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Résumé

Le contrdle post-transcriptionnel de 1’expression génétique s’effectue, en partie, par
I’association aux ARNm de diverses protéines de la famille des protéines liant ’ARN. La
protéine Staufen de la drosophile, une protéine liant I’ARN en double brins, est impliquée
dans I’établissement des axes embryonnaires lors du développement. Staufen joue un role
dans la localisation intracellulaire des ARNm bicoid et oskar aux pdles antérieur et
postérieur de I’ovocyte, respectivement. De plus Staufen est nécessaire pour la dé-
répression traductionnelle du transcrit oskar. Deux orthologues de Staufen existent chez les
mammiferes, soit Staul et Stau2. Au moment d’entreprendre les travaux présentés dans
cette thése, aucun ligand endogéne de Staul ou Stau2 n’était connu. Par une approche
d’immunoprécipitation couplée a I’utilisation de micropuces d’ADN, nous avons identifié
plusieurs ARNm associés a 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, Arfl, est 1ié par Staul dans sa région 3’UTR. Concomitamment &
I’étude des déterminants structuraux responsables de I’association de Staul au transcrit
Arfl, nous avons identifié I’hélicase d’ARN Upfl comme étant un partenaire protéique de
Staul. Upfl est un facteur qui, lorsqu’il est recruté sur un ARNm en aval d’un codon de
terminaison, entraine 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



terminaison, entraine sa dégradation par un mécanisme similaire au « nonsense-mediated

decay » (NMD) qui a été nommé le SMD (Staufen-mediated decay).

En plus de Arfl, 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 premiére fois chez les mammiféres, des structures d’ARN en double brins
reconnues par Staufen a I'intérieur d’ARNm endogénes ont été caractérisées. Les résultats
contenus dans cette thése pourront servir de base a de multiples études subséquentes

s’intéressant a une meilleure définition des réles cellulaires de Staufen.

Mots-clés : protéines liant I’ARN, domaine de liaison a I’ARN en double brins,
dégradation de I’ARNm induite par les codons non-sens (NMD), dégradation de ’ARNm
induite par Staufen (SMD), région 3’ non-traduite (3'UTR), régulation post-

transcriptionnelle, phosphoprotéines, contrdle traductionnel, micropuces d’ADN



Abstract

Posttranscriptional control of gene expression often involves the regulated
association of different RNA-binding proteins to messengers RNAs. Drosophila Staufen is
a double-stranded RNA-binding protein implicated in the establishment of embryonic
polarity. Staufen plays a role in the intracellular localization of bicoid and oskar mRNAs at
the anterior and posterior poles of the oocyte, respectively. Staufen is also involved in the
translational de-repression of oskar. Two mammalian orthologs of Staufen have been
identified: Staul and Stau2. At the beginning of the present work, there were no known
targets of mammalian 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.

One of the identified mRNA is Arfl 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 Arfl mRNA. At the same time,
we discovered that Staul was 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 Arfl, SMD affects the stability of many HeLa cells 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 mRNAs that can
bind Staul. Results included in this thesis will be useful as basis for many subsequent

studies regarding the elucidation of the cellular roles of mammalian 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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1l se peut dire, avec apparence, qu'il y a ignorance abécédaire,
qui va devant la science ;

une autre, doctorale, qui vient apreés la science :

ignorance que la science fait et engendre,

tout ainsi comme elle défait et détruit la premiére.

[Michel de Montaigne]
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1 Introduction

1.1 Introduction générale

Le flux de I’information génétique allant de son gardien, ’ADN, a ses effecteurs,
les protéines, doit passer par le biais de messagers : les ARN messagers. Longtemps pergu
comme une molécule de seconde classe, sans réel intérét au niveau de la régulation des
processus physiologiques, I’ARNm est depuis une décennie I’objet d’intenses recherches
quant a ses propriétés autres que celle d’encoder une protéine. Le modéle selon lequel
I’ARNm, dés sa sortie du noyau, est automatiquement recruté par les ribosomes qui en font

la traduction est simpliste et désuet.

Le cheminement cellulaire de ’ARNm de sa synthése a sa dégradation est un
parcours complexe qui comprend plusieurs étapes, certaines communes a tous les ARNm,
d’autres spécifiques a certains. Chez les eucaryotes, la transcription des génes en ARNm
s’effectue dans le noyau grace a lactivité catalytique de ’ARN polymérase II. La
polymérase est recrutée sur le promoteur du géne a transcrire par une foule de facteurs de
transcription. Les différentes combinaisons de ces facteurs modulent I’activité des
promoteurs. C’est ce qui fait de la transcription le premier niveau de régulation de
Pexpression génétique. Certains génes possédent plus d’un promoteur, ce qui peut
engendrer la synthése de transcrits qui divergent en leur région 5° (Ayoubi et Van De Ven,
1996). La grande majorité des génes eucaryotes sont constitués d’exons et d’introns et
I’obtention du transcrit mature ne peut avoir lieu qu’aprés épissage. L’épissage standard

consiste en I’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 I’assemblage
uniquement d’un certains nombre d’exons (Stamm et al., 2005). L’épissage est un
processus co-transcriptionnel qui est effectué par le «spliceosome», 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, 1998).

Avant de poursuivre son périple vers le cytoplasme, I’ARNm est également modifié
par I’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. 11 existe plusieurs récepteurs
pour I’export nucléaire qui reconnaissent leurs cargos par le biais de I’identité des protéines
associées au transcrit (Zenklusen et Stutz, 2001). Une fois dans le cytoplasme, I’ARNm est
encore associ€ a 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’€tre traduit activement, ’ARNm devra se départir de ces protéines nucléaires et
s’associer aux facteurs d’initiation de la traduction qui pourront dés lors recruter

efficacement le ribosome et débuter la synthése protéique.

Par contre, plusieurs ARNm sont soumis & des niveaux additionnels de régulation
avant d’€tre traduits. En effet, un grand nombre de transcrits contiennent des éléments de
séquence (€éléments cis) qui sont liés par divers membres d’une vaste famille de protéines :
les protéines de liaisons a I’ARN (RBP) qui sont les éléments trans. L’association de

certaines de ces protéines 8 un ARNm particulier peut avoir plusieurs conséquences :
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o La traduction de I’ARNm peut étre inhibée en attendant un stimulus cellulaire précis
qui supprimera cette répression (Pantopoulos, 2004).

. L’ARNm peut étre assemblé dans des complexes de transport qui se chargeront de
localiser le transcrit & un site cellulaire précis avant que sa traduction ne débute
(Mayford et al., 1996).

. Le transcrit peut étre ciblé rapidement vers la voie de dégradation, car le niveau
cellulaire de la protéine qu’il encode doit étre strictement contrdlé (Sagliocco et al.,

1994; Winstall et al., 1995).

Il est connu que 'ARNm peut également adopter des niveaux de structure
secondaire et tertiaire qui sont impliqués dans une régulation fine du contrdle post-
transcriptionnel de I’expression génétique (Dollenmaier et Weitz, 2003; Odreman-
Macchioli et al., 2000). De quelle maniére la structure d’'un ARNm a-t-elle une influence
sur son métabolisme? Principalement de deux fagons. Premiérement, la structure elle-méme
peut avoir un rdle a jouer, afin d’interférer avec la lecture du messager, par exemple.
Deuxiémement, la structure peut étre liée par des protéines spécifiques qui destinent le
messager a divers sorts. L’étude de la fonction de ces facteurs protéiques sur la traduction
ou la stabilit¢ des ARNm permet une meilleure compréhension de la régulation de la

synthése protéique au niveau cellulaire.
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1.1.1 Objectifs de la thése

Il existe dans les cellules eucaryotes une multitude de complexes
ribonucléoprotéiques dont la composition peut varier grandement en fonction des divers
signaux que recoit la cellule. Les travaux effectués dans cette thése ont consisté en ’étude
du role cellulaire de la protéine Staufen chez les mammiféres. Staufen est une protéine qui
possede plusieurs domaines de liaisons 4 I’ARN en double brins et qui est impliquée dans
de multiples aspects du métabolisme de I’ARNm. Au moment de débuter les travaux qui
sont I’objet de cette thése, 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 pdles antérieurs et postérieurs de I’ovocyte, respectivement. Il a depuis
été montré qu’il existe deux génes Staufen chez les mammiféres, qui encodent Staul et
Stau2. Ces protéines sont associées aux ribosomes et au réticulum endoplasmique rugueux
(RER). Elles sont également impliquées dans le transport dendritique de I’ARNm dans les
neurones. Staul joue également un rdle dans I’activation traductionnelle des ARNm
réprimes. Le point de départ des travaux qui seront ici présentés fut de s’attaquer a la
question suivante : quels sont les ARNm associés a 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 I’ARN en double brins, la premiére section
de I'introduction s’intéressera a présenter la fonction de diverses protéines possédant des

domaines de liaison 4 I’ARN en double brins (dsRBD). La deuxiéme section traitera de la
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structure du dsRBD et de son mode d’interaction avec I’ARN. La troisiéme section, quant a
elle, présentera ce qui est connu sur les protéines Staufen de mammiferes et sur leurs
fonctions. La quatriéme section sera un chapitre technique sur les différentes approches qui
existent afin d’identifier globalement les ARNm qui interagissent avec une protéine liant
I’ ARN. Finalement, la derniére section sera une présentation des mécanismes généraux de
dégradation de I’ARNm, puisque tout processus agissant sur le métabolisme de I’ARN est

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

1.2 Roles cellulaires des protéines liant ’ARN en double brins

L’ARN, lorsqu’il adopte sa conformation mature, contient des segments en double
brins (ARNdb). L’appariement des nucléotides dans I’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 I’interaction avec les régions en
double brins de ’ARN (Tableau I). Tous les membres de ces familles possédent une ou
plusieurs copies d’un motif consensus de liaison a I’ARNdb : le dsRBD (double-stranded
RNA binding domain) (Figure 1). Les caractéristiques structurales du dsRBD seront
abordées plus loin dans I’introduction, les prochaines sections présentent divers roles des

protéines a dsRBD dans la physiologie cellulaire.



Tableau I : Fonctions de diverses protéines possédant des dsRBD.
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Protéines Domaine catalvtique Fonctions caractéristiques

RN Aselll/ Drcer/ Drosha Domame RN Aselll Biogenese des micro ARN et maturation des petits \RN
\DARI &2 Deanmmase \ - [ ledition

RELA Hehease a domame DN Coactn ateur transcnptionnel

PKR Nmase de Ser/ Thr Controle traductionnel

TRBP/DPACT/ wl-31 \ucun Modulation de actiaté de PRR

NI-90 \ucun lacteur de transcrniphon

Staufen \ucun Locahisation de mRNP

Nlrbp A \ucun 1 vealisation de mRAP

R2D2/RDE4/TINLL \ucun

Composants des vowes d'mtertérence par I'ARN

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

Représentation schématique de diverses protéines contenant une ou plusieurs copies du
domaine consensus de liaison a PARNdb (dsRBD : 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 PARNm

Il est parfois capital pour la cellule de retarder la traduction d’'un ARNm jusqu’a ce
que celui-ci soit localisé a un site cellulaire précis. La localisation intracellulaire de
I’ARNm comporte plusieurs avantages. Premiérement, ce mécanisme permet a 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 synthése de plusieurs
copies de la protéine directement au site requis. Deuxiémement, la traduction des ARNm
transportés est inhibée et elle n’est enclenchée que lorsque le messager est arrivé a sa
destination finale. Plusieurs RBP ont un role & jouer dans la localisation intracellulaire de

divers ARNm, cependant, uniquement les protéines & dsRBD seront I’objet de cette section.

1.2.1.1 Staufen

L’ovogenése chez la drosophile est un processus complexe qui requiert le
positionnement de certains ARNm a des régions précises de I’ovocyte. La détermination de
I'axe antéropostérieur est basée, en partie, sur la localisation du transcrit bicoid au pdle
antérieur et du transcrit oskar au p6le postérieur (Riechmann et Ephrussi, 2001). L’ARNm
bicoid n’est traduit qu’aprés fertilisation de I’ovocyte, ce qui donne lieu & I’apparition d’un
gradient antérieur de la protéine bicoid. Bicoid est un morphogéne qui active la
transcription de génes nécessaires & la formation des structures antérieures (Zhao et al.,
2002). La localisation postérieure de I’ARNm oskar permet le recrutement et 1’assemblage

des facteurs responsables de la formation de I’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. 11 a été montré que Staufen peut s’associer a 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 pdle
postérieur de I’ ARNm oskar nécessite également Staufen, mais la région du transcrit qui est
reconnue n’a pas encore €té identifiée. De plus, Staufen est important pour supprimer
I'inhibition de la traduction de oskar, une fois le messager localisé (Irion et al., 2006;
Micklem et al., 2000). Les mécanismes moléculaires du transport de ’ARNm sur de

longues distances seront examinés plus spécifiquement a la section 1.4.5.

1.2.1.2 NF90/11f3

Les neurones sont des cellules trés 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, le soma et I’axone. Le cytosquelette est nécessaire a 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 I’axone (Litman et al., 1994; Litman et al., 1993). Une
région du 3’UTR de I’ARNm tau est responsable de la localisation axonale du transcrit
(Aronov et al., 2001). L’ARNm tau est stabilisé par HuD, une protéine qui s’associe aux

régions riches en AU (Section 1.6.1) (Aronov et al., 2002). Afin d’identifier les protéines
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responsables de la localisation axonale de tau, une approche de buvardage de type
NorthWestern a été réalisée sur des extraits de cellules neuronales en utilisant I’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 11f3 et NF90 qui sont en fait deux isoformes de la
méme protéine. 11f3 co-localise avec la protéine tau au niveau de ’axone, ce qui est en
accord avec un réle possible d’1If3 dans la localisation de I’ARNm tau. D’autres travaux
seront nécessaires afin de confirmer I'importance d’llf3 dans la reconnaissance et le

transport de I’ARNm tau.

1.2.2 Activation et répression traductionnelle

La cellule doit parfois réguler avec une précision accrue la fenétre de temps a
I'intérieur de laquelle un ARNm donné peut étre traduit activement. Trois exemples de
régulation seront présentés : le premier fait intervenir la protéine Prbp (Zhong et al., 1999),
le deuxieme la protéine RHA (Hartman et al, 2006) et le troisiéme la protéine PKR

(Saunders et Barber, 2003).

1.2.2.1 Prbp

Lors de la spermatogenése, les histones doivent étre remplacées par deux classes de
protéines : les protéines de transition et les protamines (Govin et al., 2004; Zhong et al.,
1999). La traduction de ’ARNm encodant la protamine-1 (Prml) doit étre régulée
temporellement lors de la différenciation des spermatides. L’ARNm Prml posséde 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 étre formées en combinant un élément Z avec I’élément Z’. La
protéine Prbp (orthologue murin de la protéine humaine Trbp impliquée dans la
transactivation du VIH-1) contient trois dsRBD et se lie aux éléments Z/Z’ (Lee et al.,
1996) permettant une activation/dérépression traductionnelle de I’ ARNm Prm1 (Zhong et

al., 1999).

1.2.2.2 RHA

RHA est une hélicase d’ARN de la famille « DEAD-box », elle posséde des
fonctions dans la transcription, I’épissage et le contrdle traductionnel. En plus de son
domaine hélicase, RHA posséde deux dsRBD et un domaine RGG (Zhang et Grosse,
1997). Certains ARN viraux et ARNm cellulaires possédent des régions 5’UTR trés
structurées qui sont un obstacle a une initiation efficace de la traduction par le ribosome.
RHA a ét¢ 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 entraine une diminution et une augmentation,
respectivement, de la traduction d’un rapporteur contenant la séquence PCE. L’ARNm
codant pour le facteur de transcription JunD posséde dans son 5’UTR une région hautement
structurée semblable au PCE (Short et Pfarr, 2002). La sous-expression de .RHA dans des
cellules COS entraine une diminution de la synthése protéique de JunD ainsi qu’une
diminution de la quantit¢ d’ARNm JunD dans la fraction de polysomes (Hartman et al.,

2006).
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1.2.2.3 Réle de PKR et modulation par TRBP et PACT

La protéine kinase dépendante de I’ARNdb (PKR) est impliquée dans la réponse
cellulaire a Iinfection virale. En effet, I’expression de PKR dans les cellules est augmentée
en réponse a I’interféron (Thomis et Samuel, 1993). PKR est une protéine qui contient deux
dsRBD et un domaine sérine/thréonine kinase. L’activation de PKR entraine la
phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction elF2q, ce qui inhibe la synthése
protéique générale (Dar et al.,, 2005). Pour étre activé, PKR doit se lier & un substrat
d’ARNdb d’environ 30 a 80 paires de bases (Manche et al., 1992). Plusieurs virus 8 ARN
possédent des régions en double brins capables de recruter PKR. Les deux dsRBD doivent
€tre en contact avec de ’ARNdb pour qu’il y ait activation (Nanduri et al.,, 1998).
L’association de PKR avec I’ARNdb stimule la formation d’un homo-dimére et une

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

Plusieurs virus ont évolué avec des systémes précis pour contourner I’activation de
PKR. L’exemple du virus vaccinia est éloquent. Ce virus encode deux protéines, E3L et
K3L, qui agissent de concert pour empécher I’activation de PKR et I’inhibition de la
traduction. E3L posséde un dsRBD et entre en compétition avec PKR pour I’accés aux
régions en double brins de I’ARN, limitant ainsi les chances de PKR de pouvoir étre activé
(Langland et Jacobs, 2004; Sharp et al, 1998). K3L ressemble a elF2o. et peut donc
s’associer au domaine kinase de PKR, s’assurant ainsi que elF2a ne soit pas phosphorylé

(Kawagishi-Kobayashi et al., 1997).
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Deux protéines cellulaires peuvent également moduler I’activation de PKR. TRBP
(TAR RNA binding protein) est une protéine possédant trois dsRBD. Elle fut isolée en
association a I’élément TAR (Tat-responsive region RNA), une structure d’ARNdb
retrouvée a 'extrémité 5° de tous les transcrits du VIH-1 et capable d’activer PKR. De la
méme maniére que E3L, il est suggéré que TRBP inhibe I’activation de PKR par
compétition (Dorin et al., 2003; Ong et al., 2005). A I’inverse, la protéine PACT (protein
activator of PKR) est capable d’activer PKR. En réponse a divers stress cellulaires, PACT
est phosphorylé et permet I’activation de PKR, ce qui se traduit par un arrét de la croissance

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

1.2.3 Edition par les désaminases d’adénosine

L’édition de ’ARN est la modification de P’identité de certains nucléotides au
niveau co-transcriptionnel ou post-transcriptionnel. L’édition peut avoir plusieurs
conséquences (Bass, 2002). Premic¢rement, si le nucléotide modifié se retrouve dans la
région codante d’un messager, cela peut entrainer une substitution d’acide aminé ou la
suppression d’un codon de terminaison. Deuxiémement, I’édition peut entrainer la création
d’un nouveau site d’épissage (Rueter et al.,, 1999). Une troisiéme fonction de I’édition,
récemment découverte, est la rétention nucléaire d’un messager édité, I’ARNm CTN-RNA,

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

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

inosine, un nucléotide aux propriétés similaires a la guanosine. Les mammiféres possédent
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deux enzymes ayant cette activité catalytique : ADAR1 et ADAR2 (ddenosine Deaminase
that act on RNA). Concernant I’organisation structurale de ces enzymes, ADARI posséde 3
dsRBD tandis que ADAR2 n’en posséde que deux, en plus du domaine catalytique
désaminase qui se retrouve dans la portion C-terminale (Bass, 2002). ADAR1 contient

¢galement deux domaines d’interaction avec I’ADN-Z.

Les ADAR reconnaissent leurs substrats par le biais de leurs divers dsRBD, mais le
role précis de chacun des dsRBD, ainsi que la synergie d’association qui existe entre eux
restent a étre mieux étudiés. Le substrat préférentiel d’ADAR est une longue tige en double
brins d’ARN. Il est a noter que la tige considérée comme minimale pouvant étre éditée est

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

1.2.4 Multiples réles des protéines de la famille RNAse III

La RNAse Il est une endonucléase retrouvée chez E. coli qui permet la maturation
ou la dégradation de plusieurs types d’ARN. Toutes les espéces étudiées possédent un ou
plusieurs orthologues de la RNAse I11 bactérienne. Le domaine catalytique de la RNAse Il1
est retrouvé dans la portion N-terminale, tandis que I’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-dimére et effectue
le clivage de substrats d’ARNdb (Nicholson, 1999). L’activité catalytique de la RNAse 111

est importante pour la maturation des ARN ribosomiques 16S et 23S et 5S & partir du
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transcrit précurseur (Srivastava et Schlessinger, 1990). La RNAse Il est également
impliquée dans la maturation des ARNt et de certains ARNm, dont les ARNm du

bactériophage T7.

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 role des endonucléases de type RNAse 111 que sont Drosha et Dicer.

1.2.4.1 Biogeneése des miRNA

La derniére décennie a vu naitre un nouveau champ d’étude d’une nature jusque la
insoupgonnée : 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 a partir de précurseurs transcrits par I’ARN polymérase Il. Deux enzymes a
dsRBD sont nécessaires afin d’obtenir un miRNA mature a partir d’un transcrit précurseur :
Drosha et Dicer (Figure 2). La premiére 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
le pré-miRNA. Cet ARN sous forme de tige boucle de 60 a 100 nucléotides de longueur
posseéde alors une extension de 2 nucléotides a son extrémité 3’-OH, ce qui est représentatif
d’un produit de clivage d’une enzyme de la classe des RNAse IlI, comme le sont Dicer et
Drosha. Le pré-miRNA est ensuite exporté dans le cytoplasme ot il subira un deuxiéme

clivage par Dicer, cette fois du coté de la boucle pour donner un duplex d’ARN de 20 a 24
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Figure 2 : Etapes de synthése d’un miRNA
La chronologie des événements impliqués dans la synthése et la maturation d’un miRNA

est détaillée a 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 régle 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 (RNA-induced silencing
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 H et sont nécessaires pour effectuer le
contrdle post-transcriptionnel médié par les miRNA (Gregory et al., 2005). Le complexe
RISC reconnait ses substrats principalement par complémentarité de séquence au niveau du
3’UTR des ARNm, en se servant du miRNA mature comme gabarit. Deux événements
peuvent alors se produire : ’ARNm ciblé peut étre dégradé ou sa traduction peut étre
inhibée. Ces effets opposés découlent principalement du niveau de complémentarité entre le
miRNA et son ARNm cible, une complémentarité totale entraine généralement la

dégradation du transcrit.

1.3 Spécificité d’interaction entre ’ARNdb et les dsRBD

La majorité des protéines liant PARN le font d’une maniére spécifique a la
séquence en nucléotides, par exemple les protéines PABP, PTB et QK1, 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.,



P e
3

41

1999; Ramos et al., 2000; Ryter et Schultz, 1998) et les rares contacts directs avec les bases
azotés ne sont pas nécessaires a la stabilité de ’interaction. Les deux prochaines sections
sont dédiées a la présentation structurale du dsRBD et des contraintes conformationnelles

de ’ARN associé.

1.3.1 Structure des dsRBD

Le dsRBD est un motif composé de deux hélices alpha groupées sur une méme face
d’un feuillet béta antiparalléle de trois brins (Fierro-Monti et Mathews, 2000). En allant du
N-terminal vers le C-terminal du motif on retrouve I’hélice al, suivie des brins B 1,2 et 3,
et finalement ’hélice 02. 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 r6le dans la liaison d’ARN, peut aussi servir de
plateforme pour des interactions protéine-protéine. Le dsRBD peut donc étre vu comme un
domaine multifonctionnel, dont la face comportant les deux hélices alpha servirait
principalement a interagir avec les acides nucléiques et le reste du domaine servirait aux
interactions protéiques. Il a ét¢ montré que PKR peut former un homo-dimére par le biais
de son dsRBD-I indépendamment de son activité de liaison a I’ARN, mais d’autres

résultats tendent a démontrer que I’ARN est important pour cette interaction
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Figure 3 : Consensus en acides aminés du motif dsRBD

Un alignement de séquence a été effectué avec 80 différents dsRBD. Les acides aminés
conservés a plus de 50% et a plus de 70% sont indiqués dans la portion supérieure de la
figure. Les acides aminés ayant un r6le direct a jouer dans I’association avec I’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 différent puisque certains ont été
réalisés in vitro, tandis que d’autres ont été effectués in vivo chez la levure. Diverses
protéines, comme PACT, NF90, PKR interagissent avec d’autres protéines via leurs dsSRBD
(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 dsSRBD ne possédent pas d’activité de liaison a
I’ARN, ce qui suggére I'importance du domaine pour d’autres types d’interactions. Les
déterminants structuraux permettant I’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 a la détermination de la structure précise du
complexe dsSRBD-ARN. Les travaux de Ryter et Schultz ont permis d’obtenir la premiére
structure cristallographique d’un dsRBD associé a de I’ARN (Figure 4). Le cristal était
composé du dsRBD2 de la protéine XlIrbpA et d’une pseudo-hélice continue d’ARNdb de
type A formée par la juxtaposition téte-a-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 : ’hélice ol interagit avec un sillon mineur, la boucle 2 interagit avec un autre

sillon mineur et la boucle 4 ainsi que I’hélice 02 s’enfoncent dans le sillon majeur. Toutes
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Figure 4 : Le dsRBD2 de XirbpA associé a une hélice d’ARN

Représentation de la structure cristallographique obtenue du complexe entre le dsRBD2 de
la protéine XIrbpA et un duplex d’ARN. La figure indique I’emplacement du sillon majeur
et des deux sillons mineurs qui sont contactés par le dsRBD. Les régions du dsRBD
impliquées dans I’interaction avec I’ARN sont indiquées : ’hélice al, 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, a I’exception d’une seule, indiquent que I’association est
indépendante de la séquence en nucléotides de ’hélice d’ARN. La majorité des contacts
entre le dsRBD et I’ARN se produisent sur les groupements phosphates des liens phospho-
diesters et les groupements 2°OH des résidus riboses via des ponts hydrogénes, des
interactions charge-charge ou par I’intermédiaire de molécules d’eau intercalées. Il est a
noter que le sillon majeur ne respecte pas la conformation absolue d’une hélice parfaite de

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

Concernant les déterminants de spécificité de séquence, la structure révéle deux
points de contact directs avec des bases azotés. Une des interactions fait intervenir un
groupement accepteur de pont hydrogéne qui occuperait la méme position indépendamment
de la nature du nucléotide. Par contre, I’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 suggére I’importance d’une paire G-C au niveau du sillon

mineur contacté par la boucle 2.

Plusieurs études de I’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 avec le dsRBD3 de la protéine Staufen ont permis de corroborer
plusieurs interactions clés déduites des travaux de Ryter et Schultz, mais quelques
divergences importantes sont a noter. Premiérement, un des ARNdb utilisé pour former le

complexe consiste en une tige-boucle et non pas un long duplex d’ARN. L’hélice ol 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 XiIrbpA et le
dsRBD3 de Staufen ne possédent pas. la méme spécificité d’interaction, mais deux

explications peuvent réconcilier ces divergences.

Premi¢rement, le sillon majeur plus large observé dans la structure
cristallographique est causé par la juxtaposition de deux hélices, ce qui peut étre vu comme
étant artificiel comparativement a 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 ou le
dsRBD ne se fixe qu’a un seul site. Deuxiémement, le dsRBD3 de Staufen peut également
s’associer a une tige d’ARN sans boucle (Ramos et al., 1999), ce qui relativise I’importance

des contacts entre I’hélice al et les nucléotides de la boucle.

1.4 Staufen, une protéine impliquée dans de multiples facettes

du métabolisme de PARNm.

Le géne codant pour Staufen a été identifié en 1986 chez la drosophile lors d’un
criblage pour découvrir de nouveaux génes a effets maternels impliqués dans I’ovogenése
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 pdles antérieur et postérieur de I’ovocyte (St Johnston et al., 1991). La



p N

47

localisation des ARNm bicoid et oskar, durant "ovogenése, et de prospero, lors de la
division asymétrique des neuroblastes, semble étre dépendante, du moins en partie, de
Staufen (Broadus et al., 1998; Ferrandon et al., 1994; Micklem et al., 2000). La découverte
d’orthologues de Staufen chez les mammiféres (Buchner et al., 1999; DesGroseillers et
Lemieux, 1996) a ouvert une voie de recherche fascinante sur le role de la localisation

intracellulaire de I’ ARNm chez les organismes supérieurs.

1.4.1 Apercu des protéines Staufen de mammiféres

Les mammiféres possédent chacun deux génes codant pour Staufen, soit Staul et
Stau2 qui sont des paralogues. Par épissage alternatif chacun de ces génes produit divers
isoformes (Figure 5). En comparaison a Staufen de la drosophile (dmStau) qui posséde cing
copies du dsRBD, Staul et Stau2 n’en contiennent que quatre copies. Les dsSRBD 2 a 5 sont
retrouvés dans la protéine Staul, tandis que ce sont les dsSRBD 1 a 4 qui sont inclus dans la
protéine Stau2. 1l est a souligner que le xenope et le poisson-zébre expriment également
Staul et Stau2. Cependant, chez ces deux espéces le dsSRBD1 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 séquencage du génome humain ont permis de retrouver
deux exons potentiels ayant la possibilité de coder pour le dsSRBD1 de Staul, mais un
codon de terminaison est retrouvé dans ’'un des deux exons (communication personnelle,

L. DesGroseillers). Le dsRBD1 de Staul a peut-étre été perdu au cours de I’évolution lors
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Figure 5 : Organisation des différents domaines des isoformes communs de Staul et Stau2

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

la tubuline).



