX13 22722 r_et
fibronectin conne nch transmenfirene prctein 2 042 FS2 224459_et
STIET doman conta ring? 0.42 ST.L.E07 222225_s_a:
ucqu4r scecic release 21 042 USP2% 229512_et
Nons; sap:e.o; cOllA F_07254 fisc ore ORANt 2212590. 0.42 2:5725_et
sro:e n Mmc ne phesonatase :vce HA nenre- ‘ 0.42 FF9441 222732_s_a:
gu:ana:e-cysreine tgese rallier sw:jn.t 042 GCLM 22%956_et
guanine njc.eo: se UnI na prste;n ‘G p’otein’ atcha ac:waan; acnry polypeptide o’ 042 2.N°_ 215175_s_a:
chrcri’csonel3ocenreadrafran’e

‘ 0.42 C1.2oIs 222151_et
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h&at ehock 70k6a pro:er 96 n’onan-2i [‘12 HSPA9S 222592_et
FKEOS bInding rcten :4 22 kDa [‘42 FK3P:4 23531 1_et
a3uci 1 fa phe: :71 ediecm t’a phe: 042 ACD1 225232_s_ai
hlpoiheicat prolan FJ2015 04’ FLJ22 15’ 21’ 15’_x_a1

2 0.41 SESN3 225123_et
mcsop:ans ienecrbeo seqsnce won sLr:r sin’iahty :0 protein ref \P_075316. 0.41 22272E_et

Arg:4b1-in:e’ectnq pratein ,A’gSP2 041 ARG3P2 22’255_s_a
eoeotor-ree:ed a’oleh comptez qemma 1 eubLi-it 04’ APG 1 21 5E57_:_at
cydm C 0.4 C2NC 2219ES_al
col een :sae -oXV a phe ‘ 0.41 C2.L2541 1555253_et
hpoheecel oro:en 6C013757 0.40 LOCi 14990 225557_et
KtAA0377 Dm15.11 040 K14A0377 212792_et
HSPCIE3 prolein 040 HSPC163 229±37_et
hypotheticalproter FLJ 14213 0.39 FLJ1’213 219253_et
Home sen os m93.4 039 227526_et
fen’lywoh eeqLence sire arry 20 memt:’er 5 039 F0M225 222915_s_al
ietortnoeçcfmouee hypoxa n±ced gens 1 0.35 HIGI 221995_s_ai
nuciserreceolo: suctsn’fly 4 or:tp A menider 3 0.36 NR4%2 22797E_s_ai
eco-ke:oredLctase :ansy I niewetrC! :dinycrosiol dehydr:;erese 1 0.36 AKR’Cl 1555554_et
hypothelicel ere:e.n FL90452 0.37 ftJ92492 22552:_et
ew Sers 1v popretein rececl:r_rs,e:ecl pretein 11 0.37 LE° 11 229252_et
Jurciophiir ‘ 0.37 JPH’ 229139_et
celsmenin 0.37 CALU 222756za1
cotre cerrsr fan, Iy 2 ,fao.ra:ed o ucoeetrereponersmembe ‘3 037 SL22A13 1552555_e_et
H&n;: eao’sos 5m erto LDC’66075 donc MAGE 5173621 n’RiJA. panel ces 0.35 23572E_et
este swep ineuc’ig peptide n’muroreec:or 0.3E DSlPt 205752_s_at
eperw eseociete-d ertigen 1 036 SPAZI 212117_et
cerbenic e’tydrese >11 035 2.412 212725_s_a1
i-es Lot 145-:nphoechete receixor h::e 1 0.24 tTPR1 2155’_e_at
urony_2-eutfo:’enstereee 034 UST 225129_s_ai
etenniocelcin 2 0.34 STC2 222’36_et
ctjetenn :complen’ent lyse innihifor 3C4545 eutfa:ed gceprc1ein 2 testDeielOre-te; 0.34 c_u 222243_et
eoeptor-rweted pretein comptez t s:cme 3 sutuns 0.31 4P143 227159__at
Nones sepane cD1il Fu207E9 Sec are CD_05n74 0.3’ 222252_et
ACP-nbasyetion-ike factor 5- nteraeting aro:en 5 0.31 MGC33664 22571 t_et
echydroteos comein certennp 3 03! 46r03 212217_et
pyrale deiyero;e:lese kinase isotroynie’ 031 PCK4 225952_et



turrDr 9ecrnsis fac:c recep:or oJDearii n’en’t:tr 1Q
aspaft3te betatydroyase
Hcmc capens rR\ A
tel cycle prcgressicn d croze
thicretoxh’ inzerict r protein
tttrien SA bincncj potein .O;so&t:2)

030 TFRSFl0E 22E2EtSnt
030 ASPH 3C3?T_at
[25 2221:1 et
023 CPRS 121l%2__a
026 TXNIP 221222 cci
024 Sî.AU1 211225_c3v
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Ceie
c3TJN

ILCR
If
CXP43
(KMh
si:- CL]
TAGLN
OXSL
COL
CXC LI
nCF:
I].! S LI
PSMBS

iIC2
DUSP
C-XBXKXPLI
1X111?
INFRSFIC3
(C?C 1

CELui—a S&a;e
5-Cil CXX ACC ICA CAX CTC c-c--3
5 -ACC CCC XXI CCC XXC CCX CC-3
5-AXC1CCCIXTCC ICXXAATC-3
5-CCI ICX CCI 1CC CII ICA AC-3
5-ICI CCI CIX TCX CXX GXX CC-3
5 -(-XC ICCCCX C-XI CCI CCI CC-3
5-C CX TCC CCX CCX CCX In CC-3
5-1CC TIC cICCX CCC CTGXC-3
5-1CC AXTCXITCACCXTTCTC-3
S --XC XCX CXC GTC XXG CXC TC-3
S -CCI C-Ci XCC CCC 1CC CCC CC-3
5-CAl TIX ICI ICI ICI XCI T-3
S-vCACCCIflCXC CXC TCI X-1
5-CC C C-C-A CXX CIL CXC XCC L-C-3
5-XCTTXXCTGTCCXCICCXIC-3

S-CCI CCC CCI CCX CXX TAC XC-Y
5-CCXXCTCECCTT CCT CXX XC-3
S-XAXIXICCCCXCXCCCICCC-3
S-ICI CCX XCX CCX CCC XXC XC-3
S -1CC CCCCCC 1CC 1CC ICI 1G-L
5 -CCI LIC CXC TCX ICX AXA IC-3

?::ze: fAat:euLe;
5-ICA CCC CCC CXC CCICICIC-3
S -CCI GAI CIL AIC CXCII CC-3
5-TIC XCCCXC ITT XCC 1CC XC-]
5 -AITICCXXTCCXXCCCTTTC-1
S-GCIICXICCITCITXITXCC-i
S-XIC III CCC AXC CCC CIX IC-3
S -ACCICCCCCCCCX-CXCCTC-ï
5-GCXCICCTCCCX ICI CII 1G-3
5-CACTCTCXACICCXICTC IC-L
S -CCXIXXXICTTCCIIIXTCC-3
S-CIICICCICXCITCCXIIIC-3
S -((A XCC XCC (XX 1X1X1 IC-1
S -CIC-CICITCCCXCCC CXI CC-3

ACCC_C_CCICCCAI_C

S -XCI TIC 1CC XXC XX ICX AC-3

S -CII CXC CXC CIC CXC CIX CC-3
S-TTCCICCXCCAII(TICXIC-3
5’JXC1CITCC1CXICXnCX1:
S -ICA CCX 1CC AIC CXX XTC IC-3
S-TCX CCX 1CC CIC 1CC CXC XC-L
S-CXC ICI CCC XII TIC CCI CC-3

Supplemental Table S3: Primer pairs used to amplify transcripts found in microarray

analyses to be upregulated or downregulated in human ceils afier Staul depletion

Supplemeutal Table 3 Primer pair: u:ed to amphfy rrau:cript: found in microarrav ana1ye: tu be
upregu]ated or dowuregulated in kuman uefl: aCer Sraul depkdon
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Supplemental Table 54: Selected examples of transcripts upregulated in human eells

depleted of Staul in three independently perforrned microarray analyses

Suppiemenrul Table 4 Selecced example: oftrnu;cripr; upregitlaced in humaic ccli; depieted ofSraul
in three independcnrly performed micreurray unulye:
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z:cwrh a;:cnared pro:eiam 41
:ttO2iC deacecvla;e S
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p:crea:ate Içw:xze!zac:cpaLrt! ;ub;:a:: !:eLa vpE f a:ae mt1tfmcnona) :cre: 2)
FLic C-O? d::;cc:ado: :ahibjtcr (GO: heu
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Supplemental Table S5: Transcripts upregulated in human cells depleted of either Staul

(three independently performed analyses in this study) or Upfl (Mendeil et al., 2004).

Supplemeatel Tcble 5 Trie:cdpt: upregulateci in huinuu ce!]: dep!eted .f eicber Scaul (chc’ee indepeudeucir perfermed microurrav analyte; in thi:
:cudy) or Upif Mendell et aL. 2004;i

Kela;r. e inc:ea:e

Trau;c:ip; Pauduat fozc:iaz
Sr;u Lpf1

dapkt:cu deplenan
Satine cc :y:te:ne pra:ema:a zilnbncr ciade E an;cn ;a:mnaacea 3act fa: tittue cia:caaanaccn accu-arc;. tuakinate, s.:
catit-ara! èLuE:rcr u-pc 1) menue: 1 :SERPPŒ3 ans prcte:u C

Iacc:euku; cecactor ‘ILRi 1e:epte: fer m:erh elcu 3.0 2,1

:--Jma tau-cota t-un: nzccc—tne Scnaeiac autan) ‘c-SC;’ Pu-ta an:cccrae 1.6 5.3

Pcc-rein :;:cu:ue pha:paa:uo tercer;; :pe F :PPFY Ccli edhe’ecu :ecep:n: 1.0 2.0
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Supplemental Table 56: Transeripts upregulated in human ceils depleted of Stau in three

independently performed microarray analyses and that bind Staul-HA3 in three (white) or

two (gray) independently perfomied microarray analyses

Supplemenral Table 6 Traneriprr upregulareil in bnmau cellt deplered cf Scaul in rince indepeudenrl performed QrcrDaTra3: analv:et and char binil
Srarjl-16A3 in circe mince: or nie gruv) independencir perlormeal inicroarrur analyce:

F.ei mite tacrcate
i2tCfl5 IrnLctoanav Va110 Accettian

Siail deplenan Attu—EA T

Homo saute::: cDNA fJ369 (t sItue TETMCSIS4G’6 25 356 396756
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3.3.11 Supplementary figure Legends

Supplemental figure SI. Demonstration that li of 12 transcripts that were

upregulated in human celis depÏeted of Staul using three independentty performed

microarray analysis are upregulated using RT-PCR and transcript-specific primers.

Notably, RNAs analyzed were identical to the RNAs from Control and Staul siRNA

treated samples analyzed in figure 1. The level of each test transcript was normaÏized to the

leveÎ ofSMG7 rnRNA, which is insensitive to Staul siRNA (data flot show n) and served to

control for variations in RNA recovery. Numbers below each lane specify the fold change

in the level of each test transcript in ceils treated with Stau siRNA relative to Control

siRNA, the latter ofwhich was defined as 1.

Supplemental figure 52. Demonstration that 6 of 6 transcripts that were

downregulated in human ceils depleted of Staul using three independently performed

microarray analysis are downregulated using RT-PCR and transcript-specific primers. The

experimental procedure was as described in Supplemental f igure 1.

SuppÏernentaÏ Figure S3. ModeÏ for the secondary structure ofthe SERPINEI SBS

showing nucleotides 1297 through 1592. Ihe plot vvas generated using the software

RNAdraw vi. I (Matzura and Wennborg, 1996). The green dots represent the base pairs

that are common to the minimum free energy and competing structures. The blue dots are

base pairs present in the minimum free energy structure only.
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3.3.12 Supplementary Figures
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Supplemental Figure SI: Demonstration that 11 of 12 transcripts that were upregulated in

human ceils depleted ofStaul are upregulated using RT-PCR.
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4 Article 3

furic, L. and DesGroseillers, L. Mammalian Staul and Stau2 proteins associate to

different subpopulations of mRNAs in hurnan celis. Manuscrit en préparation pour

soumission au journal RNA.



220

4.1 Mise en contexte

Dans le but d’obtenir un portrait global de tous les ARNm cellulaires qui

pourraient potentiellement être régulés par les protéines Staufen de mammifères, nous

avons voulu identifier les populations d’ARNm associées aux protéines Staul et Stau2 en

utilisant des micropuces d’ADN.



