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Résumé/Abstract

Résumé

Les P-bodies (PB) sont des granules ribonucléoprotéiques concentrant des milliers d’ARNm
particulierement riches en AU, et une centaine de protéines. Parmi celles-ci, 3 répresseurs de
la traduction : DDX6, LSM14A et 4E-T sont indispensables a I’assemblage des PB. Dans une 1°©
partie, nous nous sommes intéressés au mécanisme d’assemblage des PB. Nous avons
identifié par une approche de TAP-tag et de spectrométrie de masse les partenaires de
LSM14A, de son paralogue LSM14B et de 4E-T. Le croisement de leurs interactomes avec ceux,
déja connus, de DDX6 et des PB révele 8 nouveaux candidats d’assemblage des PB. Nous
montrons que I'un d’eux, ILF3, contribue au maintien des PB. Nous montrons par ailleurs
qu’une fraction de LSM14A est associée au complexe d’initiation de la traduction. La 2"%
partie porte sur I'influence du contenu en GC sur les régulations post-transcriptionnelles. Nous
avons cherché : si DDX6, LSM14A et 4E-T ont des préférences de liaison a I’ARN expliquant
I’accumulation préférentielle d’ARNm riches en AU dans les PB, quelles informations apporte
la localisation des cibles des miARN dans/hors des PB sur le mécanisme de régulation des
ARNm par les miARN, et quels autres paramétres que le contenu en GC influenceraient la
localisation des ARNm aux PB. Nos analyses montrent : que 4E-T est la seule des 3 protéines
d’assemblage des PB a manifester une préférence de liaison pour les ARNm riches en AU, que
la localisation dans les PB des cibles des miARN est associée a une répression de leur
traduction dépendante de DDX6, et que la rétention d’ARNm riches en AU sur les membranes
et les ribosomes concurrence leur recrutement aux PB.

Abstract

P-bodies (PBs) are ribonucleoprotein granules where thousands of mRNAs especially AU-rich,
and hundreds of proteins concentrate. Among these proteins, three repressors of translation:
DDX6, LSM14A and 4E-T are required to assemble PBs. In a first part, we looked at PB assembly
mechanism. We identified by a TAP-tag approach coupled to mass spectrometry analysis
protein partners of LSM14A, its paralog LSM14B and 4E-T. Crossing their interactomes with
already known DDX6 and PB interactomes revealed 8 new PB assembly candidates. We
demonstrate that one of them, ILF3, contributes to PB maintenance. Concerning LSM14A, we
show that a fraction of LSM14A associates to the initiation complex. In a second part, related
to the influence of GC content on post-transcriptional regulations, we asked: if DDX6, LSM14A
and 4E-T have a RNA-binding preference that could explain accumulation of AU-rich mRNAs
in PBs, how global localization of miRNA targets in/out PB is informative in regards to mRNA
regulation mechanism by miRNAs, and which other parameters apart from mRNA GC content
could influence mRNA localization to PBs. Our analyses show: that out of the 3 PB assembly
factors, only 4E-T has a preference for AU-rich mRNAs, that localization to PBs of miRNA
targets is correlated to their translational repression by DDX6 and that retention of AU-rich
mMRNAs on membranes and ribosomes competes with their localization to PBs.
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Liste des Abréviations

43S: complexe de pré-initiation

48S: 43S associé a ’ARNm

4E-BP: elF4E Binding Protein

4E-IP: elFAE Interacting Protein

4E-T: elFAE Transporter

aa: acide aminé

ADN: Acide DésoxyriboNucléique
ARE: AU-Rich Element

ARE-BP: AU-Rich Element-Binding Protein
ARNm: Acide RiboNucléique messager
ARNt: ARN de transfert

ATP: Adenosine Triphosphate

CCR4-NOT: Catabolite Carbon Repressor

4-Negative regulator of Transcription

CPE: Cytoplasmic Polyadenylation Element
CPEB: CPE-Binding Protein

DCP1,2: Decapping Enzyme 1,2

DDX6: DEAD box helicase 6

eEFs: eukaryotic Elongation Factor

elF4F: complexe d’elF4A-elF4E-elF4G-
elF4B

elFs: eukaryotic Initiation Factors
EJC: Exon Junction Complex

ER: Reticulum Endoplasmique

FC: Fold Change

GAP: GTPase Activating Protein

GDI: GDP Dissociation Inhibitor

GDP: Guanosine Diphosphate

GEF: Guanine nucleotide Exchange Factor
GFP: Green Fluorescent Protein

GO: Gene Ontology

GTP: Guanosine Triphosphate

hnRNP: heterogeneous nuclear

RiboNucleoProtein
IRES: Internal Ribosome Entry Site

m’GTP: 7-Méthylguanosine 5’-

triphosphate

miRNA: micro ARN

miRNP: microRNA RiboNucleoParticle
(m)RNP: (messenger) RiboNucleoProtéine
MS: Mass Spectrometry

NMD: Nonsense Mediated-Decay

nt: nucléotides

PABP: Poly(A)-Binding Protein

PAN3: Poly(A) Nucléase 2 et 3

PARN: Poly(A) RNase

PB: P-bodies/Processing bodies
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PTB: Polypyrimidine Tract Binding protein
PTC: Premature Terminaison Codon

PTM: Post-Translational Modification
RBD: RNA-Binding Domain

RBP: RNA-binding Protein
RISC: RNA-Induced Silencing Complex

Rluc: Renilla luciférase

RNA seq: RNA sequencing
SG: Stress Granule

siRNA: small interfering RNA

sm(i)FISH: single molecule (inexpensive)
Fluorescent In Situ Hybridization
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Partie 1 : mRNPs & régulations post-transcriptionnelles
cytoplasmiques chez les eucaryotes

Dans un organisme eucaryote pluricellulaire, toutes les cellules ne remplissent pas les
mémes fonctions ni ne sont exposées aux mémes variations environnementales. Dans ces
conditions, il est vital pour les cellules de pouvoir exprimer sélectivement dans |'espace et
dans le temps, les génes adéquats afin d’adapter le niveau de protéines aux circonstances
(Sokabe and Fraser, 2018). Si, historiquement, les régulations transcriptionnelles ont été
considérées comme les protagonistes quasi exclusifs du controle de base de I'expression
génique (i.e. dans des conditions environnementales stables), il est aujourd'hui admis que la
coordination globale de I'expression génique dépend également largement des régulations
post-transcriptionnelles (Figurel). La premiére analyse quantitative et a large échelle des
contributions relatives des différentes étapes de I'expression génique sur le niveau de
protéines a été réalisée en 2011 sur des fibroblastes de souris (Schwanhd&usser et al., 2011).
Les mesures des demi-vies de 5000 ARNm par margquage métabolique ainsi que d’abondance
de ces ARNm et de leurs protéines correspondantes dans une population de cellules
asynchrones ont montré, apres révision des calculs dans (Li et al., 2014), que la transcription
explique 38 % de la variation des niveaux de protéines. La dégradation de I’ARN en explique
18%, la traduction 30% et la dégradation des protéines 14%, ce qui confirme I'importance des

régulations post-transcriptionnelles dans le contréle de I'expression génique.
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Figure 1. Principales régulations post-transcriptionnelles eucaryotes

Aprés que I’ARN est transcrit dans le noyau par I’ARN Pol Il assistée de facteurs de transcription
généraux et spécifiques, des RBP se lient au transcrit pré-messager et catalysent I’addition d’une coiffe
7 méthylguanosine (1), I'épissage des introns et le dépét de I'EJC (2) ainsi que I'ajout d’une queue
poly(A) (3). ARN mature est exporté dans le cytoplasme via les pores nucléaires (4). Le mRNP est
remodelé par I'ajout/retrait de RBP spécifiques contribuant a orienter son devenir cytoplasmique. Aprés
transport éventuel (5), TARNm peut étre traduit (6), réprimé en traduction (7) et/ou/puis dégradé (8).
Les mRNPs dont la traduction est réprimée peuvent également se condenser dans des granules mRNPs
ou ils sont transitoirement stockés (9). (Modifié d'apres Chin and Lécuyer, 2017).
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Dans le cadre de cette introduction, nous traiterons des régulations post-transcriptionnelles
cytoplasmiques, c’est-a-dire celles qui s’appliquent au contréle de la traduction de I’ARNm et
de sa stabilité. Aprés avoir rappelé les mécanismes moléculaires d’initiation de la traduction
ainsi que les mécanismes de dégradation de ’ARNm nous ferons le point sur les principales
régulations de ces processus. Les exemples et références choisis concernerons prioritairement
le modéle mammifére sans exclure toutefois des références ponctuelles a d’autres organismes

modeles eucaryotes lorsque cela s’averera nécessaire.

1. Traduction de ’ARNm : mécanisme moléculaire de I'étape d’initiation

et principes de réqulation

La traduction de I'ARNm chez les eucaryotes se décompose en quatre phases
successives : initiation, élongation, terminaison et recyclage du ribosome (Sokabe and Fraser,
2018). En pratique, l'initiation de la traduction consiste a activer en paralléle la sous-unité 40S
et 'extrémité 5’ de I’ARNm, a recruter le 40S sur I’/ARNm, a sélectionner le codon d’initiation
et ay assembler le ribosome afin de pouvoir démarrer la synthése protéique (Figure 2). Toutes
ces étapes requierent I'intervention coordonnée d’'une multiplicité d’acteurs moléculaires :
treize facteurs d’initiation de la traduction canoniques (elFs) (Tableau 1), plusieurs facteurs
auxiliaires tels que la PABP (Poly(A) Binding Protein) et I'hélicase DHX29, auxquels s’ajoutent
les ribosomes, les ARN de transfert (ARNt) et I’ARNm. Avec des taux d’initiation estimés par
des approches d’imagerie in vivo sur molécule unique entre 1,4 et 3,6 évenements
d’initiation/min selon les transcrits considérés (Morisaki et al., 2016; Yan et al., 2016) et
comparés a des taux d’élongation estimés entre 3,1 et 4,9 codons/s par les mémes approches,
I’étape d’initiation de la traduction est considérée comme relativement lente méme s'il existe
des hétérogénéités de cinétique entre ARNm d’'une méme cellule. Il s’agit de I'étape limitante
et par conséquent la plus étroitement régulée du processus de traduction. Pour la majorité
des ARNm eucaryotes, l'initiation de la traduction fait intervenir la coiffe de ’'ARNm dans le
recrutement et I'assemblage des sous-unités ribosomales sur I’ARNm (von der Haar et al.,

2004), selon un mécanisme dit « coiffe-dépendant » que nous détaillons ici.
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Figure 2 L’initiation de la traduction coiffe-dépendante.

Le complexe ternaire comportant ’ARNt initiateur, chargé en méthionine et d’elF2 chargé en GTP,
s’associe a la petite sous-unité ribosomale (40S), portant déja elF1A, elF3 et elF5 pour former le
complexe 43S (1).En paralléle de (1), le complexe elFAF comportant elF4A/elFAE/elFAG et elF4B se
forme, par interaction de la protéine de liaison a la coiffe elF4E et de la protéine plateforme elF4G.
PABP permet la circularisation de ’ARNm lié a elF4E ce qui facilite la traduction (2).L’association des
complexes 43S et elF4F forme le complexe 48S, complexe actif de I'initiation de la traduction (3). Celui-
ci scanne la région 5’UTR de ’ARNm (4) jusqu’a atteindre le codon AUG initiateur. (5) A I'atteinte de
I'AUG, les facteurs d’initiation de la traduction se dissocient pour étre recyclés (6) et la grande sous-
unité ribosomale (60S) s’associe a la petite pour former le ribosome (7). Cette étape signe la fin de
Iinitiation et le début de I’élongation de la traduction. (Modifié d'aprés Merrick and Pavitt, 2018).
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L Masse moléculaire .
Nom Sous-unité Fonction
(kDa)
olF1 1 13 Stimule la liaison du TC au 40S/favorise le
balayage/contribue a la fidélité de sélection de I'AUG
Stimule la liaison du TC au 40S/lie le 43S au complexe
elF1A 1 17 elF4F/empéche la liaison du 60S avant la reconnaissance de
I'AUG
elF2 3 36/38/51 formation du TC
elF2B 5 34/39/50/60/80 réalise I'échange GDP-GTP pour elF2
Stimule la liaison du TC au 40S/lie le 43S au complexe
elF3 13 total 800 elF4F/empéche la liaison du 60S avant la reconnaissasnce de
I'AUG
ARN hélicase déroulant les structures secondaires du 5'UTR
elF4A 1 165 i
préalablement au balayage
elF4B 1 69,3 activateur de elF4A
elF4E 1 25 lie la coiffe m’ GTP de I'ARNm/export de I'ARNm du noyau
formation du complexe elF4F en liant elF4E, elF4A, elF4B/
elFAG 1 176 formation du 48S en liant elF3/ conformation closed-loop en
liant PABP
olF5 1 49 GAP spécifique d'elF2-GTP hydrolysant le GTP en GDP lors de
la reconnaissance de I'AUG
elF5B 1 139 GTPase.association des deux s.u ribosomales
elF6 1 27 empéche une association prématurée en tre le 60S et le 40S
DHX29 1 155 déroule les structures secondaires de la 5' UTR
empéche I'association prématurée des deux sous-unité
ABCE1 1 67 .
ribosomales

Tableau 1. Récapitulatif des fonctions des facteurs d’initiation de la traduction eucaryotes

(Modifié d'apres Jackson et al., 2010)

1.1 Initiation de la traduction coiffe-dépendante

1.1.1 Formation du complexe 43S

La premiére étape de I'initiation de la traduction consiste a mettre en contact la petite
sous-unité ribosomale (40S) avec un ARNt initiateur chargé en méthionine (ARNt-Met), sous
une forme capable d’étre recrutée sur ’ARNm. En pratique, ceci implique I'assemblage d’un
complexe 43S PIC (Pre Initiation Complex) contenant le complexe ternaire (TC), les facteurs

d’initiation elF1, elF1A et elF3 et |e 40S.