1/\‘1

PO

|’fh\\

49

d’une spécialisation des fonctions de Staul et Stau2. Autres divergences importantes, Stau
et Stau2 sont beaucoup plus courtes en N-terminal que dmStau. Par contre, elles possédent
une région similaire au domaine de liaison a la tubuline de la protéine MAP2B : le TBD

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

Tel que mentionné précédemment (Section 1.3.1), ce ne sont pas tous les dsSRBD
qui ont une activité détectable de liaison & ’ARNdb. Des expériences réalisées in vitro a
'aide des différents dsRBD, purifiés & partir d’extraits bactériens, ont montré que les
dsRBD3 et dsRBD4 de Staul et de Stau2 sont les seuls a interagir avec I’ARNdb
(Duchaine et al., 2002; Wickham et al., 1999). Il a été rapporté que le dsRBD1 de dmStau
peut lier ’ARNdb efficacement (Micklem et al., 2000). L’absence d’activité de liaison du
dsRBD1 de Stau2 pour ’ARNdb pourrait étre expliquée par la substitution d’une lysine,
conservee dans le domaine consensus par une sérine. Le dsRBD2, quant a lui, contient une
insertion qui divise le domaine consensus en deux moitiés, I’excision de cette insertion
confere au domaine le potentiel de lier I’ ARNdb, du moins dans le cas de dmStau (Micklem
et al.,, 2000). 11 est important de noter que tous ces essais de liaison ont été réalisés avec des
protéines recombinantes provenant d’un systéme de surexpression bactérien et qu’il est
donc possible que I'affinité observée, in vitro, des divers dsRBD pour I’ARNdb ne soit pas
le reflet de I’affinité in vivo. Des différences de conformation ou des modifications post-

traductionnelles pourraient étre impliquées dans I’activité de liaison des dsRBD.
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La localisation intracellulaire de PARNm 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 microtubules. Il est donc
intéressant de voir que les protéines Staufen de mammiféres possédent un domaine
potentiel de liaison a la tubuline. Ce domaine pourrait théoriquement servir a ancrer les
complexes de transport sur les microtubules. Le TBD de Staul est fonctionnel in vitro, son
activité de liaison a la tubuline a été testée par immunobuvardage de type Far-Western
(Wickham et al., 1999). De plus, Iexpression d’un mutant de délétion de Stau2 qui ne
contient pas la portion C-terminale de la protéine comprenant le TBD empéche le transport
actif de ’ARNm dans les dendrites des neurones. Ce transport est dépendant des
microtubules. Une description plus compléte de la 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 lutilisation d’un site accepteur alternatif lors de
I’épissage (Duchaine et al., 2000). Par modélisation, il a été déduit que I’insertion de ces six

acides aminés détruit presque entiérement la structure tridimensionnelle du dsRBD3, le
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rendant ainsi inapte a lier I’ ARN, ce qui a d’ailleurs été vérifié expérimentalement. Mais
quel est le role de cet isoforme? Une réponse partielle a cette question est que Stau' peut
servir a réguler la quantitt d’ARNm dans les complexes ribonucléoprotéiques.
Etonnamment, lorsqu’introduit dans des cellules en quantité limitée, Stau' est associé au
réticulum endoplasmique rugueux et posséde la méme distribution tubulo-vésiculaire que la
protéine de type sauvage. Cependant une surexpression de Stau' entraine un phénotype
cellulaire tres particulier : la formation de trés larges granules cytoplasmiques contenant de
la calnexine, un marqueur du RER. Ceci pourrait n’étre qu’un artéfact de surexpression,
mais la co-transfection de mStau et mStau' permet de relocaliser mStau' a la surface
périnucléaire et entraine une disparition des énormes granules cytoplasmiques. Puisque
Stau' et Stau font parti des mémes complexes, la balance entre les deux isoformes peut étre
importante pour une activité normale de recrutement et de transport de I’ARNm.
L’isoforme Stau' a été retrouvé dans tous les tissus et types cellulaires testés de souris, de
singe et d’humain, cependant le rapport entre I’isoforme | et la forme sauvage peut varier. Il
semble que les lignées cellulaires immortalisées possédent un plus faible rapport Stau'/Stau,
ce qui peut indiquer une différence dans la régulation de I’épissage alternatif dans ces
cellules ou I’importance du rapport entre ces deux formes de Staul pour la physiologie

cellulaire normale.



1.4.3 Transport nucléo-cytoplasmique de Staufen

La synthése de ’ARNm ayant lieu au sein du noyau, plusieurs protéines liant
PARN transitent entre le noyau et le cytoplasme pour transporter leurs cargos d’un site a
I"autre. La premiére observation de Staul dans le noyau est venue du groupe de Juan Ortin
qui, en microscopie par immunofluorescence, a détecté hStaul principalement dans le
cytoplasme, associ€ au RER, mais également a 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
¢t€ prouvée par un essai d’import nucléaire chez la levure. Des travaux effectués a I’aide de
cellules HeLa ont montré que I'inhibition des voies d’export nucléaire dépendantes de
’exportine 5 (Exp5), voie privilégiée d’export des protéines 4 dsRBD, ou de CRM1 ne
permettent pas une accumulation nucléaire de Staul. Deux hypothéses ont été développées
pour tenter de réconcilier Iactivité du NLS et la quasi absence de Staul dans le noyau en
conditions normales. Premiérement, la présence d’un transit nucléo-cytoplasmique rapide
qui ne permet pas une accumulation de Staul au noyau ou, deuxiémement, une rétention
cytoplasmique forte de Staul. Il est & 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 role prépondérant du dsRBD3 dans le mécanisme de
rétention cytoplasmique. Sans décrire en détails les conclusions tirées de I’analyse de

Pactivit¢ 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 étre

fortement régulée par plusieurs déterminants dont les dsSRBD?2 et 4.

Stau2 est €galement soumis a un transit nucléo-cytoplasmique. La littérature sur
Stau2 présente souvent, a tort, la protéine comme étant spécifique aux neurones (Goetze et
al., 2006; Macchi et al., 2004). I est vrai que Pexpression est élevée dans les neuroncs,
mais Stau2 est également détectée dans le cceur, 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’observer une faible quantité de Stau2 dans le
noyau/nucléole de cellules en culture. Stau2 posséde également un NLS bipartite localisé
entre le dsRBD3 et 4. Le dsRBD3 de Stau2 peut interagir directement avec Exp5 et ce
uniquement si ’activité de liaison & I’ ARN est intacte. De plus, la sous-expression de Exp5,
induite par siRNA, entraine une accumulation nucléaire préférentielle de I’isoforme long de
Stau2 (Stau2®?)(Macchi et al,, 2004). Dans ce méme article, I’utilisation de I’inhibiteur de
la voie d’export CRMI, la leptomycine B, n’entraine pas d’accumulation nucléaire de

Stau2% ou de I’isoforme court, Stau2™’.

Une autre €quipe s’est intéressée a la localisation nucléaire de Stau2 avec des
résultats partiellement contradictoires qui peuvent étre réconciliés (Miki et Yoneda, 2004).
Cette étude suggére que Iexport nucléaire de Stau2® est dépendant de la voie ExpS5.
L’utilisation d’un mutant ponctuel qui détruit la stabilit¢ du dsRBD3 de Stau2®’ entraine

son accumulation nucléaire. Par contre, Stau2™ n’est pas accumulé dans le noyau s’il
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posséde la méme mutation. L’analyse de la séquence en acides aminés de Stau2™ indique la
présence, en N-terminal, d’un motif consensus d’interaction avec CRMI. Cette séquence
n’est pas présente chez Stau2®”. L’utilisation de la leptomycine B, bloqueur de la voie
d’export CRM1, ou la sous-expression de CRM1 par siRNA, entraine une accumulation

nucléaire de Stau™ dont le dSsSRBD3 est muté, mais pas de la forme sauvage.

Résumons ces observations dans leur ensemble, Stau2® est exporté du noyau via
Exp5, Stau2™ Pest également, mais uniquement d’une maniére détectable si la voie CRM1
est simultanément inhibée. Cette distinction entre les voies d’export de Stau2* et de
Stau2®* a été soulignée par d’autres travaux s’intéressant a un partenaire protéique de Stau2,
soit la protéine ZFR. La sous-expression de ZFR dans des neurones en culture primaire
entraine une accumulation nucléaire de Stau2® uniquement et n’affecte pas la localisation
intracellulaire de Stau2*’ (Elvira et al., 2006a). Il est donc possible de se demander si
P’inhibition conjointe des voies Exp5 et CRM 1 aurait pu avoir un impact sur I’accumulation

nucléaire de Staul en regard des travaux effectués avec Stau2.

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

Le lien entre une protéine a dsRBD et la traduction a été évoqué précédemment
dans le cas de I’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 réle pour Staufen dans la traduction peut étre

suggére. Ce role a déja ét€ observé chez la drosophile, car Staufen y est impliqué dans la



o

o

N

55

dérépression traductionnelle de ’ARNm oskar (Micklem et al., 2000). Pour tester la
fonction de Staul sur Pactivation traductionnelle d’un ARNm réprimé, un systéme
rapporteur utilisant 1’élément TAR du VIH-1 fut utilisé (Dugre-Brisson et al., 2005).
L’¢lément TAR est une tige boucle retrouvée a I’extrémité de tous les transcrits du VIH-1,
elle est responsable de la répression traductionnelle de ces ARNm en empéchant la fixation
des facteurs d’initiation qui reconnaissent la structure de coiffe 5°. Plusieurs protéines
peuvent interagir avec I’élément TAR, dont PKR, TRBP, I’auto-antigéne La et la protéine
virale Tat. L’insertion de I’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-
CAT 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 systémes, ’ajout ou la transfection de quantités croissantes de Staul se
traduit par une augmentation de la synthése protéique de TAR-CAT ou de TAR-luciférase,
mais pas par une augmentation générale de la traduction. De plus, ’analyse par buvardage
de type Northern de I’ARN isolé des diverses fractions cellulaires sur un gradient de
saccharose, indique que le 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-étre pas artificielle, car Staul est encapsidé
avec le VIH-1 (Mouland et al., 2000) et aurait donc possiblement un réle & jouer dans la

traduction des messagers viraux.
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1.4.5 Staufen et transport dendritique 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 P’acquisition de

certains types de mémoire.

1.4.5.1 Traduction locale d’ARNm et mémoire

Un phénoméne biochimique relié a I’apprentissage chez les mammiféres est la
potentialisation a long terme (LTP) dépendante de Pactivation du récepteur NMDA (N-
méthyl-D-aspartate) (Steward et Worley, 2002). Le mécanisme est le suivant : I’activité
pré-synaptique entraine I’activation du récepteur NMDA, ce qui active certaines kinases au
niveau du neurone post-synaptique, dont la calmoduline kinase II et la protéine kinase
dépendante de I’AMPc (PKA). PKA active ensuite les MAP kinases qui sont transloquées
au noyau ou elles phosphorylent le facteur de transcription CREB et la transcription des
genes de réponse immédiate débute (Hu et al., 2002). Un des transcrit exprimé code pour la
protéine Arc (Activity-regulated cytoskeleton-associated protein), une protéine associée au
cytosquelette. L’ARNm nouvellement transcrit de Arc est alors transporté jusqu’aux
dendrites a I’endroit précis de la synapse activée (Steward et al., 1998; Steward et Worley,
2001) ou il est localement traduit. La protéine Arc Jouerait un role de générateur dans le

réarrangement de la synapse impliquant I’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 1l (CaMKIlx), a été la cible d’études
s’intéressant 4 son transport et a sa régulation traductionnelle dans les dendrites. En effet,
les événements biochimiques qui permettent le transport dendritique de I’ARNm sont aussi
importants que les événements permettant la répression traductionnelle de ces mémes
messagers durant leur transport. Afin de bien illustrer ces deux mécanismes nous prendrons

pour exemple I’ARNm de la CaMKllo.

Cet ARNm est localisé dans les dendrites aprés la reconnaissance, par divers
facteurs, de signaux de localisation dendritique situés dans son 3’-UTR (Mayford et al.,
1996). Un modele d’étude murin a été obtenu par délétion des signaux de localisation
dendritique de ’ARNm de CaMKIllo. Cette souris a été générée par mutagenése ciblée au
niveau du locus du géne CamK/lo. La région 3’UTR de CaMKIla: de 3.1 kb fut remplacée
par la région 3’UTR du géne de I"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
CaMKllo était limitée au soma du neurone. Cette absence de la protéine au niveau des
dendrites semble étre responsable d’une diminution de formation de la LTP et de problémes

de mémoire spatiale, de mémoire associative et de mémoire de reconnaissance (Miller et
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al, 2002). 1l est donc important que ’ARNm de CaMKllo soit transporté jusqu’aux
dendrites. Une fois le transcrit localisé, il est établi que le contrdle de sa traduction
s’effectue principalement par I’addition d’une queue homopolymérique d’adénine (poly-
At) (Huang et al, 2002). Cette addition d’une queue poly-A+ est dépendante de
I’activation du récepteur NMDA. Il a également été démontré que I’activation du récepteur
NMDA entraine I’activation de la kinase Aurora qui phosphoryle le facteur CPEB,
¢vénement qui permet le recrutement de la Poly-A-polymérase (PAP) et de la Poly-A
binding protein (PABP) sur ’ARNm (Huang et al., 2003). Il est par contre important de
souligner que I’analyse semi-quantitative du niveau d’expression de I’ARNm chimérique
de CamKllo. montre une diminution trés 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 le soma (85% du type sauvage). Ces souris possédent donc moins d’ARNm codant
pour CamKllot et ceci pourrait théoriquement étre 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 possédent de multiples fonctions : récepteurs, canaux ioniques,
kinases, phosphatases et plusieurs autres groupes de protéines ayant un rdle a jouer dans la
signalisation cellulaire. Tel que mentionné précédemment, certaines de ces protéines sont

traduites localement et leur ARNm doit donc étre transporté au site de traduction



AR

59

¢ventuelle. Les ARNm sont transportés le long des microtubules a 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 al., 2002;
Kanai et al., 2004; Kohrmann et al., 1999; Mallardo et al., 2003; Tang et al., 2001). La
simple co-localisation d’une protéine avec ces granules n’indique pas I’importance de celle-

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

Les premiéres données sur un réle primordial de Stau2 dans le transport dendritique
de PARNm sont venues de I’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 la 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 quantit¢ d’ARNm au niveau du soma, ce qui suggére que Stau2-
RBD n’entraine pas une déstabilisation de I’ ARNm dendritique, mais bien que le transport
de I’ARNm est réduit. A Iinverse, 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 Stau? et la physiologie dendritique
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a €té 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 role de Staul dans le transport
dendritique de ’ARNm CamKllo (Kanai et al., 2004). En effet, la sous-expression de
Staul induite par siRNA entraine une diminution de la localisation dendritique d’un

messager rapporteur encodant CamKllo.

1.4.6 Partenaires protéiques de Staul

Puisque Staul et Stau2 co-localisent avec les polysomes, sont associés au RER, sont
retrouvés dans des granules de transport neuronaux et transitent au noyau, deux études se
sont intéressées a 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 I’autre cas, la purification a été effectuée en deux étapes par I’utilisation du systéme
TAP (Villace et al., 2004). Les Tableau Il et Tableau Ii] présentent les protéines identifiées
dans chacune de ces expériences. Il est a noter que la plupart des protéines identifiées sont
communes aux deux approches de purification si on ajoute les résultats obtenus a partir
d’immunobuvardages de type Western en plus des données de spectrométrie de masse. Ces

protéines peuvent étre classées en différentes catégories :
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° Des protéines ribosomiques et des protéines ayant un rdle a jouer dans le contrdle de
la synthese protéique.

. Des protéines du cytosquelette et des facteurs de régulation de la dynamique du
cytosquelette, ainsi que des protéines moteurs.

o Des protéines majoritairement nucléaires comme la nucléoline et RHA.

Ces diverses classes de protéines possédent des fonctions qui sont en accord avec les
différents roles de Staul, allant du transport de I’ ARN sur de longues distances au contrdle
traductionnel. Par contre, plusieurs de ces interactions sont dépendantes de I’ARN et il ne
faut donc pas en conclure a des interactions directes entre Staul et toutes les protéines
identifiées, ce qui est logique, puisque ce sont des complexes ribonucléoprotéiques qui ont
¢té isolés. Il n’y a pas que le contenu protéique des complexes qui soit important a
caractériser, le sous-chapitre suivant s’intéresse aux méthodes expérimentales qui sont

disponibles afin d’identifier les ARNm associés a une protéine liant I’ ARN.
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Tableau Il : Protéines associées a Staul-TAP

Accession  Identification

Protemn no. techmque
AMass Western  Confocal
spectromenry blot immunofluorescence
B-3 Tubulin 2118088719 —(187% - +
z-Tubulin - - +
Tau - - +
hStaufen 1sofonn 2 g1 1084134 - (273) - +
B-Actin - - +
Myosm heavy chatn 217660306 (103 NT NT
RNA-dependent RINA
helicase A 23015638 ~(13% - +
Nucleolin 2121750187 — (861 -
hoRIWNP U (SAF 4) gt 14044032 — (91} - -
Polv(Aj-bunding protetn @ 4303373~ (107) - +
w-Internexin (neurenal
wtermediate filamenti g11424034) (77} = +
Dyvpem intermediate chain — - -
Kinesin - - +
P-Associared protein
lanase I g1 1730044 + (74 NT NT
Ras GAP g1627394 ~ (74 NT NT
Racl - - +
Cde42 - -
IQGAPI protein 14306787 (8T -
FMRP - -
Ribosomal prorein Pfl @ 12634383 — (1200 NT NT
Ribosomal provein $4° 21539681 +(130) NT NT
Ribosommal protein S6 2120381196 - (120) - +

Ribosomal provein L6* « 18088374 —(103) NT NT
Ribosomal protein L28 2113004866 —(119)

|
4+

Le tableau indique les protéines associées a Staul qui ont été identifiées soit par
spectrométric de masse, soit par immunobuvardage de type Western, soit par

immunofluorescence. Tableau tiré de Villace et al. (2004).
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Tableau I1I: Protéines associées a Staul-PDZ.

GenBankt Western Eand size
Frotein acoassion m M3 blot ikDiaj
RH%H NP TR + nd. 150
hnRMPL (5AF4) NF_114032 + + 120
HF&R Q12905 + n.. 110
Kinasin heavy chain A41N15 - + 110
Hucledlin NP 1015372 + + 105
PaBP P11940 - + s
FMRP Qnerey — + 75
Oynein intermesdiate chain 214570 - + T
F4-Tubulin 2509 + n.d i
ce-Tubulin P2 — + S0
EFie (4434756 — - St
Ribreomai protain PO NP _G0oas3 + + 34
Ribasomal protein L6 AEH2ETH + n.d. 34
Ribasamal protein S2 NP 02043 + n.d 32
Ribcsomal protain S P10GED + + 3z
Ribasomal protein 533 L1322 + .. an
Ribowomal protsin LFa NP 02a3 + + n
Ribasomal protatn S8 RIREIN + M. 25
Ribeomal protin L14 F=0914 + n.d. 27
Ribosamal protein L10 24425 + nd 26
Ribogomal protain 113 R KA B + n.d 2o
Ribeesamal protein L21 SRS + nod 20

63

Ve

Le tableau indique les protéines associées a Staul qui ont été identifiées soit par
spectrométric 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 ’ARN.

Il est trés rare qu’une protéine liant I’ARN ne posséde qu’un seul ARNm cible. La
littérature recense différentes approches qui ont été utilisées afin d’identifier plusieurs
ARNm associés a une protéine. La présentation de ces techniques, ainsi qu’une description

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

1.5.1 SELEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment)

L’approche Selex consiste a enrichir, in vitro, une sous-population d’ARN qui
possede une affinité élevée pour la protéine testée. Cette méthode a été utilisée avec succes
pour diverses protéines, dont FMRP (Darnell et al., 2001), QKI (Galarneau et Richard,
2005), ainsi que les dsSRBD2 de ADARI et XIrbpA (Hallegger et al., 2006). La technique
Selex est basée sur le postulat que dans une trés grande population de molécules d’ARN
randomisées certaines sont «actives » et ont la capacité d’interagir avec la protéine
d’intérét. 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’a environ 1 x 10" molécules uniques.

Le Selex est plus approprié pour enrichir les ligands des protéines ayant des
domaines d’interaction a I’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, ’évolution de chaque nucléotide 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
I’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 tiche est encore plus ardue lors de la recherche d’un motif structural.

1.5.2 Co-immunoprécipitation de ’ARNm

L’ immunoprécipitation (IP), I'utilisation d’anticorps hautement spécifiques pour
purifier des protéines a partir d’extraits cellulaires, est une technique courante utilisée
depuis des décennies. Une variation de cette technique est de réaliser I'IP dans des
conditions plus douces ol la protéine, contre laquelle I’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 spectrométric de masse pour les composantes
protéiques et clonage ou utilisation de micropuces d’ADN pour les composantes d’acides

nucléiques.

Une des premiéres utilisations de cette approche pour identifier les ARNm associés

a diverses protéines liant I’ARN a ¢été effectuée par I’équipe de Keene (Tenenbaum et al.,



PN

66

2000). Dans ces travaux, trois protéines, soit HuB, elF4-E et PABP, ont été
immunoprécipitées a 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 : 1- Les sous-populations d’ARNm associées a
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 I’acide rétinoique, qui induit
une différenciation cellulaire, modifie la composition en ARNm des complexes
ribonucléoprotéiques isolés, démontrant une dynamique dans la reconnaissance et

I’association des ARNm a ces protéines.

L’utilisation conjointe de I’IP et des micropuces d’ADN a depuis été utilisée avec
succes pour découvrir le contenu en ARNm des complexes associés 4 FMRP (Brown et al.,

2001), SLBP (Townley-Tilson et al., 2006) et YB-1 (Evdokimova et al., 2006).

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

Une approche innovatrice développée par 1’équipe de J. Eberwine a été utilisée pour
identifier les ARNm qui sont & proximité d’une protéine dans un complexe (Miyashiro et
al., 2003). En effet, certains complexes ribonucléoprotéiques sont trés 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 li¢ directement par toutes les protéines du

complexe. De la I'importance de pouvoir discriminer quels sont les ARNm les plus
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rapprochés de la protéine d’intérét. La technique APRA consiste a attacher par un lien
covalent un oligonucléotide d’ADN a un anticorps. L’oligonucléotide contient une région
3’ dégénéree, le promoteur de I’ARN polymérase T7 et un site de restriction. La rationnelle
derriere cette approche est que si I’anticorps va se fixer sur la protéine d’intérét, alors la
région dégénérée de I’oligonucléotide peut s’apparier avec un ARNm environnant. Il s’agit
ensuite d’effectuer une réverse transcription /n sifu, de purifier ’anticorps, de synthétiser le
second brin du cDNA, de détacher le cDNA de I’anticorps avec une enzyme de restriction

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

L’approche APRA posséde quelques limitations, ’anticorps doit étre trés spécifique
pour la proté€ine d’intérét et la liaison de I’anticorps a I’antigéne doit prévaloir sur I’affinité
de I’oligonucléotide a s’hybrider sur les acides nucléiques. Un avantage de cette technique
est que I’association de I’anticorps se fait in situ, dans un contexte physiologique ot les
complexes ribonucléoprotéiques sont dans leur état natif et non pas dans un extrait

cellulaire.

1.5.4 Purification de ’ARNm par affinité

Une approche inverse existe également, c'est-a-dire que pour démontrer qu’une
protéine s’associe effectivement avec un ARNm ou pour découvrir toutes les protéines
associées a un ARNm particulier, il est possible de purifier directement un ARNm a partir
d’un extrait cellulaire et d’identifier les protéines qui y sont liées. Deux méthodes

équivalentes seront présentées.
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La premicre technique consiste a incuber un extrait cellulaire avec un
oligonucléotide de séquence complémentaire avec une région de I’ARNm a étre purifié. Le
duplex formé entre I’ARNm cible et I’oligonuciéotide, qui est biotinylé, est purifié sur une
colonne d’affinité utilisant I’avidine comme ligand. Cette approche a été utilisée pour
purifier P ARN génomique du virus HCV et identifier toutes les protéines associées (Waris

etal., 2004).

La seconde technique se résume a fusionner une séquence de 40 nucléotides & un
ARNm, cette séquence se replie en une structure qui posséde une trés forte affinité pour
I"antibiotique tobramycine. L’ARNm et les protéines associées sont purifiés par affinité sur
une résine couplée a la tobramycine. Cette 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 I’ ARNm est influencée par les protéines qui lui sont associées. Dans

cette section, il 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 nucléotide du
transcrit et la queue de polyadénosines en 3°. Cet effet de stabilisation s’explique par le fait

que ces €léments empéchent le recrutement sur I’ ARNm des nucléases impliquées dans la
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dégradation (Bernstein 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 (poly-4 nuclease), PARN (poly-A-specific ribonuclease) et le
complexe de déadénylation CCR4-NOT (Albert et al., 2000; Beelman et Parker, 1995;
Uchida et al., 2004). Ensuite, deux voies de dégradation de I’ARNm sont présentes dans la

cellule :

. la dégradation 5°— 3’ exécutée par I’exonucléase Xrnl suivant I’enlévement de la
coiffe 5* par Dcp2 (Bashkirov et al., 1997; Lykke-Andersen, 2002)
o la dégradation 3°’— 5° exécutée par I’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’accés des
facteurs de dégradation aux extrémités 5° et 3’ du transcrit et la protection de ces mémes
extrémités par plusieurs protéines dont certains facteurs d’initiation de la traduction et
PABP. Par contre, il est possible de moduler ou de faciliter I’accés des facteurs de
dégradation sur un ARNm et le mécanisme le plus connu fait appel aux régions riches en

AU (adénosines et uridine).

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

3’UTR d’une région riche en AU (Bakheet et al., 2003). Les AUBP (A U-rich binding
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profeins), dont la tristétraproline (TTP)(Blackshear, 2002), AUF1 (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 les
protéines Hu stabilisent ’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 I’exemple de AUF1 pour mieux saisir comment les AUBP modifient la
stabilité des transcrits. II est postulé que les ARNm activement traduits sont circularisés via
une interaction entre PABP et le facteur d’initiation de la traduction elF4G (Hentze, 1997).
En plus de sa capacité a s’associer aux régions riches en AU, AUF1 interagit également
avec elF4G et PABP (Laroia et al., 1999), il est donc probable que AUFI inhibe la

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

1.6.2 NMD « Nonsense-mediated decay »

Le codon stop, ou non-sens, signale a I’outillage traductionnel la fin de la séquence
peptidique encodée par le cadre ouvert de lecture de ’ARNm. Il arrive qu’une mutation ou
un épissage déficient fasse apparaitre un codon stop prématuré dans la séquence codante
d’'un ARNm, ce qui peut entrainer la synthése d’une protéine tronquée ayant
potentiellement des effets déléteres sur le métabolisme cellulaire (Frischmeyer et Dietz,
1999). Pourtant, il est trés rare que ces versions tronquées de protéines soient synthétisées,

car la cellule possede un mécanisme de reconnaissance et de destruction de ces formes
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altérées ’ARNm. Mais comment la cellule fait-elle pour différencier le codon stop
endogéne d’un codon stop inapproprié? Etonnamment, la réponse a cette question est qu’il
existe une relation entre les événements d’épissage du pré-ARNm et la premiére ronde de
traduction de I’ARNm néo-synthétisé, également nommée ronde pionniére de traduction
(Ishigaki et al., 2001; Le Hir et al., 2001; Le Hir et al., 2000a; Le Hir et al., 2000b). Nous
nous intéresserons surtout au mécanisme du NMD chez les mammiféres. 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 I’objet de cette
section n’est pas de présenter exhaustivement toute la littérature sur le sujet, mais plutt de

présenter ’essentiel de ce systéme de contrdle de la qualité qu’est le NMD.

Lors de la transcription en ARNm des génes contenant des introns, il y a dépot 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 : SRm160, DEK, RNPS1, Y14 et REF qui sont associées fortement
entre elles et qui se retrouvent 20 4 24 nucléotides en amont de la jonction exon-exon.
D’autres facteurs s’associent a I’EJC de maniére transitoire comme les protéines elF4AlIl
et Barentsz (Palacios et al., 2004) ainsi que la famille d’hélicase d’ARN Upf qui contient

trois membres : Upfl, Upf2 et Upf3 (Kashima et al., 2006; Kunz et al., 2006).

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

I’hétérodimeére CBP20.CBP80 (Calero et al., 2002). Ces ARNm possédent également des
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EJC a chaque jonction exon-exon et ont la capacité de recruter le ribosome et d’étre traduit
indépendamment de elF4E, le facteur d’initiation normalement retrouvé associé a la coiffe
des ARNm activement traduits (Chiu et al., 2004). Au moment de la ronde pionniére de
traduction, le ribosome se déplace le long de I’ARNm et enléve les EJC lorsqu’il les
rencontre. Cependant, si le ribosome fait une pause sur un codon stop qui se trouve a plus
d’une vingtaine de nucléotides en amont d’un EJC, il y aura interaction entre les deux
facteurs de terminaison de la traduction eRF1 et eRF3, et la protéine Upfl qui est alors
recrutée sur I'EJC par le dimére pré-assemblé Upf2/Upf3 (Kashima et al., 2006).
L’interaction entre Upfl et Upf2 est également stimulée par CBP80 (Hosoda et al., 2005).
Ensuite, la kinase SMGI1 phosphoryle Upfl et ’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 a la majorité des ARNm cellulaires, car la plupart d’entre
eux possedent le codon de terminaison dans le dernier exon et qu’il n’y a donc pas d’EJC
en aval du codon stop endogéne. Cependant, les ARNm encodant des protéines a
sélénocystéines (un acide aminé non classique spécifié par le codon de terminaison UGA
(Sun et al., 2001b)), les ARNm ayant de courts cadres de lecture ouverts en 5° et les ARNm
dont le 3°’UTR est formé a partir de plus d’un exon, sont tous des cibles potentielles du
NMD (Mendell et al.,, 2004). Donc le NMD, en plus de son rdle dans le contrdle de la

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

Les résultats qui seront présentés dans cette thése ont été obtenus en étudiant
principalement trois thémes se rapportant aux roles physiologiques des protéines Staufen de
mammifeéres. Premiérement, nous avons voulu identifier les ARNm liés in vivo par Staul.
Tel que mentionné précédemment, les protéines & dsRBD présentent souvent peu de
spécificité de liaison pour différents ARN en double brins in vitro. Nous avons donc utilisé
une approche combinant I'immunoprécipitation de Staul suivie par I’hybridation de
micropuces d’ADN, afin de découvrir I'identité des ARNm associés a Staul. Plusieurs

transcrits liant potentiellement Staul ont ainsi été découverts.