4.2 Contributions des auteurs

Luc Furic : L’entièreté du travail expérimental et l’analyse des résultats de

micropuces. Rédaction

Luc DesGroseilÏers : Supervision générale. Analyse des résultats de micropuces.

Rédaction
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4.3 Mammalian Staul and Stau2 proteins associate to different

subpopulations of mRNAs in human celis.

Luc furic and Luc DesGroseillers

‘Département de Biochimie, Université de Montréal, C.P. 6128, succursale Centre Ville,

Montréal, (Qué) Canada H3C 3J7

*orrespondjng author:
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4.3.1 Summary

Messenger RNAs in the ccli are found in complex with multiple RNA-binding

proteins. These proteins are important in regulating the fate of their target mRNAs. Staufen

proteins are double-stranded RNA-binding proteins implicated in many cellular functions

including mRNA localization and mRNA decay. To date, littie is known about the RNA

targets of mammalian Staufen proteins. Here, we have characterized the mRNA content of

Staufen mRNPs from human 2931 cells. This was done by combining the

immunopurification of several different Staufen-containing complexes to the probing of

DNA microarrays to uncover the identity of the associated mRNAs. We have found that

55 59 62
Staul , Stau2 and Stau2 are ail associated with different subsets of mRNAs, but that a

certain proportion of these transcripts are common to the three proteins. These populations

are distinct from that associated with FMRP, although some mRNAs overlap. This

observation is in accordance with a proposed model of post-transcriptionnal gene

regulation in which different RNA-binding proteins define distinct populations of mRNPs

that, nevertheÏess share common mRNAs.
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4.3.2 Introduction

The regulation of gene expression at the post-transcriptional level is a rnechanism

widely used by celis in order to control protein synthesis with acute precision. In the

majority of cases a sequence or a structure in the mRNA (cis element) is recognized by one

or more proteins (trans factors) that assemble together in mRNPs and mediate an effect on

mRNA metabolism. This interaction scheme has been shown to be involved in the

intracellular localization of mRNA (Bashirullah et al., 1998), in transiational activation

(Vagner et aÏ., 2001) or repression (Chekulaeva et al., 2006) and also in mRNA

stabilization and decay (Brennan & Steitz, 2001; Chen et aI., 2001). Many RNA binding

proteins that are Iralis factors can each associate to more than one mRNA species in the ccli

and it has been postulated that the networks of mRNAs bound by these proteins can serve

as post-transcriptional operons (Keene & Tenenbaum, 2002).

Staufen is an RNA-binding protein first discovered in Drosophila where it ptays a

rote in oocyte patterning by localizing oskar and bicoid transcripts to the posterior and

anterior poles, respectively (Riechmann & Ephrussi, 2001). Staufen is also implicated in

the transiationat derepression of oskar once Ïocalized at the posterior pole (MickÏem et aï.,

2000). There are two mammalian homologs of Staufen terrned Staul and Stau2 and they

both possess four copies of the double stranded RNA-binding domain (dsRBD). Staul is

found to be mainly associated to tubulo-vesicular structures in the cdl by rnicroscopy and

also found to co-fractionate with ribosornes and rough endoplasmic reticulum (RER) in
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sucrose gradient. (Wickham et al., 1999; Duchaine et al., 2002). Both genes produce

multiple isoforms that are generated by alternative spiicing. Staul and Stau2 are also

involved in mRNA transport along the microtubule tracts in neuronal dendrites (Kohmiann

et al., 1999; Tang et al., 2001; Duchaine et at., 2002; Kanai et al., 2004). More recently

Staul was identified as a central component of a new mRNA decay mechanism termed

Staufen-mediated decay (SMD) (Kim et al., 2005). In addition to ftinctions in RNA

localization and decay, Staul can also stirnulate translation of repressed messengers

containing structured RNA elements in their 5’UTR (Dugre-Brisson et al., 2005).

To date, liffle is known about the RNA content of Staufen mRNPs and the present

work was undertaken in an effort to identify the various mRNAs that are associated with

Staul and Stau2 in mammalian ceils. The use of microarrays to identify mRNA subsets

associated to RNA-binding proteins is a proveri approach that was successfully applied in

many studies. This technique termed RIP-Chip has been helpful 10 uncover the identity of

FMRP(Brown et al., 2001), YB-1 (Evdokimova et al., 2006) and SLBP(Townley-Tilson et

al., 2006) co-purifying RNAs.

Here we report the first high throughput identification of Staufen associated

55 59 62
mRNAs in hurnan 293 cells. HA-tagged version of Staul , Stau2 and Stau2 were

transfected in 293 cells. After immunopurification, the RNA content of Staufen mRNPs

was isolated and used to hybridize Affymetrix hurnan gene chips. Hybridizations identified

about 2000 probe sets with cadi IPed mRNPs. Most of them are unique for a Stau gene or
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isoform, although about 20% are common to ail mRNPs. The most highly enriched

mRNAs were classified according to their celiular functions. The biological retevance of

these observations will be further discussed.

4.3.3 Experimental procedures

4.3.3.1 Immunopuritïcations

293 cells were propagated in DMEM medium supplemented with 10% cosmic caif

6

serum. 3 x 10 celis were plated in 150 mm Petri dishes and transfections were performed

24 hours afier plating. Cclls were transfected with one of the foltowing plasmids: Staul

59 62
HA (Duchaine et al., 2000), Stau2 -HA or Stau2 -HA (Elvira et al., 2006) using

calcium-phosphate co-precipitate technique. Mock celis transfected with untagged

expressing vectors or the vector alone were used for control. Celis were coflected and lysed

48 hours affer transfection. Immunopurification, using anti-HA antibody, was performed as

previously described (Duchaine et al., 2000) except that E. cou tRNA (Sigma-AÏdrich) was

added to a final concentration of 200 pg:mL during the incubation with Protein-A

Sepharose (GE heaÏthcare). After extensive washing the resin was incubated 5 min at 95CC

in IX Laemmli buffer. 1/10 of the eluate was kept for Western blot analysis; the remaining

ofthe sample was used for RNA extraction.
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4.3.3.2 Microarray analysis

RA was extracted with Trizol reagent (Initrogen). RNA pellet was solubilized in

water and residual contaminants were rernoved using RNA nanoprep column (Stratagene).

Biotinylated-cRNA probes were synthesized by the two-cycÎe target labeling assay

foîlowing Affymetrix procedure. Affymetrix Human genorne arrays (FIG-U 133_Plus_2

:comprising 52,245 probe sets that correspond to 29,555 unique genes) were used for

hybridization accordingly to Affymetrix guidelines. Hybridized chips were scanned using

an Affymetrix GeneChip 3000 Scanner. Resuits were recorded using the GeneChip

Operating Software (GCOS) platform, which includes the GeneChip Scanner 3000 high

resolution scanning patch that enables feature extraction (Affymetrix). Notabty, the

Affymetrix Gene Expression Assay identifies changes that are greater than 2-fotd with 98%

accuracy (Wodicka et al., 1997).

To identify mRNAs that specifically co-purify with Staul -HA, Stau2 -HA and

Stau22-HA, signal intensities obtained for specific ERs were compared to the basetine

signal intensities of control lPs using statistical analysis on mean-scale normalized MAS5

data with a p value limit of 0.05. The same methodology was used to compare microarrays

hybridized ith cRNAs synthesized from specific lPs to cRNAs synthesized from total

RNA content of 293 cells. Each probe set presenting a foÏd enrichment over control of

more than 2.5 was scored as a potential Staufen associated mRNA. Only the probe sets

showing a difference of more than 200 arbitrary units of intensity hetween the W and
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control vere kept for further analysis. Complete microarray analysis resuits can be found in

(Supplemental data).

4.3.4 Results

4.3.4.1 Staul and Stau2 co-purify vith RNA

In order to isolate Staufen containing rnRNPs 293 cells were transfected with

plasmids expressing HA-tagged version of Stau55, Stau259 and Stau262.

Immunoprecipitations were performed with a monoclonal anti-HA antibody. Western blot

analysis showed that a single band corresponding to each Staufen expressing construct was

detected after IP (Figure lA). To address if RNA was co-purifying with Staul and Stau2,

RNA was isolated from the lPs and visualized using RNA pico chips (Figure lB). As

expected control IPs showed very low amount of co-purifying RNA (Figure lB-l). While

mainly two peaks corresponding to 18S and 28S ribosomat RNA were seen from 293 cells

total RNA (figure lB-2). A clear enrichment ofmRNA over ribosomat RNA was observed

in samples of lPed Staufen-containing RNPs (Compare Figure lB-3, -4 and -5 to lB-2).

These data showed that the JP protocol is very specific and that subpopulation of RNA co

IP with Staufen.

4.3.4.2 Microarray analysis ofStaufen associated mRNAs

We took advantage of cornmercially available human DNA oligonucleotide

microarrays from Affyrnetrix to identify en bloc Staul and Stau2 associated mRNAs.
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Microarrays were hybridized with either: 1-RNA isolated from IPed RNPs 2-RNA from

control tPs 3-total RNA from 293 cells. First, arrays hybridized with cRNA probes

synthesized from 293 cells total RNA shoved that 19491 probe sets (37.3% of total probe

sets) con-esponding to 1218$ unique genes can be detected in these celis. Then, in order to

identify Staul -HA associated rnRNAs, four independent lPs were performed and

hybridizations were compared to control iPs. Hybridization resuits showed that the signais

for 1607 probe sets were enriched by more than 2.5 fold over control IP. Four arrays were

59 62
also used to detect Stau2 associated mRNAs: two for Stau2 -HA and two for Stau2 -HA.

59 62
2357 and 2008 probe sets were detected in association with Stau2 -HA and Stau2 -HA,

respectiveÎy. We also compared the enrichment of these probe sets against their relative

expression level in 293 ceils total RNA. From the 1607 probe sets enriched in Staul5’-KA

lPs, 307 were aiso enriched compared to the total RNA expression data. Simiiarly, 794

59
probe sets out of the 2357 associated with Stau2 -HA and 659 probe sets out ofthe 200$

62

associated with Stau2 -HA dispiayed at ieast a 2.5 fold enrichment over total RNA

expression profile. Results are piotted on Venn diagrams (Figure 2).

h has previously been reported that, at least in neurons, Staul and Stau2 can be part

of distinct rnRNPs (Duchaine et al., 2002) suggesting that different mRNA subpopulations

are bound by Staul and Stau2. In accordance with this observation, 54% ($75 probe sets)

ofStaul-HA associated mRNAs are not enriched in Stau2 IPs. Similarly, 75% (2295 probe

59 62
sets) ofcombined Stau2 and Stau2 associated rnRNAs are flot enriched in Stau i-HA IPs.
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Conversely, there is a certain proportion of mRNAs that are common to both Staul and

55 59
Stau2. Genes represented by 385 probe sets are ail enriched in Staul -HA, Stau2 -HA and

62

Stau2 -HA associated mRNAs.

4.3.4.3 HighIy enriched mRNAs are involved in diverse cellular functions

We next tried to identify the putative mRNA targets with the best affinity for Staul

and Stau2. To do so, we analyzed more cÏosety the 150 probe sets showing the highest fold

55 59 62
enrichment in Staul -HA, Stau2 -HA and Stau2 -HA statistical microarray analysis.

From these 450 probe sets, ail hypothetical and non annotated genes were removed. Ibis

55 59
selection Ieft 61 probe sets for Stau I -HA, 71 probe sets for Stau2 -HA and 66 probe sets

62

for Stau2 -HA. 142 unique genes are represented by these 198 probe sets. After assigning

a cellutar ftmction to each probe set, genes were ciassified accordingly (Table 1).

Ail genes were inciuded into thirteen categories. Roughiy haif of the genes feu into

three groups: metabolic enzymes and related proteins (22 mRNAs), signai transduction

effectors (26 mRNAs) and transcription regulators (24 rnRNAs). Another interesting

category contains 10 rnRNAs ciassified as piaying a roie in ccii adhesion, motiiity and

organization. This suggests that Staufen could somehow be implicated in ccli anchoring or

motility by binding and localizing these transcripts. Ibis is not unprccedented as 3-actin

(Farina et ai., 2003; Oleynikov & Singer, 2t)03) and Arc (Steward et al., i998; Martin,
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2001) mRNAs which are involved in cellular reorganization are both transported and

Ïocalized at precise sites in the celi via RNA transport mRNPs.

4.3.5 Discussion

Statistical analysis on mean-scale nonrialized MAS5 data was chosen over classic

MAS5 analysis for additional stringency in order to correct for large variations between

replicate chip hybridizations. In respect to this approach, some previously identified Staul

associated mRNAs (Kim et al., 2005) were lost in this analysis, but the bulk of the genes

reported in that previous study are stiil found to be Staufen co-purifying mRNAs (data flot

shown).