Le complexe ternaire inclut le facteur d’initiation elF2, ’'ARNt-Met et du GTP. Il permet
d’acheminer I’ARNt-Met jusqu’a la petite sous-unité du ribosome (Dever et al., 2016;

Hinnebusch, 2014) grace a I'action de elF2 qui, sous sa forme elFI2-GTP, est capable de lier a
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la fois le 40S via sa sous-unité elF2a (Hashem et al., 2013) et ’ARNt-Met (Hinnebusch and
Lorsch, 2012). Aprés hydrolyse du GTP et relargage du phosphate, elF2-GDP perd son affinité
pour I’ARNt-Met et quitte le PIC (Algire et al., 2005). Si la forme elF2-GTP possede dix fois plus
d’affinité pour I'ARNt-Met que la forme elF2-GDP, il s’agit également de la forme la moins
stable (Kapp and Lorsch, 2004). Ainsi, la formation du complexe ternaire nécessite la
conversion d’elF2-GDP en sa forme active liée au GTP. Cette activation repose sur |'action
combinée d’un GEF (guanine nucléotide exchange factor) : elF2B (Pavitt, 2005), et d’'une
GAP/GDI (GTPase Activating Protein/ GDP Dissociation Inhibitor) : elF5 (Jennings and Pavitt,
2010), (Figure 3).

elF2(cP)
©

Figure 3 Cycle d’activation du facteur d’initiation elF2

elF2-GDP est activée par I’action de elF2B. elF2B est un GEF (Guanine exchange factor) qui dissocie le
GDP de elF2 pour y permettre la liaison du GTP (1) et faciliter la liaison du Met-ARNt a elF2 (2). En
conditions de stress, la sous-unité a de elF2 est phosphorylée sur sa sérine 51 par différentes kinases
telles GCN2, HRI, PERK, PKR (3). Sous sa forme phosphorylée, elF2(aP) inhibe I'activité de elF2B et
conséquemment l'initiation de la traduction (4) (revu en détail dans Proud, 2018 ; Wek, 2018). L’action
de GDI (GDP Dissociation Inhibitor) de elF5 stabilise la liaison du GDP a elF2 et empéche la dissociation
de elF2 qui pourrait autrement échapper a la régulation par elF2B. elF5 a aussi une fonction GAP
(GTPase Activating Protein) intervenant aprés de la reconnaissance de I'’AUG (5). (Modifié d'aprés
Jennings and Pavitt, 2014)
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Le recrutement du TC au 40S fait intervenir trois facteurs additionnels : elF1, elF1A et
elF3. Les facteurs elF1 et elF1A se lient de maniére coopérative a la sous-unité 40S, du coté
de la face non exposée au solvant (Sokabe and Fraser, 2014). Selon deux études par coupure
dirigée avec des radicaux hydroxyles, elF1 occupe le site P du 40S (Lomakin et al., 2003) et
elF1A le site A du 40S (Yu et al., 2009). Leur liaison au 40S induit un changement de
conformation de ce dernier, qui adopte alors une conformation ouverte a laquelle peut se lier
le TC (Merrick and Pavitt, 2018b). Cette conformation ouverte sera également importante
pour I'étape de scanning (cf partie 1 paragraphe 1.1.4). Deux études successives de cryo-
microscopie électronique (cryo-EM) ont permis de résoudre la structure du complexe 43S-
DHX29 de mammifére a 11,6 A puis 6 A et ont montré qu’elF3 posséde plusieurs points de
contact avec la sous-unité 40S (des Georges et al., 2015; Hashem et al., 2013). elF3 établit trois
points de contact avec le 40S : (1) sur la face exposée au solvant via les interactions de elF3a
avec les protéines ribosomales S1/526/S7 et de elF3c avec 527, S15 et S7 ; (2) a I’entrée du
canal ARNm via les interactions de elF3b avec S4; (3) a la sortie du canal ARNm via les
interactions de elF3d avec RPS28, RPS7 et RPS9 (Figure 4). elF3 joue aussi un role dans la
stabilisation du TC au 40S du fait d’'un contact entre elF3d et le domaine D1-elF2a (des
Georges et al.,, 2015). (Figure 5). Une étude récente basée sur I'analyse des profils de
sédimentation sur gradients de sucrose des différents elFs crosslinkés a I’ARNm a montré que
la suppression de elF3d par ARN interférence empéche la formation d’'un complexe 43S, ce

qui appuie I'importance d’elF3d dans |’association d’elF3 au 40S (Herrmannova et al., 2020)
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elF3a
C-ter

. body
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Figure 4 Contacts de elF3 avec la sous-unité 40S au sein du complexe 43S

(1) et (3) sont des vues depuis la face exposée au solvant des interactions entre elF3 et le 43S et (2) est
une vue depuis la face inter sous-unités. Les rectangles noirs représentent une vue détaillée des
interactions de la sous-unité elF3a avec les protéines ribosomales RPS1/RPS26/RPS7 et de elF3c avec
RPS27, RPS15 et RPS7 (1); de elF3b avec RPS4 a I’entrée du canal ARNm (2); de elF3d avec RPS28, RPS7,
RPS9 a la sortie du canal ARNm (3).(Modifié d'apres des Georges et al., 2015)
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Figure 5 Schéma de la structure du complexe 43S-DHX29 mammifeére.

Le complexe 43S lié a I’hélicase DHX29 est représenté successivement depuis I'arriére, la face exposée
au solvant, I'avant. Le 40S est représenté en gris tandis que les sous-unités des différents elFs ainsi que
DHX29 sont en couleur. H indique la téte du 40S et B le bec. elF3 possede trois régions d’interaction
avec le 40S. L’ensemble des sous-unités (elF3f/h/a/c/k/I/e) se lie du cété exposé au solvant du 40S a
I'opposé de la plateforme via elF3a et elF3c. Le module elF3b/i/g est en contact avec I'entrée du canal
ARNm via elF3b. elF3d est situé a coté du canal de sortie de '’ARNm. elF1 et elF1A sont positionnés sur
la face non exposée au solvant et occupant respectivement les sites A et P. elF2. (Modifié d’apres des
Georges et al., 2015)

1.1.2 Assemblage du complexe elF4F sur I’ARNm

Pour pouvoir recruter le 43S, I’ARNm doit étre activé grace a la formation du complexe
elF4F a I'extrémité de la 5’UTR. Le complexe elF4F se compose de la protéine de liaison a la
coiffe elF4E, de la protéine plateforme elF4G, de I’ARN-hélicase elF4A et de sa protéine
activatrice elF4B. elF4E se lie a la coiffe (Sonenberg et al., 1978, 1979) en entourant le m’ GTP
par les orbitales t de deux résidus tryptophane (Marcotrigiano et al., 1997). En parallele, elFAE
s’associe a la protéine elF4G par un motif consensus Tyr-XXXX-Leu-O® (avec X a.a variable, ¢
acide aminé portant un radical hydrophobe) ce qui renforce I'affinité d’elF4E pour la coiffe
(Griiner et al., 2016). L'association d’elF4E a la coiffe est également stabilisée par la liaison
directe d’elF4G a ’ARNm (Yanagiya et al., 2009) et sensible a la phosphorylation de la sérine
209 (Wang et al., 1998). En conditions de stress, cette sérine est phosphorylée par la kinase

MNK (Scheper et al., 2002) ce qui dissocie elF4E de la coiffe.

La formation du complexe elF4F (Figure 6) entraine deux réarrangements de ’ARNm : le
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déroulement des structures secondaires de la 5’UTR et le rapprochement des extrémités 5’et
3’ selon une conformation circulaire dite en « boucle fermée » (closed-loop). Le facteur elF4G
joue un réle clef dans ces deux réarrangements. elF4G lie elF4A associée a elF4B, ceci active
la fonction ARN hélicase de elF4A et lui permet de dérouler des structures secondaires et/ou
de déplacer des complexes ARN-protéines susceptibles de géner le recrutement d’'un ARN
simple brin dans le canal ARN du 43S PIC (Garcia-Garcia et al., 2015; Ozes et al., 2011). Dans
certains cas, d'autres ARN-hélicases telles que DDX3 (Soto-Rifo et al., 2012) ou DHX29 pour
les ARNm tres structurés (Dhote et al., 2012; Pisarev et al., 2008) contribuent également au
déroulement des structures secondaires de la 5’UTR .En paralléle de son interaction a elF4A,
elFAG s’associe également a la PABP (Imataka et al., 1998). Selon les données structurales,
I'interaction entre ces deux protéines est directe et concerne les résidus 178-203 d’elF4G ainsi
gue le domaine RRM2 (RNA Recognition Motif 2) de PABP (Safaee et al., 2012). Cette
interaction est au coeur du modele en boucle fermée. Selon ce modele, la chaine d’interactions
directes m’GTP-elF4E-elF4G-PABP-queue poly(A) rapproche les extrémités 5’ et 3’ de ’ARNm
et permet de recruter le 40S sur ’ARNm ainsi que de faciliter le recyclage du ribosome
(Hinnebusch, 2014; Jackson et al., 2010; Kahvejian et al., 2001; Mangus et al., 2003; Wells et
al., 1998). Ce modele expliquerait la synergie observée in vivo au cours de la traduction, entre
la coiffe 5’ et la queue poly A (Gallie, 1991). Les interactions a la base du modele closed-loop
ont été initialement démontrées a partir de systemes de traduction in vitro (Imataka et al.,
1998; Preiss and Hentze, 1998; Tarun and Sachs, 1995; Tarun et al., 1997). Ultérieurement,
des approches plus physiologiques ont complété ces études. Notamment, les facteurs elF4E,
elF4G et PAB1 crosslinkés aux extrémités 5’ et 3’ de plusieurs transcrits endogenes associés
aux polysomes ont été co-purifiés par affinité chez la levure S.cerevisiae, démontrant ainsi la
réalité de cette chaine d’interaction in vivo sur des transcrits pouvant étre activement traduits
(Archer et al., 2015). Egalement, la mesure de la traduction in situ d’ARNm rapporteurs
luciférase dans un systeme de traduction mammifere montre que la proximité des extrémités
5 et 3’ d’'un ARNm facilite le démarrage d’un nouveau cycle de traduction sur la méme
molécule d’ARNm a partir d’un ribosome venant de terminer la traduction (Alekhina et al.,
2020). Notons toutefois que la visualisation en smFISH (single molecule Fluorescent In Situ
Hybridation) d’ARNm en cours de traduction ne montre pas de co-localisation des extrémités
5 et 3/, suggérant que la conformation closed-loop est une étape transitoire de I'étape

d’initiation (Adivarahan et al., 2018).
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Figure 6 Organisation schématique du complexe elF4F

Le complexe elF4F est composé des facteurs d'initiation de la traduction elF4G, elF4A, elF4B et elF4E.
elF4E interagit directement avec la coiffe m’GTP de 'ARNm ainsi qu’avec elF4G. elF4G se lie
directement a elF4E, a I’hélicase elF4A ainsi qu’a PABP.

1.1.3 Recrutement du 43S sur '’ARNm

Le complexe 43S est recruté sur I’ARNm via le complexe elF4F. D’aprés la structure du
complexe 48S humain résolue par cryo-EM, les contacts entre elF4F et le 43S reposent sur
I'interaction directe du facteur elF4G avec les sous-unités elF3c, elF3d et elF3e du complexe
43S 3 coté du canal de sortie de ’ARNm ainsi que sur l'interaction directe de elF4B avec la

protéine ribosomale RPS3 et I’ARNr 18S a I’entrée du canal ARN (Eliseev et al., 2018).

La maniére dont s’insere 'ARNm dans le canal ARN du ribosome reste imprécise. Des
expériences ayant reconstitué un systéeme d’initiation de traduction mammifére appuient le
modele selon lequel I'association elF4E—elF4G—elF3—40S positionne elF4E sur le bord
antérieur du ribosome et ol I’ARNm s’insérerait alors dans le canal ARNm de sorte a pouvoir
étre scanné a partir du premier nucléotide (Kumar et al., 2016). Un mécanisme alternatif
envisage le déplacement de elF4F du canal d’entrée vers le canal de sortie de I’ARNm. Au cours
de ce déplacement elF4F resterait lié a la coiffe et ’ARNm serait ainsi entrainé dans le canal
ARN (Pelletier and Sonenberg, 2019), (Figure7). Une étude récente basée sur le RCPseq
(Ribosome Complex Profiling sequencing)! a permis d’évaluer la dynamique de recrutement

des ribosomes a I’ARNm et suggére que |'attachement de I’ARNm au ribosome s’effectue

1 Le RCPseq consiste a crosslinker in vivo sur '’ARNm le 80S et les RNP ne contenant que la petite sous-unité
ribosomale. Les ARN et particules ribosomales crosslinkés sont séparés sur gradient de sucrose et les ARN extraits
des différentes fractions sont séquencés a haut débit. Cette technique permet de mesurer la vitesse et le mode
de recrutement du 40S au niveau de la coiffe, la processivité du 40S lors du scanning du 5'UTR et la vitesse
d’initiation de la traduction.
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plutét selon le premier modele décrit ci-dessus, par I’enfilement de ’ARNm a travers le 40S

(Giess et al., 2020).

Entrée

. canal ARNm
Sortie
Entree canal ARNm S Sortie
LA canal ARNm \ __.canal ARNm¢
A / (Y
A o p v U \ Cap

40S

Face interne Face exposée au solvent

Figure 7 Deux modeéles d’association du complexe 43S sur TARNm médié par le complexe elF4F

Modeéle A : elF4E est localisé a c6té du site E de la sous-unité 40S. Le 40S s’attache légérement en aval
de I’'extrémité 5’ de 'ARNm et '’ARNm s’insére alors directement dans le canal ARNm. Modéle B : elF4E
est localisé a cété du site A du 40S et ’ARNm est « enfilé » dans le canal ARNm et scanné a partir du
premier nucléotide. (Modifié d'aprés Kumar et al., 2016).

1.1.4 Du balayage de la 5’UTR a la formation du 80S

Aprés avoir lié 'ARNm, le 43S PIC scanne la 5’UTR dans le sens 5’->3’ jusqu’a ce que
I’anticodon de I’ARNt-Met reconnaisse un codon AUG initiateur. Généralement, le premier
AUG rencontré lors du balayage est utilisé comme codon initiateur sous réserve qu’il se situe
dans un contexte de séquence favorable. Chez les mammiferes la séquence GCCPUCCAUGG,
appelée séquence consensus de Kozak, favorise la reconnaissance de I’AUG (Kozak, 1986,
1987) Si le contexte de séquence de I’AUG en differe significativement, le codon AUG n’est

pas retenu pour commencer |’élongation (phénomene de « leaky scanning »).