Deuxiémement, nous nous sommes intéressés a la caractérisation des régions de
certains de ces transcrits qui sont responsables de I’association a Staul. Parmi ces ARNm,
celui de Arfl (ADP-ribosylation factor-1) fut particuliérement étudié. Cet ARNm contient
une région en son 3’UTR qui est responsable de la liaison a Staul. De plus, le recrutement
par Staul de la protéine Upfl au niveau du 3’UTR de Arfl entraine la dégradation du
transcrit. Une étude plus appronfondie du mécanisme moléculaire responsable de cette
dégradation a conduit a [I’identification d’un nouveau mode de régulation post-
transcriptionnel de I’expression génétique que nous avons nommé le SMD (Staufen-
mediated decay). Dans le but de mieux saisir I’importance du SMD dans le métabolisme
cellulaire, nous avons entrepris P'identification globale des ARNm dont la stabilité est

affectée par Staul.
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Finalement, nous avons tenté de déterminer si Staul et Stau2 sont associés aux
mémes ARNm dans la cellule. L’utilisation de micropuces d’ADN nous a permis
d’identifier des sous-populations d’ARNm enrichies spécifiquement avec I’une ou I’autre
de ces deux protéines. Les prochains chapitres, présentés sous forme d’articles

scientifiques, contiennent les résultats obtenus au cours de ces travaux.
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2 Article 1

Kim, Y. K., Furic, L., Desgroseillers, L., and Maquat, L. E. (2005). Mammalian Staufen1

recruits Upf1 to specific mRNA 3'UTRs so as to elicit mRNA decay. Cell 120, 195-208.
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2.1 Mise en contexte

Les travaux présentés dans cet article ont été effectués suite a la découverte d’une
interaction directe entre la protéine Staul et I’hélicase d’ARN Upf] qui est impliquée dans
le NMD. 11 a alors été entrepris de caractériser le role de cette interaction sur le mécanisme
du NMD. Parallélement, nous avions identifiés des ARNm associés a4 Staul dans des
cellules humaines 293T. Un impact possible de I’interaction Staul-Upf1 sur le métabolisme
de ces ARNm a également été¢ étudié. Ceci a mené a la découverte d’un nouveau

mécanisme de dégradation de I’ARNm : le SMD (« Staufen mediated decay »).



)

78

2.2 Contributions des auteurs

Yoon Ki Kim : Recherche de partenaires protéiques de Upfl par double hybride.
Analyse par RT-PCR du niveau stationnaire de divers transcrits. Transfection de siRNA.
Co-immunoprécipitations. « GST-pulldown ». Immunobuvardage de type FarWestern.

Etudes de demi-vies d’ARNm. Construction de plasmides. Rédaction.

Luc  Furic: Co-immunoprécipitations. Analyse de micro-puces d’ADN.
Construction de plasmides. Analyse par RT-PCR de I’association de transcrits rapporteurs a

Staul. Rédaction.
Luc DesGroseillers : Supervision générale. Rédaction.

Lynne E. Maquat: Supervision générale. Rédaction.
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2.3.1 Summary

We describe a novel 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 not involve pre-mRNA splicing 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 (Arf)l mRNA.
Accordingly, down-regulating Staul, while of no detectable consequence to the splicing-
dependent NMD of either B-globin or glutathione peroxidase 1 mRNA, increases Arfl
mRNA stability. Similarly, down-regulating Upfl also increases Arfl mRNA stability.
These findings suggest that Arfl mRNA is a natural target for Staul-mediated decay, and
data indicate that other mRNAs are also natural targets. We discuss this new pathway as a

means for cells to down-regulate the expression of Staul-binding mRNAs.
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2.3.2 Introduction

Mammalian Staufen (Stau)1 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; Wickham et al, 1999). The role of Staufen is best
characterized in Drosophila, where it functions in the transport and localization of bicoid
and oskar mRNAs to, respectively, the anterior and posterior poles of oocytes, and prospero
mRNA during asymmetric divisions of embryonic neuroblasts (Broadus et al., 1998; Li et
al., 1997; Matsuzaki et al., 1998; Schuldt et al., 1998; Shen et al., 1998; St Johnston, 1995).
Drosophila Staufen also functions in the translational derepression of oskar mRNA once
the mRNA has been localized to the posterior pole (Ephrussi et al., 1991; Kim-Ha et al.,

1991, 1995; Micklem et al., 2000).

In mammals, the Staul gene is ubiquitously expressed and generates protein
isoforms having apparent molecular weights of 55 and 63 kDa (Kiebler et al., 1999; Marion
et al,, 1999; Monshausen et al., 2001; Wickham et al., 1999). The 55-kDa isoform
associates with 40S and 60S ribosomal subunits and co-localizes with the rough
endoplasmic reticulum (Luo et al., 2002; Marion et al., 1999; Wickham et al., 1999). A
role for Staul in mRNA transport and translational control has been inferred from its
presence in RNA granules that migrate within the dendrites of hippocampal neurons in a
microtubule-dependent manner (Kanai et al., 2004; Kiebler et al., 1999; Kohrmann et al.,

1999; Krichevsky and Kosik, 2001; Mallardo et al., 2003; Ohashi et al., 2002), as well as
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its encapsidation together with HIV-1 RNA in virus particles (Mouland et al., 2000).
Additionally, Staul interacts with telomerase RNA, suggesting that it functions during
DNA replication, cell division or both, possibly by influencing telomerase RNA processing

or RNP assembly or localization (Bachand et al., 2001; Le et al., 2000).

In this study, we add Staul to the repertoire of proteins that are involved in mRNA
decay. Furthermore, we demonstrate that Staul-mediated mRNA decay (SMD) involves
the nonsense-mediated mRNA decay (NMD) factor Upfl. NMD in mammalian cells is
generally a splicing-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 al., 2001). By so
doing, NMD precludes the synthesis of the encoded truncated proteins, which can function
in deleterious ways (see, €.g., Inoue et al., 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 functional protein isoforms (Hillman et al., 2004;

Mendell et al., 2004).

The dependence of NMD on splicing reflects the deposition of an exon junction
complex (EJC) of proteins ~20-24 nucleotides upstream of splicing-generated exon-exon
junctions (Kataoka et al., 2000; Kim et al, 2001; Le Hir et al., 2000a, 2000b; Lykke-
Andersen et al., 2001). This EJC includes NMD factors Upf3 (also called Upf3a) or Upf3X

(also called Upf3b), Upf2 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). Upf3 and Upf3X appear to play
a comparable role in NMD (Kim et al., 2001; Lykke-Andersen et al., 2001), although
different isoforms of Upf3 can form distinct protein complexes (Ohnishi et al., 2003;
Upf3X was not studied). Other constituents of the EJC include Y14, RNPS1, SRm160,
REF/Aly, UAP56, Magoh, Pnn/DRS, and elF4Alll (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)80-CBP20 heterodimer, which is consistent with data indicating that NMD targets
CBP80-bound mRNA as a consequence of a pioneer round of translation (Chiu et al., 2004;

Ishigaki et al., 2001; Lejeune et al., 2002, 2004).

Here we show that mammalian Staul binds the NMD factor Upfl and the 3’
untranslated region (UTR) of mRNA that encodes ADP-ribosylation factor (Arf)1. As a
result, Staul mediates Arfl mRNA decay in a mechanism that differs from NMD by
occurring independently of splicing, Upf2 or Upf3X. Analogously to the SMD of Arfl
mRNA, artificially tethering Staul downstream of a normal termination codon also reduces
mRNA abundance in a mechanism that depends on the normal termination codon and Upfl
but neither splicing nor the other Upf factors. Notably, Staul plays no detectable role in
the EJC-dependent NMD of either B-globin or glutathione peroxidase 1 mRNA.
Microarray analyses have identified a number of transcripts in addition to Arfl mRNA that

bind Staul and, therefore, may also be regulated by SMD.



o~
f

P

84

2.3.3 Results

2.3.3.1 Human Upfl Interacts With Human Staufenl

Using yeast two-hybrid analysis to screen a HeLa-cell cDNA library for encoded
proteins that interact with full-length human Upfl, human Staul was identified in four out
of one million transformants on the basis of growth at 37°C in galactose-containing
medium but not glucose-containing medium (Figure 1A, upper). Galactose promoted
transcription of cDNAs in the library, and the interaction of cDNA-encoded protein with
Upf1 allowed for growth at 37°C. Sequence analysis of partial cDNAs that were obtained
in the screen indicated that Upfl interacts with Staul within the fourth double-stranded

RNA binding domain, the tubulin binding domain, or both (Figure 1A, lower).

The ability of Upfl to interact directly with Staul 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 pull-down
to isolate GST-Upfl (Figure 1B, upper) followed by either Western blotting using a-His
antibody (Figure 1B, middle) or Coomassie Blue staining (Figure 1B, lower) to confirm the
presence of 6xHis-Staul. Notably, 6xHis-Staul was not detected in the GST pull-down in

the absence of GST-Upfl (data not shown).

Second, FLAG-Upf1 that had been purified from HeLa cells as well as GST-Upfl
that had been purified from E. coli were shown by Far-Western analysis to interact with

6xHis-Staul or GST-Staul that had been produced in E. coli. To this end, each tagged
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Staul protein was electrophoresed in SDS-polyacrylamide and probed with either FLAG-
Upfl followed by Western blotting using a-FLAG antibody (Figure 1C, middle) or GST-
Upfl followed by Western blotting using a-GST antibody (Figure 1C, right). Coomassie

Blue staining confirmed the presence of 6xHis-Staul and GST-Staul (Figure 1C, left).

Third, Staul-HA3 that had been immunopurified from Cos cells using a-HA
antibody co-purified with cellular Upfl in a manner that was resistant to the addition of
RNase A prior to immunopurification (IP) (Figure 1D, 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 CBPS80, 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 1D, upper). The co-IP of Staul 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 CBP80 and the EJC are
components of the pioneer translation initiation complex (Chiu et al., 2004; Ishigaki et al.,
2001; Lejeune et al., 2002), Staul and Barentsz are also likely to be components of this
complex. While antibodies to EJC components Upf3 and Upf3X immunopurified the EJC
component Upf2, they failed to immunopurify either Staul or Barentsz (Figure 1E). These
results suggest that: (i) the interaction of Staul and Barentsz with 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 nor

Barentsz are components of the EJC.

Fourth, FLAG-Upf1 that had been isolated from HeLa cells using a-FLAG antibody
that was covalently conjugated to an agarose affinity gel (Pal et al., 2001) co-purified with
both the 55-kDa and 63-kDa isoforms of Staul as well as Upf2 and Upf3X but not
Vimentin (Figure 1F). These data also indicate that Staul and Upf1 are components of the

same complex.

2.3.3.2 Down-Regulating Cellular Staul Has No Detectable Consequence to the EJC-
Dependent NMD of Gl or GPx1 mRNA

To gain insight into the possibility that Staul functions in EJC-dependent NMD, the
effect of down-regulating the level of cellular Staul on the NMD of mRNAs for B-globin
(G1) and glutathione peroxidase (GPx)1 was examined using small interfering (si)RNAs.
As a control, Upf3X was down-regulated in parallel. HelLa cells were transfected with
Staul siRNA, Upf3X siRNA or a non-specific “Control” siRNA and, two days later, with
three plasmids: (i) the pmCMV-Gl test plasmid that was either nonsense-free (Norm) or
nonsense-containing (39Ter), (ii) the pmCMV-GPx1 test plasmid, either Norm or 46Ter,

and (iii) the phCMV-MUP reference plasmid.

The level of each Staul isoform was down-regulated to 28% of normal, where
normal is defined as the level in the presence of the non-specific Control siRNA, and the

level of Upf3X was down-regulated to 24% of normal (Figure 2A). Using the level of Gl
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39Ter 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 Upf3X
abrogated NMD 5-fold or 3-fold, respectively (Figure 2B). Therefore, Staul does not
detectably function in the EJC-dependent NMD of nonsense-containing Gl and GPxl1,
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 Upf3X

In theory, Staul could elicit a type of EJC-independent mRNA decay based on our
finding that it binds to Upf1 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 al.,
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, RNPS1, PYM and Barentsz also function in NMD

(Bono et al.,, 2004; Gehring et al., 2003; Lykke-Andersen et al., 2001; Palacios et al., 2004).

Tethered Staul was similarly tested for the ability to reduce mRNA abundance
depending on an upstream termination codon. HeLa cells were transiently transfected with

three plasmids: (i) a pcFLuc test plasmid that produces Firefly (F) luciferase (Luc) from
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intronless FLuc cDNA that either did or did not harbor eight MS2 coat protein binding sites
(MS2bs) within the 3°UTR (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, respectively, 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.

Cells 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 nor MS2-HA-Staul affected
the level of FLuc mRNA that lacked the MS2bs, MS2-HA-Staul elicited a 3-to-4-fold
reduction in the level of FLuc mRNA that harbored the MS2bs (Figure 3B, right). In
control experiments that were performed in parallel, MS2-Upfl and MS2-Upf2 (Lykke-
Andersen et al., 2000) were also of no consequence to the level of FLuc mRNA that lacked
the MS2bs but elicited a 2-to-5-fold reduction in the level of FLuc mRNA that harbored the
MS2bs (Figure 3B, right). Furthermore, tethering an unrelated protein, HA-elF4AlllL, or
expressing Stau-HA; or myc-Upf1 that could not be tethered failed to affect the abundance

of FLuc-MS2bs mRNA (Figure S1).

These data are consistent with the possibility that tethering Staul downstream of a
normal termination codon elicits mRNA decay. This possibility was examined in two
ways. First, the effects of down-regulating the level of cellular Upfl, Upf2 or Upf3X on

the Staul-mediated reduction of FLuc-MS2bs mRNA abundance was examined. To this
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end, HeLa cells were transiently transfected with the appropriate siRNA and, two days
later, with a combination of plasmids. One combination consisted of the pmCMV-Gl test
plasmid, either Norm or 39Ter, and the phCMV-MUP reference plasmid. The other
combination consisted of the pcFLuc-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-Upf3.

Using Western blotting and the appropriate a-Upf antibody, the level of Upfl or
Upf3X (Figure 4A, left) 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 G1 39Ter mRNA 3-to-5-fold (Figures 4A and 4B, middle),
as expected. Down-regulating Upfl but not Upf3X abrogated the decrease in the
abundance of FLuc-MS2bs mRNA that was mediated by tethered Upf2 (Figure 4A, right).
Furthermore, down-regulating Upf2 abrogated the decrease in the abundance of FLuc-
MS2bs mRNA that was mediated by tethered Upf3 but had no effect on the decrease that
was mediated by tethered Upf1 (Figure 4B, right). Therefore, tethering Upf2 obviates the
need for Upf3X but not Upfl in EJC-dependent NMD, and tethering Upfl obviates the
need for the other Upf proteins in EJC-dependent NMD. We conclude that Upf2 functions
in NMD after Upf3 or Upf3X but before Upfl. Additionally, down-regulating Upfl but not
Upf3X or Upf2 abrogated the decrease in the abundance of FLuc-MS2bs mRNA that was
mediated by tethered Staul (Figures 4A and 4B, right). We conclude that (i) Upf1 function

obviates 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 not likely to involve Upf2 or
Upf3X. These results make sense given that Staul binds Upfl (Figure 1), and that Upf1 is
the last of the Upf proteins to function in EJC-dependent NMD (Lykke-Andersen et al.,

2000).

In related experiments, the effect of down-regulating the level of cellular Staul or,
as a control, cellular Upfl on NMD that was elicited by tethering Upfl, Upf2 or Upf3 to
FLuc mRNA was determined. The level of each Staul isoform 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, left). According to expectations, down-regulating Upfl
abrogated NMD that was elicited by tethering either Upf2 or Upf3 as evidenced using RT-
PCR (Figure 4C, right). In contrast, however, down-regulating Staul had no effect on
NMD that was elicited by tethering Upfl, Upf2 or Upf3 (Figure 4C, right). These results
are consistent with our finding that Staul does not 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 of either FLuc-MS2bs or GI-MS2bs mRNA
abundance (Figure S2). While we cannot discount the possibility that inhibition is due to

Staul removal by translating ribosomes, this result is consistent with the possibility that



91

Staul reduces mRNA abundance by recruiting Upfl to a position that resides downstream

of a termination (i.e., nonsense) codon (see below).

2.3.3.4 Staul Binds the 3’°UTR of Arfl mRNA and Reduces Arfl mRNA Abundance
Independently of an EJC

In search of substrates that could be natural targets of Staul-mediated effects, ADP-
ribosylation factor (Arf)l 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 two 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 a-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, Arfl mRNA was identified as one of at
least 23 ligands of Staul (Figure S3B; Table S1). Second, using RT-PCR and a primer pair
that specifically amplifies Arfl mRNA, Arfl mRNA was shown to be among the 293-cell
transcripts that co-immunopurified with (i) a-HA antibody in cells that expressed Staul-

HA3 (Figure S3C) and (ii) a-Staul antibody in untransfected cells (Figure S3C).

We rationalized that if Staul binds to Arfl mRNA at a position that reduces
mRNA abundance, then down-regulating either Staul or Upf1 should up-regulate the level
of Arfl mRNA. Furthermore, down-regulating either Staul or Upfl should fail to up-

regulate the level of Arfl mRNA that lacks the Staul binding site. To test these
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possibilities, HeLa cells were transiently transfected with Control siRNA or siRNA that
down-regulates Staul, Upfl, Upf2 or Upf3X. Two days later, cells were transiently
transfected with two plasmids in order to measure effects on the abundance of Arfl mRNA
that was transiently produced from Arfl cDNA. These plasmids consisted of: (i) a pSport-
Arfl or pSport-ArflA(3°’UTR) test plasmid, the latter of which lacks all nucleotides that
reside downstream of the normal termination codon (Figure 5A), and (ii) the phCMV-MUP
reference plasmid. Notably, the HeLa-cell Arfl gene contains four introns (Lee et al.,
1992) so that the resulting newly synthesized mRNA would harbor four EJCs. In contrast,
since Arfl ¢cDNA within either pSport plasmid lacks all introns, the resulting newly

synthesized mRNA would lack EJCs.

The results of Western blotting demonstrated that the level of each Staul isoform
was down-regulated to 26% of normal, and the level of Upfl, Upf2 or Upf3X was down-
regulated to, respectively, 21%, 22% or 13% of normal (Figure 5B, upper). The results of
RT-PCR using RNA from the same cells demonstrated that the abundance of endogenous
HeLa-cell Arfl mRNA relative to the abundance of SMG7 as well as the abundance of
Arfl mRNA that derived from Arfl ¢cDNA relative to MUP mRNA was increased 2-to-4-
fold in the presence of Staul or Upfl siRNA relative to Control siRNA (Figure 5B, middle
and lower; see also Figure S4 for comparable results using a different Staul or Upfl
siRNA). In contrast, and as expected from the Staul tethering results (Figures 3 and 4), the
abundance of Arfl mRNA from the gene or cDNA was unaffected by down-regulating

Upf3X (Figure 5B, middle and lower). For reasons that are not entirely clear, the
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abundance of Arfl 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
not detected in association with Staul (data not shown), whereas both Upf2 and Staul are
detected in association with Upfl (Figure 1F). However, down-regulating Upf2 did not
augment NMD when Staul was tethered (Figure 4B). These data suggest that Staul
reduces the abundance of Arfl mRNA in a mechanism that involves Upfl but not Upf2 or

Upf3X.

These findings also suggest that Staul binds Arfl mRNA at a position that is
located within the 3’UTR. Consistent with this, deletion of the 3’UTR increased the level
of Arfl mRNA 7-fold (Figure 5C). Moreover, in contrast to Arfl mRNA, the abundance of
ArflA(3’UTR) mRNA was unaffected by Staul siRNA relative to Control siRNA (Figure

5C).

In order to test for Staul binding to the 3’UTR of Arfl mRNA, Cos cells were
transiently transfected with the Staul-HA3 expression vector, the pSport-Arfl or pSport-
ArflA(3’UTR) test plasmid, and the phCMV-MUP reference plasmid. Notably, cells were
transfected with only half as much pSport-ArflA(3°UTR) as pSport-Arfl in order to
compensate for the difference in the level of product mRNA. Cell extract was prepared

two days later, 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 demonstrated that
the efficiency of IP was 11% (Figure 5D, upper). RT-PCR of immunopurified RNA
demonstrated the presence of Arfl mRNA, a low level of ArflA(3°’UTR) mRNA, and no
detectable MUP mRNA (Figure 5D, lower). We conclude that Staul binds to the 3’UTR of
Arfl mRNA, as was predicted from data demonstrating that Arfl mRNA but not
ArflA(3’UTR) mRNA is naturally targeted for a Staul-mediated reduction in abundance.
Additionally, we conclude that Staul also binds elsewhere within Arfl 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 to mediate a
reduction in mRNA abundance (Figure S2), the level of Arfl mRNA that derived from
cDNA harboring a premature termination codon at position 35 was up-regulated 2-fold
when Staul was down-regulated (data not 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 Arfl 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 Downstream of the
Normal Termination Codon of Arfl mRNA and Mediates Arfl mRNA Decay

To further localize the Staul binding site within the Arfl 3°’UTR, a series of
deletions was generated from the distal-most nucleotide of the Arfl 3’UTR within pSport-
Arfl (Figure 6A). Each of the resulting test plasmids was transiently introduced into 293

cells together with the Stau-HA3 expression vector. Cell extract was prepared two days
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later, and a fraction was immunopurified using a-HA antibody. Western blotting of
immunopurified protein revealed relative IP efficiencies (Figure 6B, upper). RT-PCR of
immunopurified RNA demonstrated that Staul binds between nucleotides 689 and 919
(Figure 6B, lower, where the first transcribed nucleotide of endogenous Arfl mRNA is
defined as 1). Notably, the small amount 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). While these data do not rule
out the possibility that Staul also binds within the 3°’UTR downstream of nucleotide 919 or
upstream of nucleotide 688, our finding that inserting the Staul binding site (SBS,
nucleotides 622-924) within the heterologous FLuc mRNA reduced FLuc mRNA
abundance (Figure S5A) corroborates that Staul indeed binds between nucleotides 689 and
919. We conclude that Staul binds to the 3’UTR of Arfl mRNA at a position that is

predicted to reduce mRNA abundance.

To determine if Staul and Upfl mediate a reduction in Arfl mRNA half-life, the
expression of Arfl cDNA harboring the SBS in place of the full-length 3°UTR was driven
by the fos promoter (Figure 6C, upper). This promoter is transiently inducible upon the
addition of serum to serum-deprived cells and, thus, provides a way to analyze mRNA half-
life (Lejeune et al., 2003). L cells were transfected with mouse (m)Staul siRNA, mUpfl
siRNA or, as negative controls, mUpf2 siRNA or Control siRNA and, two days later, with
the pfos-Arf1-SBS test plasmid and the phCMV-MUP reference plasmid in the absence of

serum. One day later, serum was added, and protein and RNA were purified from,
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respectively, cytoplasmic and nuclear fractions at 0, 30, 60, 90 and 120 min. Western
blotting demonstrated that the levels of mStaul, mUpfl and mUpf2 were down-regulated
to 21%, 18%, and 26% of normal (Figure 6C, second-from-top, left and right). RT-PCR
demonstrated that down-regulating mStaul or mUpfl increased the half-life of nucleus-
associated fos-Arfl-SBS mRNA, whereas down-regulating mUpf2 did not (Figure 6C,
second-from-bottom and bottom, left and right). These data reveal that Staul together with
Upf1 mediate the nucleus-associated decay of Arfl mRNA, which we call Staul-mediated
mRNA decay (SMD). The specificity of the SBS involvement in SMD was evident with
the finding that down-regulating mStaul to 29% of normal also increased the half-life of
nucleus-associated fos-FLuc-SBS mRNA (Figure S5B). Furthermore, down-regulating
mStaul to a comparable level (21% of normal) had no effect on the half-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 of Arfl mRNA involves the Arfl SBS

and Upfl but not Upf2.

2.3.4 Discussion

In this communication, we describe a novel role for Staul and new type of mRNA
decay that involves Upfl but not an EJC. We demonstrate that mammalian Staul directly
binds the NMD factor Upfl (Figure 1). We also demonstrate that tethering Staul
downstream of a termination codon reduces mRNA abundance (Figure 3) in a mechanism

that appears to involve the termination codon (Figure S2; unpub. data demonstrating that
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down-regulating Staul increases the level of Arfl 35Ter mRNA) and Upfl but not Upf2 or
Upf3X (Figure 4). This mechanism is shown to be physiologically relevant with the
finding that Staul binds to an = 230-nt region of the 3’UTR of Arfl mRNA so as to recruit
Upf1 independently of other Upf proteins and, as a consequence, reduce Arfl mRNA halif-
life (Figures 5, 6, and S3-86). 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 of Gl and
GPx1 mRNAs (Figure 2). This is despite the ability of Staul to interact with Barentsz
(Macchi et al., 2003; Figure 1), which interacts directly with the EJIC component elF4AlII
(Chan et al., 2004; Palacios et al., 2004). However, 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 Hir et al., 2000a), it follows that
a termination codon that resides more than ~25 nt upstream of a Staul binding site should
elicit SMD. These two scenarios are exemplified for Arfl mRNA, which harbors four
exon-exon junctions and binds Staul > 67 nt downstream of the normal termination codon
(Figure 7). In theory, it may be possible for a termination codon to be situated so that it

elicits both EJC-independent SMD and EJC-dependent NMD. In fact, our data indicate
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that this possibility exists for Arfl mRNA, which is normally a product of pre-mRNA
splicing and binds Staul within its coding region as evidenced by the ability of 35Ter

within Arfl cDNA to elicit SMD (unpub. data).

We have found in two independently performed microarray analyses that there are
at least 22 293-cell mRNAs in addition to Arfl mRNA that bind Staul (Table S1). This
suggests that SMD is used by cells to coordinately regulate a battery of genes in response to
changes in the cellular abundance or specific activity of Staul, Upf1 or both (see below). If
binding is sufficiently downstream of the normal termination codon, then these mRNAs
should, like Arfl mRNA, be natural targets of SMD in a mechanism that is EJC-
independent. For example, Staul 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 splicing, which has been proposed to occur one-third of
the time (Hillman et al., 2004), provided that the termination codon resides a sufficient
distance upstream of a Staul binding site. Notably, there may be mRNAs that are more
efficiently targeted for SMD than those identified to date, i.e., that would have insufficient
abundance to be detected in a microarray analysis of Staul-bound transcripts (Table S1).
In fact, some of these may be among the mRNAs that increase in abundance when Upf1 is
down-regulated but not in accordance with rules that pertain to NMD (Mendell 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 cells, after denervation or treatment with
trophic factors (Belanger et al., 2003). Additionally, differential splicing generates several
Staul isoforms that are not uniformly expressed among tissues. Staul also contains several
putative phosphorylation sites that could regulate its function, and Staul has been shown to
interact with protein phosphatase-1 (Monshausen et al., 2002). Therefore, the functions of
Staul are likely to be modulated in different tissues according to the level and nature of
each expressed isoform and, possibly, post-translational modifications. Since Upfl
phosphorylation influences Upf1 function in NMD (Ohnishi et al., 2003; Pal et al., 2001), it

is possible that Upfl phosphorylation also regulates Upf1 function in SMD.

Several Staul-bound mRNAs encode key regulatory enzymes that control
cell metabolism, proteins involved in organelle trafficking, cell division or the cell cycle, or
both (Table S1). Arfl 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. Interestingly, the level of PAICS mRNA varies
with the cell cycle in synchronized rat 3Y 1 fibroblasts (Iwahana et al., 1995). At least in

theory, this variation may be controlled 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 mRNPs that are transported and localized within dendrites of mature
hippocampal neurons (Kanai et al., 2004; Kiebler et al., 1999; Kohrmann et al., 1999;
Krichevsky and Kosik, 2001; Mallardo et al., 2003; Ohashi et al., 2002). There are a
number of RNP proteins that function in two distinct RNA metabolic processes, one of
which involves mRNA localization coupled to translational control. As one example,
Hrb27C inhibits the removal by nuclear splicing 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 Y 14, the latter of which is a component of the EJC (Kim et al., 2001; Lau et
al,, 2003; Palacios et al., 2004), are essential for EJC-dependent NMD in mammalian cells
(Ferraiuolo et al., 2004; Gehring et al., 2003; Palacios et al., 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 findings 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 recruitment of Upfl to mRNAs impacts mammalian development,
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neuronal transmission, or cellular growth control. It will also be important to determine if

Staufen and Upf1 interact in Drosophila 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 HindIll/Klenow-
filled Notl fragment that contains human UPF1 cDNA from pCl-neo-FLAG-UPF]1 (Sun et

al., 1998) was inserted into the Notl/Klenow-filled Sall fragment from pSos (Stratagene).

For the bacterial production of human Upfl that harbors an N-terminal GST tag,
pPGEX-UPF1 was constructed by ligating the Notl/Klenow-filled EcoRI fragment from
pCMV-Myc-UPF1 (unpub. data) that contains UPFl ¢cDNA to the Notl/Klenow-filled

BamHI fragment from pGEX-6p-1+Ndel (S. Burley, unpub. data).

For the bacterial production of human Staufen1 (Staul) that harbors an N-terminal
GST tag, pGEX-Staul was constructed by ligating the BamHI/Notl fragment from pGEX-
6p-1+Ndel to a PCR-amplified fragment that had been digested with Bglll and Notl. The
PCR fragment was amplified using the human Staul cDNA expression vector phStaul55-
HA3 (Luo et al., 2002) and two primers: 5’-
GAAGATCTAGAATGAAACTTGGAAAAAAACCAATGTATAAG-3’ (sense) and 5'-
ATAAGAATGCGGCCGCTCAGCACCTCCCACACACAGACATTGGTCC-3°

(antisense), where underlined nucleotides specify the Bglll or NotI site, respectively.



F i

s

102

For the bacterial production of human Staul that harbors an N-terminal 6xHis tag,
PRSET B-Staul was constructed by ligating the Klenow-filled Ndel /Notl fragment from

pGEX-Staul to the Klenow-filled Bglll fragment from pRSET B (Invitrogen).

To construct pMS2-HA-Staul that encodes N-terminal oligomerization-
defective MS2 coat protein followed successively by an HA tag and full-length human
Staul, pCl-neo (Promega) that had been digested with Nhel and Notl was ligated to two
fragments: a PCR-amplified fragment that contains the MS2 coat protein-encoding
sequence that had been digested with Nhel and BamHI, and a PCR-amplified fragment that
contains human Staul cDNA that had been digested with Bglll and Notl. The MS2 coat
protein-encoding fragment was amplified using pET-MS2 (Coller et al., 1998) and two
primers: 5’-CGCTACTAGCTAGCCGCCATGGCTTCTAACTTTACTCAGTTCGTTC-3’
(sense) and 5’-
ATAAGAATGCGGCCGCCTAGGATCCAGCGTAGTCTGGAACGTCGTATGGGTAG
ATGCCGGAGTTTGCTGCGATTG-3’ (antisense), where underlined and bold nucleotides
specify the Nhel or Notl site and HA tag sequence, respectively. The Staul cDNA-
containing sequence was amplified using phStaul55-HA3 and two primers: 5’-
GAAGATCTAGAATGAAACTTGGAAAAAAACCAATGTATAAG-3’ (sense) and 5°-
ATAAGAATGCGGCCGCTCAGCACCTCCCACACACAGACATTGGTCC-3’

(antisense), where underlined nucleotides specify the Bglll or Notl site, respectively.
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To construct pMS2-HA that harbors an N-terminal MS2 coat protein followed by an
HA tag, pCl-neo that had been digested with Nhel and Notl was ligated to the same PCR-
amplified fragment that contains the MS2 coat protein-encoding sequence and was

similarly digested with Nhel and Notl (see above).

pcFLuc-MS2bs, which contains eight tandem repeats of the MS2 coat protein-
binding sites within the 3°UTR of firefly luciferase (FLuc) cDNA, was generated from pcp-
8bs (Lykke-Andersen et al., 2000) by replacing B-globin cDNA with FLuc cDNA. pcFLuc,
which lacks the MS2 coat protein-binding sites, was generated from pcFLuc-8bs by
cleaving with PspOMI and Notl followed by self-ligation after generating blunt ends using

Klenow (New England Biolabs).

pPRLuc, which encodes renilla luciferase (RLuc), was generated from p2luc

(Grentzmann et al., 1998) by precisely deleting FLuc cDNA.