This study allowed the identification of mRNAs that are inclitded into Staufen

containing mRNPs. In the future, it will be important to determine the nature of the

structural recognition elements in the identified mRNAs. In addition, determining the

position ofthe Staufen binding site in a particular mRNA is ofprimary importance. In fact,

it bas been demonstrated that if StauÏ55 is tethered to the 3’UTR ofa reporter messenger it

indtices its decay by SMD (Kim et al., 2005). Yet another study showed that tethering

Staul to a repoer mRNA bearing the Arfi SBS in its 5’UIR region induces an increase

in transiational rate of the reporter and a shifi of the reporter from monosomes to

transiating poÏysomes (Dugre-Brisson et al., 2005). UnfortunateÏy, gi’en the nature of

Staufen-binding sites there is no high throughput technique a\ailabte to assess where

Staufen binds in a given group ofmRNAs. This is rnainly because Staufen binding sites are
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riot well characterized and also because the search for structured elements is more

chaltenging than the search for a consensus sequence in an RNA population. So in

investigating this maller, one shouÏd consider doing gene by gene approach. In that respect,

the classification presented here of Staufen associated rnRNAs in functional subcÏasses will

be helpful in orienting further studies.

Some highly enriched mRNAs of special interest taken from Table I are presented

below and the potential roles of Staufen in their posttranscriptional regulation are proposed.

59
Among the enriched mRNAs with Stau2 there is etF5A2. The function of eIF5A in

translation is flot well understood (Zanelli et al., 2006), but recent work in yeast showed

that a temperature sensitive mutant of the related protein eIF5Al causes specifically an

increase in the stability of PTC (premature termination codon) containing mRNAs

(Schrader et al., 2006). There are five major splice variants of human eIF5A2 mRNA with

different 3’UIRs (Clement et al., 2006). Sorne ofthese mRNAs exhibit short half lives and

Stau2 couÏd be involved in elF5A2 transcript specific stabilization or destabilization.

Another interesting mRNA is the bicistronic GDFI/LASSI transcript that is

enriched with Stau I 55-HA. GDF I is a member of the transforming growth factor 3 (TGf

3) superfarnily and is expressed from the second open reading frame tort) of the 3 kb

transcript(Lee, 1991). Staul could possibÏy be implicated in transiational regulation ofthis

mRNA by promoting translation ofthe GFDI orf.
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Yet another transcript of interest is the histone H2AV that encodes the histone H2A

variant Z. H2A.Z mRNA is enriched in both Staul and Stau2 immunopurified complexes.

H2A.Z is a replacement histone and its expression is ccli cycle independent (Wunsch et al.,

1991). Another particuÏarity is that compared to other histone mRNAs H2A.Z contains a

poly-A tau and so is not subjected to the 3’end processing undergone by celi-cycle

dependent histones. Notably, the sequence conservation between mammalian H2A.Z

mRNAs is higher in the 3’UTR portion than in the coding region suggesting a role for the

3’UTR sequence in regulating H2AZ posttranscriptional regulation (Hatch & Bonner,

1988). Staufen is maybe substituting in a way to SLBP (Stem I oop binding protein)

function by binding to H2A.Z 3’UTR.

Our data indicate that there is an overlap between Staul and Stau2 associated

mRNAs. We decided to look if there is also an overlap with other known mRNA

populations associated to other RNA-binding proteins. FMRP (Fragile X mental retardation

protein) is the product of the frnrJ gene. Absence or mutation of FMRP causes the fragile

X syndrome an X-linked form of mental retardation. It has been shown that FMRP is

involved in transiational repression and in synaptic plasticity (Zaïfa et al., 2006). tt was

reported that fMRP co-purifies with at Ïeast 432 different mRNAs following

immunoprecipitation from mouse brain extracts (Brown et al., 2001). FRMP is also found

in complex ith Staul (Brendel et al., 2004; Villace et al., 2004), which suggest that there

could be a common set of target mRNAs for both proteins. In order to test this possibility

we compared the 432 mRNAs pre\iously identified as potentiai fMRP targets with the
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Staul -HA associated rnRNA population identified in the present sttidy. In their previous

work, Brown and colleagues used Affymetrix mouse genome MG U74 chips to uncover

the identity of FMRP bound mRNAs. To be able to compare datasets between mouse and

human gene chips, we first perfoniied a search for probe sets corresponding to the human

orthologs of mouse probe sets. This was done using the NetAffx Analysis Center tools that

are available on Affymetrix website (www.affymetrix.com). From the 432 probe sets

corresponding to FMRP associated mRNAs, 375 probe sets possess a human ortholog.

These 375 probe sets represent 355 unique genes. Human U133 gene chip contains 1363

probe sets that represent the orthologs of the 375 mouse probe sets. 0f these 1363 probe

sets, 58 (4.3%) are enriched in Staul55-HA purification. These 58 probe sets represent 52

unique genes which leads to the conclusion that approximately 15% (52/355) of fMRP

associated mRNAs are aÏso enriched in Staul55-KA purification. Table 2 shows the identity

ofthese common mRNAs.

Ibis observation that a subgroup of StauÎ55-HA co-purifying mRNAs contains

mRNAs that ere shown to be also associated with fMRP is in agreement with a model of

post-transcriptional gene regulation in which the protein content of mRNPs is diverse and

dynamic and that it is the combinations of RNA-binding proteins found on a particutar

rnRNA that ultimately direct its fate. Unforttinately, it is hard to gain a global picture ofthe

relationships that exist between the RNA content of different rnRNPs that were

characterized using RIP-chip approach. This is due to the fact that comparisons are almost

impossible to make between datasets available in the literature. Variability arises from
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multiple factors: 1- diversity of array platforms used 2-tissue or ceil type used as starting

material 3-the developmental stage at which the experiment was conducted and 4-the

species that vvere used to study mRNA content ofrnRNPs.

Finally, in our classification of the highly enriched mRNAs, we have sorted genes

in 13 categories; almost ah these genes play functions in the control of ceil growth and in

cehiular integration of extracellular signaIs. There are also a certain number of transtationai

factors. Ail in ail, we have for the first time showed, by an unbiased approach, that Staul

and Stau2 associates with different subsets of mRNAs in the ccli and that there are even

differences in affinity between Stau25° and Stau262.
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4.3.8 Figure Legends

Figure 1. Staul and Stau2 co-purify with RNA. (A) IP of HA-tagged Staufen

constructs. 293 ceils were transiently transfected with either one of the foilowing plasmids

55 59 62
expressing HA-tagged version of Staul , Stau2 , Stau2 or mock transfected to control

for nonspecific IP. Two days later, ceils were lysed, a fraction of ccli lysates was

59
immunopurified using a mouse monoclonal a-HA antibody, and Staul (lane 1), Stau2

62
(lane 2) and Stau2 (lane 3) ere identified after tP using Western blotting and a rabbit

polycionai a-HA antibody. Lane 4 corresponds to the IP of mock transfected cells.(B)

Analysis of the RNA content of Staufen lPs. RNA was extracted from the preiously
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described lPs (A). Total RNA was also extracted from 293 cells. RNA sampies were run on

a Bïoanaiyser RNA pico chip tAguent). Migration profile of 293 cells total RNA sample

shows mainly two peaks (B-2) corresponding to I $S and 28S ribosomal RNAs. Note that

Bioanalyser profiles are not ail plotted on the same absorbance scale.

Figure 2. Venn diagrams summarizing microarray analysis resuits. The RNA

content isoiated from each Staufen IP (Figure 1) was used to synthesize cRNA probes in

order to hybridize Affymetrix MG_U 133_plus_2 microarrays. (A) Number of probe sets

showing an enricliment of at least 2.5 foid over the controi IPs. (B) Number of probe sets

that are both enriched over negative controÏ IPs and total RNA relative expression data.
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figure 2: Venn diagrams summarizing microarray anaÏysis resuits



Q
o

Q

T
ab

le
1:

St
au

fe
n

as
so

ci
at

ed
rn

R
N

A
s

di
sp

la
yi

ng
th

e
hi

gh
es

t
fo

ld
en

ri
ch

rn
en

t
ov

er
co

nt
ro

l
ar

e
cl

as
si

fi
ed

by
ce

llu
la

r
fu

nc
tio

ns

C
el

lu
la

r
fu

n
ct

io
n

s
S

ti
S

t2
59

S
t2

62
Ic

el
lu

ta
r

fu
n
ct

io
n
s

S
ti

S
t2

69
S

t2
62

A
ct

o
so

m
e

fo
rm

at
io

n
M

et
ab

ol
ls

m
(c

o
n
ti

n
u
ed

C
A

SC
S

Ic
.r

o
ce

x
ib

:t
x

c
a
n
d
d
a
le

S
X

x
x

D
PY

D
dl

hv
dr

oR
yr

im
ia

in
e

d
e
h
ro

e
n
a
s
e

X
X

C
cl

i
ad

h
es

io
n

,
m

ot
ih

ty
an

d
o
rg

an
iz

at
io

n
G

D
PD

1
gl

ic
er

op
ho

sp
ho

ci
es

le
r

ph
95

6t
lo

d;
eN

er
ae

e
x

C
O

L
IS

A
I

C
o
h
ax

r
ty

pe
X

V
Ii1

,
al

ph
ci

I
X

tS
oS

L
Il

o
m

Il
la

su
X

C
Q

L
2A

I
co

lO
ig

er
t5

pe
Il

al
ph

a
1

X
G

N
PN

R
T

I
ql

uo
sa

ns
ne

-p
hc

op
ha

he
N

-o
c

v
7
ia

n
rj

em
se

I
X

C
R

T
A

F
c
li

s
s
e

O
ss

oc
a5

sd
pr

ot
es

x
G

ST
C

D
gk

ca
lh

io
le

S
-t

ra
no

ie
ra

se
,

C
-I

er
rc

ir
cc

d
o
m

ai
ri

C
JA

7
C

ap
ju

oc
ho

ti
cr

ci
ei

li.
ol

oh
u

7
15

kD
a

ic
on

he
xo

15
:

X
x

LE
Tt

xI
D

I
LE

TM
I

dc
ri

ia
:n

c
c
x
x
i5

I
X

SP
C

G
ql

yp
ic

af
l

3
X

e
h1

A
N

2A
I

M
an

iï
is

ii
la

nX
al

ph
a,

d
ar

s
2A

I
cr

ib
ca

1
x

IN
A

D
L

In
sU

-N
ec

(D
ro

eo
rh

dc
it

X
P0

06
12

tI
en

n
-l

at
p
h
ec

ar
h
ir

o
lo

m
ir

e
eh

yc
hr

al
as

e
o

IP
P

In
tr

ac
sl

em
cI

A
pe

ii
ic

le
-p

ro
rn

or
ed

pc
ul

yp
ep

Ir
Je

X
X

e
P

D
P

2
P

er
uv

al
e

h
y

c
tt

o
q

n
se

ph
os

pl
sa

le
se

so
en

zy
rn

e
1

s
T

U
A

S
in

le
ji

in
.

nt
ph

a
6

x
P

N
P

D
py

ri
do

xi
ne

5-
ph

on
ph

al
e

ox
id

or
e

x
SV

IL
S

u
p
er

al
in

x
P

S
P

H
ph

os
ph

os
er

in
e

ph
os

ph
at

as
rr

X

W
IR

E
W

IR
E

pr
ol

ei
r

x
P1

13
18

pr
on

to
gi

an
d:

n
2

ro
st

ac
yC

in
t

sy
nl

ho
se

X
C

cl
i

gr
ow

th
an

d
di

ff
er

en
ti

at
io

n
TD

H
L

lh
rE

of
ln

e
hy

cl
rc

.
ro

se
C

H
R

D
L1

ch
or

ch
u-

Ik
e

I
x

T
M

E
M

8
T

ris
se

rt
sw

nc
pr

oi
ei

n
18

x
e

E
M

P2
eo

it
he

Io
(

m
em

O
ha

ne
gr

ol
nh

r
2

x
e

T
M

U
IE

tc
in

el
hx

iv
si

nc
hv

dr
oc

vl
ns

e,
ep

st
lc

n
U

D
E

or
ci

w
ir

di
ff

cr
en

ti
aI

cn
ho

cr
or

I
x

P
ro

g
re

ss
io

n
th

ro
u
g
h

oe
il

cy
cl

e
IL

7R
0

In
Ie

u
k
ir

17
IC

ce
ci

lI
r

B
x

A
N

A
PC

10
c
ri

ra
s
e

pr
om

ou
ir

o
cu

m
ui

ex
su

b
rr

l
10

x
LZ

IC
L

eu
ci

no
!i

pp
sr

as
cI

i.
N

P
l1

Im
a
n

cr
m

lr
in

ln
g

A
PB

A
2E

IP
Â

rn
yl

ùl
d

be
la

lA
I)

IC
irs

or
ra

n
Ie

r
LI

nc
ic

lg
X

M
T

FR
I

M
:c

)r
cr

ro
ra

i
lin

si
on

te
gu

oN
t

I
X

n
C

C
N

I
C

yc
lin

I
X

D
N

A
:

bi
nd

in
g,

re
pa

ir
,

re
pl

ic
at

io
n

F
U

S
E

F5
3

m
t;

ri
ie

o
st

ec
in

ar
co

lu
a

vr
ai

oc
ic

os
ie

ne
ho

m
oN

n
B

A
Pç

N
I.