D’aprés la résolution par cryo-EM du complexe 48S purifié dans des réticulocytes de lapin,
plusieurs changements de conformation se produisent au cours du scanning (Figure 8 et Figure
9), notamment une re-localisation de elF3b a partir de |la face exposée au solvant vers la face

interne du 40S (Simonetti et al., 2016). La structure du complexe 48S humain montre qu’elF4A
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et elF4G sont physiquement associés dans le 48S et que elF4B est physiquement associé au
40S (Eliseev et al., 2018). Ceci laisse supposer qu’elF4A activée par elF4B déroule les structures
secondaires au cours du scanning. De manieére intéressante, elF4E est le seul composant du
complexe elF4F n’ayant pas été retrouvé associé au 48S, ce qui suggere qu’il se dissocie du
complexe d’initiation de la traduction lors de l'insertion du transcrit dans le canal ARNm
(Kumar et al., 2016). Cette analyse est cohérente avec une étude ultérieure montrant par des
approches de co-immunoprécipitation et de pulldown que I’étape de scanning implique un

changement de complexe elF4G1/elF4E vers un complexe elF4G/elF1 (Haimov et al., 2018)

H elF3d elF3 core
,/"\.‘ £ R

elF3i(+g?)
. -elF3b RRM

eIFTBa C.-lem' y { ‘elF3b WD40
elF3b WD40, - 4t elF3i?
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' 4 \ |
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Figure 8 Réarrangements structuraux du complexe 48S au cours du balayage de la 5°UTR

L’association du complexe elF4F (bleu) au complexe 43S permet d’insérer '’ARNm dans le canal ARN du
40S et forme ainsi le 48S. La re localisation de elF3b vers la face interne du 40S facilite le balayage de
la 5’UTR dans le sens 5’->3’. La reconnaissance de '’AUG provoque un réarrangement du complexe
ternaire (TC) suite auquel les elFs se dissocieront successivement du complexe d’initiation (non
représenté). B=bec du 40S ; H=téte du 40S. NB : Dans la structure du complexe 48S a l’origine de ce
schéma, les densités n’ont pas été associées avec certitude a elF3i et elF3g en raison d’une résolution
insuffisante. (Eliseev et al., 2018)

Lorsque le codon AUG est reconnu, un duplex se forme entre I’ARNm et I’ARNt-Met et
est stabilisé par elF1A (Lomakin and Steitz, 2013). Les elFs se dissocient ensuite
séquentiellement. Le GTP contenu dans elF2 est hydrolysé par sa sous-unité elF2y ce qui
diminue son affinité pour I’ARNt-Met (Algire et al., 2005) et le dissocie du complexe
d’initiation, elF1 se dissocie du site P du ribosome (Zhang et al., 2015) et est remplacé par elF5

(Orr et al., 2020) (Llacer et al., 2018). elF3 reste quant a lui attaché au 40S jusqu’a la fin de
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I’élongation (Beznoskova et al., 2015). Le facteur ABCE1 qui était directement lié au 40S tout
au cours de l'initiation pour empécher une association précoce du 60S (Mancera-Martinez et
al., 2017; Simonetti et al., 2020) est remplacé par la GTPase elF5B ce qui permet aux deux
sous-unités ribosomales de s’assembler en un complexe 80S (Fernandez et al., 2013). Enfin, la
dissociation de elF5B-GDP et de elF1A signe la fin de I’étape d’initiation. A ce stade, le 80S est
attaché al’ARNm avec I’ARNt-Met apparié au codon initiateur AUG dans le site P du ribosome :
tout est en place pour que la réaction de synthése peptidique et la phase d’élongation

commencent.
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Figure 9 Du balayage de la 5°UTR a la formation du 80S

L’attachement de ’ARNm au 43S (1), déclenche la relocalisation des sous-unités elF3b-i-g vers la face
interne du 40S (fleche verte) ce qui déplace ABCE1, change la conformation du complexe ternaire (TC)
et facilite le balayage (2). Une fois le codon initiateur reconnu, elF1 se dissocie du 48S et elF3b-i-g sont
a nouveau délocalisés (fleche rouge) ce qui dégage le site de liaison de ABCE1(3). elF5 stimule
I’hydrolyse du GTP par elF2 et le relargage du Pi (phosphate inorganique) facilite la dissociation de ces
facteurs d’initiation du 48S (4). Le moment exact ol elF3 quitte le 48S n’est pas connu avec précision
mais plusieurs études suggerent qu’il reste présent pendant I’élongation (Hashem and Frank, 2018). La
dissociation de elF2 permet a elF5B de lier a I'extrémité CCA de I’ARNt-Met (5) et de stimuler la jonction
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des deux sous-unités (6). Le départ de elF5B et elF1A signe la fin de l'initiation de la traduction coiffe-
dépendante.

Note : ABCE1 (ATP binding cassette E1) avait été a tort attribué a elF3i et elF3g dans des modéles
antérieurs, I'erreur a été corrigée dans (Mancera-Martinez et al., 2017) et confirmée par plusieurs
études structurales (Kiosze-Becke et al., 2016 ; Heuer et al., 2017).(Modifié d'aprés Guca and Hashem,
2018)

1.2 Principales réqulations de la traduction

La traduction fait partie des voies de biosynthése cellulaires les plus colteuses en
énergie (Rolfe and Brown, 1997) : chaque réaction d’estérification d’'un ARNt avec un a.a
nécessite I'hydrolyse des deux liaisons phosphate d’une molécule d’ATP, la formation de
chaque liaison peptidique requiert I’hydrolyse de deux molécules de GTP et a cela s’ajoute le
co(it de production des composants de la machinerie de traduction. Dans ces conditions, il
s’avere plus efficace pour la cellule de réguler la traduction en amont de ces dépenses

énergétiques c’est-a-dire au niveau de I'étape d’initiation.

Différents principes de régulation de la traduction existent selon gu’ils s’appliquent a
un ARNm, a un groupe d’ARNm ou a la majorité du transcriptome (Figure 10). La régulation
globale de la traduction repose généralement sur |'activation ou l'inhibition de composants
de la machinerie de traduction et fait fréguemment intervenir des modifications post-
traductionnelles de facteurs d’initiation de la traduction (Jackson et al., 2010; Proud, 2018).
En comparaison, la plupart des régulations ciblées de la traduction impliquent la
reconnaissance d’éléments de séquence cis présents sur ’ARNm par des facteurs trans
incluant des RBP (Hershey et al., 2019) et/ou des petits ARN non codant comme les miARN
(Duchaine and Fabian, 2019). Ces différentes régulations peuvent se cumuler sur un méme
transcrit et de leur combinaison résulte le taux de synthése du transcrit considéré. Dans ce
paragraphe les régulations globales de la traduction sont abordées a travers I'exemple des
facteurs d’initiation elF4E et elF2. Sont également décrites sans exhaustivité les principales
régulations ciblées basées sur des éléments de séquence de I’ARNm ou sur sa localisation
intracellulaire. Les régulations médiées par les miARN font I'objet d’une description a part (cf

partie 1 paragraphe 3).

32



Régulations Régulations ciblées de la

globales de la traduction traduction
[ ) ITAFS |

Inhibitions

compétitives

IRES
4EBP
h |F4E UORF— . +— ORF ARE  MRE CPE poly(A) Eléments cis
‘3( \ : - ——AAAA

4EBP ) LARPl ARE BP mlARN CPEB PABP Facteurs trans

0 initiation 0 €longation ’ .
elFAE Répression de
Modifications Ia trachuction

post-traductionnelles déstabilisation

CD:

Figure 10 Principes de régulations de la traduction eucaryote.

La régulation de la traduction peut étre ciblée lorsqu’elle concerne un groupe d’ARNm spécifiques ou
générale quand elle s’applique a la majorité des transcrits. Dans le cas des régulations ciblées, des
éléments cis de séquence de ’ARNm (en noir gras) sont reconnus par des facteurs trans (en rose) qui
activent ou répriment la traduction (fleches rouges et vertes). Les régulations globales de la traduction
font intervenir des inhibiteurs compétitifs des facteurs d’initiation et/ ou des modifications post-
traductionnelles modulant I'activité des facteurs d’initiation de la traduction. Abréviations : CBP : Cap
Binding Protein ; TOP : Terminal OligoPyrimidine motif ; ITAFS : Interacting Trans Activating Factors ;
(u)ORF : (upstream) Open Reading Frame ; ARE (BP) : AU-Rich Element (Binding Protein) ; MRE : miRNA
Responsive Element ; CPE Cytoplasmic Poly(A)denylation Element. NB : Les régulations affectant
I’élongation se répercutent sur l'initiation de la traduction car il s’agit de I'étape limitante et les
régulations ciblant l'initiation empéchent I’élongation. (Modifié d'aprés Harvey et al., 2018).

1.2.1 Régulation globale de la traduction par inhibition compétitive

pour la formation du complexe d’initiation de la traduction

e Régulation de la formation du complexe elF4F par séquestration d’elF4E

Par son activité de liaison a la coiffe et d’activation d’elF4A (Feoktistova et al., 2013),
elF4E est un acteur indispensable de la formation du complexe elF4F. Conséquemment, il
représente une cible de régulation globale de la traduction privilégiée (Merrick and Pavitt,
2018). La régulation de I'activité d’elF4E fait intervenir les protéines inhibitrices 4E-IP (elF4E-
Interacting Protein) (Figure 11). Le groupe des 4E-IP inclut chez les mammiféres les protéines
4E-BP 1,2,3, (elF4E-Binding Protein 1,2,3), différant principalement par leur distribution
tissulaire (Joshi et al., 2004; Pause et al., 1994), CYFIP qui inhibe la traduction des cibles de

FMRP (Napoli et al., 2008), 4E-T (Dostie et al., 2000a) et Angel 1 (Gosselin et al., 2013). Tous
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ces inhibiteurs se lient a elF4E via la méme séquence consensus YXsL® qu’elF4G (Mader et al.,
1995; Rhoads, 2009). A la différence de elF4G, les 4E-IP possédent un motif de liaison
supplémentaire a elF4E (Gosselin et al., 2013 ; Griiner et al., 2016; Peter et al., 2015), qu’elles
utilisent pour se lier aux complexes elF4E-elF4G, déplacer et prendre la place d’ elF4G sur la

surface dorsale d’elF4E et ainsi empécher la formation du complexe elF4F (Igreja et al., 2014)

L'affinité des 4E-BP pour elF4E est controlée par des modifications post-
traductionnelles de phosphorylation s’inscrivant dans la voie de de signalisation FRAP/mTOR.
(FKBP12 Rapamycin Associated Protein / mammalian Target Of Rapamycin) (Gingras et al.,
1999). 4E-BP 1,2,3 portent quatre sites de phosphorylation : Ser 65, Thr 37, Thr 46 et Thr 70.
Lorsque ces sites ne sont pas phosphorylés, les 4E-BP entrent en compétition avec elF4G pour
la liaison a elF4E, ce qui inhibe la traduction. En conditions d’hyperphosphorylation, les 4E-BP
adoptent une conformation ne leur permettant plus de se lier a elF4E lequel s’associe alors a
elFAG (Bah et al., 2015). Cette régulation s’inscrit dans une boucle de rétrocontrole plus large
permettant d’adapter la traduction au niveau d’expression d’elF4E. 4E-BP1 est
hypophosphorylée lorsque le niveau d’expression de elF4E est faible. Ceci induit la liaison de

4E-BP 1 a elF4E ainsi que "'ubiquitination et la dégradation de 4E-BP 1 (Yanagiya et al., 2012)
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Figure 11 Modeéle de régulation de la formation du complexe elF4F par les 4E-IP

elF4G se lie a une région dorsale de elF4E via le motif conservé YX,L® (avec Y : Tyrosine, X : a.a, L:
Leucine, et @ : a.a a résidu hydrophobe) également présent sur les 4E-IP. elF4E posséde de plus un site
de liaison latéral auquel s’attachent les 4E-IP quand elF4G occupe le site de liaison dorsal.
L’attachement des 4E-IP au site latéral de elF4E accroit leur affinité pour elF4E d’un facteur 3 ce qui
déplace elF4G du site de liaison dorsal au profit des 4E-IP. La traduction est alors inhibée.

La stabilité et I'association de 4E-IP a elF4E sont sous contréle du statut de phosphorylation des 4E-IP.
Les 4E-IP doivent étre déphosphorylées pour s’associer a elF4E. Sous forme hypophosphorylée ils sont
ubiquitinés et dégradés par le protéasome. Leur hyperphosphorylation permet de les stabiliser lorsqu’ils
ne sont pas liés a elF4E. (Modifié d'aprés Peter et al., 2015; Yanagiya et al., 2012)
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e Régulation de la disponibilité du complexe ternaire par phosphorylation d’elF2.

Une autre régulation globale bien connue de la traduction s’applique au facteur elF2.
(Figure 12). Hors condition de stress, elF2B permet a elF2 d’échanger une molécule de GDP
pour une molécule de GTP, forme sous laquelle elF2 assemble le complexe ternaire et initie |a
traduction. En conditions de stress, par exemple suite a une infection virale, un choc
thermique ou un déficit nutritionnel (Clemens, 2001), I'une des quatre kinases HRI (Haem-
Regulated-Inhibitor), GCN2 (General Control Nondepressible 2), PKR (Protéine Kinase activée
par I’ARN double brin) ou PERK (PKR-like Endoplasmic Reticulum Kinase) est activée, ce qui
phosphoryle la sérine 51 de la sous-unité a du facteur elF2-GDP. Cette phosphorylation accroit
I’affinité de elF2B pour la forme elF2-GDP et empéche sa dissociation. Ceci inhibe la formation
du complexe ternaire et réduit I'efficacité générale de la traduction (Proud, 2018). Cette
régulation s’inscrit dans le cadre de la voie de réponse intégrée au stress (Pakos-Zebrucka et
al., 2016). Notons gu’il existe un couplage entre plusieurs modifications post-traductionnelles
de elF2 dont sa méthylation par PRMT7 sur la sérine 51 de la sous-unité a : I'absence de
PRMT7 diminue la phosphorylation de elF2a tandis que sa surexpression |’accroit (Haghandish

et al.,, 2019)
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Figure 12 Régulation de la formation du complexe ternaire par phosphorylation d’elF2

En conditions de stress, plusieurs kinases peuvent phosphoryler la sérine 51 de la sous-unité a de elF2-
GDP.La phosphorylation de elF2 séquestre elF2B et I’'empéche d’échanger le GDP en GTP sur elF2. Ceci
inhibe la formation du complexe ternaire, indispensable a l'initiation de la traduction. (Modifié d'apres
Jennings et al., 2017).

1.2.2 Régulations ciblées via la reconnaissance d’éléments de

séquence ou de structure dans les UTR

e Régulation de la traduction de I’ORF principale par la traduction d’une uORF

La reconnaissance d’un codon initiateur AUG situé dans un contexte de séquence
favorable initie la traduction de I’ORF principale. Il arrive toutefois que ce processus soit
perturbé lorsque le 48S rencontre au cours du scanning un codon AUG (uAUG) ou un codon
initiateur alternatif (par exemple UUG, CUG) situé en amont du codon initiateur de I’"ORF

principale. Si cet UAUG est suivi d’'un codon stop, le cadre de lecture entre ces deux éléments
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constitue une UORF (upstream Open Reading Frame) pouvant étre traduite. Ces éléments de
séquence sont fréquents a I’échelle du transcriptome : selon des analyses in silico, 50% des
ARNmM mammiféres contiendraient au moins une uORF (Calvo et al., 2009). Une grande partie
de ces UORF potentielles ont effectivement été retrouvées associées in vivo a des ribosomes
suite a des expériences de ribosome profiling? (Chew et al., 2016; Ingolia et al., 2009;
Johnstone et al., 2016). De maniére intéressante, la position des uTIS (upstream Translation
Initiation Site) se trouve évolutivement conservée chez les mammiféeres : sur 12945 génes
orthologues communs a la souris et a ’'homme 85% des uTIS sont conservées (Daubner et al.,
2013; Mackereth and Sattler, 2012), ce qui suggere une réelle importance fonctionnelle de la

traduction de ces uORF.

Peu de peptides codés par les uORF ont été détectés en spectrométrie de masse
(Slavoff et al., 2013), peut-étre en raison de leur dégradation rapide et/ou de leur petite taille
les rendant techniquement difficiles a détecter (Orr et al., 2020). Ceci suggére néanmoins que
I’effet régulateur observé sur la traduction de I’ORF principale est d{ a la traduction des uORF
plutdt qu’au produit de leur traduction.