Full-length Arfl cDNA was obtained by RT-PCR (RNA PCR Core Kit, Applied
Biosystems)  using  total HEK293-cell RNA and two primers:  5’-
AGGTCTAGATCGGAGCAGCAGCCTCTGAGGTGT-3’ (sense) and 5’-
GGCTCGAGCTAATAGCTATAATTACAGTGCTTGTTTGTCGAAATG-3’ (antisense),
where underlined nucleotides specify the Xbal and Xhol site, respectively. The PCR
product was digested with Xbal and Xhol and ligated to pSport B-gal (Invitrogen) that had
been digested with Xbal and Xhol. The resulting plasmid, pSport -gal-Arf1, was digested

with Notl, purified, and self-ligated to generate pSport-Arfl.
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To construct pSport-ArflA(3’UTR), pSport-Arfl was digested with Kpnl and Xhol.
The resulting vector-containing fragment was ligated to a PCR-amplified fragment that
contains the Arfl open translational reading frame and had been digested with Kpnl and
Xhol. PCR was carried out using pSport-Arfl and two primers: 5°-
GCTATTTAGGTGACACTATAGAAGGTAC-3’ (sense) and 5’-
CCGCTCGAGTTCACTTCTGGTTCCGGAGCTGATTG-3’ (antisense), where underlined

nucleotides specify the HindlII site.

Deletions within the 3°UTR of Arfl ¢cDNA were generated using pSport-Arfl, 5’-
CATTTCGACAAACAAGCACTGTAATTATAGCTATTAG-3’ (sense) and one of the
following antisense primers: 5-CCAAGGACAAGCGAGTTGCG-3°(A1229-1794), 5°-
CGACTGGCATCCAGGCCGTAAC-3’(A1123-1794), 5’-
GTGCCCATGGGCCTACATCC-3’(A920-1794), 5’-ACGAGCCGCACGTTTGCCA-
3°(A689-1794), 5’-GTTCACTTCTGGTTCCGGAGCTG-3’(A622-1794). PCR
amplifications were carried out using Pfu Ultra (Stratagene). PCR products were incubated
with Dpnl to digest the methylated template DNA, phosphorylated at the 5° ends using T4

polynucleotide kinase (Fermentas), and circularized by ligation.

To construct pfos-ArfI-SBS or pfos-ArflA3’UTR), pfos-Gl (Lejeune et al., 2003)
was digested with Ncol and EcoRI and ligated to a PCR-amplified fragment that contains
Arfl-SBS ¢cDNA or ArflA3’UTR) cDNA. PCR was carried out using pSport-Arfl and two

primers: 5’-ACAACCATGGGGAACATCTTCGCCAACCTCTTC-3’ (sense) and either
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5’-CCGGAATTCTGGGCCTACATCCCCTCTCAGCACTGAAC-3’ (antisense) for Arfl-
SBS ¢DNA or 5-CCGGAATTCTCACTTCTGGTTCCGGAGCTGATTGGAC-3’
(antisense) for ArflA3’UTR) cDNA, where underlined nucleotides specify the Ncol or

EcoRI site.

2.3.5.2 Yeast Two-Hybrid Analysis

Proteins that interact with human Upfl were identified using the CytoTrap Two-
Hybrid System (Stratagene). The yeast strain cdc25H was transformed with pSos-Upfl
and the pMyr library of HeLa-cell cDNAs (Stratagene). Transformants were processed

following manufacturer instructions.

2.3.5.3 siRNA-Mediated Down-Regulation of Human Upfl, Upf2, Upf3X or Staul
HeLa cells (2 x 10% were grown in DMEM medium (Gibco-BRL) containing 10%
fetal bovine serum (Gibco-BRL) in 60-mm dishes and transiently transfected with 100 nM
of in vitro-synthesized small interfering (si)RNA (Xeragon or Dharmacon) using
Oligofectamine (Invitrogen). Upfl, Upf2, Upf3X or Staul were down-regulated using,
respectively, 5-r(GAUGCAGUUCCGCUCCAUU)A(TT)-3", 5'-
r(GGCUUUUGUCCCAGCCAUC)A(TT)-3, 5'-f(GGAGAAGCGAGUAACCCUG)I(TT)-

3%, or 5'-r(CCUAUAACUACAACAUGAG)d(TT)-3".

In experiments that involved siRNA and tethering (see below), cells were re-

transfected 48 h later with the specified reporter, effector, and reference plasmids. Cells
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were harvested two days later. To test for the abrogation of Gl, GPx1 or Arfl NMD, cells
were re-transfected 48 h after siRNA introduction with (i) 0.05 pug of a pmCMV-GI test
plasmid, either nonsense-free (Norm) or nonsense-containing (39Ter) (Zhang et al., 1998),
(i) or 0.05 pg of a pmCMV-GPx1 test plasmid, either Norm or 46Ter (Moriarty et al.,
1998), (iii) 0.05 pg of a pSport-Arfl or pSport-Arf1A(3’UTR) test plasmid, and (v) 0.1 ug
of the phCMV-MUP reference plasmid (Belgrader and Maquat, 1994) using Lipofectamine

Plus Reagent (Invitrogen).

2.3.5.4 Tethering Experiments

HeLa cells (2 x 10°) were transiently transfected using Lipofectamine Plus
(Invitrogen) with 0.3 pg of the reporter plasmid pcFLuc or pcFLuc-MS2bs, 0.02 g of the
reference plasmid pRLuc, and 3 pg of one of the following effector plasmids: pMS2-HA,
pMS2-HA-Staul, pcNMS2, pcNMS2-Upf1, pcNMS2-Upf2 or pcNMS2-Upf3. Cells were
harvested two days later. Protein was purified from half of the cells using passive lysis
buffer (Promega), and total RNA was purified from the other half using TRIzol Reagent

(Invitrogen).

2.3.5.5 fos Promoter Induction Experiments

Ltk- cells (4 x 106) were transiently transfected with 200 nM of Control siRNA,
100 nM  of each of two different mouse Staul siRNAs [5°-
r(CAACUGUACUACCUUUCCA)I(TT)-3" or 5’

"(AACGGUAACUGCCAUGAUA)A(TT)-3’], or 200 nM of mouse Upfl siRNA, [5°-
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r(UCAAGGUUCCUGAUAAUUA)A(TT)-3’] or  mouse Upf2 siRNA  [5°-
r(GAAACUUCUUGAUGAACAA)A(TT)-3’]. Two days later, cells were retransfected
with 0.3 pg of the pfos-Arfl-SBS test plasmid and the 1.0 pg of the phCMV-MUP
reference plasmid as described above. The fos promoter was transiently induced, and cells
were fractionated as described (Lejeune et al., 2003). However, serum was eliminated

from the second transfection and added back one day later.

2.3.5.6 Immunopurifications
Cos-7 or Hela cells were cultured as described above but in 150-mm dishes.
Transfections and immunopurifications were performed as described (Chiu et al., 2004;

Ishigaki et al., 2001; Lejeune et al., 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),
Upf3/3X (Serin et al., 2001), Barentsz (Macchi et al., 2003), CBP80 (Izaurralde et al.,
1994), elF4E (Santa Cruz), Vimentin (Santa Cruz), human Staul (Wickham et al., 1999).,
mouse Staul (Marion et al., 1999) or elF3b (a gift from N. Sonenberg) as described (Chiu

et al,, 2004; Lejeune et al., 2002, 2003).
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2.3.5.8 RT-PCR

The levels of specific RNAs were quantitated using RT-PCR as described (Sun et
al., 1998). FLuc, B-Gl and MUP mRNAs were amplified as described previously (Chiu et
al., 2004; Lejeune et al., 2003), and RLuc mRNA was amplified using the primers 5’-
ATGACTTCGAAAGTTTATG-3" (sense) and 5 -TTCAGATTTGATCAACGCA-3’
(antisense). Cellular Arfl mRNA or Arfl mRNA that derived from a pSport vector was
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-Arfl-SBS mRNA was
amplified using the primers 5’-GCAGCGAGCAACTGAGAAGC-3’ (sense) and 5°-

TTCTTGTACTCCACGGTTTC-3’ (antisense).

RT-PCR products were electrophoresed in 5% polyacrylamide and quantitated by

Phosphorimaging (Molecular Dynamics).

In experiments that mapped Staul-HA binding within the Arfl mRNA 3’UTR, RT-
PCR analysis of Arfl 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 cells that had been stably transfected with
pCl-neo-FLAG-UPF1 as previously described (Pal et al., 2001). GST-Upfl was purified

from E. coli using Bulk GST Purification Modules (Amersham).

Lysates of E. coli that were or were not induced to express 6xHis-Staul or GST-
Staul using IPTG (Invitrogen) were resolved in 8% SDS-polyacrylamide and transferred to
Hybond ECL nitrocellulose (Amersham). Membranes were incubated for 12 h at 4°C in
blocking buffer [20 mM Hepes (pH 7.4), 50 mM NaCl, 5 mM MgCI2, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 0.1% NP-40 and 2% milk], and then incubated overnight at 4°C in blocking buffer
containing 10 pg of purified FLAG-Upf1 or GST-Upf1. Interacting proteins were detected

using Western blotting and a-FLAG or a-GST antibody.
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2.3.8 Figure legends

Figure I. Human Upfl interacts with human Staufen (Stau)] in a yeast two-hybrid
analyses, in vitro binding assays, and immunopurifications (IPs) of Staul-HA; from Cos
cells. (A) Yeast two-hybrid screening. Human Upf1 as bait interacts with human Staul
from the pMyr-cDNA library (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 pull-down assays. E. coli lysates that expressed GST-Upfl (+) were
mixed with E. coli lysates that did not (-) or did (+) express 6xHis-Staul, purified using
Glutathione Sepharose beads (After) or not (Before), and subjected to Western blotting
(WB) using a-GST antibody (upper) or a-His antibody (middle) either before or after GST
pull-down. Additionally, a fraction of each sample before or after GST-pull-down was
analyzed by Coomassie Blue staining to verify the presence of GST-Upfl and 6xHis-Staul
(lower, indicated by dots). (C) Far-Western analysis. E. coli lysates that did not (-) or did
(+) produce either 6xHis-Staul or GST-Staul were subjected to Far-Western blotting (FW)
using FLAG-Upf1 that had been immunopurified from Hela cells (middle) or GST-Upfl
that had been immunopurified from E. coli (right). Interacting proteins were identified by
Western blotting using a-FLAG or a-GST antibody, respectively. Expression of 6xHis-
Staul and GST-Staul was also verified by staining each lysate with Coomassie Blue (left).
(D) IP of Staul-HA;. Cos cells were transiently transfected with a plasmid that expressed

the 55-kDa isoform of Staul-HA;. After cell lysis, RNA and protein were purified from
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the lysate before and after IP using a-HA antibody or, to control for the specificity of the
IP, rat (r) IgG. RNase A was added to half of each sample prior to IP. SMG7 mRNA was
analyzed using RT-PCR to demonstrate that the RNase A digestion was complete (lower).
The four left-most lanes represent 2-fold serial dilutions of RNA and demonstrate that the
RT-PCR is semi-quantitative. Western blotting was used to detect the specified proteins
(upper). The three left-most lanes represent 3-fold serial dilutions of protein before IP and
demonstrate that the Western blotting is semi-quantitative. (E) IP of cellular Upf3/3X.
Lysate from untransfected Cos cells was immunopurified using a-Upf3/3X antibody or, as
a control for nonspecific IP, normal rabbit serum (NRS). Western blotting was used to
analyze the specified proteins. Upf3 co-migrated with Ig heavy chains and, thus, could not
be analyzed. (F) IP of FLAG-Upfl. Lysates of HelLa cells that did (+ pCl-neo-FLAG-
UPF1) or did not (- pCl-neo-FLAG-UPF1) stably express FLAG-Upfl was analyzed either

before or after IP using a-FLAG antibody by Western blotting for the specified proteins.

Figure 2. Down-regulating cellular Staul has no detectable effect on the EJC-
dependent NMD of Gl 39Ter or GPxl 46Ter mRNA. Hela cells were transiently
transfected with Staul siRNA, Upf3X siRNA, or a nonspecific Control siRNA. Two days
later, cells were re-transfected with pmCMV-Gl and pmCMV-GPx1 test plasmids, either
nonsense-free (Norm) or nonsense-containing (Ter), and the phCMV-MUP reference

plasmid. After an additional day, protein and RNA were purified. (A) Western blot
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analysis of the siRNA-mediated down-regulation of Staul or Upf3X, where the level of
elF3b served to control for variations in protein loading. (B) RT-PCR analysis of the level
of Gl mRNA (left) or GPxI mRNA (right), which was normalized to the level of MUP
mRNA. Normalized levels of Norm mRNA in the presence of each siRNA were defined as
100%. Levels in three independently performed experiments did not vary by more than

7%.

Figure 3. Tethering Staul to the FLuc mRNA 3’UTR reduces FLuc mRNA
abundance. (A) Schematic representations of firefly (F) and renilla (R) luciferase (Luc)
expression plasmids pcFLuc-MS2bs, pcFLuc, and pRLuc, where X8 specifies eight tandem
repeats of the MS2 coat protein binding site. (B) HeLa cells were co-transfected with the
specified pcFLuc-MS2bs reporter plasmid, the pRLuc reference plasmid, as well the
specified effector plasmid. Two days after transfection, protein and RNA were purified.
Western blotting using a-HA antibody demonstrates effector expression (left). 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 level of RLuc mRNA. Each normalized level of FLuc or FLuc-MS2bs
mRNA was then calculated as a percentage of the normalized level of FLuc or FLuc-

MS2bs mRNA that was obtained in the presence of pMS2-HA or pcNMS2, which was



_,\
fih

125

defined as 100%. RT-PCR results in at least three independently performed experiments

did not vary by more than 9%.

Figure 4. siRNA-mediated down-regulation of cellular Upfl but not Upf2 or
Upf3X inhibits the reduction in FLuc-MS2bs mRNA abundance that is mediated by
tethered Staul. (A-C) HelLa cells were transiently transfected with the specified siRNA.
Two days later, cells were transfected with the pcFLuc-MS2bs reporter plasmid, the pRLuc
reference plasmid, and the specified effector plasmid. Alternatively, cells were transfected
with a pmCMV-GI 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 of down-regulation (left). RT-PCR was used to quantitate
the effects of siRNA on Gl mRNA abundance, as in Figure 2B (middle). RT-PCR was used
to quantitate the effects of siRNA on mRNA abundance that were mediated by tethering the
specified protein as in Figure 3B (right). For all RT-PCR results, mRNA levels in at least

two independently performed experiments did not differ by more than 10%.

Figure 5. Staul binds the 3’UTR of Arfl mRNA and reduces its abundance in a
mechanism that involves Upfl. (A) Schematic representations of the Arfl gene and the
pSport-Arfl and pSport-ArflA(3’'UTR) cDNA expression plasmids. (B) As in Figure 4A,

except that Hela cells were transiently transfected with the specified siRNA. Two days
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later, cells were re-transfected with a pSport-Arfl test plasmid and the reference phCMV-
MUP plasmid. After an additional day, protein and RNA were isolated for Western
analysis and RT-PCR, respectively. The efficiency of siRNA-mediated down-regulation of
gene expression as assessed using Western blotting (upper). The levels of endogenous
Arfl and SMG7 mRNAs (middle) or of Arfl mRNA that derived from pSport-Arfl and
MUP mRNA (lower) as assessed using RT-PCR. Numbers below the panel represent the
level of Arfl mRNA after normalization to the level of either SMG7 or MUP mRNA,
where the normalized level of Arfl mRNA in the presence of Control siRNA was defined
as 100%. (C) As in (B) except that pSport Arfl or pSport-ArflA(3°UTR) was used as test
plasmid. The level of Arfl mRNA or ArflA(3’UTR) mRNA that derives from pSport-Arfl
and the level of MUP mRNA were assessed using RT-PCR. (D) IP of Staul-HA;. Cos
cells were transiently transfected with the Staul-HA; expression vector, pSport-Arfl or
pSport-ArflA(3’UTR), and phCMV-MUP. Notably, cells were transfected with only half
as much pSport-ArflA(3’'UTR) relative to pSport-Arfl in order to compensate for the
difference in the level of product mRNA. Two days later, cells were lysed, and a fraction
of lysates was immunopurified using a-HA antibody or, as a control, rIgG. Protein or RNA
before and after IP was analyzed, respectively, using Western blotting and a-HA antibody
(upper), or RT-PCR (lower). For all RT-PCR results, mRNA levels in two independently

performed experiments did not differ by more than 20%.
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Figure 6. Staul binds within an ~230-nt region of the Arfl mRNA 3’UTR, and this
region reduces the half-life of Arfl mRNA in mechanism that depends on Staul and Upfl.
(A) Schematic representations of the various Arfl mRNAs harboring deletions within the
3"UTR. Numbering is relative to the first nucleotide of endogenous Arfl mRNA, which is
defined as 1. The upper-most construct represents full-length mRNA. (B) 293 cells were
transfected with the Staul-HA; expression vector and the specified pSport-Arfl test
plasmid. One-tenth of each IP was used to determine IP efficiencies using Western blotting
(upper). RNA was isolated from the rest of the IP, and the level of Arfl mRNA from each
Sport test plasmid was quantitated by RT-PCR and ethidium bromide staining (lower). The
level of Arfl mRNA from each pSport test plasmid was similarly assessed before IP to
control for variations in transfection efficiencies and RNA recovery. (C) L cells were
transfected with mouse (m)Staul, mUpf1, mUpf2 or Control siRNA. Two days later, cells
were re-transfected with the pfos-Arf1-SBS test plasmid (upper left) and the phCMV-MUP
reference plasmid in the absence of serum. 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, left and right). For each time point, the level
of pfos-Arf1-SBS mRNA was normalized to the level of MUP mRNA. Normalized levels
were calculated as a percentage of the normalized level of fos-Arfl1-SBS mRNA at 30 min

in the presence of each siRNA, which was defined as 100. Normalized levels represent the
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average of two independently performed experiments that did not vary by more than 20%.

They are plotted as a function of time after serum addition (bottom, left and right).

Figure 7. Models for EJC-dependent NMD and SMD of Arfl mRNA in mammalian
cells. (A) Recruitment of Upfl to one of the four EJCs of Arfl mRNA via Upf2 and
Upf3/3X.  Within the nucleus, pre-mRNA splicing deposits an exon junction complex
(EJC) of proteins that consists of RNPSI1, Y14, SRm160, REF'Aly, Magoh, UAPS56,
Pnn/DRS and eIF4AIll (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) and is located ~20-25 nucleotides
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 of the 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 prematurely moré than ~50-55 nucleotides upstream of any
exon-exon junction, which would be ~20-25 nucleotide upstream of the corresponding EJC
(only the 3’-most of which is shown). (B) Recruitment of Upfl to the 3’UTR of Arfl
mRNA via Staul. Staul, which binds the 3’UTR of Arfl mRNA, recruits Upfl
independently of an EJC. Data suggest that SMD occurs when translation terminates
properly. By analogy to EJC-dependent NMD, the Staul binding site would reside more
than ~20-25 nts downstream of the normal termination codon in order to elicit SMD. This

is consistent with our finding that Staul binds at least 67-nt downstream of this codon.
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Figure 6. Staul binds within an ~230-nt region of the Arfl mRNA 3°UTR, and this region

reduces the half-life of Arfl mRNA in mechanism that depends on Staul and Upfl.
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2.3.10Supplementary Experimental Procedures

2.3.10.1 Plasmid Constructions

To construct pMS2-HA-elF4Alll, which encodes N-terminal oligomerization-
defective MS2 coat protein followed successively by an HA tag and full-length human
elF4Alll cDNA, pCl-neo that had been digested with Nhel and Notl was ligated to two
fragments: the Nhel/BamHI fragment from pMS2-HA-Staul that contained the MS2 coat
protein-encoding sequence, and a PCR-amplified fragment that contained human elF4AIll
cDNA and had been digested with BamHI and Notl. elF4AIll cDNA was amplified using
pcDNA3-HA-elF4Alll (Chiu et al, 2004) and two  primers: 5-
CGCGGATCCATGGCGACCACGGCCACGATGGCGACC-3"  (sense) and  5'-
ATAAGAATGCGGCCGCTCAGATAAGATCAGCAACGTTCATCGG-3’  (antisense),

where underlined nucleotides specify the BamHI or Notl site, respectively.

To construct pcFLuc(UAA—CAA)-MS2bs, which lacks a termination
codon upstream of the MS2 binding sites, pcFLuc-8bs that had been digested with Notl and
EcoRV was ligated to a PCR-amplified fragment. This fragment, which contained the C-
terminus of FLuc in which the UAA codon had been converted to a CAA codon, was
digested with Notl and EcoRV prior to ligation. PCR reactions were performed using
pRHCV F (Kim et al., 2003) and two primers: 5°-

TTGACCGCTTGAAGTCTTTAATTAAATAC-3’ (sense) and 5’-
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CGAAGCGGCCGCAATTACATTTTGCAATTTGGACTTTCCGCCCTTCTTGGC-3

(antisense). Underlined nucleotides specify a Notl site.

To construct pcFLuc-SBS or pcFLuc-No SBS, pcFLuc-8bs was digested
with Xbal and ligated to a Xbal-digested PCR-amplified 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-filled EcoRI/Ncol
fragment from pfos-Gl to a PCR-amplified fragment that contained FLuc-SBS cDNA and
had been incubated with T4 DNA polymerase, T4 polynucleotide kinase and Ncol. 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 underlined nucleotides specify the Ncol or EcoRl site.

pSport-PAICS was purchased from ATCC (catalog # MGC-5024, NCBI

Accession # BC010273). pSport-PAICSA(3’UTR) was generated using pSport-PAICS and
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two  primers: 5’-CCAAGCTTACGCGTACCCAGCTTTC-3’ (sense) and 5°’-
CCCCTAAAAAATTCAATGGCATTCTTTC-3’ (antisense). PCR amplification was
carried out using Pfu Ultra (Stratagene). The PCR product was incubated with Dpnl to
digest the methylated template DNA, phosphorylated at the 5° ends using T4

polynucleotide kinase (Fermentas), and circularized by ligation.

PCDNA3-RSV-CK2A2 was constructed by inserting a BamHI/Xhol fragment from
pOTB7-CK2A2 (ATCC catalog # MGC-10397, NCBI Accession # BCO008812) into

pCDNA3-RSYV that had been digested with BamHI and Xhol.

2.3.10.2 siRNA sequences
Staul(A) siRNA consisted of 5’-(GUUUGAGAUUGCACUUAAA)A(TT)-3".

Upf1(A) siRNA consisted of 5°-{(AACGUUUGCCGUGGAUGAG)d(TT)-3.

2.3.10.3 RT-PCR

FLuc-MS2bs mRNA or FLuc(UAA—CAA)-MS2bs mRNA was amplified using
the primers 5’-CAACACCCCAACATCTTCG-3’ (sense) and 5’-
CTTTCCGCCCTTCTTGGCC-3" (antisense). GI-MS2bs or G(UAA—UAC)-MS2bs was
amplified using the primers 5°-AATACGACTCACTATAGGGA-3’ (sense), which
annealed to the T7 promoter, and 5’-GATACTTGTGGGCCAGGGCA-3’ (antisense).
FLuc-SBS mRNA was amplified using the same T7 promoter primer (sense) and 5’-

TCTAGAGGATAGAATGGCG-3’ (antisense). fos-FLuc-SBS mRNA was amplified
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using the primers 5-GCAGCGAGCAACTGAGAAGC-3" (sense) and 5’-
TCTAGAGGATAGAATGGCG-3 (antisense). PAICS mRNA was amplified using the
primers 5’-AGCAGGCTGGTACCGGTCCG-3’ (sense) and 5’-

ACCAATGTTCAGTACCTCAG-3’ (antisense).

2.3.10.4 Microarray Analysis

The IP of Staul-containing RNP was performed 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
(Agilent). Biotin-labeled 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 of at least 2.5-

fold were scored as Staul-interacting transcripts.

2.3.11Supplementary References
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2.3.12Supplementary Figure legends

Figure S1. The abundance of FLuc-MS2bs mRNA is reduced by MS2-HA-Staul or
MS2-Upfl but not by MS2-HA-elF4Alll, myc-Upfl or Staul-HA;. As in Figure 3, except
that the specified effector plasmids were used. (A) Western blot analysis of MS2-HA,
MS2-HA-Staul and MS2-HA-elF4Alll expression using a-HA antibody (left), MS2-Upfl,
myc-Upfl and endogenous Upfl expression using a-Upfl antibody (upper right), and
MS2-HA, MS2-HA-Staul and Stau-HA; expression using a-Staul antibody (lower right).
Endogenous Staul was detectable with enhanced chemiluminescence (data not shown).
(B) RT-PCR analysis of the levels of FLuc-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 mRNA. Normalized levels were 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 pCDNA3 RSV (i.e., the vector for

hStaul-HA; expression), each of which 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 !ocated upstream of the Staul binding site. HeLa cells 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, pcGl-MS2bs and pcGI(UAA—UAC)-MS2bs test plasmids
(the latter two were called pcB-6bs and pcBUAC-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 Figure 3,
except that pcGl-MS2bs and pcGI(UAA—UAC)-MS2bs were reporter plasmids, and
phCMV-MUP was the reference plasmid. Results represent two independently performed

experiments, and RT-PCR quantitations did not vary by more than 11%.

Figure S3. Staul binds Arfl mRNA. (A) IP of Staul-HA:. 293 cells were
transiently transfected with a plasmid that expressed Staul-HA; or, to control for
nonspecific IP, Staul-6xHis. Two days later, cclls were lysed, a fraction of cell lysates was

immunopurified using a-HA antibody, and Staul was 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
of endogenous Staul. (B) Identification of Arfl mRNA in Staul-containing RNP. Biotin-
labeled cRNA was synthesized using RNA that had been immunopurified using a-HA
antibody from Staul-HA;- or Staul-6xHis-expressing cells. Alternatively, biotin-labeled
cRNA was synthesized using poly(A)" RNA from untransfected cells. The histogram
represents the amount of hybridized Arfl mRNA that was either immunopurified using o-
HA antibody from Staul-HAj-expressing cells (left) or present in untransfected 293-cell
poly(A)” RNA (right), both of which are presented relative to the amount of hybridized
Arfl mRNA that was immunopurified using a-HA antibody from Staul-6xHis-expressing
cells. A ratio of more than 2.5 is statistically significant. (C) RT-PCR of Arfl mRNA in
Staul-containing RNPs. 293 cells were transiently transfected with plasmid that expressed
either Staul-HA; or, as a control, Staul-6xHis. As in (A), except that immunopurified
RNA was purified, and Arfl mRNA was amplified using RT-PCR (two left-most lanes).
Alternatively, lysates from untransfected 293 cells were immunopurified using a-Staul
antibody (right) or an unrelated ascites fluid for the analysis of Arfl mRNA. Similar

results were obtained in three independently performed experiments.

Figure S4. A comparable increase in the abundance of Arfl mRNA that derives
from pSport-Arfl is obtained using two different Staul siRNAs or two different Upfl

siRNAs. As in Figure 5B. However, Staul(A) or UpfI(A) siRNA was analyzed in parallel
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to, respectively, the Staul or Upfl siRNA that was analyzed in Figure 5B. (A) Western
blotting demonstrates down-regulation of Staul (left), and RT-PCR demonstrates that
down-regulating Staul increased the level of Arfl mRNA abundance (right). (B) As in
(A), except that Upfl was down-regulated. Results 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) of the Arfl mRNA
3’UTR within FLuc mRNA results in a Staul-dependent reduction in FLuc mRNA half-
life, whereas inserting a different region (No SBS; nts 899-1144) of the Arfl mRNA
3’UTR does not. (A, left) Schematic representations of pcFLuc-SBS and pcFLuc-No SBS
test plasmids. Notably, the Arfl SBS maintains the distance and sequence of the
minimized Staul binding site (nts 688-919) relative to the normal termination codon. (A,
middle and right) As in Figures 5B and C, except that only Staul was down-regulated and
pcFLuc-SBS or pcFLuc-No SBS were the test plasmids. Western blotting revealed that
Staul siRNA reduced the level 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 plasmid. Western
blotting revealed that mStaul siRNA reduced the level of mStaul to 29%. Results
represent two independently performed experiments, 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 half-life of fos-
ArflA(3’UTR) mRNA. As in Figure S5B, except that the test plasmid was pfos-
ArflA(3’UTR). Results represent two independently performed experiments, and RT-PCR

quantitations did not vary by more than 19%.

Figure S7. The 3’UTR of PAICS mRNA, which encodes
phosphoribosylaminoimidazole ~ carboxylase =~ and  phosphoribosylaminoimidazole
succinocarboxamide synthetase activities, also binds Staul, and down-regulating Staul
increases PAICS mRNA abundance. (A) As in Figure 6B, 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-PAICSA(3’UTR) was the test plasmid. The small
amount of MUP mRNA that was detected in the IP represents background since (i) MUP
mRNA was never detected in other IPs and (ii) a comparison of the levels of PAICS and
MUP mRNAs before and after IP shows a 110-fold enrichment of PAICS mRNA relative
to MUP mRNA after IP. (C) As in Figure 5B, except that only Staul was down-regulated
and pSport-PAICS was the test plasmid. Results represent two independently performed

experiments, and RT-PCR quantitations did not vary by more than 7%.
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Figure S2. Evidence that Staul reduces mRNA abundance in a way that depends on a

termination codon that is located upstream of the Staul binding site.
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3.1 Mise en contexte

Les travaux présentés dans cet article ont été entrepris a la suite de la découverte du
mécanisme de dégradation de I’ 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 ARNm cellulaires ont été observées par hybridation de micro-puces
d’ADN. Nous avons également caractérisé les sites de liaisons a Staul de certains de ces

transcrits.
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Yoon Ki Kim : Transfection de siRNA. Analyse par RT-PCR du niveau stationnaire
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3.3.1 Summary

It is currently unknown how extensively Staufen (Stau)l-mediated mRNA decay
(SMD) is utilized by mammalian cells to downregulate gene expression. To 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% of the 11,569 HeLa-cell transcripts that
were analyzed are upregulated in three independently performed experiments. 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
results suggest that SMD is a post-transcriptional regulatory pathway that influences the

expression of a wide variety of physiologic transcripts and metabolic pathways.
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3.3.2 Introduction

Staufen (Stau)l-mediated mRNA decay (SMD) is a translation-dependent
mechanism that occurs when Staul, together with the nonsense-mediated mRNA decay
(NMD) factor Upfl, is bound sufficiently downstream of a termination codon (Kim et al.,
2005). The one proven physiologic target of SMD encodes ADP ribosylation factor (Arf)1,
which is a G protein involved in membrane trafficking and organelle structure (Kim et al.,
2005). Staul binds to the 3’ untranslated region (UTR) of Arfl mRNA and triggers SMD
through Upfl when translation terminates at the normal termination codon (Kim et al.,

2005).