A
ix

ui
r

3
R

A
D

I
R

A
D

I
Ir

sm
c
Is

o
S

uo
tn

be
)

H
2A

P
!

H
1.

A
hi

st
ci

nC
la

rn
Iy

m
e
m

b
e
r

V
x

SE
N

sI
rn

Ii
ra

11
00

6
m

et
hy

l
C

pU
he

cl
in

g
du

rn
ai

n
pr

cl
et

i
6

P
ro

te
in

b
lo

sy
n

th
es

is
d
eg

ra
d
at

ia
n

an
d

fo
ld

in
g

PO
Li

-l
p

al
y

rn
er

es
e

D
N

A
di

re
ct

ed
l.

et
c

n
y

A
G

T
P

B
P

I
A

T
P’

G
T

P
Is

ir
di

ng
pr

ot
ei

n
I

X
T

M
E

M
I3

7
tr

an
sn

re
m

br
as

e
pr

ot
ei

n
37

s
x

A
TU

1O
A

T
U

IC
xu

to
pk

aq
y

re
la

te
d

10
ho

m
ol

cq
çS

ce
re

vt
sr

ae
j

n
E

so
cy

to
si

s
C

Y
L

D
cy

kn
dr

or
na

to
si

s
Il

ui
ha

n
10

X1
01

sn
di

O
rn

o)
s

LX
Ù

CI
N

E
xo

ce
sr

co
m

pi
ex

co
m

po
rt

en
t

A
X

E
IF

SA
2

rr
ijk

nr
yn

lic
hr

on
sl

rit
ic

in
ir

ni
xt

on
lo

ri
ot

5A
2

x
R

1M
S3

re
gu

L
il

sr
j

ny
no

ph
ic

m
em

br
an

e
ex

o
cy

to
n
ls

3
s

e
FB

X
L

4
E

-b
ox

ai
rd

le
ti

cn
re

-n
ch

re
pe

xi
pr

ot
en

i
4

X
SE

C
I 5

L
2

SE
C

IS
li

ke
2
i9

ce
re

vi
sm

el
E

N
B

P
I

F
on

ri
n

bi
nd

in
g

tr
ot

em
I

x
Im

m
un

e
re

sp
o
n
se

LM
A

N
I

Ie
cl

rn
nr

ar
in

os
w

br
rn

.ik
iq

,
I

n
H

L
A

-D
O

B
l

m
aj

or
fl

w
:o

co
m

pa
ih

ix
ty

ce
rn

Is
ex

.
cl

an
s

Il
D

O
be

la
I

x
M

R
PL

9
M

tto
ch

an
dr

ra
l

r;
bo

so
m

al
O

rU
ei

n
L

lb
X

1
R

A
P

T
ol

I:
nl

nr
Is

uk
v,

I
re

ce
pt

or
il

R
do

w
ai

n
X

M
R

PS
6

m
lo

ch
nn

dr
ra

t
ti

c0
50

m
al

pr
oN

in
5
6

x
M

et
ab

ol
la

m
PS

Is
IB

2
P

ro
te

nn
om

e
ip

ro
so

m
e

nr
ac

ia
pa

ln
t

su
bu

ni
t

be
te

2
x

o
R

O
U

X
I

oc
yl

-C
oe

nz
ym

e
A

ox
id

S
se

1
pa

im
rr

oy
i

s
R

P
L

I3
R

bo
so

m
a

p
ro

te
s

L
13

X
A

LU
18

as
pa

ta
gt

ne
-I

nk
ed

ol
yc

os
pl

ah
on

0
tc

in
c!

cs
x

s
R

P
L

I5
P

ib
os

om
o!

pr
ou

va
i

L
5

e
A

Y
TL

I
ec

yl
lr

xn
si

er
xs

e
iik

e
J

X
x

IJ
B

A
2

SU
M

O
-

I
ac

!v
ai

n
g

en
rj

m
e

0x
51

01
2

o
B

L
K

D
H

B
B

ra
nc

he
nt

rO
si

s
he

in
cr

cl
de

hy
cl

m
ge

na
se

E
I

n
x

R
N

A
p

ro
ce

ss
in

g
C

A
SE

ci
b

o
n

ir
.

an
hy

ci
re

se
V

O
,

rn
to

ch
on

dn
al

x
e

C
P

E
B

3
cy

to
pl

as
m

c
po

lp
ed

en
yl

aù
on

el
em

en
t

bi
nd

in
g

3
X

C
K

M
T

IA
C

re
tc

n
e

ko
ra

se
,

rn
ito

ch
or

rd
ri

al
lA

s
e

E
X

O
S

C
2

E
xo

su
nr

e
co

rr
ip

or
le

nt
2

X
D

C
A

K
D

D
ep

ho
sp

ho
.C

oA
ki

na
se

do
m

ai
n

co
nt

ai
ni

ng
X

H
N

R
PM

H
et

er
or

le
ne

05
5

n
u
cI

ar
rh

rj
nu

cI
eo

pr
nt

ei
n

M
n



C
el

lu
la

r
fu

r
ct

io
l5

5

R
N

A
p
ro

ce
ss

in
g

(c
on

tl
ti

ue
d)

R
G

Ç
IM

TD
3

R
N

A
ua

ni
ne

-Ç
i-

l
m

et
hy

rv
ns

fe
rr

rs
e

3
R

’(
I

P
u
ta

ti
v
e

n
u

ct
ei

c
tt

c.
d

bi
nc

lir
ig

p
ro

te
n

R
Y

S
ig

na
l

tr
an

sd
u

ct
io

n

A
D

O
Yi

3
ac

le
i1

yi
vt

e
cy

ci
ns

e
O

A
A

K
I

A
F2

ss
so

ci
st

ed
bi

ri
as

a
C

G
P

S
7B

CO
PS

i
co

iS
ti

tu
8v

e
p
h
o
ti

n
ih

o
ie

ri
y

D
Y

R
i0

.i
D

ua
i-

up
ec

iii
ci

ty
t5

ra
si

ne
-i

Y
)-

ki
ia

se
3

E
C

G
P

E
G

F
R

-c
zx

np
ii

fn
d

an
d

ov
er

ex
pi

es
se

ci
ro

te
in

E
R

N
I

E
nd

op
Ia

om
c

rê
ri

cu
iu

rn
ta

nu
cl

eu
s

si
yn

ai
hn

g
I

PN
T

A
F

er
ne

uy
iI

r.
ns

tr
ra

se
C

&
A

X
bo

x
at

ph
a

13
FR

5?
13

pi
at

ei
ii

-c
ou

pl
ed

in
co

pt
or

57
i3

T
PB

P2
G

T
P

hn
di

ri
g

pr
ci

ts
in

2
G

N
G

2
qu

an
is

e
nu

rl
eo

tn
ie

hi
oc

sn
rt

pr
cl

lè
m

ar
n
m

a
2

L
E

P
R

ie
pt

in
re

ce
p

to
r

N
PI

P
nu

cl
es

i
po

re
cc

ir
np

le
x

od
er

ac
ti

nq
pr

om
is

N
C

Q
A

3
ri

uc
le

ar
re

re
pt

or
co

O
ct

iu
O

lo
r

3
PL

1T
X

[)
ph

on
pl

io
ti

cl
yl

in
oo

l-
sp

ec
il

ic
ph

oS
ph

oI
ip

oe
C

PR
K

Ç
B

Pr
ot

er
n

k
n

as
e

C
.

he
ta

PR
K

X
pl

om
b

ki
na

se
X

Ii
nk

ed
PR

:K
x

PR
K

Y
çr

rm
r-

ki
na

se
X

-I
nk

ed
pr

oi
em

k
eu

se
.

Y
-x

ik
er

l
RA

B2
O

-
P

0
8

2
6

n
er

n
b

er
R

A
S

en
cc

.q
ai

ie
fx

m
ily

R
A

B
2E

I
R

A
B

2B
.

m
ar

ch
er

R
A

S
cr

rc
ua

en
e

tn
in

iiy
R

0P
H

I
R

o
ci

ss
oc

rn
to

n
ik

aI
G

D
S

A
F

-r
2I

R
Ø

R
1

ix
a
p

tu
ry

ro
ax

ie
0

n
as

o
-l

k
e

or
pt

rn
n

re
ce

pt
or

I
t

su
ri

n
e

uC
xi

l
ii

T
A

X
SB

P3
T

ax
i

bi
nd

in
g

ti
ro

te
in

3

T
SC

01
3

TE
C

I
d
o
rn

st
,

in
m

ily
m

em
he

r
I?

T
R

PM
7

T
ra

ns
ie

nt
re

ce
ci

to
r

pa
ie

ri
lia

l
ca

tio
n

ch
xn

ne
l

X
PR

I
xe

no
ti

op
ic

an
cl

pu
ly

lr
op

ic
re

li
ov

ir
us

re
ce

pl
or

T
ra

n
sc

ri
p
ti

o
n

A
H

R
ary

m
hy

dr
ox

ar
bo

n
re

ce
pt

or
O

.R
EB

L2
cA

t1
P

re
sp

on
si

ve
el

em
en

t
b’

nd
m

q
pr

ot
ei

n-
lik

e
2

D
N

M
T1

D
N

A
lc

yl
os

ii
io

-5
-.

m
ni

hy
It

ra
rs

ie
ra

ss
I

E
s’

IS
R

I
E

w
ng

sa
rc

ci
rn

n
br

ea
ko

ci
nt

re
xo

n
F

0
S

2
F

0S
.ii

kC
O

nt
-2

eS
2

FC
IX

K
I

to
rk

bo
ad

bo
x

(t
K

LF
O

K
ru

pp
el

-n
kv

fc
tr

6
M

A
FE

v-
m

at
m

us
cu

lo
ap

on
eu

ro
tl

c
fi

br
os

ar
co

m
a

81
0M

o
M

li
c4

Ir
an

sS
in

rv
1

3T
?

ne
?

do
ui

sl
e

m
-i

li
te

z
M

E
C

F2
rii

nl
iry

l
C

pC
,

bn
d;

nq
pr

ot
ei

li
D

iR
et

t
sn

d
ro

m
ei

S
ti

S
t2

59
S

t2
62

IC
el

lu
la

r
fo

n
ct

io
n
s

X

T
ra

n
sc

ri
p
ti

o
n

(c
on

ti
nu

ed
)

St
E

[i
8

m
vc

lia
ic

r
al

R
Id

A
po

ly
rn

er
05

0
Il

Ir
or

is
cr

ip
ti

on

M
IE

R
3

n
es

o
d
em

i
in

du
cb

ci
n

en
rl

v
re

sp
on

se
i.r

ne
rn

be
t

3
P

Q
L

R
IB

C
i7

if
lC

iO
S

C
IR

N
A

i
Ip

ol
yp

ep
lic

ie
B,

t2
Sk

O
o

PP
A

R
A

ce
ro

xi
sc

tn
e

pr
ol

it
et

at
iv

e
ac

iic
at

ec
i

re
cê

pt
oi

al
oh

x
T

FD
P2

T
ra

ns
cr

iti
tr

on
ta

ct
or

D
p

?1
E

2F
cl

im
er

iz
at

ie
s

pa
rt

ne
r2

i
Z

B
T

B
3

zi
nc

tln
3e

r
O

uI
B

IB
do

rr
in

ii
co

ir
ta

uu
in

q
3

Z
N

F
I7

zi
nc

tir
ug

ei
pr

ot
ei

n
17

Z
N

F2
14

zi
nc

kr
ip

er
pr

ot
eu

n
2
1

ZN
E4

60
u

zi
nc

kn
yx

r
o
ra

le
s

zu
3y

Z
N

F5
73

Zi
nc

.l
in

ge
r

pi
oi

m
n

57
3

Z
N

F5
87

Z
in

c
tu

cx
i

91
01

x1
11

58
7

Z
N

FG
11

Z
in

c
8c

ex
r

pr
ot

em
O

it
Z

N
F

70
8

zi
nc

lm
qe

r
pi

01
5m

70
8

11
40

X
81

A
Z

IN
I

A
ns

zy
rn

e
in

hi
bi

to
r

I
T

ra
n
sp

o
rt

A
P

4S
Ï

A
rl

ap
ta

r-
re

la
ln

d
pr

ot
en

cn
nr

pI
ex

4.
si

gm
a

I
su

bu
fl

O
A

IP
S

S
A

T
P

sv
rt

h
as

e.
H

.
tr

er
rn

pa
rt

eu
t,

rn
it

oc
ho

nu
it

it
uI

F0
H

C
P

1
b

er
n

e
ca

m
er

p
ro

le
ix

ï
K

C
TC

i I
P

o
ts

su
m

c.
Ii

an
ne

l
1d

m
m

er
se

ti
on

do
rn

av
i

I
M

T
C

H
2

ttI
or

itu
ic

1r
ux

u!
ca

rr
ie

r
io

ni
oi

ag
2

u?
ol

ey
ar

is
]