La comparaison des niveaux d’ARNm et de protéine issus de plusieurs transcriptomes
et protéomes de mammiféres montre que les ARNm contenant au moins une uORF ont une
expression protéique de I’ORF principale plus faible que les transcrits sans uORF. (Calvo et
al.,2009 ; Ye et al., 2015). La comparaison dans plusieurs jeux de données de ribosome
profiling des efficacités de traduction du CDS d’ARNm contenant des uORF par rapport aux
ARNm sans UORF montre que la présence d’uORF est associée a une répression de la
traduction (Johnstone et al., 2016). Cet effet répresseur est confirmé a I’échelle du transcrit
individuel puisque l'insertion d’uORF sur des ARNm rapporteurs réduit leur expression
protéique de 30 a 80 % en comparaison a un transcrit rapporteur sans uORF, tout en affectant

modestement (5%) les niveaux d’ARNm (Calvo et al., 2009; Johnstone et al., 2016).

2 Le ribosome profiling est une technique de mesure a large échelle et quantitative de la traduction consistant a
cartographier les sites d’interaction des ribosomes sur les ARNm en cours de traduction. En pratique, la
progression de la traduction est bloquée par I'ajout d’inhibiteurs de la traduction comme la cycloheximide. Les
lysats cytoplasmiques sont séparés sur gradient de sucrose. Une partie des ARNm extraits des fractions séparées
sur gradient est séquencée a haut débit tandis qu’une autre partie est incubée avec des ribonucléases (souvent
la RNAse 1) dégradant toutes les régions d’ARN accessibles a I'exception de celles associées a des RBP ou aux
ribosomes. Les fragments obtenus aprés digestion a la RNAse | sont ensuite séquencés. La combinaison des
résultats des deux séquencages paralléles permet de déterminer la position exacte de chaque ribosome associé
a un ARNm et pour un ARNm donné, la quantité de ribosomes effectivement en train de le traduire.
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Les uORFs régulent la traduction de I'ORF principale selon plusieurs mécanismes.
(Figure 13). Dans un premier cas de figure, initialement démontré sur ’ARN GCN4 chez la
levure (Hinnebush et al., 2005), la traduction de I'uORF entraine le recyclage rapide des
facteurs d’initiation et des ribosomes a I'extrémité 5’ dés que le codon STOP de I'uORF est

atteint, ce qui empéche la machinerie de traduction d’accéder a I’'ORF principale.

Alternativement, la traduction de I'UORF peut ralentir les ribosomes ; ceux-ci font alors
obstacle aux 48S ne s’étant pas arrétés sur 'uAUG et empéchent la traduction de I’ORF. Dans
cette seconde configuration, I'accumulation des ribosomes au niveau de I'UORF peut induire
le recrutement d’UPF1 et induire la dégradation de ’ARNm par la voie du NMD (Nonsense

Mediated Decay) (Hinnebusch et al., 2016).

Plusieurs parametres additionnels affectent I'activité régulatrice des uORF parmi
lesquels la longueur de I'UORF, sa position sur la 5'UTR, sa composition en codons, la

composition de la séquence autour du codon stop de I'UORF (Wethmar, 2014).

Re-initiation

‘/_\ () Traduction de 'oRF

uORF ORF

Accumulation
des ribosomes

_ N\ Traduction de I’ORF
) ﬁ_ﬂ
N

-
—

uORF ORF

Figure 13 Contréle de la traduction de 'ORF principale par les uORF

La traduction de I’'uORF inhibe la traduction de I’ORF principale selon deux mécanismes. Une premiére
possibilité est que les ribosomes soient recyclés et réadressés a I'extrémité 5° de I'ARNm
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immédiatement apreés la terminaison de la traduction de I'uORF, ils ne peuvent donc pas accéder a
I’ORF principale. Alternativement, la traduction de I'UORF peut géner le scanning par les 48S PIC ne
s’étant pas arrétés a I'uAUG. (Modifié d'aprés Hinnebusch et al., 2016).

® Lareconnaissance par des RBP d’éléments de séquence spécifiques dans les UTR

Un moyen de régulation de la traduction de ’ARNm de maniére ciblée fait intervenir
le recrutement de facteurs trans par des éléments de séquence cis localisés dans les UTR. Les
facteurs trans concernés sont le plus souvent des RBP (RNA Binding Proteins) se liant a ’ARNm
via des RBD (RNA Binding Domains). Le plus souvent les RBD sont des domaines globulaires
permettant de reconnaitre des séquences ou structures d’ARN spécifiques et de réguler leur
expression de maniére ciblée (Hentze et al., 2018). Actuellement plus de 1000 RBP ont été
identifiées in vivo dans les cellules humaines par des approches de protéomique (Baltz et al.,
2012; Beckmann et al., 2015; Castello et al., 2016; He et al., 2016) . Une quarantaine de RBD
sont actuellement annotés (Miller-McNicoll and Neugebauer, 2013). Les plus frégquemment
rencontrés chez les mammiferes incluent les RRM (RNA Recognition Motif), les domaines KH
(K-Homology) ; les domaines ZnF (Zinc Finger binding domain) (Corley et al., 2020). Il a été
récemment observé que les IDR (Intrinsically Disordered Region) de nombreuses RBP peuvent

également servir de domaines de liaison a I’ARN. (Hentze et al., 2018; Jarvelin et al., 2016).

Individuellement, les RBP se lient a de courts segments d’ARN (~4-6nt) avec une faible
affinité et de maniére séquence et/ou structure-spécifique (Ankod et al., 2012; Ascano et al.,
2012). In vivo, les RBP modulent leur spécificité de liaison a I’ARN ainsi que leur affinité de
liaison afin de réguler leurs cibles de maniere spécifique. Ceci implique la multimérisation de
RBD. Il peut s’agir de plusieurs copies du méme RBD (exemple 4 RRM dans les PTB, Sawicka et
al., 2008) ou de la combinaison de plusieurs types de RBD comme c’est le cas des protéines

CPEB utilisant deux RRM et un ZnF pour lier leurs cibles (Afroz et al., 2015). (Figure 14)
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Figure 14 Comparaison de RBP régulatrices de la traduction et de leurs RBD

Les RBD des RBP suivantes est représentée : PTB (Polypyrimidine Tract-Binding protein 1) ; CPEB1
(Cytoplasmic Polyadenylation Element-Binding Protein 1) ; LARP1 (LA-Related Protein 1) ; PKR (double-
stranded RNA-activated protein kinase) ; FMR1 (Fragile X Mental Retardation Protein 1).

Domaines de liaison a 'ARN : RRM (RNA Recognition Motif) ; MLLE (Met-Leu-Leu-Glu motif) ; NES
(Nuclear Export Sequence) ; NLS (Nuclear localisation Sequence) ; ZZ (ZZ-type zinc finger domain) ; LAM
(La motif) ; RRM-L5 (RRM-like motif 5) ; DSRM (Double-Stranded RNA-binding Motif) ; STK (Ser-Thr
Kinase domain) ; KH (K Homology RNA-binding domain). (Modifié d'aprés Harvey et al., 2018)

La traduction de plusieurs groupes d’ARNm incluant les ARNm a motif TOP, les IRES,

les CPEs est régulée par ce processus.

Les ARNm portant un motif TOP (Terminal OligoPyrimidine) sont caractérisés par un
nucléotide C invariant suivi d’'une série pyrimidine de 4-15 nt et d’une région riche en GC
directement en aval du motif TOP (Meyuhas and Kahan, 2015). Les ARNm a motif TOP incluent
a ce jour 93 transcrits codant majoritairement des protéines impliquées dans la traduction :
79/80 des protéines ribosomales, les cing facteurs d’élongation de la traduction (EEF1A1,
EEF1B2, EEF1D, EEF1G, and EEF2) et des facteurs d’initiation de la traduction (elF3e, elF3f,
elF4B et elF3h). L'extrémité 5 des ARNm TOP est reconnue par le domaine DM15 de la
protéine LARP-1 (Lahr et al., 2017) (Figure 14) qui réprime leur traduction par compétition
avec elF4F (Fonseca et al., 2015). L’activité régulatrice de LARP1 sur la traduction des ARNm
TOP est sous contréle de la voie de signalisation mTOR (Philippe et al., 2018) permettant
d’adapter la traduction des TOP mRNA aux conditions de croissance (Nandagopal and Roux,

2015).
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Un autre motif ARN fréquent est le motif CPE (Cytoplasmic Poly(A)dénylation Element)
constitué d’'une séquence consensus 5" UUUUAUU 3’présente dans la 3’UTR de 20 a 30% des
transcrits chez les vertébrés (Piqué et al., 2008). Les CPE sont reconnus par des protéines CPEB
(Cytoplasmic Poly(A)dénylation Elements Binding Protein) qui contrélent la traduction de leur
ARNmMm cibles par répression ou activation de la poly(A)dénylation (lvshina et al., 2014). Chez
les vertébrés, il existe quatre protéines CPEB (CPEB1-4) divisées en deux sous-familles : CPEB1
et CPEB2-4. Les quatre CPEB ont en commun une région C terminale contenant deux RRM et
un ZnF (Afroz et al., 2015) leur permettant de reconnaitre les méme transcrits contenant des
CPE mais avec des affinités différentes (Harvey et al., 2018a). Leur extrémités N-terminales
different par la présence de domaines régulateurs cibles de modifications post-
traductionnelles lesquelles combinées a l'action d’autres éléments cis déterminent les
différentes activités des RBP régulatrices qui s’y lient (Ferndndez-Miranda and Méndez, 2012).
L’activité biochimique des CPEB a initialement été caractérisée sur la protéine CPEB1 dans des
ovocytes de Xénope (Figure 15). CPEB1 y remplit deux fonctions : elle réprime la traduction
des ARNm maternels portant des CPE dans leur 3’UTR puis active leur traduction dans les ceufs
matures en induisant la poly(A)dénylation. La répression de la traduction par CPEB1 requiert
un arrangement particulier de CPEs sur le transcrit cible avec au moins 2 CPEs espacés par
moins de 50 nucléotides (Piqué et al., 2008). Une fois CPEB1 recrutée sur ces CPE, elle inhibe
I'interaction {coiffe- elF4E-elFAG -PABP-queue poly A} a deux niveaux. D'une part en
empéchant |'association de PABP avec la queue poly(A) via le recrutement par CPEB1 de la
déadénylase PARN (Kim and Richter, 2006) ; et d’autre part en empéchant l'interaction entre
elF4E et elFAG via le recrutement par CPEB1 soit de la protéine 4E-Tqui interagit avec elF4E et
bloque le recrutement de elF4G soit par le recrutement de 4E-T qui lie elF4E1lb (isoforme
d’elF4E spécifique des ovocytes de Xénope ayant une plus faible affinité pour le m’GTP et pour
elF4G) et forme un complexe répresseur de la traduction avec DDX6, PAT1 et LSM14B (Andrei,
2005; Minshall et al., 2007a). Chez 'homme, PAT1B et LSM14A, LSM14B, 4E-T sont bien
détectées comme partenaires de DDX6 mais pas CPEB1, possiblement en raison de sa faible

expression dans ces cellules (Ayache et al., 2015).

L’activation de la traduction dépendant de CPEB1 est déclenchée par une stimulation
hormonale a la progestérone induisant la phosphorylation de CPEB1 par la kinase Aurora B,

un réarrangement du complexe CPEB permettant la poly(A)dénylation du transcrit par la
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poly(A)dénylase GLD2 et I'activation conséquente de la traduction (Kim and Richter, 2006;
Mendez and Richter, 2001). Les autres protéines CPEB régulent également la traduction de
transcrits portant les motifs CPE mais font intervenir des mécanismes différents .Par exemple
CPEB2 agit dans les cellules somatiques sur I’élongation de la traduction qu’il réprime via son
interaction avec le facteur d’élongation eEF2 tandis que CPEB3 régule la traduction de ses
cibles dans les neurones via un stockage dans les PB dépendant des conditions d’activité
synaptiques et régulée par sumoylation (Ford et al., 2019; Huang et al., 2006; Mendez and
Richter, 2001)

TAA CDs AUG

CPE

Figure 15 Régulation de la traduction par le complexe CPEB (modéle Xénope)

Dans le noyau des ovocytes de Xénope, les protéines CPEB1 et CSPF (Cleavage and Polyadenylation
Specificity Factor) reconnaissent une séquence spécifique dans la 3’UTR de ’ARNm. Le mRNP ainsi
formé est exporté dans le cytoplasme ol il s’associe avec le facteur d’assemblage, Symplekin, les
polymérases Gld2 et PAPB, la déadénylase PARN et 4E-T. Dans les ovocytes de Xénope, PARN étant plus
active que Gld2, les ARNm peuvent étre déadénylés, ce qui favorise la répression de la traduction. De
plus, 4E-T lie simultanément CPEB et elF4E ce qui empéche la formation du complexe d’initiation de la
traduction. Lorsque I'ovocyte est mature, la phosphorylation de CPEB1 par la kinase Aurora B entraine
I’expulsion de PARN du complexe CPEB, ce qui active Gld2 et la traduction. (Modifié d'apreés Ivshina et
al., 2014)
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e Régulation de la traduction par des éléments de structure du 5’UTR

La séquence 5'UTR de certains ARNm contient des structures secondaires pouvant
intervenir dans le contréle de la traduction. Nous illustrons ce concept a travers I’'exemple des
IRES. D’autres structures secondaires telles les G-quadruplexes ou des structures tertiaires
telles les pseudoknots sont également impliquées dans la régulation de la traduction (revues

dans Leppek et al., 2018).

Entre 10 et 15 % des ARNm mammiferes contiennent dans leur 5’UTR une structure localisée
juste en amont du codon d’initiation appelée IRES (Internal Ribosome Entry Site) (Weingarten-
Gabbay et al., 2016). Cette structure leur permet de recruter directement le complexe
d’initiation sur I’ARNm. La traduction par les IRES intervient également dans des conditions ou
la traduction coiffe-dépendante est compromise, par exemple dans les situations de stress du
réticulum endoplasmique, d’hypoxie ou lors de la différenciation cellulaire. De maniére
intéressante, un grand nombre des ARNm contenant des IRES codent des protéines
impliquées dans la protection contre différents stress ou dans l'induction de I'apoptose.

(Komar and Hatzoglou, 2011).

Les IRES cellulaires se répartissent en deux classes selon leur mécanisme de
recrutement du 40S (Figure 16) : les IRES de type | interagissent avec le 40S via des ITAF (IRES
Trans-Acting Factors) qui se lient a des éléments cis par exemple des RBD ou des modifications
m6 méthyl-adénosine (Meyer et al., 2015; Yang and Wang, 2019). Les IRES de type Il
contiennent un petit élément cis s'associant directement a I’ARNr 18S pour recruter le

ribosome (Dresios et al., 2006).