Upfl acts after Staul during SMD (Kim et al., 2005). Upfl also acts after the NMD
factors Upf2 and Upf3 or Upf3X (also called Upf3a or Upf3b, respectively) during NMD
(Kim et al., 2005; Lykke-Andersen et al., 2000). While 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 Upf2
and Upf3 or Upf3X (Maquat, 2004; Tange et al., 2004) whereas the recruitment of Upfl in

SMD is directly via Staul and does not require an EJC (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 nucleotides upstream of an EJC, i.e., more than ~ 50 nucleotides upstream of a

spliceable 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
splicing, whereas SMD targets are not required to undergo splicing (although many do).
NMD targets can harbor either a frameshift or a nonsense mutation. They also include
naturally occurring transcripts with (i) one or more UGA selenocysteine codons, (ii) an
upstream translational 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 translational reading frame as a
consequence of alternative splicing (Hillman et al., 2004; Mendell et al., 2004). In contrast,
SMD targets bind Staul within the 3’UTR, as exemplified by Arfl mRNA. In theory, they
would also include other naturally occurring or abnormal transcripts that terminate
translation sufficiently upstream of a 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) heterodimer CBP80-CBP20 (Chiu
et al., 2004; Hosoda et al., 2005; Ishigaki et al., 2001; Lejeune et al., 2002), which is also
bound by EJC-associated Upf proteins, SMD degrades mRNA that is either newly
synthesized and bound by CBP80-CBP20 or more mature and bound by eukaryotic
translation initiation factor (elF)4E (Hosoda et al., 2005). In fact, CBP80 promotes the
interaction of EJC-associated Upf2 with Upfl during NMD but has no effect on the

interaction of Staul with Upfl during SMD (Hosoda et al., 2005).

At the start of this work, microarray studies had demonstrated that at lcast 22 human

transcripts, in addition to the one bone fide SMD target, bind Staul (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 only if binding is downstream of a
termination codon. For example, Staul binding to the 5’ end of an mRNA harboring a
translationally repressive structure enhances translation rather than triggers SMD (Dugre-
Brisson et al., 2005). Therefore, rather than analyzing Staul binding, a more inclusive
approach to identifying SMD targets would examine changes in cellular mRNA abundance

after small interfering RNA (siRNA) was used to reduce cellular Staul abundance.

Here, we report the results of three independently performed microarray analyses
that examined changes in the abundance of transcripts from 11,569 HeLa-cell genes upon
Staul depletion. We find that 124 transcripts, or 1.1% of the HeLa-cell transcriptome that
was analyzed, are upregulated at least 2-fold in all three transfections. Analyses of steady-
state. RNA using RT-PCR and primers that are specific for individual upregulated
transcripts validated that depleting Staul increases mRNA abundance. As proof of
principle, transcripts encoding (i) serine (or cysteine) proteinase inhibitor clade E (nexin
plasminogen activator inhibitor type 1) member 1 (Serpinel), (ii) interleukin 7 receptor
(IL7R), (iii) v-jun sarcoma virus 17 oncogene homolog (avian) (c-jun) or (iv) growth
associated protein (GAP)43 were examined in detail. A region from the 3’UTR of each
transcript was found to bind Staul. Additionally, each region was sufficient to direct an
increase in the half-life of a heterologous mRNA upon Staul or Upfl depletion. Mutational

and computational analyses illustrate the importance of base-pairing to Staul binding.
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From these and other results, we conclude that SMD is a posttranscriptional regulatory

mechanism that influences a wide range of physiologic transcripts and metabolic pathways.

3.3.3 Results

3.3.3.1 Identification of HeLa-cell transcripts that are regulated upon Staul

depletion

To identify physiologic SMD targets, HelLa cells 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 little as 4% of
normal, where normal is defined as the level in the presence of Control siRNA (data not
shown). RNA from three independently performed transfections was separately hybridized
to microarrays. We analyzed transcripts from 11,569 HeLa-cell genes, representing 37% of
the array probe sets in all three hybridization experiments. Results indicated that 124
transcripts, which correspond to 1.1% of the Hela-cell transcriptome that was analyzed,
were upregulated at least 2-fold in all three transfections (Supplemental Table 1).
Furthermore, 115 transcripts, which correspond to 1.0% of the HeLa-cell transcriptome that
was analyzed, were downregulated at least 2-fold in all three transfections (Supplemental

Table 2).

The validity of the microarray results was tested for 12 of the upregulated
transcripts and 6 of the downregulated transcripts using RT-PCR and a primer pair that is

specific for each transcript (Supplemental Table 3). Results demonstrated that, upon Staul
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depletion, 11 of the 12 were increased in abundance by 1.5-fold to 8.5-fold (Supplemental
Figure 1) and 6 of the 6 were decreased in abundance by 2-fold to 10-fold (Supplemental
Figure 2). Therefore, the microarray results can generally be viewed as a reliable

assessment of changes in transcript abundance upon Staul depletion.

We focused on transcripts that were upregulated upon Staul depletion and, thus,
could be SMD targets. Some of these transcripts produce proteins that are involved in
signal transduction, cell proliferation or both (Supplemental Table 4). Other transcripts
encode proteins that function in the immune response. Still others generate proteins that
participate in cell adhesion, motility, the extracellular matrix, or other aspects of cell
structure. A number encode factors that regulate transcription. Others produce proteins
involved in RNA metabolism, including the TIA1 cytotoxic granule-associated RNA
binding protein, which regulates the alternative splicing of pre-mRNA that encodes the
human apoptotic factor Fas (Forch et al, 2002) and translationally silences mRNAs that
encode inhibitors of apoptosis such as tumor necrosis factor a (Li et al., 2004; Piecyk et al.,
2000). Another affected transcript that regulates RNA metabolism encodes Dcp2, which

mediates transcript decapping (Wang et al., 2002).

3.3.3.2 Staul or Upfl depletion increases the abundance of c-JUN, SERPINE1 and
IL7R 3> mRNAs

Since Staul depletion could upregulate mRNA abundance by a mechanism that

involves an alteration in mRNA half-life, as typifies SMD, or a mechanism that involves
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the product of another mRNA that itself is directly regulated by Staul, it was important to
identify SMD targets. Four of the transcripts that were upregulated when Staul was
depleted were also found in microarray analyses to be upregulated when Upfl was depleted
(Mendell et al., 2004; Supplemental Table 5). Interestingly, upregulation of three of these
transcripts could not be explained by the EJC-dependent rule that applies to NMD. The
three transcripts encode serine (or cysteine) proteinase inhibitor clade E (nexin
plasminogen activator inhibitor type 1) member 1 (Serpinel), interleukin 7 receptor (IL7R),
and v-jun sarcoma virus 17 oncogene homolog (avian) (c-jun). To assess the possibility that
each transcript is an SMD target, HeLa cells were transiently 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 UPF1
mRNA sequence; Upf2 siRNA, which has no effect on SMD (Kim et al., 2005); or the
nonspecific Control siRNA. Two days later, protein and RNA were isolated énd analyzed

using Western blotting and RT-PCR, respectively.

Western blotting revealed that Staul or Staul(A) siRNA depleted the cellular level
of Staul to 21% or 3% of normal, respectively, Upfl or Upfl(A) siRNA depleted the
cellular the level of Upfl to 1% or 2% of normal, respectively, and Upf2 siRNA depleted
the cellular level of Upf2 to 1% of normal (Figure 1A, where normal in each case is defined
as the level in the presence of Control siRNA after normalization to the level of Vimentin).
We found that c-JUN, SERPINE] and IL7R transcripts were upregulated 2.1-fold to 9.4-

fold when Staul or Upfl was depleted but unaffected when Upf2 was depleted (Figure 1B,
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where each transcript is normalized to the level of SMG7 mRNA). These results are

consistent with the possibility that each transcript is targeted for SMD.

3.3.3.3 Staul binds the 3’UTR of ¢-JUN, SERPINEI and IL7R mRNAs

To further investigate 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; see Experimental
Procedures). These sequences consists of: (i) nucleotides 482-693 of the c-JUN 3’UTR,
which contains the 151-nucleotide class HI (i.e., non-AUUUA-containing) AU-rich
element (ARE; Peng et al., 1996) plus 41 flanking nucleotides, (ii) nucleotides 1-1592 of
the SERPINE1 3’UTR or (iii) nucleotides 1-340 of the IL7R 3’UTR. For each 3’UTR,
nucleotide 1 is defined as the nucleotide immediately 3’ to the normal termination codon.

The encoded hybrid transcripts were tested for Staul-HAs binding.

Cos cells were transfected with the four test plasmids: pcFLuc-c-JUN 3’UTR,
pcFLuc-SERPINE1 3°UTR, pcFLuc-IL7R 3’UTR and pcFLuc-Arfl SBS (Figure 2A), the
latter of which serves as a positive control for Staul-HA;3 binding since it contains the
minimized Staul binding site (SBS) from the Arfl 3°’UTR (Kim et al., 2005). Cells were
simultaneously transfected with two additional plasmids: phStaul-HA3, which produces
Staul-HAs, and pmCMV-MUP, which serves as a negative control for Staul-HA3 binding.
In cells producing Staul-HAs (Figure 2B), anti-HA immunopurified FLuc-Arfl 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 not MUP mRNA (Figure 2C). In contrast, rat (r) IgG, which controls for
nonspecific immunopurification, failed to immunopurify any of the transcripts (Figure 2C).
Furthermore, anti-HA failed to immunopurify FLuc mRNA that harbors the FLuc 3’UTR
(data not shown). Therefore, the 3°UTRs of c-JUN, SERPINEI! and IL7R mRNAs bind
Staul-HAs3 as does the 3’UTR of the known physiologic target of SMD, Arfl mRNA (Kim
etal., 2005). Notably, a larger fraction of FLuc-Arfl SBS mRNA was bound by Staul-HA3
relative to FLuc-c-JUN 3’UTR, FLuc-SERPINE1 3’UTR or FLuc- IL7R 3°’UTR mRNA
(Figure 2C), which is consistent with detection of Arfl mRNA but not c-JUN, SERPINE1
or IL7R mRNA in our earlier microarray analyses of transcripts that bind Staul-HA3 (Kim

et al,, 2005).

3.3.3.4 ¢-JUN, SERPINET 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 half-life of fos-FLuc-c-JUN 3’UTR, fos-FLuc-SERPINEI
3’UTR, or fos-FLuc-IL7R 3’UTR mRNA or, as a positive control, fos-FLuc-Arfl SBS
mRNA was tested. Production of each mRNA was driven by the fos promoter (Figure 3A).
This promoter is transiently inducible upon the addition of serum to serum-deprived mouse
L cells and therefore provides a way to analyze mRNA half-life (Kim et al., 2005; Lejeune
et al., 2003). L cells were transfected with a mixture of two mouse (m)Staul siRNAs,
mUpf1 siRNA or a nonspecific Control siRNA (Kim et al., 2005) and, two days later, with
the four pfos-FLuc test plasmids and the phCMV-MUP reference plasmid. The reference

plasmid produces MUP mRNA, which controls for variations in transfection efficiency 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 after 0, 30, 45 and 60 minutes. Under
conditions where either mStaul or mUpf1 was depleted (Figure 3B), the half-life of each
fos-FLuc mRNA was increased in each of two or three independently performed
experiments (Figure 3C). Therefore, Staul and Upfl together with the 3°UTR of c-JUN,
SERPINE1 or IL7R mRNA mediate mRNA decay, indicating that c-JUN, SERPINE1 and
IL7R. mRNAs are bone fide SMD targets. Notably, c-JUN mRNA derives from an
intronless gene, consistent with SMD occurring independently of splicing (Kim et al.,

2005).

3.3.3.5 GAP43 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 Il ARE, together with microarray data
indicating the class [l 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 1, depleting Staul or Upfl was found
to increase the cellular abundance of GAP43 mRNA 7.4-fold to 4.1-fold whereas depleting

Upf2 was of no appreciable consequence to GAP43 mRNA abundance (Figure 4A).

In cells producing Staul-HA3, anti-HA immunopurified FLuc-GAP43 3’UTR

mRNA (Figure 4B, right), in which nucleotides 1-423 of the 3’UTR of GAP43 mRNA
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were inserted immediately downstream of the FLuc translation termination codon within
pcFLuc (Figure 4B, left). Anti-HA also immunopurified FLuc-Arfl SBS mRNA (Figure
4B, left). In contrast, rigG immunopurified neither mRNA. As a control for nonspecific
immunopurification, anti-HA did not immunopurify MUP mRNA (Figure 4B, left). Finally,
in experiments that utilized pfos-FLuc-GAP43 3°UTR (Figure 4C, upper left), depleting L
cells of mStaul or mUpf1 (Figure 4C, upper right) increased the halflife of fos-FLuc-
GAP43 3’UTR mRNA (Figure 4C, lower left and right). We conclude that GAP43 mRNA

is another SMD target.

Other human mRNAs that contain a class 11l ARE within their 3’UTRs encode B-
adrenergic receptor, N-Myc and neurofibromin (Brennan and Steitz, 2001). Using mRNA-
specific primers and RT-PCR, it was not possible to detect HeLa-cell mRNA for N-Myc,
and neither B-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 11l AREs, which have been defined simply as elements
that signal mMRNA decay via U-rich sequences rather than the AUUUA pentamer typical of

class I and class Il AREs (Brennan and Steitz, 2001).

3.3.3.6 Staul binds the stem of a stem-loop structure within the Arfl 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 mRNA mapped to three noncontiguous regions: 148 nucleotides of stem
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111, 89 nucleotides of the distal region of stem IV, and 88 nucleotides of the distal region of
stem V (Ferrandoh et al., 1994). Given the structural complexity of this Staufen binding
site(s), it may be difficult to identify human Staul binding sites exclusively from our
existing mRNA immunopurification and half-life data. Additionally, while the double-
stranded RNA binding domain 3 of Drosophila Staufen has been proposed to mediate
direct binding of the protein to bicoid and oskar mRNAs (Micklem et al., 2000; Ramos et
al., 2000), binding may be influenced by other proteins (Huynh et al., 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 not 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 al., 2005) that lacks SBS nucleotides 250-300 but encodes mRNA that binds
Staul (see below). Initially, the set consisted of 50-bp deletions from the 3’ end of the SBS
(Figure 5A, left). Human 293 cells were transiently co-transfected with each pSport-Arfl-
SBS deletion derivative and a Staul-HAs expression vector. Cell extract was prepared two
days later, and a fraction was immunopurified using anti-HA. Western blotting of
immunopurified protein revealed uniform Staul-HAs immunopurification efficiencies
(Figure 4A, upper right). RT-PCR of immunopurified RNA demonstrated that sequences

located between nucleotides 200 through 249 are necded for Staul binding because mRNA
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lacking this region failed to immunopurify with anti-HA (Figure 5A, lower right, compare
lanes 1 and 2). Consistent with this finding, all other deletion variants that lacked this
region also failed to immunopurify with anti-HA (Figure 5A, lower right, compare lane 1

with lanes 3, 4 and 5).

To define the 5 limit of the sequence required for Staul binding, additional
deletions were generated within pSport-Arf1-SBS so as to create pSport-Arf1-SBS A(30-
79) and pSport-Arf1-SBS A(30-179) (Figure 5B, left). 293 cells were co-transfected with
each new deletion derivative or pSport-Arfl1-SBS A(250-300), as a positive control for
Staul binding, and the Staul-HA: expression vector. RNP was immunopurified using anti-
HA. Western blotting of immunopurified protein revealed Staul-HA3 immunopurification
efficiencies were comparable (Figure 5A, lower right), and RT-PCR of immunopurified
RNA demonstrated that sequences spanning nucleotides 30 and 79 are required for Staul

binding (Figure 5B, lower right, compare lanes 1, 3 and 4 with lane 2).

The finding that SBS nucleotides 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. To assess this possibility, the lowest energy structure of the SBS was
calculated using RNAfold (Hofacker et al., 1994; Figure 6A, left). Strikingly, a 19-bp stem
was deduced that consists of nucleotides 75-93 and 194-212 (Figure 6A, right). This stem is
included within the two SBS regions demonstrated by deletion mapping to be required for

Staul binding (Figure 5). To assess the importance of the stem to Staul binding,
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nucleotides 201-204, which consist of UUUC, were mutated to GAAG so as to destabilize
the stem (Figure 6A, right, Single Strand; Figure 6B, 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, A(Loop)). Results after
immunopurification using anti-HA revealed that mRNA harboring the Single Strand
mutations failed to bind Staul-HA3, whereas mRNA harboring the Double Strand
mutations did bind Staul-HAs3 (Figure 6B, right). Therefore, the integrity but not the
sequence of these four base pairs of the stem is important for Staul binding. Additionally,
the substitution that characterizes A(Loop) mRNA did not preclude Staul binding (Figure
6B, right). We conclude that some or all 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 Staul binding.

3.3.3.7 Deletion and computational analysis of the SERPINE1 SBS

To define an additional Staul binding site, deletions were generated within pcFLuc-
SERPINEI 3°’UTR (1-1592) to construct derivatives that consist of SERPINE1 3’UTR
nucleotides 1-597, 595-1041, 1042-1296 or 1297-1592 (Figure 7A). In cells producing
Staul-HA3 and the resulting FLuc-SERPINE1 3’UTR-deleted mRNAs, anti-HA
immunopurified Staul-HA3 with comparable efficiencies (Figure 7B). Furthermore, anti-

HA immunopurified FLuc-SERPINE! 3’UTR (1297-1592) mRNA as effictently as FLuc-
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SERPINEI 3’UTR (1-1592) mRNA but failed to immunopurify FLuc-SERPINE! 3’UTR
(1-597) mRNA, FLuc-SERPINE1 3’UTR (595-1042) mRNA or FLuc- SERPINE] 3°UTR
(1042-1296) mRNA (Figure 7C, where the immunopurification efficiency of each
SERPINEI 3’UTR transcript was assessed relative to the level of immunopurified fos-
FLuc-Arfl SBS mRNA). In contrast to anti-HA, rlgG immunopurified none of the FLuc-

SERPINEI 3°UTR transcripts ( Figure 7C).

The lowest energy structure of SERPINE! 3’UTR nucleotides 1299-1575 was
calculated using RNAfold (Hofacker et al., 1994: Supplemental Figure 3). While a 24-bp
structure was identified, it is interrupted by two single-nucleotide bulges so that the largest
continuous stem consists of 10 base pairs. In contrast to the 19-bp stem within the ARF1
SBS, which is rich in G-C pairs (10 G-C, 7 A-U and 2 G-U pairs), the SERPINE] 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 loops 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 with the long stems.

3.3.4 Discussion

Here, we report that 1.1% of HeLa-cell transcripts that were analyzed were
upregulated in three independently performed experiments when the cellular abundance of

Staul was depleted (Supplemental Table 1). We also demonstrate that human c-JUN,
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SERPINEI, IL7R and GAP43 mRNAs, in addition to Arfl mRNA (Kim et al., 2005), are
targeted for SMD by a mechanism that depends on Staul binding to 3°’UTR sequences
(Figures 1-4). dsRNA binding proteins have been reported to interact with a stem as small
as 11 base pairs independently of nucleotide composition (Saunders and Barber, 2003). We
show that all or part of a 19-bp stem within the 3'UTR of human Arfl 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 Arfl mRNAs: the one nucleotide
difference that typifies rat and mouse sequences as compared to the human sequence still
allows for base pairing (Figure 6). Furthermore, of those stem nucleotides that were tested,
their ability to base pair rather than their precise identity dictates Staul binding (Figure 6).
Additionally, the loop that normally allows stem formation can be substituted without

consequence to Staul binding (Figure 6).

Nevertheless, the fully functional structure that binds Staul may be much more
complex than a single long stem. Indeed, the 14-bp stem that remains in Arfl SBS A(30-
79) mRNA does not support Staul binding. This result suggests that other features in
addition to the stem may be required for binding efficacy. In support of this suggestion,
computational modeling indicates that there is no stem that is at least 14 base pairs within
the four other tested 3’UTRs that bind Staul. If parallels can be drawn using another
member of the family of dsRNA-binding proteins, ADARI, Staul-specific binding may
depend on the positions and lengths of bulges and interior loops relative to a stem structure

(Lehmann and Bass, 1999). Irregularities 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 undoubtedly other features of RNA 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 of the SERPINE1 3’UTR that binds Stau|l

consists of 10 base pairs (Figure 7; see below).

The best characterized binding site for Drosophila Staufen resides within the
3"UTR of bicoid mRNA. Deletion and linker scanning analyses suggest that binding
requires three noncontiguous regions of bicoid mRNA that correspond to stem 111 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 of embryos and
assayed for the ability to recruit Staufen (and other proteins) and properly localize. Each
bicoid mRNA region forms stems that are interrupted by bulges and interior loops of
different sizes (Ferrandon et al., 1994). Therefore, it is likely that an RNA stem is
insufficient to bind not only human Staul but also Drosophila Staufen. To complicate
matters in the case of Drosophila, recent data suggest that the importance of each stem
varies according to the stage of development, the function to be fulfilled, or both. For
example, whereas the three stems are necessary for apical localization of bicoid mRNA
within embryos, stem-loop 11 is dispensable for hicoid mRNA localization within oocytes
(Snee et al,, 2005). As another example, stem 11l promotes the intermolecular dimerization

of bicoid mRNA, and mutations that prevent dimerization also eliminate bicoid mRNA
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transport along astral microtubules (Ferrandon et al., 1994) and apical localization (Snee et
al., 2005) but do not affect formation of Staufen-containing particles (Ferrandon et al.,
1997). While dimerization per se promotes astral transport, the integrity of stem-loop 11l
rather that dimerization is necessary for apical localization. Recent probing of the full-
length bicoid 3’UTR with a variety of chemicals and enzymes has provided new insights
into its higher-order structure (Brunel and Ehresmann, 2004). However, biochemical
confirmation of the nucleotides and structures involved in Drosophila Staufen binding and

bicoid mRNA transport are still 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 (not 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 result, 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 worth noting that the possibility of
protein-induced stem formation cannot be excluded considering that RNA binding proteins
are known to induce higher-order RNA structures (Wozniak et al., 2005). Future work that
aims to define the exact SBS nucleotides required for Staul binding will be quite

challenging.
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It is very likely that Arfl, c-JUN, SERPINEI, IL7R and GAP43 mRNAs are not the
only transcripts among those that are upregulated upon Staul depletion and targeted for
SMD. For example, CYR61 mRNA, which encodes the cysteine-rich angiogenic inducer
61, was upregulated upon Staul depletion in only two of our three microarray analyses and,
thus, fell below our stringent criteria as a candidate target for SMD. However, this mRNA
may very well be targeted for SMD since it was also among the transcripts upregulated
upon Upfl depletion (Mendell et al., 2004). Furthermore, of 21 transcripts that were
upregulated upon Staul depletion in all three of our microarray analyses but not studied
further, 10 are present in two and 11 are present in all three new microarray analyses that
assayed for Staul-HAs binding (Supplemental Table 6). Nevertheless, until an mRNA is
shown to (i) bind Staul downstream of the termination codon, (ii) manifest a longer half-
life upon depletion of Staul and (iii) manifest a longer half-life upon depletion of Upfl, it

cannot be considered to be a bone fide SMD target.

In summary, our results suggest that SMD is a posttranscriptional regulatory
pathway that influences the expression of a wide range of physiologic transcripts. While an
understanding of the extent of its influence will require further studies, SMD can be added

to the growing list of homcostatic gene control mechanisms.
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3.3.5 Experimental Procedures

3.3.5.1 Plasmid constructions

All pcFLuc derivatives harbor 54-nucleotides of FLuc cDNA that begin with the
translation initiation codon. These nucleotides were followed by the FLuc translation
termination codon. To construct pcFLuc harboring different 3’ UTRs, pcFLuc-8bs (Kim et
al., 2005) was digested with Xbal and ligated to one of four PCR-amplified fragments that
contained the (i) c-JUN ARE Il plus 41 nucleotides and had been digested with Xbal, (ii)
SERPINEI 3'UTR (without the normal termination codon) that had been digested with
Xbal, (ii1) IL7R (without the normal termination codon) that had been digested with Nhel
or (iv) GAP43 3’UTR (without the normal termination codon) that had been digested with
Xbal . The c-JUN ARE fragment was amplified using the Human HeLa BDtv Marathon-
Ready cDNA (BD Biosciences) and two primers: 5’-
CGCTCTAGAGTGAGAACTCTTTCTGGCCTGCCTTCGTTAAC-3" (sense) and 5°-
CGCTCTAGATTACAAATGGTAAACTCAGAGTGCTCC-3 (antisense), where
underlined nucleotides specify the Xbal site. The SERPINE1 3’UTR fragment was
amplified using pCMV6-XL5-SERPINE!1 (Origene Technologies) and two primers: 5°-
CGCTCTAGAGTGACCCTGGGGAAAGACGCCTTCATCTG-3>  (sense) and 5°-
CGCTCTAGAGCTTCTATTAGATTACATTCATTTCAC-3" (antisense), where
underlined nucleotides specify the Xbal site. The IL7R 3’UTR fragment was amplified

using Human HeLa BDtv Marathon-Ready c¢DNA and two primers: 5°-
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CGCGCTAGCGTGAAGTGTAAGAAACCCAGACTGAAC-3>  (sense) and  5°-
CGCGCTAGCTTTTTTTCCTC TCATGCTCTCT.TC CTGC-3 (antisense), where
underlined nucleotides specify the Nhel site. The GAP43 3’UTR fragment was amplified
using HeLa-cell total cDNA prepared from Staul siRNA-treated cells and two primers: 5°-
CGCTCTAGAGTGAACTCTAAGAAATGGCTTTCCACATC-3>  (sense) and 5'-
CGCTCTAGAGTGAGAATTCACTCGATATTTTGGACTCCTCAG-3’(antisense), where

underlined nucleotides specify the Xbal site.

To construct pfos-FLuc harboring different 3°UTRs, pfos-Gl (Kim et al., 2005) was
digested with EcoRI and Ncol and ligated to one of four PCR-amplified fragments that had
been digested with EcoRI and Ncol. Each PCR fragment was amplified using the pcFLuc-
¢-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
underlined nucleotides specify the Ncol and EcoRl site, respectively. To construct pSport-
Arfl-SBS derivatives harboring A(250-300), A(200-300), A(150- 300), A(100-300) or
A(50-300), pSport was digested with Xbal and Hpal and ligated to one of five PCR-
amplified fragments that had been digested with Xbal. Each PCR fragment was amplified
using pSport-Arf1-SBS, the common sense primer 5’-
GCTATTTAGGTGACACTATAGAAGGTAC-3’ and the specific antisense primer: 5°-

CTTTTTACAATAAAAAAAGCTGAGTAATAT-3’, 5’-
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TGCCTCATTGGAAACAAAAACTATTTACAT-3’, 5’-
AGGCTGCGTCTGCCACATTTAC-3’, 5°-ACCACGGAGGCAGCTTCTGG-3’, or 5’-
ATGAGAGTAAAGCAGAGGGCAAG-3". pSport-Arf1-SBS derivatives harboring A(3-
300), A(30-79), and A(30-179), were generated with the following primer pairs,
respectively: 5'- CATTTCGACAAACAAGCACTGTAATTATAGCTATTAG-3' (sense)
and 5'- GTTCACTTCTGGTTCCGGAGCTG-3' (antisense), 5'-
CCAGAAGCTGCCTCCGTGG- 3' (sense) and 5-AAGAGGAGTGAGAGGGAGGG-3'
(antisense), 5'- TTTTTGTTTCCAATGAGGCAGTTTCTGGTA-3' (sense) and S'-
AAGAGGAGTGAGAGGGAGGG-3' (antisense). PCR amplifications were carried out
using Pfu Ultra (Stratagene). PCR products were incubated with Dpnl to digest the
methylated template DNA, phosphorylated at the 5’ ends using T4 polynucleotide kinase

(Fermentas), and circularized by ligation.

To construct Single Strand and Double Strand, overlap-extension PCR was used. A
5> fragment was amplified using the common  sense primer  5'-
GCTATTTAGGTGACACTATAGAAGGTAC-3' and 5'-
CATAGGAGTACCACTTCCTGCCTCATTGG-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 amplified 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-GTGCCCATGGGCCTACATCC-3'. The
resulting fragments were mixed with the same sense and antisense primers that amplified,
respectively, the 5° and 3’ fragments to generate a joined product. PCR products were
digested with Xbal, and inserted into the Xbal and Hpal sites of pSport. To construct
A(Loop), a  S5’fragment was amplified using the primer pair 5'-
GCTATTTAGGTGACACTATAGAAGGTAC-3' (sense) and 5'-
AATTCTCGAGAGGCAGCTTCTGGCACTC-3' (antisense, where underlined nucleotides
specify the Xhol site) and inserted into the Xbal and Xhol sites of pSport. The 3’fragment
was amplified using the primer pair 5'-
AATTCTCGAGAGGCAGTTTCTGGTACTCCTATG-3'  (sense, where underlined
nucleotides specify the Xhol site) and 5-GTGCCCATGGGCCTACATCC-3' (antisense),

and inserted into the Xhol and Hpal sites of the 5’ fragment-containing construct.