P
A

E
P

P
ro

ge
st

ng
xu

u-
as

so
ci

at
vd

ei
rd

om
ot

ii
ai

p
0
1
0
0

SL
C

12
02

xo
ct

e
ca

rr
ie

r
ia

ir
sy

lZ
is

od
iu

nc
co

t0
50

u
nu

.c
h5

un
de

I
SL

iD
25

A
15

so
ri

le
ca

rr
er

fa
m

0
25

cu
rim

ith
ur

ie
tr

an
sp

or
tE

r
SL

C
2S

A
6

S
s
Ii

te
ca

si
er

ta
G

v
25

u:
or

ax
ûs

du
Se

O
se

r
5L

02
4-

A
2

so
k
Ie

c
a
il

le
r

in
in

i1
3

26
in

vI
ta

is
tr

an
so

or
te

ri
2

SL
C

2S
A

T
sc

iu
re

u:
ar

ru
er

ia
m

iiy
29

ri
uc

le
as

id
e

ir
nr

us
pc

fl
nr

sO
t

SC
C

2A
3

S
n
ll

e
ca

rr
ie

r
fs

m
ily

D
Ig

u
co

se
Ir

xn
sp

oi
le

r)
3

SL
C

33
A

I
S

ot
ut

e
ca

rr
ie

r
fa

m
ily

33
oc

eI
yi

-C
0A

lt
ot

us
pa

rt
nr

il
S

L
C

35
D

I
sa

b
le

cr
ur

riv
u

fx
m

ily
35

u1
JD

P-
gl

uc
ur

on
ir

_
ci

d
lD

I
S

L
C

35
E

2
so

u
te

ca
rr

ie
r

fa
m

lly
35

.
m

en
ib

er
82

S
L

C
4
4
A

I
sc

ru
te

c
a
rr

e
r

to
m

ib
y

44
m

em
be

r
I

SY
PL

2
uy

na
ui

tio
[u

ys
in

-I
ik

e
2

S
Y

T
I7

Sy
na

pm
ot

oc
tr

ni
n

X
V

II
“T

I-
IA

V
es

ic
le

tr
an

sn
ar

t
tti

ro
ug

h
vt

er
xc

ti
nn

m
il

i
t.

SN
A

R
E

s

S
ti

S
t2

59
S

t2
62

n
s

X n o
o X

X
5

5

X
X

X
X

n X o
x

o
o

Q
24

5

z X X

X
u

n
y

X
e

X
X

s

s X

tu X
s

X
X

X X

n s
n n X e

n

X

X

X X x
n s

X

X e X n X X

X X



Table 2: mRNAs that are associated with both Staul55-FIA (this study) and fRMP (Brown

et al., 2001)

Sti (55)-HA associated mRNAs HGU133
tyrosinekïnase, non-recepT6t7 2U3i2ii_s_aI
aden1are evdase I hmm) 213245_nt
ATPnse, Ctrss VI tVpe lIA 230875_s_al
chondroitmn polyrnemizing factor 202175_at
DIP2 dsco-mntemactmng protemn 2 hornobci A (Drosophil 552677_e_et
chromosome 6 open reading trame 10? 226 35_al
ubqutmn protein ligase 83 componenî n-recoqnio 2 212760_nt
chromosome 9 open reading frame 10 555908 et
dipeptidyl-peplsiese 9 2300 18_nt
chromosome 15 open reading trame 39 215087_nt
dymecn 223171_nt
exostoses (muttiple)-hke 1 206329nt
alucocortcod receptor DNA bndino foctor 1 229394 set
gunnmne nuc;eotmde hmnding protemn (G protein) alpha I 221737_nt
ZXD tammly zinc finger C 230209_nt
ZXD farnily zinc finger C 234991_nt
zinc finger protein 42 rnyelold-soecmtic retinoc ncid-re 40569_et
WW. C2 end coiled-coii domemn contening 1 241950_nt
Eukaryotmc translation initiation factor4 gamma, 3 244015_nt
Eukaft’ouc translation initiation tnctor 4 gamma, 3 243146_ai
APi gamma subunt b:ndinn pmotemn I 239678_nt
Spectnn domain wmth cofed-coils 1 240765_nt
CdkS nnd AhI enzyme suhstrate I 225531_et
AT nch nteractmve domnn 2 ARID RFX-Iike 125486_nt
hypothelical protemn DKEZp7S1 12123 54970_nt
Stenle alpha omit domnn contalnmng 48 227511_nt
teucine rich repent neuronal SA 227933_nt
KIAAO5I5 212068_s_et
K1AA0515 212069_s_al
TSCI doman tnmmty member 16 222116_s_nt
TBCI doman farnity member 16 228488_at
(un D proto-oncogene 203752_s_nt
K1AA0226 212735_nt
K1AA0284 213242_x_al
K1AA0317 202128_nt
ATMATR-Substrnte Chk2-interacting Zn24--$nqer pro 20(854_s_al
kelCh-like 21 (Drosophtla) 203068_et
SET domnin conta ining ï B 213153_nt
IBC t doman [emily. member 24 227908_nt
letrophilmn 1 203488_nt
tatrophilin t 219145_nt
MCM3 mmnichromosome mnmnlennnce deficient 3 S c212269sat
menngmoma tdmsrupted in balanced translocetion) t 205330_nt
protein phosphatase 1, requlatorj subucmt 68 spnoph 225124_nt
WiA1 domma contammng E3 ubiquitmn proten anse 2 204022_nt
nmscharin 227392_nt
Nuclearfactor t/C mCCAAT—hinding trnnscnption factor 226895_nt
phosphatidylinositol 4-kmnnse catnlytmc. alpha polypep: 207031_s_nt
PH domnmn and leucine nch repent protein phosphatam 21 27 lI_nt
PRPO pre-mRNA processinu factor 8 homoioq mS ceri200000_s_at
RABS ntemactmna prctein 1 21256 tat
rat qunnmne nucieotde dissociation stimulalar 209050_s_et
sVnaptotagmmn IX 55365$_a_ai
transrnembrnrme protein I 2094 12_nt
tmansmembmane protein 1 1555446_s_et
ubiqu;tin specific peptidase 2 229337_et
unc-5Ï-imke kinase 1 (C eleqans) 209333_nt
zinc finger protein 236 222227_nt

FMRP associated mRNAs
iyrosine kmnase. non-receptor 2
adenylate cyclase 1
ATPase. class VI, type I tA
DNA segment. Chr 1 Hrighnm & Wornens
DIP2 disco-nteractmng protemn 2 homolca A
RIKEN CDNA F83002lD Il gêne
ubiqumtin protemn ligese 83 component n-mec
cDNA sequence BCO 0304
dipeptidytpeptmdase 9
RIKEN cDNA 1700017805 gene G hypothE
dymeclin
exostoses (mLlltiptem-tike I
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La découverte d’une interaction directe entre les protéines Staul et Upfl a

représenté le point tournant des travaux effectués dans cette thèse. La recherche des ARNm

associés à Staul et Stau2 avait surtout été entreprise dans l’optique de l’étude de la

localisation intracellulaire de l’ARNm. Par contre, la recherche d’un motif consensus

d’interaction entre Staufen et l’ARNdb est restée la ligne directrice du projet. Seront

discutés dans les prochaines sections les thèmes suivants

• Les différences fonctionnelles et mécanistiques entre le NMD et le SMD.

• Les structures d’ARNdb liées par Staul dans les ARNm Arfl et STMN3.

• La présentationde modèles de régulation du métabolisme cellulaire par Staul et

Stau2.

5.1 NMD et SMD : plus qu’une lettre de différence!

L’interaction entre Staul et Upfl a été découverte lors d’un criblage qui à été

effectué par double hybride dans le but d’identifier des partenaires protéiques de Upfl. Le

fragment de Stau ainsi isolé qui est responsable de cette interaction consiste en une

portion centrale de Stau I comprenant le dsRBD4 et le TBD. La région de UpfI qui

interagit avec Staul est la même région que celle impliquée dans l’interaction avec Upf2,

ce qui suggère qu’il pourrait exister une compétition entre le SMD et le NMD (Kim et

Maquat, communication personnelle). Les prochaines sections présenteront tes divergences

et les similarités entre ces deux mécanismes de dégradation de l’ARNm, ainsi que les

questions qui sont toujours sans réponses quant à leurs modes de fonctionnement.
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5.1.1 Nécessïté du codon non-sens

Le ciblage d’un ARNm vers la voie de dégradation par le NMD ou le SMD est basé

sur la présence et la localisation du ou des codon(s) non-sens du transcrit. Pourquoi cette

dépendance envers un codon non-sens? La réponse réside dans le fait que le ribosome joue

un rôle prépondérant dans le SMD et le NMD. Le laps de temps au cours duquel le

ribosome est arrêté sur un codon stop est nécessaire pour qu’il y ait interaction entre les

facteurs protéiques impliqués dans le SMD et te NMD. Dans le cas du NMD, un codon stop

qui déclenchera la dégradation doit se trouver à environ 50 à 55 nucléotides en amont d’une

jonction exon-exon. Il est postulé que lors de la ronde pionnière de traduction, le ribosome

enlève les protéines de l’EJC qui servent de marqueurs afin d’identifier les codons de

terminaison prématurée. Ceci expliquerait pourquoi les ARNm sont uniquement sensibles

au NMD lorsqu’ils subissent cette ronde pionnière de traduction, alors que les protéines de

l’EJC sont toujours associées à l’ARNm. Il est important de rappeler que la grande majorité

des ARNm ne sont pas dégradés par NMD puisque leur codon de terminaison endogène se

retrouve au niveau du dernier exon et qu’il n’y a donc pas d’EJC présent en aval du

ribosome lors des événements normaux de terminaison de la traduction.

Le SMD requiert également la présence d’un codon stop pour entraîner ta

dégradation d’un transcrit, mais n’est pas soumis aux contraintes liées aux événements

d’épissage et d’association des protéines de t’EJC. En effet, c’est l’association de Staufen
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Figure 1: Comparaison des mécanismes NMD et S’ID.

A. Lors de l’épissage des transcrits primaires, un complexe protéique (EJC, exon

junetion complex) se dépose une vingtaine de nucléotides en amont des jonctions exon

exon (JEE). Si ce complexe composé de plusieurs protéines dont les facteurs Upf3X et

Upf2 recrute le facteur Upfl, le NMD sera déclenché. B. (Ï) Les transcrits porteurs de

codons non-sens apparus à la suite d’une erreur de transcription sont éliminés par le NMD.

Staufeni n’est pas impliqué dans ce mécanisme. (2-3) Le recrutement de Staufenl au

moyen d’une protéine de fusion Staufenl-MS2 (MS2 étant une protéine qui lie une

structure spécifique de l’ARN) sur la séquence de reconnaissance MS2 (MBS, MS2-

binding site) déclenche le SMD si celle-ci est placée en aval du codon normal de

terminaison. (‘4) Staufenl, en se liant à une séquence d’ARN (SBS, Stauf’n]-binding site)

située en aval du codon de terminaison normal sur le transcrit endogène ArfI déclenche le

SMD. (5) Cette séquence est importante puisque sa délétion protège le transcrit Arfi de la

dégradation. (6) De même, un transcrit rapporteur auquel a été fusionnée la séquence SBS

devient sensible au SMD.
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Figure I Comparaison des mécanismes NMD et SMD.

Figure tirée de Furic et DesGroseillers (2005).