La plupart des ITAF ont pour point commun d’appartenir a la famille des HnRNP
(Heterogeneous nuclear RiboNucleoProteins) comme par exemple HnRNP A1, C1/C2, 1, E1/E2,
K. Ces protéines ont la propriété de transiter entre le noyau et le cytoplasme, ce qui suggére
une relation croisée entre la traduction et la transcription ou la maturation de I’ARN. Le
mécanisme exact par lequel ces ITAF facilitent la traduction IRES-dépendante n’est pas
clairement établi et plusieurs hypothéses ont été émises. Les ITAF pourraient agir comme
chaperonnes de I’ARNm (Yang and Wang, 2019) et remodeler les structures autour de I'IRES
ou alternativement, servir d’adapteurs moléculaires avec le ribosome et/ou les autres elFs

(King et al., 2010; Stoneley and Willis, 2004).
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Figure 16 Traduction IRES-dépendante des ARNm cellulaires

Dans les IRES cellulaires de type I, I’élément cis est reconnu par des ITAF qui interagissent directement
avec le 40S ou recrutent le 40S indirectement via des facteurs d’initiation (IF). Les IRES de type Il
contiennent quant a eux un élément cis se liant directement a I’ARNr18S du 40S. (Modifié d’aprés Yang
and Wang, 2019)

1.2.3 Influences de la composition nucléotidique de 'ARNm sur la

traduction

Le code génétique comporte 61 codons codant 20 acides aminés. Ceci implique qu’un
méme acide aminé puisse étre codé par plusieurs codons synonymes. Lorsqu’un acide aminé

est codé par n codons synonymes il est dit n fois dégénéré (n allant de 2 a 6).

Chez plusieurs especes comme la levure S. cerevisiae, la bactérie E. coli, et le poisson
zébre D. rerio, des approches par ribosome profiling ont montré que ces codons synonymes
ne sont pas uniformément décodés par le ribosome, certains codons se trouvant plus
rapidement décodés que d’autres (Ingolia, 2014). Les codons synonymes les plus efficacement
décodés sont définis comme « optimaux ». Plusieurs parametres rendent compte du degré
d’optimalité des codons comme par exemple le tAl (ARNt Adaptative Index) défini chez la

levure comme I’'efficacité avec laquelle I’ARNt correspondant a un codon donné est utilisé par
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le ribosome (Zhou et al., 2009). Sur la base de cet indicateur, les codons optimaux ont été
définis comme ceux ayant un tAl > 0,47 (Pechmann and Frydman, 2013). Des expériences de
ribosome run-off3 chez la levure montrent que des ARNm rapporteurs enrichis en codons
optimaux sont relocalisés dans les fractions sub-polysomales d’un gradient de sucrose suite
au run-off alors que les ARNm avec peu de codons optimaux restent sédimentés dans les
fractions polysomales (Presnyak et al., 2015). Ces résultats suggérent que la composition en
codons du CDS influence la cinétique locale d’élongation de la traduction. Ceci est cohérent
avec les résultats d’expériences de traduction in vitro dans lesquelles des vitesses d’élongation
plus importantes sont mesurées sur des ARNm enrichis en codons optimaux (Yu et al., 2015).
Plusieurs explications rendraient compte du décodage non uniforme des codons synonymes.
Elles incluent l'influence des niveaux d'offres et de demandes des ARNt sur le taux
d’occupation du ribosome (Hanson and Coller, 2018), les différences de stabilité
d’appariement de la wobble base (Stadler and Fire, 2011) et I'influence de la composition de

séquence et de la structure de I’ARNm autour du codon initiateur (Pop et al., 2014).

A ceci s’ajoute le constat que les codons synonymes ont un usage biaisé c’est-a-dire gu’ils ne
sont pas uniformément représentés dans le transcriptome. Pour expliquer la corrélation
observée entre le biais d’'usage de codons et le niveau d'expression protéique, Chu et
collaborateurs ont calculé la corrélation entre les niveaux d’expression protéique et plusieurs
parametres influencés par le biais d’usage de codons comme la vitesse d’élongation moyenne
sur I'ORF, le contenu en GC, le niveau de structure de I’ARNm et le niveau d’expression de
I’ARN. Parmi ces parametres, la vitesse moyenne d’élongation est le plus fortement corrélé au
niveau d’expression protéique (Chu et al., 2014). Le modele établi chez la levure propose que
les ribosomes s’accumulent au niveau des séquences enrichies en codons non optimaux et
gue ce ralentissement se répercute sur |’étape d’initiation de la traduction en empéchant les
ribosomes d’y étre recyclés ce qui diminue le rendement en protéine du transcrit considéré

(Figure 17)

3 Le ribosome run-off est une technique a large échelle et quantitative dérivée du ribosome profiling et utilisée
pour étudier I"élongation de la traduction in vivo. Elle est basée sur I'emploi d’inhibiteurs de la traduction
spécifiques tels la harringtonine ou la lactidomycine qui bloquent les ribosomes au niveau du codon initiateur.
L’élongation est ensuite bloquée a différents temps aprés I'ajout des inhibiteurs de l'initiation. Ceci permet de
mesurer la distance parcourue par les ribosomes depuis le site d’initiation et ainsi de déterminer la vitesse
d’élongation et les sites de pause du ribosome.
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Dans le transcriptome humain, nous avons observé une corrélation forte (rs= 0,46) entre le
nombre de codons peu fréquents (prenant en compte la fréquence d’usage de chaque codon
et la longueur des CDS) et le rendement protéique (Courel et al., 2019). Nous reviendrons sur

ce point dans la partie résultats.
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Figure 17 Influence de la composition en codons du CDS sur la traduction

Les CDS contenant des codons non optimaux ont une phase d’élongation plus lente que les CDS
contenant des codons optimaux. Cette différence d’élongation affecte le taux de synthése du transcrit
lorsqu’elle se répercute sur I’étape d’initiation en retardant la libération du 40S. Plusieurs parametres
tels que le niveau d’expression des ARNt, la stabilité d’appariement de la wobble base et la composition
de la séquence autour du codon initiateur influencent I’efficacité avec laquelle les ribosomes décodent
les codons. (Modifié d’aprés Wu et al., 2019).

1.2.4 La traduction localisée

Certains ARNm sont traduits localement a des endroits précis de la cellule. Souvent cette
traduction spatialement délimitée repose sur la localisation de ’ARNm des lors qu’il est plus
efficace de transporter des ARNm puis de les traduire in situ plutét que de transporter une a
une des protéines sur leur lieu d’action (Hilliker, 2014). La traduction localisée entre en jeu
dans de nombreux processus biologiques comme par exemple la polarisation embryonnaire,

ou la plasticité synaptique (Buxbaum et al., 2015). Dans cette introduction nous nous limitons
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aux traductions localisées aux membranes en nous basant sur I'exemple du Réticulum

Endoplasmique Rugueux (RER).

La traduction localisée a la membrane du RER, concerne principalement les ARNm
codant des protéines membranaires ou sécrétées transitant par le réseau endomembranaire
et a été visualisée trés to6t en microscopie électronique (Palade, 1975). Le processus
commence dans le cytosol ou se déroulent les phases d’initiation et le début de I’élongation.
Lorsqu’une séquence-signal ou un domaine transmembranaire émerge a |'extrémité du
peptide naissant, celui-ci est reconnu par la protéine SRP (Signal Recognition Particle) qui
adresse co-traductionnellement I'ensemble {ribosome/ARNm/peptide naissant} a la
membrane du réticulum endoplasmique (Noriega et al., 2014) en se fixant au récepteur du
SRP (Figure 18). Au fur et a mesure que la traduction se poursuit sur la membrane de I'ER, le
peptide naissant est transloqué dans le lumen du RER via le canal transmembranaire Sec61.
Une fois dans le lumen différentes chaperonnes comme BiP assistent le repliement du

peptide.

La traduction localisée au RER couplée avec le transport dans le lumen sert également de
traduction auxiliaire dans des conditions de stress (infection virale, hypoxie...) ou la traduction

cytosolique est inhibée (Lerner and Nicchitta, 2006; Staudacher et al., 2015).
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Figure 18 Modeéle de traduction localisée a la membrane du réticulum endoplasmique

La séquence signal d’adressage a I'ER présente sur le peptide naissant est reconnue par la protéine SRP
(1). La protéine SRP se lie a la sous-unité a du récepteur SRP (2) ce qui ameéne le ribosome en cours de
traduction au contact du canal transmembranaire Sec6l (3). Le peptide naissant est inséré co-
traductionnellement dans le lumen ol des chaperonnes telles BiP contribuent a son repliement (4).
(Modifié d’aprés Zimmermann et al., 2011)

2. Stabilité des ARNm dans le cytoplasme

2.1 Mécanismes généraux de dégradation de '’ ARNm

Dans les cellules mammiféres, les demi-vies des ARNm s’étalent sur une gamme allant
de la minute a la journée (Ingolia et al., 2011; Schwanhdausser et al., 2011; Tani et al., 2012),
ce qui résulte de différents processus de dégradation des ARNm dans le cytoplasme. Dans
cette partie nous présentons succinctement les mécanismes de la déadénylation et du
decapping, étapes préalables a I’exécution des voies de dégradation générales de ’ARNm par
XRN1 ou par I'exosome (Figure 19). Aprés avoir résumé ces voies de dégradations, nous
abordons deux processus de régulation de la stabilité des transcrits : 'usage différentiel de

codons et les régulations en trans a travers I’exemple des ARE-BP.
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Figure 19 Principales voies cytoplasmiques de dégradation de FARNm

La dégradation de ’ARNm commence par la disruption de la structure en boucle fermée de ’ARNm et
la déprotection des extrémités 5’ et 3’ par decapping, déadénylation et uridylation. Aprés quoi la
dégradation a lieu soit a partir de I'extrémité 5’ lorsqu'elle est médiée par XRN1 soit a partir de
I'extrémité 3’ lorsqu‘elle fait intervenir I'exosome. Quand la dégradation intervient dans le cadre d’une
voie de contréle de la qualité elle peut étre initiée par clivage endonucléolytique. Ceci conduit a
I’exposition de fragment 3’ et 5’ non protégés qui sont alors dégradés par les exonucléases
précédemment citées. (Modifié d'aprés tabno et al., 2016)
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2.1.1 Déadénylation

La déadénylation se déroule a l'extrémité 3’ de I'ARNm et consiste en un
raccourcissement de la queue poly A (Muhlrad and Parker, 1992). Chez les eucaryotes, deux
complexes enzymatiques exécutent la déadénylation cytoplasmique : le complexe CCR4-NOT
incluant les déadénylases CCR4 et POP2 (aussi appelée CAF1) et le complexe PAN comprenant
les enzymes PAN2 et PAN3 (Poly(A) Nucléase 2 et 3). A ces deux complexes s’ajoute |’activité
individuelle d’autres déadénylases telles PARN, Nocturnin ou Angell/2 (revues dans Godwin

et al,, 2013).

e Le complexe CCR4-NOT :

Le complexe CCR4-NOT est constitué des deux déadénylases CCR4 et POP2
interagissant I'une avec I’autre ainsi qu’avec les protéines non-enzymatiques CNOT1, CNOT2,
CNOT3, CNOT4, CNOT9 et CNOT10. Dans les cellules humaines, CCR4 et POP2 possédent
chacune deux orthologues : CCR4A/CNOT6 et CCR4B/CNOT6L pour CCR4 et CAF1A/CNOT7 et
POP2/CNOTS8 pour POP2 (Aslam et al., 2009). Les orthologues CNOT7 et CNOTS different par
la composition des sous-complexes qu’ils forment avec les protéines CNOT (Lau et al., 2009).
Concernant I'architecture du complexe CCR4-NOT, la protéine CNOT1 sert d’échafaudage sur
lequel les sous-unités additionnelles se lient selon un arrangement dépendant de I’organisme
considéré (Wahle and Winkler, 2013). CNOT9 et CNOT2/3 servent de plateforme d’interaction
protéine-protéine avec des RBP. Chez I’'homme, les 2 sous-unités catalytiques CCR4 et POP2
interviennent de fagon complémentaire dans le processus de déadénylation (Figure 19) : POP2
se lie aux segments poly(A) n’étant pas liés a PABP tandis que CCR4 raccourcit les séquences
associées a PABP et sur lesquels 'activité de POP2 est bloquée (Yi et al., 2018). CAF1 est
également impliquée dans la déadénylation induite par les siARN/miARN (Piao et al., 2010).
Les sous-unités CNOT 10 et CNOT 11 interagissent également avec CNOT1 (Lau et al., 2009;
Mauxion et al., 2013) sans que leur réle n’ai été a ce jour précisément caractérisé, ce qui est
également le cas de la majorité des sous-unités non enzymatiques de CCR4-NOT. Les sous-
unités non enzymatiques serviraient de site de liaison aux RBP capables de recruter CCR4-NOT
sur ’ARNm et permettraient ainsi de rendre la déadénylation transcrit-spécifique. A titre
d’exemple, les ARNm liés au complexe RISC peuvent recruter CCR4-NOT via une interaction

physique directe entre CNOT9 et TNRC6 (Mathys et al., 2014). Dans plusieurs autres
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organismes des RBP spécifiques telles Nanos (Bhandari et al., 2014; D.melanogaster), Pumilio
(Webster et al., 2019; S.cerevisiae), Smaug (Wahle and Winkler, 2013 S.cerevisiae), SMG5/7
(Shoemaker and Green, 2012; S.cerevisiae) ou TTP (Bulbrook et al., 2018; Hela cells), peuvent

également recruter CCR4-NOT via I'une de ses sous-unités non-enzymatiques.
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Figure 20 Modeéle de déadénylation puis dégradation de FARNm dépendant du complexe CCR4-NOT

CCR4 dégrade la partie 3’ de la queue poly A non liée a la PABP (1). CNOT dégrade ensuite la partie
associée a PABPC par unités de 27nt ce qui dissocie PABP de ’ARNm (2). L’ARNm déadénylé peut étre
uridylé par des TUTases telles TUT4 ou TUT7 (3). Le départ de PABP engage irréversiblement ’ARNm
dans I'une des voies de dégradation 5’-3’ ou 3’-5". (4). (Modifié d'aprés Yi et al., 2018)

e Le complexe PAN

Ce second complexe de déadénylation contient I'enzyme PAN2, responsable de
I'activité catalytique ainsi que PAN3, qui régule I'activité de PAN2. Ces deux enzymes
catalysent conjointement un raccourcissement partiel de la queue poly(A) d’environ 200 a 110
adénosines chez les mammiféeres (Uchida et al., 2004; Wahle and Winkler, 2013). Des études
de cinétiques de dégradation de I’ARNm codant la B-globine en conditions de surexpression
de CCR4 ou PAN2 chez la souris montrent que la déadénylation se réalise séquentiellement :
elle est initiée par PAN2 tant que la PABP est présente. Une fois PABP déplacée, PAN2 est

inactivée au profit de CCR4 qui achéve la déadénylation (Yamashita et al., 2005).