To construct deletion derivatives of pcFLuc-SERPINE1 3’UTR, pcFLuc-8bs was
digested with Xbal and ligated to one of four Xbal-digested PCR-amplified fragments that
had been generated using pcFLuc-SERPINElI 3°UTR and two primers: 5’-
CGCTCTAGAGTGACCCTGGGGAAAGACGCC-3’ (sense) and 5’-
CGCTCTAGAGTTGGGCCACATGATGGGGG-3" (antisense) for pcFLuc-SERPINEI
3UTR (1-597), 5’-CGCTCTAGAGTGATCTCCTGGCCTGGCCATCTC-3’ (sense) and
5’-CGCTCTAGAGGTCAATTTCCATCAAGGGG-3’ (antiscnse) for pcFLuc- SERPINE]
3’UTR (595-1041), 5°- CGCTCTAGAGTGAATACAATTTCATCCTCCTTC-3’ (sense)

and 5’- CGCTCTAGATGTCTCTCTCACCCACCCCC-3’ (antisense) for pcFLuc-
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SERPINEI1 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 Cell culture and transfections, and protein and RNA purification

Human HelLa or 293 cells 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 cells, which were used in experiments
involving immunopurification, were treated similarly, as were mouse L cells, which
effectively support fos promoter induction upon the addition of serum to serum-deprived
cells. 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 al., 2005) and the RT-PCR of SMG7 and MUP mRNAs were as
described previously (Chiu et al., 2004; Lejeune et al., 2003). FLuc-c-JUN 3’UTR, FLuc-
SERPINE! 3’UTR, FLuc-IL7R 3’UTR, FLuc-GAP43 3’UTR or FLuc-Arfl SBS mRNA
was amplified using 5’-AATACGACTCACTATAGGGA-3’ (sense, which annealed to the

T7 promoter that resides downstream of the CMV promoter) and, respectively, 5°-
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AGGCAGGCCAGAAAGAGTTC-3’ (antisense), 5°- TGAAGGCGTCTTTCCCCAGG-3’

(antisense), S>-TCAGTCTGGGTTTCTTACAC-3’ (antisense), 5°-
TGGAAAGCCATTTCTTAGAG-3or 5’- GCCTGGCCGCAGGCTGCAGTC-3°
(antisense).

fos-FLuc-c-JUN 3’UTR, fos-FLuc-SERPINE1 3’UTR, fos-FLuc-IL7R 3’UTR, fos-
FLuc-GAP43 3’UTR or fos-FLuc-Arfl 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, SERPINEI1, IL7R and
GAP43 mRNAs that were amplified to test the validity of microarray results are provided

(Supplemental Table 3).

3.3.5.4 Microarray analyses

HeLa-cell RNA was purified using TriZol reagent (Invitrogen) 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. Results were recorded using the GeneChip Operating Software (GCOS) platform,

which includes 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 samples. Transcripts that showed at
least a 2-fold increase in abundance with a p value of less 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-optimal secondary structures were evaluated using

the Sfold algorithm (Ding et al., 2004).
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3.3.8 Figure Legends

Figure 1. c-JUN, SERPINEI and IL7R mRNAs are increased in abundance in
human cells depleted of either Staul or Upfl but not Upf2. HeLa cells were transiently
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(a) of total-cell protein, where the level of Vimentin
serves to control for variations in protein loading. The normal level of Staul, Upfl or Upf2
1s defined as the level in the presence of Control siRNA after normalization to the level of
Vimentin. (B) RT-PCR analysis of the level of endogenous c-JUN mRNA (upper),
SERPINEI mRNA or IL7R mRNA (lower), each of which is normalized to the level of
endogenous SMG7 mRNA. The normalized level of each mRNA in the presence of Control
siRNA is defined as 1. RT-PCR results are representative of three independently performed

experiments that did not differ by the amount specified.

Figure 2. Staul binds within the 3’UTR of c-JUN, SERPINE! and IL7R mRNAs.
Cos cells were transiently transfected with three plasmids: (i) 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 plasmid that serves as a positive control
for Staul-HA3 binding; and (iv) phCMV-MUP, which encodes MUP mRNA that serves as
a negative control for Staul-HAs binding. Two days later, cells were lysed, and a fraction

of each lysate was immunopurified 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
SBS, pcFLuc-c-JUN 3’UTR, pcFLuc-SERPINEI 3°’UTR and pcFLuc-IL7R 3°UTR test
plasmids. (B) Western blot analysis anti(a)-HA or anti-Calnexin demonstrates that Staul-
HA3 but, as expected, not Calnexin was immunopurified. (C) RT-PCR analysis
demonstrates that c-JUN, SERPINE! and IL7R 3’UTRs, like Arfl SBS, bind Staul-HAs,
whereas MUP mRNA does not. Results are representative of three independently

performed experiments.

Figure 3. Depleting cells of Staul or Upfl increases the half-life of FLuc mRNA
when the 3’UTR consists of c-JUN, SERPINEI or IL7R 3°UTR sequences that bind Staul.
L cells were transfected with mouse (m)Staul, mUpf1 or Control siRNA. Two days later,
cells were re-transfected with the pfos-FLuc-Arfl SBS, pfos-FLuc-c-JUN 3’UTR, 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 15% after an additional 24
hours. Protein was immediately purified from the cytoplasmic fraction (at 0 minutes) for
Western blot analysis. RNA was purified from the nuclear fraction for RTPCR analysis at
the specified times. (A) Schematic representations of each test plasmid. (B) Western
blotting of mStaul or mUpf1, where the level of mB-Actin serves to control for variations
in protein loading. mStaul was depleted to 35% of its normal level, and mUpfl was
depleted to 30% of its normal level. (C) RT-PCR analysis of the SMD candidate mRNAs.
For each time point, the level of each mRNA transcribed from the fos promoter is

normalized to the level of MUP mRNA. Normalized levels are calculated 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 function of time after
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 cells 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 Arfl SBS. Cos cells were transfected with
four plasmids: (i) pcFLuc-GAP43 3’UTR (left), (ii) the Staul-HA: expression vector; (iii)
pcFLuc-Arfl SBS (left), and (iv) phCMV-MUP and analyzed as described in the legend to
Figure 2 except that FLuc- GAP43 3’UTR and FLuc-Arfl SBS mRNAs were analyzed
instead of the other FLuc mRNA derivatives. (C) Western blot (upper right) and RT-PCR
analyses (lower left) demonstrate that depleting cells of Staul or Upfl increases the half-
life of FLuc mRNA when the 3°UTR consists of GAP43 3°UTR sequences that bind Staul.
L cells were transfected with mStaul, mUpf1 or Control siRNA. Two days later, cells were
retransfected with the pfos-FLuc-GAP43 3’UTR test plasmid and the phCMV-MUP
refercnce 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 FLuc mRNA derivatives. Results are representative of two

independently performed experiments.
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Figure 5. Deletions within the Arfl SBS indicate that a central core region is
required for Staul binding. (A) (Left) Schematic representations of the various 3’-end
deleted mRNAs that derive from pSport-Arf1-SBS derivatives. Numbering is relative to the
first nucleotide following the termination codon, which is defined as 1. Plus (+) and minus
(-) signs at the left of each representation indicate the ability or failure to bind Staul,
respectively. (Right) Human 293 cells were transfected with a derivative of the pSport-
Arf1-SBS test plasmid and the Staul-HA:s expression. After immunopurification (IP) using
anti-HA, protein was analyzed using Western blotting and anti-HA (upper), and RNA was
analyzed using RT-PCR and ethidium bromide staining (lower). (B) (Left) as in (A, Left)
except for pSport-Arf1-SBS derivatives. (Right) as in (A, Right). Results are representative

of two independently performed experiments.

Figure 6. Staul interacts with a predicted 19-bp stem within the Arfl SBS. (A)
Model for the secondary structure of the Arfl SBS showing nucleotides 50 through 300. A
larger view of the 19-bp stem is shown in the inset to the right. The plot was generated
using RNAdraw vl.1 software (Matzura and Wennborg, 1996). (B) (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 mRNA harbors UUUC—GAAG
mutations at nucleotides 201-204, 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 normally constitute a loop with a 4-
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nucleotide loop (see (A), right for details). Results are representative of two independently
performed experiments (right). (C) The predicted 19-bp stem within the human Arfl SBS is
conserved in rat and mouse Arfl mRNAs. Nucleotides that are not conserved with respect

to the human sequence are underlined.

Figure 7. Staul binds to a 296-nucleotide region of the SERPINE! 3’UTR. Cos
cells were transiently transfected with three plasmids: the specified derivatives of pFLuc-
SERPINE1 3’UTR, (ii) the Staul-HAs expression vector, and (iii) pfos-FLuc- Arfl SBS as
a positive control for Staul-HAs binding. Immunopurifications (IPs) and analyses were
performed as described in the legend to Figure 2. (A) Schematic representations of
derivatives of the pcFLuc-SERPINE1 3’ UTR test plasmid, where nucleotide 1 is defined as
the nucleotide immediately downstream of the normal termination codon within
SERPINET mRNA. Plus (+) and minus (-) signs at the left of each representation indicate
the ability or failure to bind Staul, respectively. (B) Western blot analysis using anti(a)-HA
or anti-B-Actin demonstrated that Staul-HAs but, as expected, not B-Actin was
immunopurified using anti-HA, and neither B-Actin nor Staul- HA3 was immunopurified
using rlgG. (C) RT-PCR analysis demonstrated that SERPINEI 3’UTR nucleotides 1297-
1592, like SERPINEI 3’UTR nucleotides 1-1592 and the Arfl SBS, bind Staul-HAs,
whereas other nucleotides of the SERPINE1 3’UTR do not. The level of each FLuc-
SERPINEI 3’UTR mRNA after immunopurification was normalized to the level of fos-
FLuc-Arfl SBS mRNA after immunopurification and divided by the ratio of the level of

FLuc-SERPINEI 3’UTR  mRNA to fos-FLuc-Arfl SBS mRNA before
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immunopurification. This value for FLuc-SERPINE! 3’UTR (1-1592) mRNA is defined as
100, and values for the other FLuc-SERPINE 3’UTR mRNAs were calculated a percentage

of 100. Results are representative of two independently performed experiments.
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Figure 1 : c-JUN, SERPINE1 and IL7R mRNAs are increased in abundance in human cells

depleted of either Staul or Upfl but not Upf2.
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Supplemental Table S1. Transcripts upregulated in human cells depleted of Staul in three

independently performed microarray analyses.
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227GEE_s_aot
212819_at
1553244 _at
235289_at
1557073_at
229437 _at
235765 _at
219179 _at
220095_at
226242 at
20146E_s_at
205665 _s_at
235203 _at
236817 _at
201645_at
207266 _at
212473 _e_at
225007 _at
2058247 _s_at
204897 _at
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chromosome 14 open read ng frame 128 241 C1eorf123 JZBEEG_at
ganglioside-induced d ffzrent aticn-assoc.ated protein 1 41 GDAP 226260 _at
zinc finger protein 35 T3H type-ike | 2358 ZFP35L1 211965 _at
Jracil-DMA glycosy ase 237 UG 202320_s_at
hypothetcat protein MGC27277 237 GC27277 242063 _at
Home sopiens cDMA FLJ101SE fis cone HEMBA 1302262 235 232125_at
CDKS regu atory subunt associated protein 1-tke 1 234 CDKAL1 214677_at
Home sapisns transcrbed sequence viin noaderate sim larity to protein ref MP_D7 7437 1 (H.se 232 227547 _at
aldehyde dehydrogenase 1 family member A3 232 ALDH145 203160 _at
£Toteasome (prosome macropam ! subunit beta type 9 .arge mult funcional oroiease 2| 2.29 P3M33 204279 _at
PHBD firger proten 1! 227 PHF11 221616 _g_at
B-cel scaffc.d protein wih ankyrn regeats 227 BAHK1 2319EE7_s_at
Klaa0143 orote p 226 Ktasd142 212150 _at
guanylats binding pro2in 1 ntereror-inducible £7k0a 2.26 GBFI 202270_at
epiplakin 1 223 EPEK! 222164 _s_at
actinn zlona | 224 ACTNI 2HHIED x_at
nng finger protein 20 222 RMF20 222662 _at
leucirie ricn repeat {in FLIY interacurg protein 7 222 LRRFI=1 223492 s at
Homo sopisns cDiMa FLJAGE1S fis c ore SPLEM2210E24 221 1556117 _s_at
hypothencal proten LOC3130753 2.24% LOC 150753 213702_at
aihydropyninudinase-like 3 2.2 DPYSL3 201437 _s_at
type | fransmembrane recepter i sexure-related crotein| 220 PSK-1 233337 _s_at
Zinc finger protein 90 nonioloa (mouse! 220 ZFP30 235686 _at
tunwor orotern pE2 (L-Fraumeni syndrome) 220 TPE3 211200 s_at
Homo somsns cCMA FLUT1H4ES fis ¢ one HEMBA1CTI1E2E 2 228632_at

dna-ike protein

trangform ng growth factor beta ' nduced trarscrft 1

ets vanant gere 1

Rno GTPase activating srotein 15

Home sopisns hypothetical LOC284120 (LOC284 1200 mRMA

LOC148413  220402_at
TSFE!I1 206651 _at
ETv1 221911_at
ARHBAPIS 210738 _at

241204 _at

o e i B
UAYPDD s 0D EGO D

IR R IR LI R R bt
¢ [y

suppresscr of cyiokine signaiing 2 S0LSs2 203372_at
cyclin-desendent kinase 5 regulatory subunit 11235 CDKER1 204005_at
lixely ortholog o mouse Sds3 SDS3 233841 _s_at
Homo sapens transcrbed sequences v} 244091 _at
spina cord-dsrwed growth factor-B 0 SCDGF-3 210204 _s at
ARsmc sopiens cOMA FLJIA7290 fis ¢ org BRAM 2L 12269 o 221026_at
histone deacetylass 2 ) HDACS 222906 _at



Home samens transcrbed sequsnce with wea< s mi arty to orotein pirnl28566 1~ sopiens ! 122

Homa sapiens Tullength insert cOMA clons ¥P51C10
mgh-mehility grous box 3

K1443331 orotein

Homz sopiens cOMA FLU3244 1 fis c cne BRACE2021232.
hypothetical oroie n CKFZpT51€1422

prote n tyrosine phosanatase recedtor tyas F

thiorsdown reduactass 3

CGl.72 proen

hypothetcal prote:n MGC 15634

encyl-Coenzyme A nydratase!3-hydrosyacyl Coenzyme A dehydrogenase
hamry and ennancer of split 1 (Qrosophsa

chromosome 11 open read nig frapts @

TiA1 cytotasic granule-associatsd RMA inding prate n

205
208
206
205
205
204
204
204
203
203
203
203
202
200
200

HMGS3
KlaaZE1

DKFZp7H1K142]
PTPRF
TANRD3

CG-72

MGC 15534
ErRHADH

HES?

Citord

Tia1

204

1567079 _at
235302_at
1561637 _at
205601 _at
212407 _at
1556061 _at
216613 _at
200625_s_at
59621_at
Z319E7_at
242923 _at
205222_at
203384 _s_at
204072_s_ot
1554890_a_at
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Supplemental Table S2: Transcripts downregulated in human cells depleted of Staul in

three independently performed microarray analyses

Supplemental Table 2 Transcript: downregulated in buman cells depleted of Staul in three indep }y performed microarray analyzes

()

)

Transcript Foid change Abbreviation Probe set
transhrembrans proten & 0.50 TMEMS 222086 _s_at
MA dimerzauen proter ! 050 MAC 238828 gt
gcotregic viral Intearation sice 5 0.E0 E'“15 285717 _at
NEDD3-conuga‘ing enzyms DED MNCE2 226783 _at
£TPase =+ iransgonng lysogsontal 9k0a + 0 subunt e £.49 ATPE.0E JAEE27_at
R&P24 member 0 RAS oncogene fam ly 049 RAPZA 225c88_at
T-ce | lsukemua translocation atsred gene 04% TCTA 203052 s at
ubiquitin-conjugating enzyme Z2R 2 f4g U3EZR2 226854 at
hypothetical proien FLJ30744 pas FLJ3ZTS 23802% s _at
kelch-lise & (Orosophifa ) 0ag KLHL8 220846 gt
junction-nnediating anc regu'atory protein 040 JRAY 221295 _at
tnparits motif-cantaining 27 049 TRIM37 213038 _s_at
tubulin-tyrosine ligase 0.48 TTL 224888 5 _at
cystathionase (cystathianine gamma-lyase) €48 CTk 247127 _at
LSMT homotog U3 small nuc ear RNA associated 15, cerevisiae) 048 LSk 303234 _at
prozen kinase =17 p4an H11 2I16€7_s_at
MH-myc dowrstream regulated gene | t4o MDRGH 204637 _s_at
HomS 3905ns MRMNA 0486 230251 _at
transnrembrans £ superfami y member 1 048 TM4SF 218324 _s_at
guanine nucleotids bind ng pretemn (G protein) alpha mhilhiang actity polypeptide 1 048 Ghialt 227852 _at
v-raf ovdnine sarcoma 3511 viral oncogene homo'zg * 0.48 ARAF1 233652 _at
isotitrate dehydrogenase 1 ({MALP+) souble 0.48 IDH1 201152 _at
soluie carngr fam ly 29 izinc transportsr) member 9 045 SLC25AS 222248 gt
tumer necrasis faclor racepior suoarfamily nember 11k (ostzoproiegenn) 0.47 TNFRSF11B 234822 at
insuin nduced genzs 1 047 IHSIGT 201€26_at
ALLY fused gens from 5331 047 AF5Q321 323487 _at
sohre earrer organe anion transporter fam ly nrember 241 047 SLCO3A1 210542 s_at
hypothatical prote.n LOC 34307 047 LOC154507 1€E3E79_s_at
Home sapisns <DMHA clonz IMAGE:22D4E8E partial cds 047 1658007 _s_at
Home sopisns tarserbed sequence wiin noderate simlarity to proten pdh 103G (£ 047 230346 gt
SAR1a gene homoog 2 (S cerevisae] 047 SARA2 1852480 3 at
cutative nucleic acid b nding prote n R'r -1 047 Rv1 212440 _at
TaTaA e'ement modulatery facior 1 047 A= J27EBS_at
hydroxystercid (1 7-betat denydrogenase 12 {1 HSD17B!2 217865 _at
disabled homolog 2 mitegen-responsive phospacarotein { Drosophilz 046 DABZ 281280 _s_ai



ATP citrate 'yase

chondroitin betatd M-acety galactosam ny transferase
chromcsome 9 aoen readng frams 12

hypothetical prote n BKFZp752K222

Inhib tor of DRiA binding 2 domimant negatrve halix-ioop-helx protein
dual specificty phosphatase 1

Homso sapisns wanscrbed sequences

transfzrming growth facter beta recepror il 1hetaglycan 303<Da)
GABALA) recesiors associated proien ke 3

nuclear receoior sulfantily 4 group A member 2

Hems sapisns ¢DIHA FLI2BSOS fis ¢ one HCHOMIDGO22H
synastosomal-agsociated protein 23kCa

RWD donrain containing 2

retnoic acd earty transcrpt 1E

colymerase (RAVIHIDNA arrected; polypeptide L 7.£k0a
helch-line 2 Mayven [ Dvosophilz !

soluie carrer fanmly '6 (ves cu ar monzantine: member 2
sideroilexin 1

KIAAD255 gene prodact

GABAIA) receotor-associated profen bke 1

solute carrer famly 11 (aroton-cousied divalent matal ion trangporisrs ) member 2
sphinganweln phosphadiesterase ac d-ine 24

nauranal pentraxin |

fucosytiransfzrass 11 1alpka 12 fucosyltrars®erase)

2-hydroxypnenyloyravate dioxygenase

diphtheria ioxin recestor (hepann-tinding spidermal growth “actor-l ke growth facier:
hypothetical groten CKFZp752C1112

sorting nexin 13

fibronecun leucine rich transmemibrane protein 2

START doman cenaning 7

ubiquitin s2ecifec oroteass 31

Homs sopiens cDNA FLJATZES fis ¢ cre BRAMV2T12580

proten tyrosine phosanatase tyce IVA memaoer !

g utamate-cysieing ligase modfier sacunt

guanine nJcleo-de bind ng protzin {G protein alpha acuvating actvity polypeptide o

chrencsome 13 open read g frans *

0.44

0.44
0.43
043
043
043
042
0.43
LX)
0a3
0.42
0.42
043
042
04z
0.42
0.42
042
taz
042
032

ACLY

CaGn

C30r°12
DKFZp762K222
D2

DUSP1

TGF3R3
GAZARAPL3
MR4A2

SHAP23
R¥WDD3
RAETHE
POLR2L
KLHL2
SLC18A2
SFEXHH
KI1&40255

GA3ARAPLY
SLCH1a2
SMPDL3A
HRTxA
FUT1t

HPD

DIR
DKFZp762C11 1L
SHX13
FLRT2
STARDY
USP31

PTPzA:
GCLM
GNAL

C130r1

206

210337 _s_at
215045_at
215082_s_at
231865 _at
201865 _s5_at
2L1L4A1_s al
238E77 s _ai
298625 _at
211458 5 a1
204€22_«_at
227243 _at
209131_s_at
205087 _at
CE2TT7_a ot

202586 _at
215157 _at
230416_at
23808% at
213480 gt
227276 _at
238388 _s_at
203124_s_at
213622 _at
234E84 at

218178 s _at
230181 _at
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heat shock 70kDa protewn 96 (nrorialin-24

FK5S0E tinding proten *4 22 kDa

adducin 1 {a phai &/ adducin 1 {apha;

hypothetical protein FLJZ01314

sesion 2

Haono sopiens ranscr bed sequence wiin strong similanty to protein re” *\P_073319
Argétel-interacung protain Ara822

adaptor-related orotein camplex § gamma 1 suburut

cyclin C

col agen tyoe X< apha !

hypothetical protein BC013757

KIAA0377 oroie n

HSPC 163 protsin

hypothetical prote n FLJ 14213

Homo sopens mRNA

family with ssguence sim larity 20 member B

ixely orinc og of mouse hypoxia induced gene 1

nuclear receator sukfamily 4 aroup A menreer 5

a'co-keto recuciase “amily 1 mentber C1 (dinycradiol dehydrogenase 1
hypothetical proie.n FLJS04G2

'ow ders ty ipoprotein recsctcr-re ated protein 11

jurcioghiln !

calumenmn

solute cerner famly 2 ifaci tated g Lease transporter member 12
Homs sopisns Simiaric LOC 166075 clone (MAGE 5173521 mRNA panal cas
delta e'eep inaucing peplide ' munoreactor

spernt associated antigen 1

carkonic anhydras= Il

mos tol 145-triphosphate receptor tyoe 1
uronyl-2-sulfoiransferass

stannicealcin 2

clustenn (compisnrent lysis innibitor 524040 sulfa‘ed glycoprotein 2 testosierone-re;

adaptor-related sroten complex ! sigma 3 subunit
Homo sagisas cDHA FLI2OTES fis cone COL08574
ADP-riosy ation-H ke factor €- nteracting orotein §
abhydrolase domain contaning 3

cyruvate denydrogenase kinase isoenzyms £

042
642
04z
04s
041
041
04
041
D41
041
040
040
040
029
029
0329
028
0.26
028
0.37
027
0.37
D27
027
026
0.2€
D36
033
024
0.24
0.24
0.24
021
027
021
03t
03t

HSPAS3
FK3P14
4001
FLJ2D1S!
SESN3

ARGBP2
AP1GH
CCNC
COL5A1
LOC 114990
KIAAQ377
HSFC 162
FLJ12213

FAM23B
HIS!
MR4A2
AKRICY
FLJ5D492
LRE11
JPH1
CALU

SLC2AIS

DBSIPI
SPAGH
Cal2
ITPR1
UST

aTC2
(¥4

CLy
AP153

WGCA3664
ABr02
PCK4

207

20L650_at
238211 _at
208335 _s_at
214184 _x_at
235122 _at
230728 _at
264388 _s_at
215867 _«_at
2C1GE5_at
1585253 gt
ZJ2C8ET_at
212752 at
228237 _at
215282 _at
227626 _at
202215 _s_at
22193€_s_at
207578 _s_at
15854 _at
226604 _at
22C260_at
2281239 gt
ZODT7S6_x_at
1S52635_a_at
23E728_at
20e7e2_s_at
215117 _at
213735 s_at
216524 s _at
20%135_s_at
252436 _at
322523 _gt
237155 _»_at
222DE0_at
205711 _at
213017 _at
235560 _at



tunror necresis facior recepror saceramily nrentber 102
aspartate beta-hydrorylass

Homc sagiens mRNA

cel: cycle progression 3 proten

thiorsdoxin interact ng pretein

stauten RiA binaing protein | Crosophiiz )

020
020
029
025
025
0.24

TNFRSF10B
ASPH

CER3
TXHIP
STAU1

208

201089 s_at

211505 8_at
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analyses to be upregulated or downregulated in human cells after Staul depletion

Supplemental Table 3 Primer pair: u-ed to amplhify transeript; found in microarray analyse: to be
upre_gulnted or do\\'ureﬁul:\ted in human cells after Scaul depletion

Gene

Prumer {Senze’

Or:reer (Antzance)

e-JUN
SZXFINZI
IL7R

IF
GAPYS
CEMTH
STAMNS
TAGLY
OASL
GDIL
C3CL]
DCEZ
TRSL8
BSMBS
CGDAFL

5TC2

DUSP
GABARAPL]
TXWI?
TNFRSFICB
CC2Cl

L TR T

va v

LRI

L]

DT T )

L T I )

tn

-CTT GAA AGC TCA GAA CTC GG-3
CACC GCC AATCCGC AAGGCA CC-T
CAAGTGCCTATGC TCA AAA TG-Y

SCCTTGACCT IGE GIT TCA AC-S

CTCTCCT GTA TGA GAA GAA CC-3
CCAC TG CCA CAT GCT CGT GG-3

SCCATGG CCAGCA CCATTITCL-Y
STCCTTICCTG CCA GCOCTG AG-S
TGC AATCATTCGA GGA TTG TSL-Y

-CAC ACGA GAL GTC AAG CAC TG
CCT COT AGC CGCTGG CCG GL-3

SCAT TTATGT TGT TGT AGT TG-Y
CACACCCTITCAC GAG TCT TC-Y

SGEG CCA GAACTC CAC ACC G-

CAGT TAACTGTIGG ACT CCATG-Y

SCCTCETCCCT GCA GAA TAC AG3
CCCAAGTCOTT CTT CCT CAA AGSS
CAMATATCCCG GACAGCG CTC CL-3

-TCT GGA AGA CCA GCC AaC AG-3

STCG CCCCGE TCC TGC TGT TG6-X

-CGT CTCGAC TGA TGA A28 TC-3

R R R L NP N W R W A A Y

nonn

iy

LGTT CAC CAG GTC CAC GTA GG-3

]

[ P TRF TR

-TCA GCC CLC GAC GGT CTC TC-3
GCT GATCTC ATC CTT GIT CC-2
CTTCAGGCACTIT ACCTCC AC-Y

SATT TGC AAT GGA AGC CTT TG-Y

CGCTTCATCC TTC TTA TTA GC-57

SATC TIT GGG AAG CGG CTA TC-3
SACCTCGGCC LG TCC AGC TC-%

SGCACTGCTGCCATGT CTT IG-Y

CACTCTAA GTIG GAT GIC TC-3

LCATAAATGTIGCTIT TAT CC-3
CTITCTCCTC ACT TG ATT TG-S

CCAAGCAGC CAATTT TAT TG-Y
CTGCTC TIGC GLA GOL GAT CC-3
CAGCG CTC TCG AGT CAGCAT TC-%

ACTTIC TCC AACTCA TCA AG-3

STTCCTC CAGCAT TCT TGA TG-3
STAGTCTTCC TCATGA TIC TC-%

-TCA GCA TGG ATG GAS ATC TC-3
CTGACCATCC CTC TCG GAC ACY

CAC TCT GCC ATT TTG CGLCT GC-3

209

Supplemental Table S3: Primer pairs used to amplify transcripts found in microarray



210

Supplemental Table S4: Selected examples of transcripts upregulated in human cells

depleted of Staul in three independently performed microarray analyses

Supplemental Table 4 Selected example- of trapscripts upregulated in buman cells depleted of Staul
in three independently performed microarvay amalvze:-
Cell modlity. cell adhe:ton. extracellalar maorix

actin alpha 2 srocoth muscle aoita

crrcmozome 13 opex readmng fame 141

froronactn 1

f-lamm-bizdms LIM protamn-1

inzuhn-hike zreweh factor vinding protemn &

intagrie alpha 4 (antzen CD4SD alpha £ subuni oZ VA4 recapiorn

intzer:n bata 3 (piarzlet glveoprotem Iz annzes CDGL

orteoblas: cpecific fastor 2 (fascielin I-l:Xe;

protein tvrozinz phosphataza recepior opa F

rzmnazcin € thexabiach:on!