252

Figure 2: Modèle de fonctionnement du SMD

A. La liaison du complexe Staufenl-Upfl sur un transcrit peut induire la

dégradation de ce transcrit. Le SMD ne requiert pas de jonction exon-exon, ni la présence

des facteurs du complexe EJC. B. Lorsque le complexe Staufen 1/UpfI se lie en aval d’un

codon de terminaison normal au niveau de la région 3’-non traduite (NTR) d’un ARNm, il

entraîne la dégradation de celui-ci (flèche noire). C. Le SMD pourrait être modulé au

niveau de l’association entre Staufen t et Upfl, de ta liaison de Staufen I à l’ARNm et’ou de

la modification post-traductionnelle de Staufeni par des facteurs encore inconnus.
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Figure 2 Modèle de fonctionnement du SMD

Figure tirée de Furic et Desgroseillers (2005).
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en aval du codon de terminaison qui dicte si l’ARNm sera dégradé. À l’opposé du NMD,

dans le cas du SMD, Staufen n’est pas enlevé du transcrit lors d’une ronde pionnière de

traduction. La dégradation induite par Staufen peut donc se faire également lorsque l’ARN

est associé à elf4E (Hosoda et al., 20t)5). La Figure 1 présente une comparaison du SMD et

du NMD en montrant divers types d’ARNm rapporteurs et en indiquant s’ils sont sensibles

ou non à l’un de ces deux modes de dégradation.

5.1.2 Mécanisme de dégradation

Et est postulé que puisque le NMD et le SMD font appel au recrutement de Upfl

afin d’entraîner la dégradation des transcrits, les étapes subséquentes au recrutement de

Upfl seraient identiques pour te NMD et le SMD. Par contre, il est possible que des

divergences puissent exister entre ces deux modes de dégradation. Chez les mammifères, le

modèle actuel expliquant la dégradation par NMD des ARNm qui recrute Upfl est le

suivant:

1- Lors de la terminaison de la traduction, un complexe protéique préformé

contenant Upf], la kinase SMGI et les deux facteurs de relargage, eRFl et

eRF3 s’associe au ribosorne (Kashima et al., 2006). Ce complexe est

dénommé SURF.
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2- La phosphorylation de Upfl par SMG1 s’effectue uniquement si le

complexe SURF, via Upfl, interagit avec Upf2 sur un liC en aval du

codon de terminaison (Kashima et al., 2006).

3- Upfl phosphoryté recrute alors les protéines SMG5 et SMG7 (Ohnishi et

al., 2003). 11 y a ensuite localisation du transcrit vers les « P-bodies» et

dégradation subséquente (Unterholzner et Izaurralde, 2004).

Tel que mentionné précédemment, pour que Upfl soit phosphorylé par SMGI, il

doit interagir aec Upf2. Cependant, dans le cas du SMD, Upf2 n’est pas impliqué dans la

dégradation. Deux explications peuvent être données afin de réconcilier cette divergence.

Premièrement, Staul est peut-être capable de stabiliser l’interaction Upfl-SMGI et de

favoriser la phosphorylation de UpfÏ de la même manière que Up12. Deuxièmement, si

l’interaction Stau-Upf1 est plus stable qtie l’interaction UpfI-Upf2, le complexe SURF

pré-assemblé n’est peut-être pas nécessaire pour le SMD. Ainsi, SMGI serait recruté

simultanément par les facteurs de relargage et le dimère Staul-Upfl, entraînant la

phosphorylation de Upfl.

Une autre protéine, SMG6, est capable d’interagir aec Upfl phosphorylé. SMG6

forme des granules cytoplasmiques indépendants des «P-boUles ». SMG6 possède

également un domaine endonucléase PIN qui ressemble au domaine RNAseH et qui est

fonctionnel in vitro f Glavan et al., 2006). Il a été rapporté que le NMD chez la drosophile

implique un clivage endonucléolytique, mais l’identité de cette nucléase est encore
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inconnue (Gatfield et tzaurralde, 2004). Il serait intéressant de déterminer si les ARNm

dégradés par le SMD sont retrouvés dans les «P-bodies» avec SMG7 ou s’ils sont plutôt

associés à SMG6 et clivés de manière endonucléolytique.

L’approche suivante permettrait de déterminer si le SMD fait appel à une

endonucléase. Il s’agit d’inhiber les voies de dégradation 5’—* 3’ et 3’— 5’ afin d’observer

si un intermédiaire de clivage apparaît et si la taille de cet intermédiaire peut être corrélée

avec la position du codon stop. Ce modèle de clivage par une endonucléase pourrait être

particulièrement approprié dans le cas des ARNm localisés dans les dendrites où les «P

hoUles > ne sont sûrement pas facilement accessibles. Dans ce cas, le recrutement de SMG6

par Upfl entraînerait un clivage du transcrit et un arrêt de la traduction locale. Nous

reviendrons plus loin dans la discussion sur le rôle potentiel du SMD dans la régulation de

la traduction dendritique de l’ARNm (Section 5. 1.4).

5.1.3 Régulation du SMD

Le NMD est principalement un mécanisme de contrôle de la qualité qui sert à

s’assurer qu’il n’y ait pas de synthèse de protéines tronquées ayant potentiellement des

effets néfastes sur le métabolisme cellulaire. La découverte que l’ARNm Arf I encodant le

facteur de ribosylation de l’ADP-I, une GTPase impliquée dans le transport vésiculaire

(Donaldson et Jackson, 2000), était une cible endogène du SMD a ouvert la voie à

l’hypothèse que le SMD puisse être un mécanisme régulé (Figure 2). En effet, il serait peu

probable que les ARNm soumis au SMD le soit toujours dans la même mesure. Alors,
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comment le SMD pourrait-il être régulé? Plusieurs pistes peuvent être suivies pour tenter

d’obtenir des éléments de réponses à cette question

• La concentration cellulaire de Staul pourrait varier et ainsi modifier l’efficacité du

SMD.

• La formation du complexe Staul-UpfJ pourrait être contrôlée, par des modifications

post-traductionnelles de Staul et’ou Upfl, par exemple.

• L’accessibilité de Staul au SBS pourrait être diminuée par compétition avec

d’autres facteurs liant l’ARN.

La littérature ne recense pas beaucoup de résultats se rapportant aux variations d’expression

de Staul chez les mammifères, que ce soit au cours du développement, de la différenciation

cellulaire ou du cycle cellulaire. Tout de même, il a été montré que le niveau de l’ARNm

de Staul dans des cellules intestinales IEC-6 varie selon la confluence. L’ARNm de Staul

est également beaucoup plus exprimé dans les cellules de la crypte que dans celles du villus

au niveau de la membrane intestinale (Islam et al., 2005). La localisation subcellulaire de

Staul, en créant des différences locales dans sa concentration, pourrait également avoir un

rôle à jouer dans le SMD. En ce sens, lors de la différenciation des cellules Caco-2 en

entérocytes, il y a une redistribution de Staul ‘ers la membrane apicale et une exclusion du

domaine baso-latéral (Gautrey et al., 2005). De plus, des résultats préliminaires tendent à

montrer que la quantité de Staul dans les cellules 293 et HeLa serait modulée au cours de

la progression à travers te cycle cellulaire (Viranaicken et DesGroseillers, communications

personnelles).
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La deuxième hypothèse est que l’association Staul-Upfl puisse être régulée afin de

contrôler l’efficacité du SMD. Notons tout d’abord que la région de Staufen qui interagit

avec Upfl, soit le dsRBD4 et le TBD, est également impliquée dans une autre interaction

protéine-protéine avec la protéine phosphatase-l (PP1) (Monshausen et aI., 2002). Cette

association nécessite le motif d’acides aminés RKVIF qui se trouve au centre du TBD de

Staul. Cette interaction entre Staul et PPI semble être assez stable, puisque les deux

protéines sont co-purifiées par immunoprécipitation. Il serait donc possible que PPI et

Upfl soient en compétition pour interagir avec Stau I. Cette même région, comprenant le

dsRBD4 et le TBD, permet également une association directe avec le ribosome (Luo et al.,

2002). Cette interaction est indépendante de l’activité de liaison à l’ARN du UsRBD4. De

plus, Staul est capable d’homo-dimériser, ce qui pourrait moduler l’interaction Staul-Upfl

(Martel et DesGroseillers, manuscrit en préparation). Staul est également une

phosphoprotéine (Annexes, page Il), niais la ou les kinases impliquées dans cette

phosphorylation sont encore inconnues. L’état de phosphorytation de Staul pourrait donc

aussi avoir un impact sur l’association à Upfl. Dans le cas de Upfl, au moins trois kinases

responsables de son état de phosphorylation ont été identifiées, soit SMGI, ATM et AIR

(Azzalin et Lingner, 2006; Brumbaugh et aï., 2004; Pal et aÏ., 2001).

Finalement, l’accès de Staul au SBS pourrait être contrôlé. Nous a’vons vu

précédemment que dans te cas de PKR (Section 1.2.2.3), la protéine cellulaire TRBP et la

protéine virale E3L pouvaient enipêcher son activation en se liant aux mêmes ligands

d’ARN que PKR. Une situation similaire serait enisageable dans le cas de l’association de
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Staul au SBS, des protéines comme ADAR, RI-lA ou TRBP pourraient entrer en

compétition avec Stau pour la liaison au SBS. De plus, l’affinité de Staul pour le SBS

pourrait varier en réponse à des modifications post-traductionnelles de Staul, telles que la

phosphorylation, la méthylation sur arginine ou l’ubiquitination.

5.1.4 SMD et ARNm dendrifiques

Mis en contexte dans le modèle de localisation neuronale de l’ARNm par Staul, le

SMD peut devenir un mécanisme intéressant de contrôle de la durée de l’expression d’un

messager qui est réprimé durant son transport et qui ne doit être traduit que dans une courte

fenêtre de temps. En effet, le SMD, tout comme le NMD, est un mécanisme de dégradation

qui est dépendant de la traduction. Il serait alors possible de proposer un modèle où

l’activation de la traduction d’un ARNm, lié par Staul en son 3’UTR, soit en compétition

directe avec le recrutement par Staul de Upfl et l’enclenchement du SMD. Ainsi, le laps

de temps au cours duquel cet ARNm serait activement traduit pourrait être régulé par la

rapidité d’action du SMD. Donc, lors de la dé-répression traductionnelle, si l’ARNm est

déjà lié par le complexe Staul-Upfl, le nombre de protéines produites sera potentiellement

très faible. À l’opposé, dans te cas où Staul n’est pas présent en aval du codon de

terminaison, la traduction pourra s’effectuer plus longtemps. Un état intermédiaire

apparaîtrait lorsque Staul, seul, serait associé au transcrit en absence de Upfl.
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5.2 Association de Staul au 3’UTR de plusieurs ARNm

Les travaux présentés dans cette thèse constituent la première caractérisation, chez

les mammifères, de sites de liaison à Staul dans des ARNrn. Nous avons montré que Staul

s’associe à la région 3’UTR des ARNm suivants t Arfi, Paics, Serpinel, 117R, c-jun,

GAP43 et STMN3 (Articles I et 2 et annexes pages IV à IX). La caractérisation des régions

précises d’interaction entre Staul et les ARNm Arfi et STMN3 a été entreprise. L’ARNm

Arfi est le premier ARNm dont il a été montré qu’il est une cible du SMD. L’ARNm

STMN3 est enrichi dans les immunopurifications de Staul et est également fortement

stabilisé lorsque Staul est sous-exprimé dans les cellules HeLa.

5.2.1 Le SBS de Arfl

Le SBS de Arfi a premièrement été établi comme une région d’environ 230

nucléotides débutant à plus de 67 nucléotides en aval du codon de terminaison endogène

(Article 1). La modélisation de la structure secondaire de cette région indique qu’une tige

de 19 paires de bases peut possiblement se former entre les brins constitués des nucléotides

75 à 93 et 194 à 212. La tige potentielle est entièrement en double brins, sans aucun

mésappariement ou excroissance (« bulges »). Cette double hélice est sensée adopter une

conformation de type A et contient 10 paires G-C, 7 paires A-U et 2 paires G-U. La tige

n’est pas coiffée par une tétraboucte, puisqu’il y a 100 nucléotides qui séparent les deux

brins formant la tige. Attendu que Staul lie a’vec une grande affinité les régions en double
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brins de l’ARN, nous avons étudié plus en détail les déterminants structuraux du SBS

nécessaires pour qu’il y ait association.