2.1.2 Le Decapping

Dans la perspective ou le transcrit sera dégradé a partir de son extrémité 5’, sa coiffe
protectrice est préalablement clivée de maniere irréversible, ce qui constitue I'objet de la
phase de decapping. Cette étape peut succéder a la déadénylation mais il arrive également

gu’elle se produise indépendamment du raccourcissement de la queue poly A.
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Le decapping est orchestré par le complexe DCP1/DCP2 dans lequel I'activité enzymatique est
portée par DCP2 (Wang et al., 2002), tandis que DCP1 joue le réle d’activateur de DCP2. Des
mesures de cinétique de dégradation in vitro ont montré que d’autres facteurs prennent part
a l'activation de DCP2. Les facteurs d’activation évolutivement conservés de la levure a
I’'homme incluent: le complexe LSM1-7 /PAT1B (Vindry et al.,, 2017), la protéine EDC3
(Enhancer of decapping 3) (Fromm et al., 2012; Nissan et al., 2010) et I'hélicase DDX6 (Coller
and Parker, 2004). Chez la levure, deux facteurs supplémentaires, Edcl et Edc2, contribuent a
activer Dcp2 (Borja et al., 2011). Chez les métazoaires, le facteur EDC4 -inexistant chez la
levure, est nécessaire pour assembler le complexe de decapping et activer DCP2 (tabnoetal.,

2016).

Concernant le mécanisme d’activation de DCP2 par ses cofacteurs, les données de
cristallographie réalisées chez la levure montrent que l'interaction directe de Dcp1 avec Dcp2
fait passer I’enzyme d’une conformation ouverte catalytiguement inactive a une conformation
fermée active (She et al., 2008). Des études structurales plus récentes sur le complexe Dcpl-
Dcp2-m’GDP indiquent que Dcp1 stabilise le domaine catalytique NRD de Dcp2 et recrute les
deux autres cofacteurs de decapping Edcl et Edc2. Simultanément, la liaison directe d’Edc3 a
Dcp2 accroit I’affinité de Dcp2 pour I’ARNm et stimule son activité catalytique (Charenton et
al., 2016). L'interaction Dcp1/Edc1 sert quant a elle a positionner Dcp2 dans une conformation
catalytiguement active par rapport a la coiffe de I’ARNm (Mugridge et al., 2018). Les domaines
d’interaction entre Dcpl et Dcp2 sont pas conservés de la levure a ’'homme et les interactions
directes entre DCP1 et DCP2 y sont de faible affinité. L'activation de DCP2 nécessite chez les
métazoaires I'intervention d’EDC4 (Figure 21). Celle-ci sert de plateforme d’assemblage pour
le complexe de decapping en liant simultanément DCP1, DCP2 et XRN1 et permet a un trimere

DCP1 d’activer DCP2 (Chang et al., 2014).
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Figure 21 Activation du complexe de decapping humain

DCP1 se lie sous forme de trimére sur le domaine WD40 du cofacteur EDC4. Suite a cette liaison, DCP1
se lie au domaine NRD de DCP2 laquelle adopte alors une conformation fermée, catalytiquement active
pour la réaction de decapping. Le recrutement direct de XRN1 sur EDC4 permet aux transcrits dont la
coiffe vient d’étre clivée par DCP2 d’étre dégradés rapidement. (Modifié d'aprés Chang et al., 2014).

Deux autres cofacteurs de decapping, PAT1B (Patl chez la levure) et DDX6 (Dhh1l chez Ia
levure), sont aussi impliqués dans I’activation de DCP2. Pat1 a initialement été décrit comme
un activateur de decapping suite a I'observation que des ARNm rapporteurs sont stabilisés
sous leur forme coiffée et déadénylée dans des souches pat/1A (Bouveret et al., 2000; Tharun
et al.,, 2000). Sa fonction d’activateur de decapping a également été caractérisée chez
I’hnomme par des expériences de tether assay* (Ozgur et al., 2010). De plus, a I'échelle du
transcriptome 2221 génes se trouvent stabilisés apres siPAT1B (Vindry et al., 2017) ce qui est
cohérent avec un role de cette protéine dans la dégradation des ARNm. En termes
d’interactions protéiques, PAT1B est co-immunoprécipité avec DCP1/2 et XRN1 (Ozgur et al.,
2010) et interagit directement avec LSM1-7 (Sharif and Conti, 2013) ce qui laisse supposer
gu’il contribue au decapping en facilitant le recrutement des autres facteurs du decapping sur
I’ARNm. De maniére intéressante, PAT1B interagit de facon ARN- dépendante avec elF4E,
elF4G et PABP (Arribas-Layton et al., 2013) et sa surexpression provoque une répression

générale de la traduction chez la levure (Coller and Parker, 2004). Cette activité

4 Le thether est un essai fonctionnel permettant d’étudier in vivo le réle d’une RBP d’intérét sur la traduction/
la stabilité de ses ARNm cibles indépendamment de la capacité de liaison a ’ARNm de la RBP.
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supplémentaire de répresseur de la traduction en remodelant le complexe d’initiation de la

traduction faciliterait 'accés de DCP2 a la coiffe m’GTP.

Un autre cofacteur de decapping : DDX6, interagit avec PAT1B (Ayache et al., 2015) et posséde
également une activité de répression de la traduction (Minshall et al., 2009). Il sera détaillé

ultérieurement dans la seconde partie de cette introduction.

Les mécanismes précis par lesquels PAT1B et DDX6 remodelent les complexes d’initiation de
la traduction et/ou activent le decapping ne sont pas clairement caractérisés. Une étude
récente de transcriptomique réalisée sur des levures Dcp2A, PatlA, Lsm1A ou DhhlA a
apporté des précisions sur leurs modes d’action respectifs (He et al.,, 2018). Les profils
d’expression issus des différents séquencages indiquent que Patl, Lsm1 et Dhh1 sont
impliqués dans la déstabilisation d’'une partie seulement des transcrits ciblés par Dcp2. De
plus, les transcrits séquencés se répartissent en deux sous-groupes : d’'un coté des transcrits
conjointement stabilisés en I'absence de Patl ou de Lsm1 (cohérent avec I'existence d’un
complexe Patl- Lsm1-7) et d’un autre coté des transcrits stabilisés en I’absence de Dhh1 et
insensibles a Patl et Lsm1-7. Ces résultats nuancent 'assertion que ce sont des facteurs
« généraux » de decapping (Parker, 2012) et suggerent que Patl et Dhhl remplissent des

fonctions distinctes dans le processus de decapping.

En plus d’étre nécessaire a la voie de dégradation générale 5'-3’, le complexe de
decapping est également requis dans des voies de dégradation particulieres telles le NMD
(Nonsense Mediated Decay), la dégradation des transcrits portant des éléments ARE (Fenger-
Grgn et al., 2005; Yamashita et al., 2005) et la dégradation des cibles de miARN (Behm-
Ansmant et al., 2006). Le complexe de decapping est alors recruté par des RBP spécifiques.
Par exemple, DDX6 interagit dans les cellules humaines avec les effecteurs de la voie des
miARN AGO1 et AGO2 indépendamment de I’ARN. De plus, I'absence de DDX6 diminue la
répression d’'un ARNm rapporteur cible de miARN (Chu and Rana, 2006). En ce qui concerne
les cibles du NMD, c’est le facteur UPF1 qui recrute DCP2 et active le decapping (Lykke-
Andersen, 2002).

2.1.3 Deux options de dégradation
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e -Dégradation ‘5’ ->3 par I'exonucléase XRN1

Suite au decapping par DCP2, les ARNm possédant une extrémité 5 monophosphate
lient I'exonucléase 5 3’ cytoplasmique XRN1 (Jones et al., 2012). Des approches par
cristallographie ont montré : que le site catalytique de XRN1 reconnait I'extrémité 5 de
I’ARNm et que I’ARNm est transloqué nucléotide par nucléotide au fur et a mesure que I’ARNm
substrat est hydrolysé. Ce mode de fonctionnement permet notamment a XRN1 de résoudre

des structures secondaires sur I’ARN sans consommer d’ATP (Jinek et al., 2011).

Plusieurs interactions impliquant XRN1 sont le support d’un couplage entre la dégradation 5’-
>3’, le decapping et la déadénylation. Chez la Drosophile et la levure, XRN1 est co-
immunoprécipité avec DCP1 indépendamment de la présence d’ARN et la structure de leurs
domaines d’interaction a été caractérisée par spectrométrie RMN (Braun et al., 2012). Chez
les vertébrés, le domaine d’interaction de XRN1 avec DCP1 n’est pas conservé et le couplage
dégradation/decapping s’effectue via le cofacteur EDC4 interagissant simultanément avec
XRN1 et DCP1 (Braun et al., 2012; Chang et al., 2014) (Figure 21). Concernant le couplage entre
dégradation et déadénylation, des approches de co-immunoprécipitation et de purification
d’affinité montrent que XRN1 interagit directement avec le complexe CCR4-NOT ainsi qu’avec
PAT1B via la région peu structurée CIR (C-terminal Interacting Region), et que ces interactions
s’excluent mutuellement (Chang et al., 2019). Plus encore, cette étude a montré que
I'interaction XRN1-CCR4-NOT réprime la déadénylation par la sous-unité POP2. Les auteurs
suggerent que la liaison concurrentielle de PAT1B a ce méme domaine contribue a coordonner

la déadénylation, le decapping et la dégradation 5’->3’.

Dans la plupart des modeles, la dégradation par XRN1 intervient apres la traduction de
I’ARNm. Toutefois, des expériences basées sur la quantification d’ARNm rapporteur dans des
profils de polysome chez la levure suggérent que la dégradation générale par XRN1 peut avoir
lieu co-traductionnellement (Hu et al., 2009). Plus récemment, I’analyse structurale par cryo-
EM d’un complexe purifié XRN1/80S/ARN a démontré I'existence d’une interaction stable
entre XRN1 et le ribosome. L'interaction directe XRN1/ribosome en couplant la traduction de
’ARNm a sa dégradation contribuerait a accroitre |'efficacité du processus de dégradation

(Tesina et al., 2019a)

e . Dégradation 3 ‘->5’ par |I’exosome
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Alternativement a la dégradation 5’-3’, les ARN peuvent étre dégradés a partir de leur
extrémité 3’ par un complexe multiprotéique : I'exosome. Ce complexe a initialement été
découvert dans le cadre de son intervention dans la voie de biogenése des ARNr chez la levure
(Mitchell et al., 1997). Depuis, des analyses de transcriptomique dans plusieurs organismes
modeles ont montré qu’il prend part a la dégradation de nombreuses classes d’ARN incluant
les ARNm, des ARN non codant comme les CUTs (Cryptic Unstable Transcripts) et les SUTs
(Stable Uncharacterized Transcripts), des précurseurs d’ARNt, des pri-miARN (Chekanova et

al., 2007 ; Gudipati et al., 2012 ; Pefanis et al., 2015 ; Schneider et al., 2012)

Structurellement, I'exosome est formé d’un coeur (appelé EXO9) composé de six RNases
(RRP41, RRP42, RRP45, RRP46, MTR3 et OIP2) organisées en anneau autour de I’ARN et
accompagnées de trois RBP (CSL4, RRP4 et RRP40) (Januszyk and Lima, 2014). Dans le
cytoplasme des cellules mammiféres, I’'exosome s’associe a I'enzyme DIS3 qui porte I'activité

endonucléolytique et exonucléolytique (Lebreton et al., 2008)

In vivo, I'activité de I'’exosome nécessite la présence d’activateurs spécifiques comme le
complexe SKI (SuperKiller), un hétérotétramere incluant les hélicases SKI2 et SKI3 assemblées
avec SKI8 selon une stcechiométrie 1 :1:2. Ce complexe interagit avec I'exosome via SKI7
(Araki et al., 2001). La dégradation de I’ARN s’acheve par la libération de la coiffe seule, ou
liée a quelques nucléotides et qui est alors dégradée par I’enzyme de clivage de la coiffe DCPS

(DCP Scavenger) (Bazzini et al., 2016).

2.2 . Eléments de contréle de la stabilité des ARNm

2.2.1 Composition nucléotidique du CDS

En plus de réguler le taux de traduction, la composition en codons influence également
directement la stabilité de ’ARNm. A I’échelle du transcriptome chez la levure, la demi-vie des
transcrits corréle positivement avec I’optimalité des codons : in vivo a I’échelle du transcrit, la
substitution de codons non optimaux d’un transcrit instable par des codons synonymes

optimaux multiplie sa demi-vie par 7 et inversement, la substitution des codons optimaux par
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des synonymes non optimaux dans la CDS d’un transcrit stable diminue sa demi-vie d’un

facteur 10 (Presnyak et al., 2015).

Plusieurs approches ont été mises en ceuvre pour étudier le lien de causalité entre
ralentissement I’élongation au niveau des codons non optimaux et déclenchement de la
dégradation de I’ARNm chez 'lhomme. Pour isoler les effets du CDS sur la stabilité de ’ARNm,
Narula et collaborateurs ont mesuré les demi-vies d’une collection d’ARNm rapporteurs
récapitulant 'ORFeome humain et montrent que les codons les plus lentement traduits
d’aprés des données de ribosome profiling se trouvent préférentiellement dans les ARNm
rapporteurs instables de la collection. De plus, cette stabilité correle positivement au temps
de résidence des codons dans le site A du ribosome (Narula et al., 2019). Une étude encore
plus directe a mesuré dans différentes cellules humaines la stabilité de chaque codon et
confirmé que la composition en codons (indépendamment de la composition en acides

aminés) est un déterminant de la stabilité de 'ARNm (Wu et al., 2019)

Concernant les mécanismes moléculaires sous-jacent, il est observé que I'optimalité des
codons influence les taux de déadénylation et de decapping d’ARNm rapporteurs en plus de
jouer sur la vitesse d’élongation. Dans le modele levure (Figure 22), les différences de vitesse
d’élongation de la traduction (évaluée par TRAP Translating Ribosome Affinity Purification),
dues a la composition en codons sont captées par la machinerie de traduction et entrainent
le recrutement de CCR4-NOT, ainsi que de I’activateur de decapping Dhh1 (Radhakrishnan and
Green, 2016; Sweet et al., 2012; Webster et al., 2018). Dans ce modele, une fraction de Dhh1l
est physiquement associée aux ribosomes en cours d’élongation et réagit a un ralentissement
local de I’élongation au niveau des codons non optimaux en s’accumulant sur ’ARNm ce qui
ralentit encore plus I'élongation et oriente le transcrit vers les voies de dégradation
(Radhakrishnan and Green, 2016). Ces résultats sont remis en cause par Jacobson et
collaborateurs (Jacobson et al., 2018) et nuancés par les résultats de Zeidan et collaborateurs
(Zeidan et al., 2018) qui ne mesurent qu’une faible corrélation entre optimalité de codon et
changement d’abondance des transcrits I’échelle du transcriptome entres des souches Dhh1A
vs WT. Le croisement de leurs ribosome profiling Dhh1A et WT avec les données de RIPseq
Dhh1 (Miller et al., 2017) confirme toutefois que I'association de Dhh1l s’accroit sur les
transcrits dont la stabilité est régulée par Dhhl. Le réle de DDX6 dans le couplage entre

efficacité de I'élongation et stabilité des ARNm n’est pas conservé entre la levure et les
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mammiféres : dans des cellules embryonnaires de souris ou le géne DDX6 a été inactivé, les
transcrits stabilisés par I’absence de DDX6 ne sont pas significativement surreprésentés parmi
les transcrit les plus inefficacement traduits et ne sont pas non plus significativement enrichis
en codons non optimaux (Freimer et al., 2018). Chez I’lhomme, notre analyse de différents jeux
de données de transcriptomique montre que les transcrits liés par DDX6 contiennent
préférentiellement des nucléotides GC, sont régulés de maniere prépondérante en stabilité,
possedent peu de codons non optimaux et présentent un rendement protéique élevé (Courel

et al.,, 2019)
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Figure 22 Régulation de la stabilité de ’ARNm (modéle levure)

Les ARNm ayant un CDS enrichi en codons suboptimaux sont décodés plus lentement que les ARNm
enrichis en codons optimaux. Dhh1 associée aux ribosomes « capte » la vitesse d’élongation. Lorsque
celle-ci est ralentie, des molécules supplémentaires de Dhh1 sont recrutées sur ’ARNm ce qui ralentit
d’autant plus la progression des ribosomes sur ’ARNm. L’accumulation de ces derniers déclenche le
recrutement du complexe CCR4-NOT et la dégradation subséquente du transcrit. (Modifié d'apres
Radhakrishnan and Green, 2016).
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Chez I’lhomme, I'identité de la wobble base est fortement corrélée a I'optimalité du codon. En
effet, les codons contenant soit un G ou C en troisieme position (GC3) ont été identifiés par
analyse bio-informatique comme stabilisateurs alors que ceux avec un A ou U en troisieme
position sont non optimaux. De plus, des transcrits optimisés sur lesquels le cadre de lecture
est déplacé restent stables ce qui suggére que le contenu en GC médian du CDS représente a

lui seul un proxy de la stabilité du transcrit (Hia et al., 2019).