Thrombozpondin 1

aanzformung grewtk Jacter beta 1 :mduzed zan-omp: 1

Strucrural molecule acdvity, eyvtozkeleton, cyto-heleron organization and biogenesis
actm alpha 2 sxxcoth musele acita
actun alpzs 1
crepickma (C-20-C moafs Zzand 1 ymelanoma growtl: somulating actevin: alpha)
flamm-bondme LIN protam-1
Rha GDP diczecizrioz inlibitor 1GDII Eeta
thymos:z bata identified m nevwroblaztema cellz
nstue factor pathwas wnhiviio: 2

Rezulation of cell growth. cell ¢ycle
cremchime (C-1-C mouf) hzand | imelanema grew:k sumulaung actrity alpha)
czzemodzome 1< open reading frame 141
evelin-dependent kinaza 5 rezulatory cudume 1 pifh
cvelin-E buwrdmg protam 1
dual specifisity pherohatz-a §
e:s vartant gane 1
ziowth ascomated protem 43
Zictone deacetylaze 8
zignaling Irnephoeyiiz activatzon molesuls family member
spmal cord-de1ived zrowth facior-B
cupprezzor of cvtok:ze <1zzzling 2
umer preteln po3 o umen syndrome)
volum zarcoma virus 17 ozecegansz hompoleg ratiand

Apopiosis
catenin | czdhenm-azzociated prote:z) aipha-hike 1
TIAL evtetomie granule-azzociated AWNA bmding protein
mumer proteiw p33 (Z1-Frzumiem syndrome)

Iimmune re:ponze
2.5 -pligoadenylate syathetasa-lika
saexvekine (C-X-C mouf) and 1 rmelznema grews samulating actevity alpha)
fioronectn |
zuanylatz bmdizg pretein 1 mtarfaron-inducisla §7kDa

interfercn alphs-:nducible proteix iclone IFZ-1 9%
inserfercn-induced prote:n with setratticcpapiide zepeat:
mrerfercn-mmcuced preterr with tewatnceopapide repeat:
interfercn-induced proterz with teratnnccpapide repest: 4
inteilsuk:z 7 1ecepior

proztaziandin E racapror £ (zubmpe 224

(B
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pioteasome (f1o30me macropain) subunu betz op2 1 larze multifuncnonal preteaza 2
Rho GDP dizseciztos tahibitor iGDI beta
zizmaling Iymephoeyas activation molesuls family rertber ©

Re:pon-e to <trezs {exctracelluar stimulir
crarcekine (C-X-C monif zand | imelsnoma growth snmulatng astivig alpha)
fihronectin 1
zrowth aszoriated protein 33
inrzgrz bata 3 (platalet glvzopreten Iz anczen CD6L
inzaiferen-induced prote:n 44
sarlauk:z 7 recapror
2izmnaling Iymphoeyie activation molesulz family merncher [
axcue facsor pathway mhinizor 2

Regulation of DNA recombination. DNA repair
mzerlauk:iz 7 vacapror
mrcer pretein p33 1 Li-Traumem syndrome!
uracil-DMNA glveozvlaze

Regulation of transcriprion

ers vartant gane 1
nairy and exhancar of splis L iDvosophile
h—mobL_ v oz
laveme x:ch repaat im FLID) interacting protam [
FHD fingar protemn 11
qanzduciz-iike enhanca: of spliz 3 {Z1spl homolog Drosaphila)
Jarnzformung grewtd Jacter bema 1 inducad mazzonpr 1
Turer pretein p"-* 1Z-Fraumen syndrome)
vopun Zarcema v raz 17 oncozans homolog (avian:
zine fizger proterz 90 Zomoloz (mouzal

Regulation of translation
eukzrvon: tranzlation tunahon fretor 3A2

Procein secrecion
secrernzranm II (chaomogzarzia C)

igual cascade
2.5 .oligoadenylate wrnthetase-lde
cremckine (C-X-C moaf) Lzand | imelznoma zrewee snmulatmg azteaty alpha)
c;‘ remodzome 14 opex readmg frame 141
d:xvdropviimidinaze-ihe 3
cual specificity pzesphatzsz §
zrowth aszociated pzotein 43
zuamna mucleatide donding proram ¢ G protemn) zamms 4
zxpothencal protein FLJ33505
inzubn-hikz zrewth fctor bindng protein
intzgnz alpha 4 (antizen CD45D alpha 4 cubuni o VL A-2 tecapror)
mragnn b=t1 3 (plaralet glveoprote:n Tz znnzen (D6
meerlauk:s 7 recapror
prostaz.andia Eaecepror 4 subnpe 240
pLoteln rozine paosphataza recapror vpa F
protein tyozms presphataze recapiar npe O
Rho D2 dizseeiztor mbitor 1GDIy l:=.= tz
zignaling lymphooytiz astivaton molezuls
zpmal cor-darived growth facta:-B

il merber |
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statinun-like 3

zuppre-zo1 of cxtokire s1znaling 2

sanazein C thexabrack:on)

shremborpondin 1

dancducin-like enhancar of splis 3 (Siop 1 homolog Drazapiiiia
wanzforming srewrr Jacter bem 1 induczd wanzonpi 1

npe I mansmembiare receptor {se:zure-rzlated protein)

Complement and ¢oapulacion caseade:
I facror [cormplement)
serw2 (o cvieine projzimase sxhibiter clads E
dirembozpondm 1

ascue faetor pathway mhibizor 2

Cellular metabolizm
aldehrde dehyvdiozenase 1 Jamnly mambe: A2
CCGI-72 proten
cyelin-E bindinz protam 1
ydroprrimidinaze-like 3
erovl-Coenzymsa A hvdratz<z 3-zvdroxyvacyl Coenzyma A dzhyvdrozenase
mypathenca! protein FLI23343
protein vrozms prooplataza yezapto: ipe O

selenocvorelte lyass
wrac:l-DNA zlveazvlaze

Development, Morphogenezis, Organogenesis
actw alpha 2 smeoth cuscle soma
cremckinz (-XN-C motfh hzand 1 inzelanema growsh somulatmg astivity aipha)
evelin-dependent kinacz © regulatory cudbumit [ pif
vdropviimidinaze-like 3
flamm-rndmg LIM protam-1
zrowth azzocuated protein 43
=z and echancar of 2plit 1 (Drosopinia)
izh-mobiliny zroup box 3
ozteoblast cpecific factor 2 (fascichn I-lXe)
Rho &D?2 dizscorztior mhibitor (GDI ket
“tatzoun-hike 2
supprazzor of cxtokize c1gzzling
thrembospondm 1
mazzducin-like enhancar of spliz 4 1Z02p 1 homoloz Drozophil
Tanrzeln
curacr protein p33 (Li-Traumem syndrome)

-~

Organelle erganization and biogenesis
thymoz:x bats identified m meuroblazrema cells

Oxidoreductaze acavity
f-bromectin i

Prateazome, ubiquitin eycle
evelin-E Eindinz proram 1
nypotherical protein FLI20637
oroteazorie {prosonte miacropatn) subunit betz npz 9 large multifunchonal preteaza )
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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 (Mendell et al., 2004).

Supplemental Table 3 Tranzcripts upregulated in humaao cell: depleted of either Staul {three independencly performed microarray anah=e: i this
-udy) or Upfl L\lelﬁell et al.. 2004)

Relzir e mezeaze
toucroanay value

Transemips Frodust fiscnoxn =

<P Stau! Toll

daplzt:en deplation

Sarme (cr sveteine) proremnasa whibitor clade E nzxmn placmimozen  San foruisue plasnunogen activator wrobimace, 3.3 38
zenvatan inlnbiter tvpe 13 member 1 !SERPINED and protam C
Intzrienkm 7 raceptor (IL7R) Razapta: for inczrlzulm 7 30 21
v-jun zarzoma vimut 17 onccgane emolog (avian) (c-TUTY Zroto onregane 26 53
Piotemn tyroz:ze phozptatate raceptor wwpe T PTFRF) Call adhe-ten tecepia: 20 28
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Supplemental Table S6: Transcripts upregulated in human cells depleted of Staul in three
independently performed microarray analyses and that bind Staul-HA3 in three (white) or

two (gray) independently performed microarray analyses

Supplemental Table 6 Transeripts upregulated in human cell: depleted of Staul in chree independently performed microarray analyzes and thar bind

Smul-H.-\l in three (white} or two (Ernv) indegendemlv performed microarrav analyre:

Relatize tacrzase

Tranzeript jmicroamray value Arcessiaz
Stz deplenon Azn—-EA P
Homo sapien: ¢DNA FLI40657 fis clons TEYMU2G23406 13 186 AA36875€
Homo :apten: aazzenbad zaquence with rroderate simslanty to preten red WP _07 1430 L (Hzgpiens)s 2.1 92 44824201
cytokms recapror-like facier 2
Interfaroz-mnduced protain with tetramecpeptide rapaats 4 TFI T4 4: 72 AICTI407
Stathoun-hike 2 1 STMIT3} s5 84 AL37271S
Tuterferoz alpha-indue:dle prosam (elone IFI-23K) (GIPDY 32 41 WAM_C0F1C:
Cvelm-dependaut kinaze 5§ rezulatory subunue 1 (9351 «CDER) AR 38 ALS€7d]:
Dezapping enzvme =Dep2 (DCP2) 2z e AVTISSTS
KIAACIYS preterz (XIAAI14N 20 11 AW2TI063
Cyalm-E binding svotenn 1 Z31, 36 23 WA 15323
Rho GTFaze acuvanneg protzin 17 ARHCGAPIN 28 10 UTIL5E
Guanme nuclotide bindiag protem (G protemm) ganuma 4 (GNG4) 48 43 NM[_004485
Rho GTPase activanng protein 19 (ARHGAP]9) 21 1] AVT17623
Homo zaprans <DNA FLI37290 fis clone BRAMYIH14445, 2,0 ik AW451135
Epiplakin 1 (EPPK 1) 23 39 AL137725
Fibronectm § {FN1) +.7 313 RO2761
KIAA0931 proten (KIAAQS3E) 23 30 AB023148
Homo capiens sumilar to KIAADSE3-related zene (LOC3ITE854) mRNA 34 16 BCH0700
Likely ortholog of mouze $d:3 (SDS3) 5T 16 AK026749
Thioradoxm reductaze 3 (TANRD3) g 24 AIN47566
KI1AAO0143 prote:n (KIAAQ143) 2.3 23 AARDS5651
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3.3.11 Supplementary Figure Legends

Supplemental Figure S1. Demonstration that 11 of 12 transcripts that were
upregulated in human cells depleted of Staul using three independently 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 normalized to the
level of SMG7 mRNA, which is insensitive to Staul siRNA (data not shown) 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 cells treated with Stau siRNA relative to Control

siRNA, the latter of which was defined as 1.

Supplemental Figure S2. Demonstration that 6 of 6 transcripts that were
downregulated in human cells 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 Figure 1.

Supplemental Figure S3. Model for the secondary structure of the SERPINEI SBS
showing nucleotides 1297 through 1592. The plot was generated using the software
RNAdraw v1.1 (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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3.3.12Supplementary Figures
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Supplemental Figure S1: Demonstration that 11 of 12 transcripts that were upregulated in

human cells depleted of Staul are upregulated using RT-PCR.
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Supplemental Figure S2: Demonstration that 6 of 6 transcripts that were downregulated in
human cells depleted of Staul are downregulated using RT-PCR and transcript-specific

primers.
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Supplemental Figure S3: Model for the secondary structure of the SERPINE1 SBS.
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Furic, L. and DesGroseillers, L. Mammalian Staul and Stau2 proteins associate to
different subpopulations of mRNAs in human cells. Manuscrit en préparation pour

soumission au journal RNA.
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4.1 Mise en contexte

Dans le but d’obtenir un portrait global de tous les ARNm cellulaires qui
pourraient potentiellement étre régulés par les protéines Staufen de mammiféres, nous
avons voulu identifier les populations d’ARNm associées aux protéines Staul et Stau2 en

utilisant des micropuces d’ADN.
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4.3.1 Summary

Messenger RNAs in the cell 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, little is known about the RNA
targets of mammalian Staufen proteins. Here, we have characterized the mRNA content of
Staufen mRNPs from human 293T 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

SS 39

b Al 2
Staul , Stau2

and Stau26 are all 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, nevertheless share common mRNAs.
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4.3.2 Introduction

The regulation of gene expression at the post-transcriptional level is a mechanism
widely used by cells 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 (rans 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 translational activation
(Vagner et al, 2001) or repression (Chekulaeva et al., 2006) and also in mRNA
stabilization and decay (Brennan & Steitz, 2001; Chen et al., 2001). Many RNA binding
proteins that are zrans factors can each associate to more than one mRNA species in the cell
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 plays a
role 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 translational derepression of oskar once localized at the posterior pole (Micklem et al.,
2000). There are two mammalian homologs of Staufen termed 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 cell by microscopy and

also found to co-fractionate with ribosomes 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 splicing. Staul and Stau2 are also
involved in mRNA transport along the microtubule tracts in neuronal dendrites (Kohrmann
et al., 1999; Tang et al., 2001; Duchaine et al., 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 functions in RNA
localization and decay, Staul can also stimulate translation of repressed messengers

containing structured RNA elements in their 5’UTR (Dugre-Brisson et al., 2005).

To date, little 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 cells. The use of microarrays to identify mRNA subsets
associated to RNA-binding proteins is a proven approach that was successfully applied in
many studies. This technique termed RIP-Chip has been helpful to 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

2

62
and Stau2 were

58

5 N9
mRNAs in human 293 cells. HA-tagged version of Staul

, Stau2
transfected in 293 cells. After immunopurification, the RNA content of Staufen mRNPs
was isolated and used to hybridize Affymetrix human gene chips. Hybridizations identified

about 2000 probe sets with each IPed mRNPs. Most of them are unique for a Stau gene or
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isoform, although about 20% are common to all mRNPs. The most highly enriched
mRNAs were classified according to their cellular functions. The biological relevance of

these observations will be further discussed.

4.3.3 Experimental procedures

4.3.3.1 Immunopurifications

293 cells were propagated in DMEM medium supplemented with 10% cosmic calf

6
serum. 3 x 10 cells were plated in 150 mm Petri dishes and transfections were performed

24 hours after plating. Cells were transfected with one of the following 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 cells transfected with untagged
expressing vectors or the vector alone were used for control. Cells were collected and lysed
48 hours after transfection. Immunopurification, using anti-HA antibody, was performed as
previously described (Duchaine et al., 2000) except that E. coli tRNA (Sigma-Aldrich) was
added to a final concentration of 200 pg/mL during the incubation with Protein-A-
Sepharose (GE healthcare). After extensive washing the resin was incubated 5 min at 95°C
in 1X Laemmli buffer. 110 of the eluate was kept for Western blot analysis; the remaining

of the sample was used for RNA extraction.
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4.3.3.2 Microarray analysis

RNA was extracted with Trizol reagent (Invitrogen). RNA pellet was solubilized in
water and residual contaminants were removed using RNA nanoprep column (Stratagene).
Biotinylated-cRNA probes were synthesized by the two-cycle target labeling assay
following Affymetrix procedure. Affymetrix Human genome arrays (HG-U133 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. Results were recorded using the GeneChip
Operating Software (GCOS) platform, which includes the GeneChip Scanner 3000 high-
resolution scanning patch that enables feature extraction (Affymetrix). Notably, the
Affymetrix Gene Expression Assay identifies changes that ére greater than 2-fold with 98%

accuracy (Wodicka et al., 1997).

To identify mRNAs that specifically co-purify with Staul’>-HA, Stau2™’-HA and
Stau2°-HA, signal intensities obtained for specific IPs were compared to the baseline
signal intensities of control IPs 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 with cRNAs synthesized from specific IPs to cRNAs synthesized from total
RNA content of 293 cells. Each probe set presenting a fold 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 between the IP and
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control were kept for further analysis. Complete microarray analysis results can be found in

(Supplemental data).

4.3.4 Results

4.3.4.1 Staul and Stau2 co-purify with RNA

In order to isolate Staufen containing mRNPs 293 cells were transfected with
plasmids expressing HA-tagged version of Staul®, Stau2” and Stau2®.
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 1A). To address if RNA was co-purifying with Staul and Stau2,
RNA was isolated from the IPs and visualized using RNA pico chips (Figure 1B). As
expected control IPs showed very low amount of co-purifying RNA (Figure 1B-1). While
mainly two peaks corresponding to 18S and 28S ribosomal RNA were seen from 293 cells
total RNA (Figure 1B-2). A clear enrichment of mRNA over ribosomal RNA was observed
in samples of IPed Staufen-containing RNPs (Compare Figure 1B-3, -4 and -5 to 1B-2).
These data showed that the IP protocol is very specific and that subpopulation of RNA co-

IP with Staufen.

4.3.4.2 Microarray analysis of Staufen associated mRNAs

We took advantage of commercially available human DNA oligonucleotide

microarrays from Affymetrix 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 IPs 3-total RNA from 293 cells. First, arrays hybridized with cRNA probes
synthesized from 293 cells total RNA showed that 19491 probe sets (37.3% of total probe

sets) corresponding to 12188 unique genes can be detected in these cells. Then, in order to

55
identify Staul -HA associated mRNAs, four independent IPs were performed and

hybridizations were compared to control IPs. Hybridization results showed that the signals

for 1607 probe sets were enriched by more than 2.5 fold over control IP. Four arrays were

2

9 6
-HA and two for Stau2 -HA.

also used to detect Stau2 associated mRNAs: two for Stau2

59 62
2357 and 2008 probe sets were detected in association with Stau2 -HA and Stau2 -HA,

respectively. We also compared the enrichment of these probe sets against their relative
expression level in 293 cells total RNA. From the 1607 probe sets enriched in Staul>-HA

IPs, 307 were also enriched compared to the total RNA expression data. Similarly, 794
59
probe sets out of the 2357 associated with Stau2 -HA and 659 probe sets out of the 2008

62
associated with Stau2 -HA displayed at least a 2.5 fold enrichment over total RNA

expression profile. Results are plotted on Venn diagrams (Figure 2).

It has previously been reported that, at least in neurons, Staul and Stau2 can be part
of distinct mRNPs (Duchaine et al., 2002) suggesting that different mRNA subpopulations
are bound by Staul and Stau2. In accordance with this observation, 54% (875 probe sets)

of Staul-HA associated mRNAs are not enriched in Stau2 IPs. Similarly, 75% (2295 probe

39 62

sets) of combined Stau2 and Stau2 associated mRNAs are not enriched in Staul-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 all enriched in Staul -HA, Stau2 -HA and

62
Stau2 -HA associated mRNAs.

4.3.4.3 Highly 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 closely 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, all hypothetical and non annotated genes were removed. This

55 59
selection left 61 probe sets for Staul -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 cellular function to each probe set, genes were classified accordingly (Table 1).

All genes were included into thirteen categories. Roughly half of the genes fell into
three groups: metabolic enzymes and related proteins (22 mRNAs), signal transduction
effectors (26 mRNAs) and transcription regulators (24 mRNAs). Another interesting
category contains 10 mRNAs classified as playing a role in cell adhesion, motility and
organization. This suggests that Staufen could somehow be implicated in cell anchoring or
motility by binding and localizing thesc transcripts. This is not unprecedented as B-actin

(Farina et al., 2003; Oleynikov & Singer, 2003) and Arc (Steward et al., 1998; Martin,
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2001) mRNAs which are involved in cellular reorganization are both transported and

localized at precise sites in the cell via RNA transport mRNPs.

4.3.5 Discussion

Statistical analysis on mean-scale normalized MASS5 data was chosen over classic
MASS 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 still found to be Staufen co-purifying mRNAs (data not

shown).

This study allowed the identification of mRNAs that are included 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 of the Staufen binding site in a particular mRNA is of primary importance. In fact,

it has been demonstrated that if Stau1”? is tethered to the 3°UTR of a reporter messenger it

induces its decay by SMD (Kim et al., 2005). Yet another study showed that tethering

53

Staul to a reporter mRNA bearing the Arfl SBS in its S’UTR region induces an increase
in translational rate of the reporter and a shift of the reporter from monosomes to
translating polysomes (Dugre-Brisson et al., 2005). Unfortunately, given the nature of
Staufen-binding sites there is no high throughput technique available to assess where

Staufen binds in a given group of mRNAs. This is mainly because Staufen binding sites are
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not well characterized and also because the search for structured elements is more
challenging than the search for a consensus sequence in an RNA population. So in
investigating this matter, one should consider doing gene by gene approach. In that respect,
the classification presented here of Staufen associated mRNAs in functional subclasses will

be helpful in orienting further studies.

Some highly enriched mRNAs of special interest taken from Table 1 are presented

below and the potential roles of Staufen in their posttranscriptional regulation are proposed.

Among the enriched mRNAs with Stauzw there is elF5SA2. The function of elF5A in
translation is not well understood (Zanelli et al., 2006), but recent work in yeast showed
that a temperature sensitive mutant of the related protein eIF5A1 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 elFSA2 mRNA with
different 3°’UTRs (Clement et al., 2006). Some of these mRNAs exhibit short half lives and

Stau2 could be involved in elF5A2 transcript specific stabilization or destabilization.

Another interesting mRNA is the bicistronic GDF1/LASS1 transcript that is
enriched with Staul**-HA. GDF1 is a member of the transforming growth factor 8 (TGF-
B) superfamily and is expressed from the second open reading frame (orf) of the 3 kb
transcript (Lee, 1991). Staul could possibly be implicated in translational regulation of this

mRNA by promoting translation of the GFD1 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 cell cycle independent (Wunsch et al.,
1991). Another particularity is that compared to other histone mRNAs H2A.Z contains a
poly-A tail and so is not subjected to the 3’end processing undergone by cell-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 H2A.Z posttranscriptional regulation (Hatch & Bonner,
1988). Staufen is maybe substituting in a way to SLBP (Stem loop 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 Fmrl 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 translational repression and in synaptic plasticity (Zalfa et al., 2006). It was
reported that FMRP co-purifies with at least 432 different mRNAs following
immunoprecipitation from mouse brain extracts (Brown et al., 2001). FRMP is also found
in complex with 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 previously identified as potential FMRP targets with the
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35

Staul -HA associated mRNA population identified in the present study. 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 performed 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. Of these 1363 probe
sets, 58 (4.3%) are enriched in Staul™-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 also enriched in Staulss-HA purification. Table 2 shows the identity

of these common mRNAs.

This observation that a subgroup of Staul™-HA co-purifying mRNAs contains
mRNAs that were 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 particular
mRNA that ultimately direct its fate. Unfortunately, it is hard to gain a global picture of the
relationships that exist between the RNA content of different mRNPs 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 cell type used as starting
material 3-the developmental stage at which the experiment was conducted and 4-the

species that were used to study mRNA content of mRNPs.

Finally, in our classification of the highly enriched mRNAs, we have sorted genes
in 13 categories; almost all these genes play functions in the control of cell growth and in
cellular integration of extracellular signals. There are also a certain number of translational
factors. All in all, we have for the first time showed, by an unbiased approach, that Staul

and Stau2 associates with different subsets of mRNAs in the cell and that there are even

differences in affinity between Stau2* and Stau2®’.
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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 cells were transiently transfected with either one of the following plasmids

55 59 62
expressing HA-tagged version of Staul , Stau2 , Stau2 or mock transfected to control

for nonspecific IP. Two days later, cells were lysed, a fraction of cell lysates was

59
immunopurified using a mouse monoclonal a-HA antibody, and Staul (lane 1), Stau2

62
(lane 2) and Stau2 (lane 3) were identified after IP using Western blotting and a rabbit
polyclonal a-HA antibody. Lane 4 corresponds to the IP of mock transfected cells.(B)

Analysis of the RNA content of Staufen IPs. RNA was extracted from the previously
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described IPs (A). Total RNA was also extracted from 293 cells. RNA samples were run on
a Bioanalyser RNA pico chip (Agilent). Migration profile of 293 cells total RNA sample
shows mainly two peaks (B-2) corresponding to 18S and 28S ribosomal RNAs. Note that

Bioanalyser profiles are not all plotted on the same absorbance scale.

Figure 2. Venn diagrams summarizing microarray analysis results. The RNA
content isolated from each Staufen IP (Figure 1) was used to synthesize cRNA probes in
order to hybridize Affymetrix HG_U133_plus 2 microarrays. (A) Number of probe sets
showing an enrichment of at least 2.5 fold over the control IPs. (B) Number of probe sets

that are both enriched over negative control IPs and total RNA relative expression data.
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Table 2: mRNAs that are associated with both Staul*-HA (this study) and FRMP (Brown

etal., 2001)
St1(65)-HA associated mRNAs HG_U133 MG_U74v2 FMRP associated mRNAs
Tyrosine kinase, non-receplor, & ) S A TR0 Tyrnsme kinase, non-recepior
adenylate cyclase | (brain) 213245 _at 116691_AT  adenylate cyclase 1
ATPase, Class VI type 11A 230875 s at  103899_AT ATPase, class Vi type 11A
chondroitin polymenzing factor 202175 _at 97387_AT DNA segment, Chr 1 Brnigham & Women's
DIP2 disco-interacting protein 2 homolog A (Drosophil 1552677_a_at 114488 AT DIP2 disco-interacting protein 2 homeleg A
chromosome 6 open reading frare 107 226135 _at 103773_AT RIKEN cDNA F830021D11 gene
ubtquitin protein ligase E3 component n-recognin 2 212760 _at 111342_AT  ubiquiiin protein igase E3 component n-rec
chromosome 9 open reading frame 10 1555908_at  05488_AT  cDNA seguence BCD 10304
dipeptidyl-peptidase 9 230018_at 114469_AT dipeptidylpeptidase 9
chromosome 15 open reading frame 39 215087 _at 104389 _AT RIKEN cDNA 1700017805 gene //! hypothe
dytnechn 223171 _at 99u368_AT  dymechn
exostoses (multiple)-hke 1 206329 _at 115969_AT  exostoses (multipie)-hke 1
glucacorticoid receptor DNA binding factor 1 220394_s_al  96208_AT  glucocorticoid receptar DNA binding factor
guanine nucleotide binding protein (G protem) alpha 1 221737 _at 97226_AT  guanine nucieohide binding protemn, alpha 1
ZXD family zinc finger C 230209 _at 117039_AT  ZXD family zinc finger C
ZXD family zinc finger C 234991 _at 117039_AT  ZXD family zinc finger C
zinc finger protein 42 (myelod-specific relinoic acid-re 40569 _at S4101_AT zinc finger protein 98
WW, C2 and cotled-coil domamn containing 1 241950_at a6518_AT  WW, C2 and coiled-coll domain containing
Eukaryotic translation untiation factor 4 gamma, 3 244015 _at 96850_AT  eukaryotic translation intiation factor 4 gan
Eukaryotic translation iubation factor 4 gamma, 3 243149 _at 96850_AT  eukaryotic ‘ranslation imtiation factor 4 gamr
APt gamma subunit binding protein | 239678_at 133560_AT  AP1 gamma subumt binding protein 1
Spectrin domam with cotled-coils 1 240765_at 102942_AT  specinn domam with coited-coils 1
Cdk5 and Abl enzyme substrate 1 225531 _at 117085_AT  Cdk5 and Abl enzyme substrate 1
AT rich nteractive domain 2 (ARID RFX-like} 225486_at 103079_AT AT nch interactive domain 2 (Ard-rfx like)
hypothetical protem DKFZp76112123 54970_at 102271_AT DNA segment, Chr 11, Bngham & Women's
Stenle alpha matf domain contaming 48 227511_at 100889_AT  sterle alpha motif domain contaming 48
leucine rich repeat neuronal 6A 227933 _at 139527 _AT  leucine rich repeat neuronal 6A
KIAAQ515 212068 _s_at  107033_AT RIKEN cDNA 5830434P21 gene
KIAADS1S 212069_s_at  107033_AT RIKEN cDNA 5830434P21 gene
TBC? domain family membet 16 222116_s_at 110258 _AT  TBC1 domain family. member 16
TBC1 domain family member 18 228488 at 110258_AT TBC1 domain family member 16
jun D proto-oncogene 203752 _s at  102364_AT  Jun proto-oncogene related gene d1
KIAAQ226 212735 _at 111540_AT RIKEN cDNA 1700021K19 gene
KIAAQ284 213242 _x_al  131216_F_AT expressed sequence AWS55464
KIAAQ317 202128 _at 109944_AT RIKEN cDNA 1110018G07 gene
ATM/ATR-Substrate Chk2-Interacting Zn2+-finger pro 201854_s_at  130730_F_AT cDNA sequence BC0OB0G31
kelch-like 21 (Drosophila) 203065 _at 104293 AT kelch-like 21 (Drosophita)
SET domain containing 18 213153 _at 129315_AT  SET domamn contamng 1B
TBC1 domam family member 24 227908 _at 97710_F_AT TBC1 doman family, member 24
latrophilin 1 203488_at 112497_AT  latrophitin 1
latrophilin 1 219145 _at 112497_AT  latrophitin |
MCM3 mimchromosome maimntenance deficient 3 (S ¢212269_s_at  97433_AT  mimichromosome maintenance deficient 3 (
meningioma (disrupted i balanced translocation) 1T 205330_at 110774_AT  meningioma 1
pratei’ phosphatase 1, regulatory subunit 98 spinoph 225124 _at 112345_AT  protein phosphatase 1 regulatory subunit €
WW domatn containing E3 ubiquitin proten hgase 2 204022_at 103717_AT W domain contamning E3 ubiquitin protein
nischarin 227392 _at 94236_AT  nischann

Nuclear factor ¥C (CCAAT-binding transcription factor 226895_at 02241 AT  nuclear factor I/C
phosphatidylinositol 4-kinase, catalytic, alpha polypep 207081_s_at  104208_AT  phosphahdylinositol 4-kinase, catalytic, alpl

PH domain and leucine rich repeat protein phosphatas 212719 _at 109399 _AT  PH domain and leucine rich repeat protemn
PRP8 pre-mRNA processing factor & homolog (S cer200000_s_at  98574_AT  pre-mRNA processing factor 8

RABG nteracting prctein | 212561 _at 10410€8_AT Rabb interacting protemn 1

ral guanine nucteotide dissociation stimulator 209050_s_at  100530_AT ral guanine nucleotide dissociation stimulat
synaptotagmin IX 1563658_a_at 107392_AT  synapiatagmin IX

transmembrane protein | 209412 _at 104202_AT transmembrane protein

transmembrane protemn | 1555446_s_at 104202_AT transmembrane protein 1

ubiquitin specific peptidase 2 229337 _at 92820_AT ubiquitin spacific peptidase 2

unc-£1-ltke kinase 1 (C elegans) 209333 _at 102332_AT Unc-51 hke kinase 1 (C elegans)

zinc fingar protein 236 222227 _at 115194_AT  zinc finger protein 236
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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 thése. La recherche des ARNm
associ€s a Staul et Stau2 avait surtout été entreprise dans I'optique de I’étude de la
localisation intracellulaire de P’ARNm. Par contre, la recherche d’un motif consensus
d’interaction entre Staufen et 'ARNdb est restée la ligne directrice du projet. Seront

discutés dans les prochaines sections les thémes suivants :

. Les différences fonctionnelles et mécanistiques entre le NMD et le SMD.
o Les structures d’ARNdb liées par Staul dans les ARNm Arfl et STMN3.
o La présentation-de modéles de régulation du métabolisme cellulaire par Staul et

Stau?2.

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 a été
effectué par double hybride dans le but d’identifier des partenaires protéiques de Upfl. Le
fragment de Staul ainsi isolé qui est responsable de cette interaction consiste en une
portion centrale de Staul comprenant le dsRBD4 et le TBD. La région de Upfl qui
interagit avec Staul est la méme région que celle impliquée dans I’interaction avec Upf2,
ce qui suggere qu’il pourrait exister une compétition entre le SMD et le NMD (Kim et
Maquat, communication personnelle). Les prochaines sections présenteront les divergences
et les similarités entre ces deux mécanismes de dégradation de I’ARNm, ainsi que les

questions qui sont toujours sans réponses quant 4 leurs modes de fonctionnement.
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5.1.1 Nécessité 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 rdle prépondérant dans le SMD et le NMD. Le laps de temps au cours duquel le
ribosome est arrété sur un codon stop est nécessaire pour qu’il y ait interaction entre les
facteurs protéiques impliqués dans le SMD et le NMD. Dans le cas du NMD, un codon stop
qui déclenchera la dégradation doit se trouver a environ 50 a 55 nucléotides en amont d’une
Jonction exon-exon. Il est postulé que lors de la ronde pionniére de traduction, le ribosome
enleve les protéines de I'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 pionniére de traduction, alors que les protéines de
PEJC sont toujours associées a I’ARNm. Il est important de rappeler que la grande majorité
des ARNm ne sont pas dégradés par NMD puisque leur codon de terminaison endogeéne 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 entrainer la
dégradation d’un transcrit, mais n’est pas soumis aux contraintes lides aux événements

d’¢épissage et d’association des protéines de I’EJC. En effet, c’est I’association de Staufen
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Figure 1 : Comparaison des mécanismes NMD et SMD.