La première étape fut de délimiter avec plus de précision ta portion minimale

représentant le SBS de Arfi. Pour ce faire, des délétions ont été effectuées en 5’ et en 3’ de

la région contenant les 300 premiers nucléotides du 3’UTR de Arfl. Cette analyse a montré

que le fait d’enlever les nucléotides 30 à 79 en 5’ ou les nucléotides 199 à 249 en 3’

diminue grandement l’association à Staul. Il est à noter que ces deux régions sont

relativement éloignées l’une dc l’autre. Ceci est en accord avec le fait que Staul lie des

structures en double brins et qu’il y avait donc plus de chance que la région minimale

d’interaction ne contienne pas uniquement une courte suite de nucléotides dont la séquence

primaire serait le déterminant d’association. Autre fait important, ces deux régions

chevauchent les deux brins qui s’assembleraient en une tige en double brins de 19 paires de

bases selon la modélisation de structure secondaire. Nous avons donc entrepris de tester

plusieurs mutations ayant le potentiel de déstabiliser cette tige prédite, afin d’en déterminer

l’impact sur l’association à Staul. Une partie des résultats obtenus était incluse dans

l’article 2, mais une analyse plus complète, semi-quantitative, à également été effectuée

avec 10 constructions mutantes du SBS (Annexes pages IV à VI).

L’analyse globale de tous ces résultats indique que l’intégrité de la tige de 19 paires

de base est essentielle pour qu’il y ait association optimale à Staul. Les mutations

introduites ailleurs que dans cette tige principale n’ont pas d’impact notable sur le
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recrutement de Staul. La seule exception étant la construction qui possède une délétion des

100 nucléotides séparant les deux brins de la tige. Dans cette construction, l’inter-région est

remplacée par une tétra-boucle (UCGA). Ceci suggère que d’autres déterminants sont peut-

être impliqués dans l’association optimale de Staul au SBS. Autre résultat intéressant, la

construction d’un double mutant complémentaire au centre de la tige ne restaure pas le

niveau d’association du type sauvage (en comparant la construction «Double» à la

construction « WT »). Ce résultat tend à montrer que la seule présence d’une tige de 19

paires de bases ne donne pas nécessairement un ligand optimal de Staul. Cette observation

a une grande implication dans la compréhension des déterminants moléculaires jouant un

rôle dans la reconnaissance par Staul d’un élément de structure en double brins. En effet, il

existe peut-être une contribution additionnelle à l’affinité de liaison venant de la position de

certaines paires A-U ou G-C, ainsi que de l’orientation de ces paires dans la tige. Ceci

serait en accord avec les observations effectuées en analysant la structure cristallographique

du complexe entre de l’ARNUb et le dsRBD2 de XlrbpA (Section 1.3.2). 11 avait alors été

déduit qu’une paire G-C située dans le sillon mineur contacté par la boucle 2 du dsRBD

contribuait à la liaison de XlrbpA au duplex d’ARN. De plus, l’alternance des paires A-U

et G-C peut avoir un impact sur la géométrie des sillons majeurs et mineurs (Cohen et al.,

2005), ce qui également pourrait contribuer à l’affinité du dsRBD pour son ligand.
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5.2.2 Le SBS de STMN3

L’ARNm de STMN3 (Stuttimin Ïike-3) encode une protéine contenant un domaine

stathmine impliqué dans la dépolymérisation des microtubules mitotiques selon un cycle de

phosphorylation,déphosphorylation (Gavet et al., 199$). La sous-expression de Staul dans

des cellules HeLa entrafne une augmentation du niveau stationaire de t’ARNm STMN3 de

5,5 fois (Article 2). L’ARNm STMN3 est également associé à Staul après

immunoprécipitation (Article 3). Afin d’identifier ta région de l’ARNm STMN3

responsable de l’association à Staul, nous avons testé l’affinité de Staul pour trois

constructions de STMN3, soit une construction exprimant le cDNA entier, une construction

tronquée des nucléotides 73-696 du 3’UTR et une troisième construction tronquée des

nucléotides 1$ à 1542 du 3’UTR. Les deux constructions contenant des délétions dans la

région 3’UTR sont co-immunopurifiées dans une proportion inférieure à 20% du niveau

d’association du transcrit dérivé du cDNA entier (résultats non-présentés). Staul s’associe

donc préférentiellement à un élément du 3’UTR.

La modélisation de la structure secondaire de la région du 3’UTR comprenant les

nucléotides 260 à 855 montre la formation possible d’une longue tige de 20 paires de bases,

sans aucun mésappariement et possédant une seule excroissance de un nucléotide (Annexes

page VIII). La tige est composée de 13 paires C-G, 4 paires A-U et 3 paires G-U.

Similairement à la tige du SBS de Arfi, la tige potentielle de STMN3 n’est pas coiffée

d’une tétraboucle. 255 nuctéotides séparent les deux brins impliqués dans la formation de la
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tige. Une approche similaire à celle effectuée pour t’analyse du SBS de Arfi a été utilisée

afin d’étudier la contribution des divers éléments du SBS de STMN3 dans l’association à

Staul. Voici les conclusions principales tirées de cette analyse (Annexes page IX)

• La déstabilisation de la tige diminue l’affinité pour Staul.

• La délétion de l’inter-région entre les deux brins formant la tige diminue également

l’association à Staul.

• La construction d’un double mutant complémentaire au centre de la tige ne restaure

pas entièrement le niveau d’association observé pour le SBS de type sauvage.

Ces conclusions sont en fait les mêmes que pour le SBS de Arfi et la prochaine section

s’intéressera à dresser un portrait global de ce qui est maintenant connu de l’association de

Staufen à t’ARNm.

5.2.3 Déterminants structuraux d’interaction

5.2.3.1 Le signal de localisation de bicoid est hautement structuré

Antérieurement aux travaux présentés dans cette thèse, la seule région d’ARN

interagissant avec Staufen qui avait été caractérisée en détail consistait en une portion du

3’UTR du transcrit bicoid de la drosophile (Figure 3)(Brunel et Ehresmann, 2004). La

structure prédite se divise en 4 domaines distincts (numérotés Il à V). Les domaines III, IV

et V sont impliqués à divers degrés dans le recrutement de l’ARNm bicoid, ainsi que sa

localisation et son ancrage subséquent au pôle antérieur de l’ovocyte. Le domaine III est
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Figure 3: Structure de la région centrale du 3’UTR de bicoid (nucléotides 172 à 722)

La structure est divisée en 4 grands domaines (domaine 11 à V). Un domaine charnière se

trouve à la jonction des domaines tI, 111 et tV. Le modèle de structure secondaire à été

obtenu à partir de clivages enzymatique et d’attaques chimiques. La RNAse TI (flèches

débutant par un carré) clive les guanines non appariées. La RNAse 12 (flèches débutant par

un cercle) clive les adénines non appariées (et faiblement les uridines non appariées). La

RNAse Vi clive les régions en double brins (flèches). L’intensité du clivage est représentée

par des flèches plus larges et de caractère plus gras. Les attaques chimiques au DMS et au

CMTC permettent l’identification des nucléotides non appariés. Les résultats sont présentés

selon un code de couleur: rouge (très réactif), orange (modérément réactif), jaune (très

faiblement réactif) et bleu (non-réactif).
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responsable d’un évènement de dimérisation qui est important pour la formation des

complexes ribonucléoprotéiques de transport de bicoid (Ferraiidon et al., 1997; Wagner et

al., 2001). Il existe une controverse autour de l’utilité du domaine tIl dans la localisation de

bicoid. Plusieurs travaux s’intéressant au signal de localisation ont été réalisés par injection

de constructions mutantes au centre de l’embryon au stade blastoderme, ce qui n’est pas

physiologique puisque la localisation de bicod est terniinée avant ce stade dans le contexte

développemental. 11 a d’ailleurs été montré que les domaines IV et V sont suffisants pour

une localisation antérieure du transcrit dans l’ovocyte (Snee et al., 2005). 11 n’en reste pas

moins que le domaine 111 est capable de recruter Staufen dans les essais d’injection au

niveau de l’embryon (Ferrandon et al., 1997).

En observant attentivement la structure déduite du domaine de localisation de

bicoid, on peut voir plusieurs régions en double brins, dont certaines sont assez longues.

Les régions HIlta (18 paires de bases), Hlltb (16 paires de bases) et HVa (17 paires de

bases) ne sont interrompues que par de rares mésappariements ou excroissances.

5.2.3.2 Modèle d’association de Staufen à I’ARNdb

Il est possible que Staufen en raison de ses multiples dsRBD sassocie à l’ARN en

utilisant plus d’un dsRBD. Les données cristallographique concernant l’association du

dsRBD2 de XIrbpA montre que deux copies du dsRBD peuent se positionner sur une

double hélice d’ARN de 16 paires de bases (Ryter et Schultz, 1998). Nous savons aussi que

le dsRBD3 de Staufen peut s’associer à une tige de 12 paires de bases (Ramos et al., 1999;
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Ramos et al., 2000). Les résultats obtenus en étudiant le SBS de Arfi montrent que la

mutagenèse de quatre paires de bases à l’une ou l’autre des extrémités de la tige diminue

grandement l’association à Staul et cela même s’il reste potentiellement une tige de 15

paires de bases dans chacun des cas. 11 se pourrait donc que l’association optimale de Staul

à l’ARNdb se fasse via deux dsRBD venant soit de deux copies de la protéine entière ou de

deux dsRBD distincts de Staul. Une observation expérimentale permet d’ailleurs de

supporter cette hypothèse. Lors des essais de liaison in vitro de Staul à l’ARNdb, afin de

déterminer la constante d’association de l’interaction, la courbe expérimentale obtenue était

de forme sigmoïdale, ce qui suggère qu’il puisse y avoir coopérativité dans le mode

d’association (Wickham et al., 1999).

Des travaux additionnels seront nécessaires pour mieux comprendre les

déterminants structuraux requis afin d’avoir une association optimale et spécifique entre

Staufen et l’ARNdb. Premièrement, des études cristallographiques pourraient être

entreprises en utilisant la protéine Staufen entière, ou du moins les dsRBD-3 et -4 qui

semblent avoir le plus d’affinité pour l’ARNdb, en complexe avec un ligand physiologique,

tel que la tige de Arfl ou de STMN3. De plus, les études de mutagenèse des SBS de Arfi

et STMN3 devront être poussées plus avant, afin de déterminer avec encore plus de

précision si certains nucléotides sont préférés à des positions clés des tiges. Une étape

préliminaire à ces études plus poussées serait de déterminer par clivages enzymatiques et

attaques chimiques les conformations adoptées par ces deux SBS en solution. En effet,

nous travaillons actuellement avec des prédictions structurelles déduites par des
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algorithmes de calcul des structures de plus basses énergies et il est bien documenté que ces

prédictions ne sont pas toujours le reflet de la réalité.

Une autre approche serait d’utiliser le SELEX afin de trouver les Iigands optimaux

de Staul et Stau2. Cependant, une étude récente a montré les limites de cette technique

lorsqu’appliquée à la recherche de structures en double brins plutôt qu’à la recherche de

séquences linéaires de nticléotides (Hallegger et al., 2006). leI que mentionné dans

l’introduction (Section 1.5. 1), le SELEX a été utilisé pour trouver des ligands des dsRBD2

de XlrbpA et de ADARI. Après onze ou douze rondes d’enrichissement, les ligands isolés

ont été séquencés et classés en différentes sous-familles selon leur identité de séquence.

Cependant, lors des tests de liaison effectués dans le but de déterminer les constantes

d’association de ces ligands aux dsRBD2 de ADARI et de XlrbpA, aucune différence

d’affinité n’a été observée. C’est à dire que les ligands enrichis spécifiquement avec le

dsRBD2 de ADAR1 sont liés avec la même affinité par le dsRBD2 de XlrbpA et vice-

versa, Il est tout même important de noter que tous les ligands de forte affinité possédaient

une structure secondaire relativement similaire comprenant un site de liaison défini par

deux courtes tiges séparées par une boucle interne.

Par contre, nous disposons possiblement d’un nouvel outil pour tester l’association

de Staul à l’ARN le SMD. En utilisant le SBS de ArfI dans des études d’association, il

serait théoriquement possible de corréler l’affinité de Staul pour le SBS en observant le

niveau stationnaire d’un ARNm rapporteur contenant diverses mutations dans le SBS. Cette
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approche est présentement à l’essai et pourrait accélérer grandement l’étude des

déterminants structuraux du SBS de Arfi responsables de l’association à Stau 1. En effet,

cette approche permet d’éviter la co-immunoprécipitation de l’ARNm avec Staul et tous

les problèmes de reproductibilité qui en découlent.

5.3 Régulation du métabolisme cellulaire par Staul et Stau2

Dans cette dernière section de la discussion, une synthèse des résultats obtenus dans

cette thèse sera présentée dans l’optique d’établir un modèle intégré des diverses fonctions

cellulaires de Staul et Stau2. Il est important de souligner encore une fois l’explosion du

nombre de données acquises sur les fonctions des protéines Staufen de mammifères qui a

eu lieu durant le laps de temps au cours duquel les travaux ici présentés ont été effectués.