2.2.2 Régulation de la stabilité de ’ARNm par des éléments de
séquence contenus dans la région 3’UTR : exemple des ARNm a

ARE

Plusieurs éléments localisés dans les UTR des transcrits contribuent a en réguler la
stabilité. Ces éléments sont reconnus par des RBP ou des miARN induisant le recrutement
ciblé de la machinerie de dégradation. A titre d’exemple nous traitons ici de la régulation de

la stabilité des transcrits portant des ARE par les ARE-BP (ARE Binding Protein).

Les ARE ont été découverts dans la région 3’UTR d’ARNm codant des cytokines (Caput et al.,
1986). Les ARNm a ARE se caractérisent par la présence d’une ou plusieurs copies du motif
AUUUA dans leur 3’ UTR insérée(s) au sein d’'une séquence riche en uracile (Helfer et al., 2012).
Les ARNm a AREs constituent 9% des ARNm totaux (Barreau et al., 2005). Certaines ARE-BP
ont un effet déstabilisateur de ’ARNm ce qui est par exemple de cas d’AUF1, TTP, TIA-1 (Chen
and Shyu, 1995) (Tableau 2). Des études ultérieures ont démontré que ces éléments de
séquence pouvaient aussi avoir un effet stabilisateur intervenant dans des processus
biologiques tels que la prolifération et la différenciation cellulaires, la maturation de certains

miARNs, I'épissage alternatif de certains ARN pré-messagers (Otsuka et al., 2019).

Le mécanisme par lequel les séquences AREs régulent la dégradation de I’ARNm
implique la fixation de RBP spécifiques appelées ARE-BP (Tableau 2). La plupart des ARE-BP
reconnaissent leurs transcrits-cibles grace a des RBD canoniques comme le RRM, le Znf et le

KH domaine (Nicastro et al., 2015).
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ARE-BP RBD ARNm cibles
AUF1 4 RRMs TNF-a, IL-1B,c-fos, c-
myc, VEGF, COX2
TNF-a, GM-CSF, 1L-10,
TP 2 Znf
TTP, HuR
ZFP36L1 2 Znf CDK6
ZFP36L2 2 Znf LHR, H3K4, H3K9
Myogenin, c-fos, c-
KSRP 4 KH domains Y oBENM, €710, C7MYE,
TNF-a
TIA-1 3 RRMs Cc,TNF-a,VEGF, COX2
GAP-43, APP, BACEL,
HuR 3 RRMs
TNFa, VEGF, COX2, c-fos
HuD 3 RRMs HUR
GAPDH - CSF
LDHM -

Tableau 2 Principales ARE-BP régulant la stabilité des ARNm

Les ARE-BP déstabilisatrices sont surlignées en bleu, et les ARE-BP stabilisatrices en vert. (Modifié

d'aprés Otsuka et al., 2019)

Les ARE-BP régulent la stabilité de I’ARNm selon différents mécanismes moléculaires (Figure

23). lls peuvent interférer avec la voie de dégradation miARN dépendante (Jing et al., 2005),

activer les voies de dégradation générales 3’-5’ (Chen et al., 2001) ou 5’-3’ des ARNm (Helfer

et al., 2012). Dans ce dernier cas, les ARE-BP fonctionnent comme des adaptateurs connectant

les ARNm a ARE avec le complexe de decapping (Lykke-Andersen and Wagner, 2005; Stoecklin

et al., 2006) ou la déadénylase CCR4-NOT (Bulbrook et al., 2018).

61



Déstabilisation de Stabilisation de ’TARNm
'ARNmM par TTP par HuD

OXOSOITIG

Deadenylatlon

./'

A Dégradation
AAAAAAA-ARE. ARE 3755

oFAG e
"

(Répression de hAUG
la traduction ) ’ Depla/Dep2

&

2ol0=<<.
‘E":B.gﬁk/

Decapping

Figure 23 Contréle de la stabilité de YARNm par les ARE-BP TTP et HuD.

Dans ce modéle issu d’études en cellulaires humaines, TTP provoque la dégradation de '’ARNm en
recrutant le complexe CCR4-NOT, I’exosome et le complexe de decapping. Il réprime également la
traduction de 'ARNm en se liant a GYF2 qui recrute l'inhibiteur 4EHP.

HuD (exclusivement exprimée dans les cellules neuronales) stimule la traduction en interagissant
directement avec elF4A et la queue poly(A). La liaison a elF4A atténue I'effet inhibiteur des miARN
ciblant ce facteur d’initiation (cf. partie 1 paragraphe 3). HuD s’associe également a Akt/PKB. Akt/PKB
phosphoryle les ARE-BP déstabilisatrices comme KSRP, TTP, ZFP36L1 ou ZFP36L2 ce qui a pour effet de
les inactiver. Elle phosphoryle également elF4B ce qui stimule I'activité d’elF4A. (Modifié d'apreés Otsuka
etal., 2019)

2.2.3 Les voies particulieres de dégradation : exemple du NMD

Les régulations de la stabilité de I’ARNm sont aussi intégrées dans les voies de controle
de la qualité des ARNm (RQC). Le RQC sert a éviter I'accumulation d’ARNm dysfonctionnels et
la production de peptides anormaux. Dans le cytoplasme le RQC se décline en trois voies de
dégradations (Lykke-Andersen and Bennett, 2014) : le NMD (Nonsense-Mediated-Decay), que
nous détaillons ultérieurement, dégrade les ARNm portant un codon STOP prématuré (appelé
PTC, Premature Terminaison Codon), le NSD (Non-Stop-Decay) dégrade les ARNm sans codon

STOP et le NGD (No-Go-Decay) cible les ARNm sur lesquels les ribosomes sont bloqués.

Le NMD est déclenché lorsqu’un ribosome en cours de traduction se retrouve bloqué sur un
PTC localisé a plus de 50-55 nucléotides en amont de la derniére jonction exon-exon portant

un EJC (Exon Junction Complex) lequel recrute les hélicases UPF2 et UPF3 (Kervestin and
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Jacobson, 2012). Le PTC entre dans le site A du ribosome et la fixation des facteurs de
terminaison eRF1 et eRF3 y hydrolyse la chaine polypeptidique attachée au site P. UPF1 est
alors recrutée par eRF3 au niveau du PTC de méme que la protéine kinase SMG1 se liant aux
facteurs eRF1 et eRF3 formant ainsi le complexe SURF (SMG1-UPF1-eRF1-eRF3). SMGS8 et
SMGY s’associent également au complexe SURF afin de bloquer temporairement la
phosphorylation d’UPF1 par SMG1. Le complexe {SURF-SMG8-SMG9} est transloqué du
ribosome aux protéines UPF2 et UPF3 associées a I'EJC. Apreés la translocation, SMG8 et SMG9
se dissocient du complexe ce qui permet a I’ARN hélicase DHX34 de servir de plateforme
d’interaction entre UPF1 et SMG1 (Melero et al., 2016). La phosphorylation subséquente
d’UPF1 par SMG1 déclenche la dissociation du ribosome de I’ARNm, inhibe l'initiation de Ia
traduction en empéchant I'association d’elF3, et recrute les protéines SMG5, SMG6 et SMG7,
ce qui induit la dégradation du transcrit (Hug et al., 2016) (Figure 24). Chez les mammiféres,
plusieurs mécanismes peuvent intervenir dans la dégradation de I’ARNm par la voie du NMD.
Une premiere option est que SMG6 agisse comme une endonucléase et produise des
fragments dégradés par les exonucléases classiques (Eberle et al., 2009; Huntzinger et al.,
2008). Alternativement, I’hétérodimére SMG5-SMG7 peut recruter le complexe CCR4-NOT
qui active le decapping et la dégradation 5’->3’. Enfin, il est également envisageable qu’UPF1
recrute directement le complexe de decapping conduisant a la dégradation 5’-3’. (Loh et al.,

2013).
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Figure 24 Dégradation de ’ARNm par la voie du NMD

Lorsque I'étape de terminaison est inefficace, par exemple lorsque le ribosome rencontre un PTC
(Premature Terminaison Codon), UPF1 peut se lier @ 'ARNm de maniére non spécifique (1) ou
alternativement étre recruté par eRF3 (eukaryotic Release Factor 3) (2). UPF1 seul ou assisté de I'EJC
recrute ensuite UPF2 et UPF3 (3) ce qui initie I'assemblage d’un complexe activateur du NMD au niveau
du PTC. Ce complexe contient UPF1,2,3, SMG1,8,9, DHX34 et I'EJC (4). Lorsque le ribosome se dissocie
de 'ARNm, SMG1 phosphoryle UPF1 (5) ce qui entraine le recrutement de I'endonucléase SMG6, du
complexe CCR4-NOT via le dimére SMG5— SMG7 et/ou du complexe de decapping (6). Le clivage
endonucléolytique ou la déadénylation et le decapping sont suivies de la dégradation complete du
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transcrit par les voies générales de dégradation 5°->3’ ou 3’->5’ (non représenté) (Modifié d'aprés
Lykke-Andersen and Bennett, 2014)

Des études récentes montrent qu’en plus d’intervenir dans le cadre du RQC (Ribosom Quality
Control), le NMD constitue une voie de régulation post-transcriptionnelle indépendante,
ciblant via UPF1 (Imamachi et al., 2017) ainsi que via SMG6 (Courel et al., 2019) des transcrits
particulierement riches en GC. Les transcrits possédant un intron en 5" UTR suivi par une uORF
ou une longue séquence 3'UTR sont également des cibles privilégiées de cette voie de

régulation (Colombo et al., 2017).

3. Les réqulations par ARN interférence

Les régulations post-transcriptionnelles cytoplasmiques ciblées de |'expression
génique peuvent également étre médiées par les voies dites d’ARN interférence. Ces voies de
régulations se trouvent partiellement conservées chez les eucaryotes : elles sont en effet
présentes chez tous les métazoaires mais ont en revanche disparu de plusieurs organismes
unicellulaires tels S. cerevisiae, Trypanosoma cruzi, Leishmania major et Plasmodium
falciparum (Cerutti and Casas-Mollano, 2006). Ces régulations se subdivisent en trois voies
chacune faisant intervenir des petits ARN non codant de nature différente : les siARNs (Small
Interfering ARN), les miARNs (MicroARN) et les piARNs (PIWI Interacting ARN). Dans cette
introduction nous décrivons les mécanismes moléculaires de la répression de la traduction et
de la dégradation dépendant des miARNs. Les miARN sont de petits ARN non codants de 22
nt formés a partir de précurseurs appelés miARN primaires (pri-miARN) (Winter et al., 2009)
eux méme issus de la transcription de genes spécifiques par I’ARN Pol Il (Lee et al., 2002). Une
fois clivés dans le noyau par I’enzyme DROSHA, les précurseurs de miARN sont exportés dans
le cytoplasme par I’exportine 5 (Wu et al., 2018) ou ils acquiérent leur forme mature suite au
clivage par DICER. Pour le détail des étapes de biogenese des miARN, se référer a (Bartel,

2018).

3.1 Des réqulations sélectives ciblant un grand nombre de transcrits

3.1.1 Reconnaissance des cibles
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Une fois présents sous leur forme mature dans le cytoplasme, les miARN sont chargés
sous forme simple brin sur le complexe miRISC (miARN Induced Silencing Complex) ou ils
servent de guide pour la reconnaissance des transcrits cibles en s’appariant a des séquences
complémentaires localisées dans la 3’UTR et appelées MRE (miARN Response Element). Chez
les mammiféres, la quasi-totalité des miARN s’apparient a leurs cibles de maniere
imparfaitement complémentaire, sans faire intervenir I’activité endonucléique des protéines
AGO et notamment AGO2 (Bartel, 2018). Des données structurales montrent que les miARN
s’apparient a leurs cibles en deux temps : d’abord via une portion de séquence de 6 nt appelée
«séquence seed» incluant les nucléotides 2 a 7 du miARN ce qui induit un changement de
conformation de la protéine AGO et permet ensuite I'appariement du miARN a sa cible par les
nucléotides 8 et/ou 13-16. D’autres sites non canoniques supplémentaires sont parfois
également impliqués (Schirle et al., 2014). Le dernier nucléotide de la MRE est souvent une
adénine ne s’appariant pas directement au miARN mais se liant a la protéine AGO et

contribuant a stabiliser le complexe miRISC sur I’ARNm cible (Schirle et al., 2015), (Figure 25).
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Figure 25 Appariement des miARN a leurs ARNm cibles

Les positions 2 a 7 du miARN (en rouge) constituent la séquence seed par laquelle le miARN s’apparie
a sa cible par interactions Watson—Crick. Des sites de liaison additionnels situés entre les nucléotides
13 a 16 (en orange) du miARN peuvent également contribuer a I'appariement avec ’ARNm cible.
L’adénine en derniére position du MRE interagit directement avec la protéine AGO2.(Modifié d'apres
Bartel, 2018).

66



Chez I’'homme, plus de 4000 miARN possédant chacun entre un a un millier d’ARNm
cibles ont été séquencés (miRTarBase 7.0). Ces miARN réguleraient ~60% des ARNm
(Friedman et al., 2009), contre 27% et 37% respectivement chez C. elegans et D. melanogaster
(Bartel, 2018). La stratégie de régulation par les miARN se base sur un effet répresseur
modeste a chaque MRE, souvent moins de 50% de répression selon une approche combinée
de transcriptomique et de protéomique haut débit (Baek et al., 2008; Selbach et al., 2008).
L'effet répresseur associé a un MRE donné est d’autant plus important que le MRE se trouve
dans un contexte nucléotidique riche en AU et/ou qu’il est proche (8-40 nt) de sites de
régulation reconnus par des miARNs co-exprimés permettant un effet coopératif (Grimson et

al., 2007).