A. Lors de I’épissage des transcrits primaires, un complexe protéique (EJIC, exon
Junction 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. (1) Les transcrits porteurs de
codons non-sens apparus a la suite d’une erreur de transcription sont éliminés par le NMD.
Staufen] n’est pas impliqué dans ce mécanisme. (2-3) Le recrutement de Staufen] au
moyen d’une protéine de fusion Staufen1-MS2 (MS2 étant une protéine qui lie une
structure spécifique de I’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 4 une séquence d’ARN (SBS, Staufen] -binding site)
située en aval du codon de terminaison normal sur le transcrit endogéne Arfl déclenche le
SMD. (5) Cette séquence est importante puisque sa délétion protege le transcrit Arfl de la
dégradation. (6) De méme, un transcrit rapporteur auquel a été fusionnée la séquence SBS

devient sensible au SMD.
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Figure 2 : Modéle 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 Staufen1/Upf1 se lie en aval d’un
codon de terminaison normal au niveau de la région 3’-non traduite (NTR) d’un ARNm, il
entraine la dégradation de celui-ci (fléche noire). C. Le SMD pourrait étre modulé au
niveau de I’association entre Staufenl et Upfl, de la liaison de Staufenl a2 I’ARNm et/ou de

la modification post-traductionnelle de Staufenl par des facteurs encore inconnus.



P

A SMD

StaLifem
Upf1

Dégradatiorﬁ de TARNmM

B SMD  Upfi®

> Staufen1
=)
7mGpp AAAAA..

”
Upf1 8 2
C P v e

% Staufen
7mGpp AAAAA

5'NTR Séquence codante 3'NTR

Figure 2 : Mode¢le de fonctionnement du SMD

Figure tirée de Furic et Desgroseillers (2005).

253



[

P

254

en aval du codon de terminaison qui dicte si I’ ARNm sera dégradé. A I’opposé du NMD,
dans le cas du SMD, Staufen n’est pas enlevé du transcrit lors d’une ronde pionniére de
traduction. La dégradation induite par Staufen peut donc se faire également lorsque ’ARN
est associ€ a eIF4E (Hosoda et al., 2005). 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 a I’un de ces deux modes de dégradation.

5.1.2 Mécanisme de dégradation

Il est postulé que puisque le NMD et le SMD font appel au recrutement de Upfl
afin d’entrainer la dégradation des transcrits, les étapes subséquentes au recrutement de
Upfl seraient identiques pour le NMD et le SMD. Par contre, il est possible que des
divergences puissent exister entre ces deux modes de dégradation. Chez les mammiferes, le
modele actuel expliquant la dégradation par NMD des ARNm qui recrute Upfl est le

sulvant :

1- Lors de la terminaison de la traduction, un complexe protéique préformé
contenant Upfl, la kinase SMGI et les deux facteurs de relargage, eRF1 et
eRF3 s’associe au ribosome (Kashima et al., 2006). Ce complexe est

dénommeé SURF.



255

2- La phosphorylation de Upfl par SMGI s’effectue uniquement si le
complexe SURF, via Upfl, interagit avec Upf2 sur un EJC en aval du

codon de terminaison (Kashima et al., 2006).

3- Upfl phosphorylé recrute alors les protéines SMGS 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 SMGl, il
doit interagir avec Upf2. Cependant, dans le cas du SMD, Upf2 n’est pas impliqué dans la
dégradation. Deux explications peuvent étre données afin de réconcilier cette divergence.
Premicrement, Staul est peut-étre capable de stabiliser I'interaction Upfl-SMGI1 et de
favoriser la phosphorylation de Upfl de la méme maniére que Upf2. Deuxiémement, si
Pinteraction Staul-Upf1 est plus stable que Pinteraction Upfl-Upf2, le complexe SURF
pré-assemblé n’est peut-étre pas nécessaire pour le SMD. Ainsi, SMGI serait recruté
simultanément par les facteurs de relargage et le dimére Staul-Upfl, entrainant la

phosphorylation de Upfl.

Une autre protéine, SMG6, est capable d’interagir avec Upfl phosphorylé. SMG6
forme des granules cytoplasmiques indépendants des « P-bodies ». SMG6 possede
¢galement un domaine endonucléase PIN qui ressemble au domaine RNAseH et qui est
fonctionnel in vitro (Glavan et al., 2006). 11 a été rapporté que le NMD chez la drosophile

implique un clivage endonucléolytique, mais I'identité de cette nucléase est encore
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inconnue (Gatfield et lzaurralde, 2004). 11 serait intéressant de déterminer si les ARNm
dégradés par le SMD sont retrouvés dans les « P-bodies » avec SMG7 ou s’ils sont plutot

associ€s a SMG6 et clivés de maniére endonucléolytique.

L’approche suivante permettrait de déterminer si le SMD fait appel 4 une
endonucléase. 1l s’agit d'inhiber les voies de dégradation 5’— 3’ et 3°— 5’ afin d’observer
si un intermédiaire de clivage apparait et si la taille de cet intermédiaire peut étre corrélée
avec la position du codon stop. Ce modéle de clivage par une endonucléase pourrait étre
particuliérement approprié dans le cas des ARNm localisés dans les dendrites ou les « P-
bodies » ne sont slirement pas facilement accessibles. Dans ce cas, le recrutement de SMG6
par Upfl entrainerait un clivage du transcrit et un arrét de la traduction locale. Nous
reviendrons plus loin dans la discussion sur le rdle potentiel du SMD dans la régulation de

la traduction dendritique de I’ARNm (Section 5.1.4).

5.1.3 Régulation du SMD

Le NMD est principalement un mécanisme de contrdle de la qualité qui sert &
s’assurer qu’il n’y ait pas de synthése de protéines tronquées ayant potentiellement des
effets néfastes sur le métabolisme cellulaire. La découverte que I’ARNm Arfl encodant le
facteur de ribosylation de I’ADP-1, une GTPase impliquée dans le transport vésiculaire
(Donaldson et Jackson, 2000), était une cible endogéne du SMD a ouvert la voie a
I’hypothése que le SMD puisse étre un mécanisme régulé (Figure 2). En effet, il serait peu

probable que les ARNm soumis au SMD le soit toujours dans la méme mesure. Alors,
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comment le SMD pourrait-il étre régulé? Plusieurs pistes peuvent étre suivies pour tenter

d’obtenir des €léments de réponses a cette question :

. La concentration cellulaire de Staul pourrait varier et ainsi modifier I’efficacité du
SMD.
o La formation du complexe Staul-Upfl pourrait étre contrdlée, par des modifications

post-traductionnelles de Staul et/ou Upfl, par exemple.
o L’accessibilit¢ de Staul au SBS pourrait étre diminuée par compétition avec

d’autres facteurs liant I’ ARN.

La littérature ne recense pas beaucoup de résultats se rapportant aux variations d’expression
de Staul chez les mammiféres, que ce soit au cours du développement, de la différenciation
cellulaire ou du cycle cellulaire. Tout de méme, il a été montré que le niveau de I’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 €galement avoir un
réle a jouer dans le SMD. En ce sens, lors de la différenciation des cellules Caco-2 en
entérocytes, il y a une redistribution de Staul vers la membrane apicale et une exclusion du
domaine baso-latéral (Gautrey et al., 2005). De plus, des résultats préliminaires tendent a
montrer que la quantité de Staul dans les cellules 293 et HeLa serait modulée au cours de
la progression a travers le cycle cellulaire (Viranaicken et DesGroseillers, communications

personnelles).
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La deuxiéme hypothése est que I’association Staul-Upfl puisse étre régulée afin de
contrdler Iefficacité du SMD. Notons tout d’abord que la région de Staufen qui interagit
avec Upfl, soit le dsSRBD4 et le TBD, est également impliquée dans une autre interaction
protéine-protéine avec la protéine phosphatase-1 (PP1) (Monshausen et al., 2002). Cette
association nécessite le motif d’acides aminés RKVTF qui se trouve au centre du TBD de
Staul. Cette interaction entre Staul et PP1 semble étre assez stable, puisque les deux
protéines sont co-purifiées par immunoprécipitation. 11 serait donc possible que PP1 et
Upfl soient en compétition pour interagir avec Staul. Cette méme région, comprenant le
dsRBD4 et le TBD, permet également une association directe avec le ribosome (Luo et al.,
2002). Cette interaction est indépendante de I’activité de liaison a4 I’ARN du dsRBD4. De
plus, Staul est capable d’homo-dimériser, ce qui pourrait moduler Iinteraction Staul-Upfl
(Martel et DesGroseillers, manuscrit en préparation). Staul est également une
phosphoprotéine (Annexes, page II), mais la ou les kinases impliquées dans cette
phosphorylation sont encore inconnues. L’état de phosphorylation de Staul pourrait donc
aussi avoir un impact sur I’association a Upf1. Dans le cas de Upfl, au moins trois kinases
responsables de son état de phosphorylation ont été identifiées, soit SMG1, ATM et ATR

(Azzalin et Lingner, 2006; Brumbaugh et al., 2004; Pal et al., 2001).

Finalement, ’accés de Staul au SBS pourrait étre contrélé. Nous avons vu
précédemment que dans le cas de PKR (Section 1.2.2.3), la protéine cellulaire TRBP et la
protéine virale E3L pouvaient empécher son activation en se liant aux mémes ligands

d’ARN que PKR. Une situation similaire serait envisageable dans le cas de I’association de
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Staul au SBS, des protéines comme ADAR, RHA ou TRBP pourraient entrer en
compétition avec Staul pour la liaison au SBS. De plus, I’affinité de Staul pour le SBS
pourrait varier en réponse a des modifications post-traductionnelles de Staul, telles que la

phosphorylation, la méthylation sur arginine ou I’'ubiquitination.

5.1.4 SMD et ARNm dendritiques

Mis en contexte dans le modéle de localisation neuronale de I’ARNm par Staul, le
SMD peut devenir un mécanisme intéressant de contrdle de la durée de I’expression d’un
messager qui est réprimé durant son transport et qui ne doit étre traduit que dans une courte
fenétre de temps. En effet, le SMD, tout comme le NMD, est un mécanisme de dégradation
qui est dépendant de la traduction. 11 serait alors possible de proposer un modéle ou
I’activation de la traduction d’'un ARNm, li¢ par Staul en son 3’UTR, soit en compétition
directe avec le recrutement par Staul de Upfl et I’enclenchement du SMD. Ainsi, le laps
de temps au cours duquel cet ARNm serait activement traduit pourrait étre régulé par la
rapidité d’action du SMD. Donc, lors de la dé-répression traductionnelle, si ’ARNm est
d¢ja lié par le complexe Staul-Upf1, le nombre de protéines produites sera potentiellement
trés faible. A I’opposé, dans le cas ot Staul n’est pas présent en aval du codon de
terminaison, la traduction pourra s’effectuer plus longtemps. Un état intermédiaire

apparaitrait lorsque Staul, seul, serait associé au transcrit en absence de Upfl.
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3.2 Association de Staul au 3°UTR de plusieurs ARNm

Les travaux présentés dans cette thése constituent la premiére caractérisation, chez
les mammiferes, de sites de liaison 4 Staul dans des ARNm. Nous avons montré que Staul
s’associe a la région 3°’UTR des ARNm suivants : Arfl, Paics, Serpinel, II7R, c-jun,
GAP43 et STMN3 (Articles 1 et 2 et annexes pages IV 4 IX). La caractérisation des régions
précises d’interaction entre Staul et les ARNm Arfl et STMN3 a été entreprise. L’ARNm
Arfl 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 Arfl a premiérement été établi comme une région d’environ 230
nucléotides débutant a plus de 67 nucléotides en aval du codon de terminaison endogéne
(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 a 93 et 194 a4 212. La tige potentielle est entiérement 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 tétraboucle, puisqu’il y a 100 nucléotides qui séparent les deux

brins formant la tige. Attendu que Staul lie avec une grande affinité les régions en double
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brins de I’ARN, nous avons étudié plus en détail les déterminants structuraux du SBS

nécessaires pour qu’il y ait association.

La premiére étape fut de délimiter avec plus de précision la portion minimale
représentant le SBS de Arfl. 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 a 79 en 5° ou les nucléotides 199 a 249 en 3’
diminue grandement I’association & Staul. Il est a4 noter que ces deux régions sont
relativement €loignées I'une de I'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
Pimpact sur I’association a Staul. Une partie des résultats obtenus était incluse dans
Particle 2, mais une analyse plus compléte, semi-quantitative, 4 également été effectuée

avec 10 constructions mutantes du SBS (Annexes pages IV a VI ).

L’analyse globale de tous ces résultats indique que I’intégrité de la tige de 19 paires
de base est essentielle pour qu’il y ait association optimale & 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 posséde une délétion des
100 nucléotides séparant les deux brins de la tige. Dans cette construction, I’inter-région est
remplacée par une tétra-boucle (UCGA). Ceci suggére que d’autres déterminants sont peut-
étre impliqués dans I’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» a la
construction « WT »). Ce résultat tend & 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
role dans la reconnaissance par Staul d’un élément de structure en double brins. En effet, il
existe peut-€tre une contribution additionnelle a P’affinité de liaison venant de la position de
certaines paires A-U ou G-C, ainsi que de I’orientation de ces paires dans la tige. Ceci
serait en accord avec les observations effectuées en analysant la structure cristallographique
du complexe entre de I’ARNdDb et le dsSRBD2 de XIrbpA (Section 1.3.2). I avait alors été
déduit qu’une paire G-C située dans le sillon mineur contacté par la boucle 2 du dsRBD
contribuait & la liaison de XlrbpA au duplex d’ARN. De plus, I’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 a I’affinité du dsRBD pour son ligand.
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5.2.2 Le SBS de STMN3

L’ARNm de STMN3 (Stathmin like-3) encode une protéine contenant un domaine
stathmine impliqué dans la dépolymérisation des microtubules mitotiques selon un cycle de
phosphorylation/déphosphorylation (Gavet et al., 1998). La sous-expression de Staul dans
des cellules HelLa entraine une augmentation du niveau stationaire de I’ARNm STMN3 de
55 fois (Article 2). L’ARNm STMN3 est également associé & Staul apres
immunoprécipitation (Article 3). Afin d’identifier la région de ’ARNm STMN3
responsable de I’association a Staul, nous avons testé I’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 troisiéme construction tronquée des
nucléotides 18 4 1542 du 3’UTR. Les deux constructions contenant des délétions dans la
région 3’UTR sont co-immunopurifiées dans une proportion inférieure a 20% du niveau
d’association du transcrit dérivé du cDNA entier (résultats non-présentes). Staul s’associe

donc préférentiellement a un élément du 3’'UTR.

La modélisation de la structure secondaire de la région du 3°’UTR comprenant les
nucléotides 260 a 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 a la tige du SBS de Arfl, la tige potenticlle de STMN3 n’est pas coiffée

d’une tétraboucle. 255 nucléotides séparent les deux brins impliqués dans la formation de la
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tige. Une approche similaire a celle effectuée pour I’analyse du SBS de Arfl a été utilisée
afin d’étudier la contribution des divers éléments du SBS de STMN?3 dans ’association a

Staul. Voici les conclusions principales tirées de cette analyse (Annexes page 1X) :

. La déstabilisation de la tige diminue I’affinité pour Staul.

o La délétion de Iinter-région entre les deux brins formant la tige diminue également
I’association a Staul.

o La construction d’un double mutant complémentaire au centre de la tige ne restaure

pas enticrement le niveau d’association observé pour le SBS de type sauvage.

Ces conclusions sont en fait les mémes que pour le SBS de Arfl et la prochaine section
s’intéressera a dresser un portrait global de ce qui est maintenant connu de ’association de

Staufen 4 ’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 thése, 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 a V). Les domaines I 1V
et V sont impliqués a divers degrés dans le recrutement de ’ARNm bicoid, ainsi que sa

localisation et son ancrage subséquent au pdle antérieur de I'ovocyte. Le domaine 111 est
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Figure 3: Structure de la région centrale du 3’UTR de bicoid (nucléotides 172 & 722)

La structure est divisée en 4 grands domaines (domaine Il 4 V). Un domaine charniére se
trouve a la jonction des domaines II, Ill et IV. Le modéle de structure secondaire a été
obtenu & partir de clivages enzymatique et d’attaques chimiques. La RNAse T1 (fleches
débutant par un carré) clive les guanines non appariées. La RNAse T2 (fleches débutant par
un cercle) clive les adénines non appariées (et faiblement les uridines non appariées). La
RNAse VI clive les régions en double brins (fléches). L’intensité du clivage est représentée
par des fléches plus larges et de caractére plus gras. Les attaques chimiques au DMS et au
CMTC permettent I'identification des nucléotides non appariés. Les résultats sont présentés
selon un code de couleur : rouge (trés réactif), orange (modérément réactif), jaune (trés

faiblement réactif) et bleu (non-réactif).
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Figure tirée de Brunel et Ehresmann (2004).
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responsable d’un événement de dimérisation qui est important pour la formation des
complexes ribonucléoprotéiques de transport de bicoid (Ferrandon et al., 1997; Wagner et
al., 2001). It existe une controverse autour de I’utilité du domaine 111 dans la localisation de
bicoid. Plusieurs travaux s’intéressant au signal de localisation ont été réalisés par injection
de constructions mutantes au centre de I’embryon au stade blastoderme, ce qui n’est pas
physiologique puisque la localisation de bicoid est terminée 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 I’ovocyte (Snee et al., 2005). 1l n’en reste pas
moins que le domaine lII est capable de recruter Staufen dans les essais d’injection au

niveau de I’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 Hllla (18 paires de bases), HIIIb (16 paires de bases) et HVa (17 paires de

bases) ne sont interrompues que par de rares mésappariements ou excroissances.

5.2.3.2 Modéle d’association de Staufen a ’ARNdb

Il est possible que Staufen en raison de ses multiples dsRBD s’associe a I’ARN en
utilisant plus d’un dsRBD. Les données cristallographique concernant I’association du
dsRBD2 de XIrbpA montre que deux copies du dsRBD peuvent se positionner sur une
double hélice d’ARN de 16 paires de bases (Ryter et Schultz, 1998). Nous savons aussi que

le dsSRBD3 de Staufen peut s’associer a 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 Arfl montrent que la
mutagenese de quatre paires de bases a I’'une ou P'autre des extrémités de la tige diminue
grandement I’association 4 Staul et cela méme s’il reste potentiellement une tige de 15
paires de bases dans chacun des cas. Il se pourrait donc que I’association optimale de Staul
a I’ ARNdb se fasse via deux dsRBD venant soit de deux copies de la protéine entiére ou de
deux dsRBD distincts de Staul. Une observation expérimentale permet d’ailleurs de
supporter cette hypothése. Lors des essais de liaison in vitro de Staul a I’ARNdb, afin de
déterminer la constante d’association de I’interaction, la courbe expérimentale obtenue était
de forme sigmoidale, ce qui suggére 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 I’ARNdb. Premiérement, des études cristallographiques pourraient étre
entreprises en utilisant la protéine Staufen entiére, ou du moins les dsRBD-3 et -4 qui
semblent avoir le plus d’affinité pour I’ ARNdb, en complexe avec un ligand physiologique,
tel que la tige de Arfl ou de STMN3. De plus, les études de mutagenése des SBS de Arfl
et STMN3 devront étre poussées plus avant, afin de déterminer avec encore plus de
précision si certains nucléotides sont préférés a des positions clés des tiges. Une étape
préliminaire a 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 ligands optimaux
de Staul et Stau2. Cependant, une étude récente a montré les limites de cette technique
lorsqu’appliquée a la recherche de structures en double brins plutdt qu’a la recherche de
séquences linéaires de nucléotides (Hallegger et al., 2006). Tel que mentionné dans
I’introduction (Section 1.5.1), le SELEX a été utilisé pour trouver des ligands des dsRBD2
de XIrbpA et de ADARI. Aprés onze ou douze rondes d’enrichissement, les ligands isolés
ont eteé 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 a dire que les ligands enrichis spécifiquement avec le
dsRBD2 de ADARI sont liés avec la méme affinité par le dSRBD2 de XlrbpA et vice-
versa. Il est tout méme 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 I’association
de Staul a ’ARN : le SMD. En utilisant le SBS de Arfl dans des études d’association, il
serait théoriquement possible de corréler Iaffinité 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 & I’essai et pourrait accélérer grandement I’étude des
déterminants structuraux du SBS de Arfl responsables de I’association a Staul. En effet,
cette approche permet d’éviter la co-immunoprécipitation de I’ARNm avec Staul et tous

les problémes de reproductibilité qui en découlent.

3.3 Régulation du métabolisme cellulaire par Staul et Stau2

Dans cette derniere section de la discussion, une synthése des résultats obtenus dans
cette thése sera présentée dans 1’optique d’établir un modéle intégré des diverses fonctions
cellulaires de Staul et Stau2. Il est important de souligner encore une fois ’explosion du
nombre de données acquises sur les fonctions des protéines Staufen de mammiféres 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 ot Staufen s’associe peut-
étre soit 2 I’ARNm, aux ribosomes ou a d’autres types d’ARN. Ceci n’exclut pas, par
contre, la possibilité que Staufen puisse s’associer & I’ARN dans le cytoplasme. Nous
savons ¢galement que la position & laquelle Staufen se trouve associé a 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). A I’inverse, le recrutement de Staul dans la portion
3’UTR du transcrit peut causer sa dégradation par SMD (Kim et al., 2005b). Nous ne

savons pas pour l'instant si Stau2 posséde les deux mémes activités, mais des résultats
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préliminaires laissent croire que Stau2 peut également entrainer le SMD d’un rapporteur

(Kim et Maquat, communications personnelles).

I serait donc possible de classer les ARNm associés a Staul et Stau2 en quatre
grandes catégories dont I’appartenance a I'une d’entre elles ne serait pas mutuellement

exclusive de I’appartenance aux autres :

o ARNmMm dont la traduction est stimulée ou activée par association a Staufen

o ARNm dégradé par SMD lors de I’association a Staufen

. ARNmMm transporté a un site subcellulaire pour synthése locale de la protéine encodée
. ARNmMm co-purifié indirectement en raison d’une liaison directe Staufen-ribosome

La découverte que des milliers d’ARNm sont potentiellement associés a Staul et Stau2
(Article 3) complique relativement la tache dans I’assignation de ces divers transcrits a
une ou Pautre des catégories ci-haut mentionnées. Différentes approches pourront étre
utilisées afin d’identifier des sous-groupes d’ARNm dans cette population générale.
Premiérement, des travaux sont déja en cours afin d’identifier les ARNm cellulaires qui
adopte un profil de sédimentation distinct lors d’une surexpression de Staul. Ces ARNm
peuvent étre plus activement traduits s’ils sont associés, par exemple, en plus grande partie
aux polysomes. Une surexpression de Staufen pourrait également entrainer une dégradation
plus active de certains des ARNm associés. Il serait également approprié de purifier
Staufen a partir de divers compartiments cellulaires, par exemple, a partir des dendrites de

neuroncs.
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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 >’ ARNm qui
sont associées spécifiquement a I'une ou l'autre de ces deux protéines. Quels sont les
facteurs responsables de cette spécificité? Plusieurs pistes de réponse peuvent étre
explorées. Premi¢rement, méme 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 a Staul ou a Stau2. Une
maniere simple de vérifier cette hypothése serait de construire des chiméres de Staul et
Stau2 en interchangeant leurs dsRBD, afin de déterminer si la spécificité de liaison vient
uniquement des dsRBD.  Deuxiémement, des régions non-conservées entre les deux
protéines comme le dsRBD1 de Stau2 ou le dsRBD5 de Staul pourraient avoir un role a
Jouer dans la reconnaissance et I’association & certains ARNm spécifiques. Troisiémement,
le recrutement de Staul ou Stau2 sur certains ARNm est peut-étre contrélé par I’association
a des partenaires protéiques qui interagissent spécifiquement avec Staul ou Stau2. La

spécificité de liaison découlerait alors de I’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 4 la modulation des diverses fonctions de Staufen
pourrait étre la clé qui permettrait une régulation fine de tous les événements moléculaires

initiés par Staufen. Pour appuyer cette hypothése, il a été montré que chez le xénope



'

P

273

XStaul et XStau2 sont phosphorylés par la voie MAPK lors de la maturation méiotique au
pole végeétal, un stade ot plusieurs ARNm localisés au cortex végétal sont libérés (Allison
et al, 2004). Ce qui suggére un lien entre I’état de phosphorylation de Staufen et le

métabolisme des ARNm localisés.

De plus, la génération de souris invalidées pour les génes Staul et Stau2 serait un
outil exceptionnel pour pouvoir apprécier les différences précises dans le role de ces deux
protéines. Cependant, le nombre d’ARNm qui sont potentiellement associés autant 4 Staul
qu’a Stau2 nécessitera peut-étre la génération d’une souris ou les deux génes seront
inactivés, afin de déterminer I’impact global de I’absence de Staufen sur le métabolisme
cellulaire. En raison du réle potentiel de Staufen lors du développement, il est fortement
possible que la délétion de Staufen entraine une mort embryonnaire, la création de souris
dans lesquelles I'invalidation des génes 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 a la
protéine FMRP (Article 3). Ce résultat s’ajoute a de multiples observations qui suggérent
que les complexes ribonucléoprotéiques sont trés hétérogénes et que plusieurs
combinaisons de protéines liant ’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 a I’intérieur d’un- méme type cellulaire et en
utilisant les mémes plateformes d’identification. Ceci permettra enfin d’avoir une vision

globale des relations qui existent entre les diverses protéines liant ' ARN.

En terminant, il est important de souligner que durant la période ou les travaux
présentés dans cette thése ont été effectués, un pan insoupgonné de la biologie des ARN a
ét€ mis au jour. En effet, I'importance physiologique des petits ARN non codants, tels les
miRNA, les siRNA et les transcrits d’éléments 4/u (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 I’ARN dans les processus cellulaires.
De nouveaux outils sont maintenant a 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 a des transcrit non-codants, et ce, puisqu’il a été
montré que plusieurs autres protéines a 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).
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Conclusion

Les travaux présentés dans cette thése ont permis de faire croitre de maniére
significative le lot de connaissances sur les protéines Staufen de mammiféres. L’isolation et
la détermination du contenu en ARNm des complexes protéiques contenant Staul et Stau2
ont permis de mener a la découverte d’un nouveau mécanisme cellulaire de dégradation de
PARNm : le SMD. De plus, pour la premiére fois chez les mammiféres, des structures
d’ARNdb reconnues par Staufen a I’intérieur &’ ARNm endogénes ont été caractérisées. Les
résultats contenus dans cette thése pourront servir de base a de multiples études

subséquentes s’intéressant a une meilleure définition des rdles cellulaires de Staufen.
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Annexe 1

Staufenl 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 a partir d’extraits de cellules 293T. L’analyse des
fractions recueillis aprés chromatographie a été effectuée par immunobuvardage de type
Western. L’ état de phosphorylation de trois protéines a été testé, soit hStaul, Erk et I’actine
B. (Ext : extrait total avant chromatographie; FT : flow thru; Elut : élution) Nous pouvons
voir que hStaul 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 a la forme phosphorylée de Erk montre que Erk phosphorylé est
préférentiellement retrouvé dans la fraction de protéines liées a la colonne. A I’inverse, un
anticorps dirigé contre 1’actine  montre que cette protéine n’est pas phosphorylée. Ces
deux derni¢res protéines ont été testées pour démontrer que ces colonnes permettent
vraiment une séparation efficace des protéines cellulaires selon leur état de

phosphorylation.
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Annexe 2

Analyse semi-quantitative de I’association de Staul au SBS de Arfl
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Figure 2 : Structure modélisée du SBS de Arfl

Représentation des mutations introduites dans la structure prédite du SBS de Arfl et

pourcentages de liaison des divers mutants par rapport au SBS de type sauvage.
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Figure 3 : Analyse semi-quantitative de I’association de Staul au SBS de Arfl

Des cellules 293 ont été transfectées de maniére transitoire avec pCDNA3-Staul-HA, ainsi
qu’avec un des onze plasmides pSport-Arf1-SBS (A) suivants exprimant diverses délétions
et mutations du SBS de Arfl, soit les constructions WT (type sauvage), A249-300, A Loop,
A 49-300, Mut 58-61, Mut 68-72, Mut 75-78, Mut 90-93, Mut 194-197, Mut 201-204 et
Double. Le plasmide pSport-Paics exprimant PARNm 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 contrdle positif de liaison a Staul. 48 heures aprés la
transfection les cellules ont été lysées et une fraction du lysat a servi a extraire les protéines
et I’ARN pour analyse des ratios « avant IP ». L’autre fraction des lysats a été incubée avec
un anticorps anti-HA pour immunoprécipiter Staul. Aprés IP, le contenu en protéines et
ARN a été extrait pour analyse des ratios « apres IP ». (B) L’analyse par immunobuvardage
de type Western montre que les [P sont spécifiques, puisque GAPDH n’est pas co-
immunoprécipité avec Staul-HA. L’analyse semi-quantitative du ratio entre Arfl et Paics a
été réalisée par RT-PCR. Les pourcentages représentent le rapport de I’intensité Arfl/Paics

« apres IP » sur le rapport Arfl/Paics « avant IP ».
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Annexe 3

Analyse semi-quantitative de I’association de Staul au SBS de STMN3
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Figure 4 : Structure modélisée du SBS de STMN3

VIII

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.
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Figure 5 : Analyse semi-quantitative de I’association de Staul au SBS de STMN3

Des cellules 293 ont été transfectées de manicre 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 361-365, Mut 635-639 et Double. Le plasmide pSport-Paics exprimant
I’ARNm entier de la carboxylase du phosphoribosylaminoimidazole et la synthétase du
succinocarboxamide phosphoribosylaminoimidazole a été transfecté en combinaison avec
chacun des plasmides pSport-ArfI-STMN3 et sert de contrble positif de liaison a Staul. 48
heures apres la transfection les cellules ont été lysées et une fraction du lysat a servi a
extraire les protéines et I’ARN pour analyse des ratios « avant IP ». L’autre fraction des
lysats a été incubée avec un anticorps anti-HA pour immunoprécipiter Staul. Aprés IP, le
contenu en protéines et ARN a été extrait pour analyse des ratios «aprés IP ». (B)
L’analyse semi-quantitative du ratio entre Arfl et Paics a été réalisée par RT-PCR. Les
pourcentages représentent le ratio de l’intensité Arfl/Paics «aprés IP » sur le ratio

Arfl/Paics « avant I[P ».