Nous savons maintenant que Staul et Stau2 peuvent transiter par le noyau et le

nucléole (Macchi et al., 2004; Martel et al., 2006), deux endroits où Staufen s’associe peut-

être soit à l’ARNm, aux ribosomes ou à d’autres types d’ARN. Ceci n’exclut pas, par

contre, la possibilité que Staufen puisse s’associer à l’ARN dans le cytoplasme. Nous

savons également que la position à laquelle Staufen se trouve associé à un ARNm peut

avoir des effets diamétralement opposés sur le sort de cet ARNm. En effet, le recrutement

de Staul en 5’ d’un transcrit dont la traduction est réprimée permet une activation de la

traduction (Dugre-Brisson et al., 2005). À t’inverse, le recrutement de Staul dans la portion

3’UTR du transcrit peut causer sa dégradation par SMD (Kim et al., 20f)5b). Nous ne

savons pas pour l’instant si Stau2 possède les deux mêmes activités, mais des résultats
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préliminaires laissent croire que Stau2 peut également entraîner le SMD d’un rapporteur

(Kim et Maquat, communications personnelles).

Il serait donc possible de classer les ARNm associés à Staul et Stau2 en quatre

grandes catégories dont l’appartenance à l’une d’entre elles ne serait pas mutuellement

exclusive de l’appartenance aux autres

• ARNm dont la traduction est stimulée ou activée par association à Staufen

• ARNm dégradé par SMD lors de l’association à Staufen

• ARNm transporté à un site subcellulaire pour synthèse locale de la protéine encodée

• ARNm co-purifié indirectement en raison d’une liaison directe Staufen-ribosome

La découverte que des milliers d’ARNm sont potentiellement associés à Staul et Stau2

(Article 3) complique relativement la tâche dans l’assignation de ces divers transcrits à

l’une ou l’autre des catégories ci-haut mentionnées. Différentes approches pourront être

utilisées afin d’identifier des sous-groupes d’ARNm dans cette population générale.

Premièrement, des travaux sont déjà en cours afin d’identifier les ARNm cellulaires qui

adopte un profil de sédimentation distinct lors d’une surexpression de Staul. Ces ARNm

peuvent être plus activement traduits s’ils sont associés, par exemple, en plus grande partie

aux polysomes. Une surexpression de Staufen pourrait également entraîner une dégradation

plus active de certains des ARNm associés. Il serait également approprié de purifier

Staufen à partir de divers compartiments cellulaires, par exemple, à partir des dendrites de

neurones.
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Il sera également important de s’intéresser aux différences de spécificité

d’association de Staul et Stau2 aux ARNm. En effet, plusieurs ARNm communs sont co

purifiés avec ces deux protéines, mais il existe des sous-populations distinctes d’ARNm qui

sont associées spécifiquement à l’une ou l’autre de ces deux protéines. Quels sont les

facteurs responsables de cette spécificité’? Plusieurs pistes de réponse peuvent être

explorées. Premièrement, même si les dsRBD-2, -3 et -4 sont hautement conservés entre

Staul et Stau2, il est possible que certains acides aminés non-conservés soient impliqués

dans la discrimination de motifs d’association plus spécifiques à Staul ou à Stau2. Une

manière simple de vérifier cette hypothèse serait de construire des chimères de Staul et

Stau2 en interchangeant leurs dsRBD, afin de déterminer si la spécificité de liaison vient

uniquement des dsRBD. Deuxièmement, des régions non-conservées entre tes deux

protéines comme le dsRBD de Stau2 ou le dsRBD5 de Stau pourraient avoir un rôle à

jouer dans la reconnaissance et l’association à certains ARNm spécifiques. Troisièmement,

le recrutement de Staul ou Stau2 sur certains ARNm est peut-être contrôlé par l’association

à des partenaires protéiques qui interagissent spécifiquement avec Staul ou Stau2. La

spécificité de liaison découlerait alors de l’affinité du complexe pour un motif de liaison.

Un des plus grands défis sera d’identifier les voies de signalisation cellulaires qui

sont responsables de la phosphorylation déphosphorylation de Staufen. La contribution de

modifications post-traductionnelles à la modulation des diverses fonctions de Staufen

pourrait être la clé qui permettrait une régulation fine de tous les événements moléculaires

initiés par Staufen. Pour appuyer cette hypothèse, il a été montré que chez te xénope
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XStaul et XStau2 sont phosphorylés par la voie MAPK lors de la maturation méiotique au

pôle végétal, un stade où plusieurs ARNm localisés au cortex végétal sont libérés (Allison

et al., 2004). Ce qui suggère un lien entre l’état de phosphorylation de Staufen et le

métabolisme des ARNm localisés.

De plus, la génération de souris invalidées pour les gènes Staul et Stau2 serait un

outil exceptionnel pour pouvoir apprécier les différences précises dans le rôle de ces deux

protéines. Cependant, te nombre d’ARNm qui sont potentiellement associés autant à Staul

qu’à Stau2 nécessitera peut-être ta génération d’une souris où les deux gènes seront

inactivés, afin de déterminer l’impact global de l’absence de Staufen sur le métabolisme

cellulaire. En raison du rôle potentiel de Staufen lors du développement, il est fortement

possible que la délétion de Staufen entraîne une mort embryonnaire, la création de souris

dans lesquelles l’invalidation des gènes Staul et Stau2 est conditionnelle serait donc de

mise.

Finalement, nous avons montré que parmi les ARNm co-purifiés avec Staul se

trouvait un certain nombre d’ARNm ayant également été identifiés comme associés à la

protéine FMRP (Article 3). Ce résultat s’ajoute à de multiples observations qui suggèrent

que les complexes ribonucléoprotéiclues sont très hétérogènes et que plusieurs

combinaisons de protéines liant l’ARN peuvent s’associer aux transcrits (Elvira et al.,

2006b; Gehring et al., 2005; Kanai et al., 2004; Ohashi et al., 2002). Il sera important au

cours des prochaines années d’accumuler des données sur la composition en ARNm de
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divers complexes ribonucléoprotéiques à l’intérieur d’un même type cellulaire et en

utilisant les mêmes plateformes d’identification. Ceci permettra enfin d’avoir une vision

globale des relations qui existent entre les diverses protéines liant l’ARN.

En terminant, il est important de souligner que durant la période où les travaux

présentés dans cette thèse ont été effectués, un pan insoupçonné de la biologie des ARN a

été mis au jour. En effet, l’importance physiologique des petits ARN non codants, tels les

miRNA, les siRNA et les transcrits d’éléments Ahi (Conrad et al., 2006; Hulme et al., 2006;

Kawasaki et al., 2004; Smalheiser et Torvik, 2006), pour n’en nommer que quelques-uns, a

radicalement changé la perception des fonctions de l’ARN dans les processus cellulaires.

De nouveaux outils sont maintenant à la disposition de la communauté scientifique pour

identifier efficacement la présence de ces petits ARN. Il serait donc approprié de

déterminer si Staufen s’associe également à des transcrit non-codants, et ce, puisqu’il a été

montré que plusieurs autres protéines à dsRBD sont retrouvées en complexe avec ces

molécules (Chendrimada et al., 2005; Haase et al., 2005; Han et al., 2006; Kawahara et

Nishikura, 2006; Macrae et al., 2006).



Conclusion

Les travaux présentés dans cette thèse ont permis de faire croître de manière

significative le lot de connaissances sur les protéines Staufen de mammifères. L’isolation et

la détermination du contenu en ARNm des complexes protéiques contenant Staul et Stau2

ont permis de mener à ta découverte d’un nouveau mécanisme cellulaire de dégradation de

l’ARNm le SMD. De plus, pour la première fois chez les mammifères, des structures

d’ARNdb reconnues par Staufen à l’intérieur d’ARNm endogènes ont été caractérisées. Les

résultats contenus dans cette thèse pourront servir de base à de multiples études

subséquentes s’intéressant à une meilleure définition des rôles cellulaires de Staufen.
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Annexe 1

Staufeni est une phosphoprotéine
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Figure 1: Staufen est une phosphoprotéine.

Le kit d’isolation de phosphoprotéines (Qiagen) a été utilisé pour séparer les protéines

phosphorylées et non-phosphorylées à partir d’extraits de cellules 293T. L’analyse des

fractions recueillis après chrornatographie a été effectuée par immunobuvardage de type

Western. L’état de phosphorylation de trois protéines a été testé, soit hStaul, Erk et l’actine

13. (Ext: extrait total avant chromatographie; FT t /low fini; Élut: élution) Nous pouvons

voir que hStau est retrouvé sous la forme phosphorylée et non-phosphorylée en utilisant

un anticorps monoclonal de souris dirigé contre hStaul. L’utilisation d’un anticorps

spécifique à la forme phosphorylée de Erk montre que Erk phosphorylé est

préférentiellement retrouvé dans la fraction de protéines liées à la colonne. À l’inverse, un

anticorps dirigé contre l’actine f3 montre que cette protéine n’est pas phosphorylée. Ces

deux dernières protéines ont été testées pour démontrer que ces colonnes penhiettent

vraiment une séparation efficace des protéines cellulaires selon leur état de

phosphorylation.
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Annexe 2

Analyse semi-quantitative de l’association de Staul au SBS de Arfi
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Figure 2 Structure modélisée du SBS de Arfi

Représentation des mutations introduites dans la structure prédite du SBS de Arfi et

pourcentages de liaison des divers mutants par rapport au SBS de type sauvage.
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f igure 3 Analyse semi-quantitative de l’association de Staul au SBS de Arfi

Des cellules 293 ont été transfectées de manière transitoire avec pCDNA3-Stau 1-HA, ainsi

qu’avec un des onze plasmides pSport-Arfl -SBS (A) suivants exprimant diverses délétions

et mutations du SBS de ArfI, soit les constructions WT (type sauvage), A249-300, A Loop,

A 49-300, Mut 5$-61, Mut 68-72, Mut 75-7$, Mut 90-93, Mut 194-197, Mut 201-204 et

Double. Le plasmide pSport-Paics exprimant l’ARNrn entier de la carboxylase du

phosphoribosylaminoimidazole et la synthétase du succinocarboxamide

phosphoribosylaminoimidazole a été transfecté en combinaison avec chacun des plasmides

pSport-Arfl-SBS et sert de contrôle positif de liaison à Staul. 4$ heures après la

transfection les cellules ont été lysées et une fraction du lysat a servi à extraire les protéines

et l’ARN pour analyse des ratios «avant IP ». L’autre fraction des lysats a été incubée avec

un anticorps anti-HA pour immunoprécipiter Staul. Après IP, le contenu en protéines et

ARN a été extrait pour analyse des ratios «après lP ». (B) L’analyse par immunobuvardage

de type Western montre que les IP sont spécifiques, puisque GAPDH n’est pas co

immunoprécipité avec Staul-HA. L’analyse semi-quantitative du ratio entre Arfi et Paics a

été réalisée par RT-PCR. Les pourcentages représentent le rapport de l’intensité Arfl/Paics

«après ip » sur le rapport Arfl/Paics «avant IP ».
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Annexe 3

Analyse semi-quantitative de l’association de Staul au SBS de STMN3
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Représentation des mutations introduites dans la structure prédite du SBS de STMN3 et

pourcentages de liaison des divers mutants par rapport au SBS de type sauvage.

Figure 4: Structure modélisée du SBS de STMN3
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figure 5 : Analyse semi-quantitative de l’association de Staul au SBS de STMN3

Des cellules 293 ont été transfectées de manière transitoire avec pCDNA3-Staul-HA, ainsi

qu’avec un des six plasmides pSport-Arfl-STMN3 (A) suivants exprimant diverses

délétions et mutations du SBS de STMN3, soit les constructions WT (type sauvage), A260-

855, A Loop, Mut 36 1-365, Mut 635-639 et Double. Le plasmide pSport-Paics exprimant

l’ARNm entier de la carboxylase du phosphoribosylaminoimidazole et la synthétase du

succinocarboxamide phosphoribosylaminoimidazole a été transfecté en combinaison avec

chacun des plasmides pSport-Arfl-STMN3 et sert de contrôle positif de liaison à Staul. 4$

heures après la transfection les cellules ont été lysées et une fraction du lysat a servi à

extraire les protéines et l’ARN pour analyse des ratios «avant IP ». L’autre fraction des

lysats a été incubée avec un anticorps anti-HA pour immunoprécipiter Staul. Après 1?, le

contenu en protéines et ARN a été extrait pour analyse des ratios «après IP ». (B)

L’analyse semi-quantitative du ratio entre Arfi et Paies a été réalisée par RT-PCR. Les

pourcentages représentent le ratio de l’intensité Arfl/Paics «après IP» sur le ratio

Arfl/Paics «avant IP ».