3.1.2 Régulation de la formation du complexe miRISC

Dans le cytoplasme, I’activité des miARN est régulée par plusieurs modifications post-
transcriptionnelles intervenant aux extrémités 5 ou 3’ et susceptibles de modifier les
interactions miARN/MRE ou miARN/AGO (Bartel, 2018). Par exemple, I'extrémité 3’ des pré-
mMiARN peut étre oligo-uridylée par les uridyltransférases TUT4 et TUT7 ce qui bloque la
progression de |'enzyme DICER responsable du clivage des pre-miARN en miARN.
Conséquemment le pré-miARN est dégradé par |I'exonucléase DIS3L2 capable de reconnaitre

les oligo(U) (Faehnle et al., 2014; Ustianenko et al., 2013).

Les protéines AGO font également I'objet de modifications post-traductionnelles influengant
la formation et [Iactivation fonctionnelle du complexe miRISC. Parmi celles-ci, la
phosphorylation de la sérine 387 d’AGO2 par la kinase AKT3 documentée in vitro ainsi que
dans des cellules HelLa diminue I'activité de clivage d’AGO2 et réoriente son activité dans la
répression de la traduction associée a la voie des miARN dés lors que la déplétion d’AKT3, de
méme que |’expression d’un mutant AGO ne pouvant étre phosphorylé sur ce site conduisent
a la dé-répression d’'un ARNm rapporteur Luciférase et a un affaiblissement de l'interaction
d’AGO2 avec TNRC6A (Horman et al., 2013). Alternativement, la phosphorylation de la
tyrosine 393 d’AGO2 régule négativement I'activité des miARN en les empéchant de se lier a

AGO?2 (Ridel et al., 2011).
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3.2 Deux modes d’action des miARN sur l'expression des ARNm : répression de la

traduction et dégradation de I’ARN

Linteraction entre le complexe miRISC et un ARNm cible inhibe I'expression de cet
ARNm. Cette inhibition peut s’expliquer de différentes facons. Dans de trés rares cas chez les
mammiféres, I’ARNm ciblé est clivé par endonucléolyse par la protéine AGO2 (Shin et al.,
2010). Plus classiquement, I’ARNm est réprimé en traduction et/ou est dégradé par la voie de

dégradation 5’-3 “.

3.2.1. Mécanisme moléculaire de la dégradation de '’ARNm induite par

les miARN

A I’échelle du transcriptome la dégradation induite par les miARN concerne 66 a 90 %
des régulations dépendantes de miARN (Jonas and lzaurralde, 2015). Concernant le
mécanisme moléculaire (Figure 26), les protéines AGO interagissent avec TNRC6 (GW182)
directement liée a la PABPC (Jinek et al., 2010; Zekri et al., 2009) et recrute les complexes PAN
et CCR4-NOT via PAN3 et NOT1 (Braun et al.,, 2011). Les ARNm sont alors successivement
déadénylés par ces deux complexes (Chen et al., 2009; Wahle and Winkler, 2013). Le complexe
CCR4-NOT interagit avec les facteurs de decapping DDX6 (Rouya et al., 2014) et PAT1B, ainsi
gu’avec le répresseur 4E-T (Nishimura et al., 2015). Ces protéines recrutent ensuite le
complexe de decapping (Chen et al., 2014; Jonas and lzaurralde, 2013; Mathys et al., 2014).
Le complexe miRISC peut également recruter directement le complexe de decapping. La coiffe
de ’ARNm est alors clivée par DCP2 puis DCP1 et EDC4 recrutent XRN1 qui dégrade I’ARNm
cible (Braun et al., 2012).
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Figure 26 Dégradation de 'ARNm par les miARN

La dégradation de 'ARNm par les miARN se décompose en trois étapes. Les transcrits cibles sont
d’abord déadénylés par les complexes CCR4-NOT et PAN ayant été recrutés par TNRC6 (1). Les ARNm
déadénylés sont ensuite oligo-uridylés par TUT4/7, ce qui déclenche la dégradation. En plus de recruter
les déadénylases, TNRC6 active la dissociation de PABP ce qui accroit I'efficacité de la déadénylation
par CCR4-NOT. Des cofacteurs de decapping incluant DDX6 sont ensuite recrutés sur le complexe CCR4-
NOT et activent la suppression de la coiffe par DCP2 (2). L’exonucléase XRN1 dégrade ensuite ’ARNm
(3). (Modifié d'aprés Iwakawa and Tomari, 2015)

3.2.2. Mécanismes moléculaires de répression de la traduction miARN

-dépendants

Plusieurs études basées sur des analyses biochimiques en cellules humaines suggerent
que la répression de la traduction par les miARN cible la phase d’initiation (Humphreys et al.,
2005; Pillai, 2005) et implique la dissociation des facteurs d’initiation dont elF4G, elF4A1 et
elF4A2 (Fukao et al., 2014) ainsi que de PABP (Rissland et al., 2017). Deux principaux
mécanismes moléculaires de répression de la traduction par les miARN sont décrits a ce jour
(Figure 27). Le premier mécanisme implique le recrutement par TNRC6 du complexe CCR4-
NOT qui interagit directement avec DDX6 via la sous-unité CNOT 1 (Chen et al., 2014a;
Kuzuoglu-Oztiirk et al., 2016; Mathys et al., 2014; Rouya et al., 2014). DDX6 lié & CCR4-NOT
interagit a son tour directement avec d’autres facteurs de répression de la traduction dont en
particulier 4E-T. L’interaction 4E-T/DDX6 est capable de réprimer in vivo la traduction d’un
ARNmM rapporteur ciblé par le miARN let7 (Kamenska et al., 2016). Des résultats d’expériences
de tether montrent que 4E-T peut réprimer la traduction de maniere elF4E-indépendante
(Kamenska et al., 2014). Concernant la voie des miARN, la répression de la traduction de leurs
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cibles fait intervenir la liaison directe de 4E-T avec 4EHP (elF4E2) qui entre en compétition

avec elF4E pour se lier a la coiffe de I’ARNm (Chapat et al., 2017; Chen and Gao, 2017).

De maniére intéressante, des mutations du domaine FDF de DDX6 empéchant son interaction
avec 4E-T ainsi qu’avec des facteurs de decapping (EDC3, PAT1B, LSM14A) rendent DDX6
incapable de réprimer la traduction d’'un ARNm rapporteur (Kuzuoglu-Oztiirk et al., 2016). De
plus, I'absence de 4E-T diminue sans la supprimer totalement la répression de la traduction
des cibles des miARN par DDX6 (Kuzuoglu-Oztiirk et al., 2016) ce qui suggére que DDX6 puisse

interagir avec d’autres facteurs que 4E-T pour réprimer la traduction des cibles de miARN.

Un modele alternatif implique I'hélicase elF4A2 (paralogue de elF4A1l), impliquée dans le
recrutement du 43S et le scanning lors de l'initiation de la traduction. elF4A2 se lie de maniere
mutuellement exclusive, en compétition avec DDX6, sur la sous-unité CNOT1 du complexe
CCR4-NOT (Meijer et al., 2019). Elle fait de plus partie d’'un complexe endogéne incluant DDX6
et CNOT1 (Wilczynska et al., 2019) et son absence empéche la répression miARN-dépendante
d’'un ARNm rapporteur (Meijer et al., 2013a). Le mécanisme détaillé par lequel elF4A2
interfere avec l'initiation de la traduction n’est a ce jour pas clairement établi. Les hypothéses
retenues a ce sujet incluent une inhibition de la formation du complexe elF4F et/ou de |'étape

de scanning par le 48S PIC (Fukao et al., 2014).
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Figure 27 Répression de la traduction par les miARN

TNRC6 dissocie PABP de la queue poly(A) et recrute les complexes CCR4-NOT et PAN via les résidus
tryptophane de son domaine N terminal GW. Les complexes CCR4-NOT et PAN orchestrent la
déadénylation de ’ARNm (celle-ci n’est toutefois pas indispensable a la répression de la traduction). Le
complexe CCR4-NOT recrute des répresseurs de la traduction comme DDX6 et 4E-T via la sous-unité
CNOT1. 4E-T peut alors réprimer l'initiation de la traduction de deux maniéres : (1) soit en interagissant
directement avec 4EHP qui empéche elF4E d’accéder a la coiffe de '’ARNm (1) soit en liant directement
elF4E et en empéchant la formation du complexe elF4F (2). Les miARN peuvent aussi réprimer la
traduction en déplacant I’hélicase elF4A du complexe elF4F, possiblement par I'action de elF4A2 et
selon des mécanismes a ce jour inconnus.(Modifié d'aprés Iwakawa and Tomari, 2015)

3.2.3. Coordination de la répression de la traduction et de la

dégradation miARN-dépendantes
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Les contributions relatives de la répression de la traduction et de la dégradation aux
régulations miARN-dépendantes constituent I'objet de débats non encore résolus (lwakawa
and Tomari, 2015; Jonas and lzaurralde, 2015) . D’un coté, des expériences de ribosome
profiling et de RNA-seq dans des conditions de surexpression ou de délétion de différents
miARN montrent que les miARN entrainent plus fréquemment des changements d’abondance
de leurs ARNm cibles plutot qu’ils n’en modifient I'efficacité de la traduction. Ceci suggere
gu’a I'échelle du transcriptome I'action des miARN sur la stabilité de leurs cibles serait
prépondérante par rapport a leur activité de répression de la traduction (Eichhorn et al.,
2014). Il n’est néanmoins pas exclu que la répression de la traduction puisse précéder la
dégradation des transcrits cibles, ce que suggérent des études de cinétique de répression de
la traduction de miARN rapporteurs (Béthune et al., 2012; Djuranovic et al., 2012), voire
gu’elle soit un prérequis a la dégradation (Radhakrishnan and Green, 2016). Enfin, il semble
que la répression de la traduction par les miARN puisse ne pas immédiatement étre suivie de
la dégradation de I’ARNm cible. A titre d’exemple, ’ARNm CAT1 est réprimé en traduction par
miR-122 et peut, en fonction des conditions cellulaires, retourner en traduction sans étre

immédiatement dégradé (Bhattacharyya et al., 2006).

Des travaux récents de polysome profiling et de marquage métabolique, menés sur deux
lignées de cellules embryonnaires de souris ol les génes Ddx6 et Dgcr8 ont été inactivés par
Crispr Cas9, montrent que |'absence de DGCR8 (facteur indispensable a la biogenese des
miARN) empéche a la fois la répression de la traduction et la dégradation des cibles de miARN
tandis que I'absence de DDX6 empéche la répression de la traduction des cibles des miARN
sans affecter leur stabilité (Freimer et al., 2018). Ceci suggere que la dégradation miARN-
dépendante peut se dérouler indépendamment de la répression de la traduction dans le cas

des transcrits ciblés par DDX6.

Un autre élément associé a la coordination de I’activité des miARN est la localisation cellulaire
du processus d’ARN interférence. En effet, s’il est admis que les processus d’ARN interférence
ont lieu dans le cytoplasme, il est observé en parallele que les acteurs des voies d’ARN
interférence (protéines du miRISC, miARNs et ARNm cibles) s’"accumulent également dans des
granules de mRNP appelés P-bodies (Jakymiw et al., 2005) (cf partie 2). Ces structures
semblent impliquées dans les régulations par I’ARN-interférence dés lors que le silencing de

TNRC6 inhibe la répression de la traduction d’ARNm rapporteurs ciblés par des miARN, et que
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I’expression de mutants AGO ne pouvant étre localisés dans les PB perdent leur activité de
répression de la traduction méme lorsqu’ils se trouvent accrochés artificiellement a leurs

ARNm cibles (Bhattacharyya et al., 2006; Eulalio et al., 2007; Liu et al., 2005; Pillai, 2005).

Partie 2 : Les P-Bodies

La compartimentation cellulaire est a [l|origine de plusieurs propriétés
émergentes contribuant a améliorer 'adaptation des cellules a leur environnement (Gomes
and Shorter, 2019). En effet, elle permet : d’accroitre les vitesses de réaction en concentrant
certains réactants biochimiques, de séquestrer des composants potentiellement dangereux,
de stocker des molécules d’intérét ou encore d’amplifier des voies de signalisation en
concentrant récepteurs et molécules de signal (Boeynaems et al.,, 2018). En termes
d’ultrastructure cellulaire, la compartimentation se matérialise par |'existence d’organites
membranaires parmi lesquels le noyau, les mitochondries et les organites du réseau
endomembranaire (appareil de Golgi, réticulum endoplasmique, endosome, lysosome etc).
Elle implique également des organites non membranaires (Hyman and Brangwynne, 2011),
appelés MLO (Membrane Less Organelles) (Mélése and Xue, 1995; Schmidt and Goérlich, 2016)
ou biocondensats (Banani et al., 2017). Ces derniers peuvent contenir uniqguement des
protéines comme les PML bodies (ProMyelocytic Leukemia) ou des protéines et des ARN,
comme par exemple les P-bodies (Brangwynne, 2013). Certains de ces organites sans
membrane se localisent dans le noyau comme les nucléoles, les corps de Cajal, les nuclear
speckles, les paraspeckles, les PML bodies. D’autres organites sont cytoplasmiques comme les
P-bodies, les granules de stress, les granules germinaux, les granules neuronaux (Figure 28).
Ces MLO remplissent des fonctions moléculaires diverses (Tableau 3) et pour certains leur

présence dans les cellules dépend des conditions environnementales et/ou du type cellulaire.
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Figure 28 Principaux organites sans membrane des cellules eucaryotes

Les différents organites sans membrane sont schématisés selon leur présence dans le noyau ou dans le
cytoplasme des cellules eucaryotes. Plusieurs de ces biocondensats ne se rencontrent que dans certains
types cellulaires. Par exemple, les Balbiani bodies et les granules germinaux (en vert) sont spécifiques
des cellules germinales. Se référer au tableau 3 pour les fonctions associées a chaque organite. (Modifié
d'aprés Gomes and Shorter, 2019).

P-bodies stockage d'ARNm réprimés en traduction SRR AL
g P Luo & Slavoff, 2018
Balbiani bodies localisation d'ARNm dans les ovocytes Jamieson-Lucy et al., 2019
régulation de la traduction dans les cellules
granules germinaux s . Sengupta & Boag, 2012
germinales
stockage d'ARNm bloqués en traduction et de Protter & Parker, 2016; lvanov
granules de stress . L .
protéines de la machinerie de traduction et al., 2019
complexe du pore nucléaire import/export nucléaire Gomes & Shorter, 2018
corps de Cajal assemblage et maturation des snRNP Stanék, 2017
nucléole centre de biogenese des ribosomes; stabilité du Lindstrom et al., 2018 ;
génome Tzekrekou et al., 2017
recrutement de protéines impliquées dans divers
rocessus cellulaires (remodelage de la
PML bodies P . L ( ) \g ) Lallemand-Breitenbach & de
chromatine, modification des télomeres, défense B
. Thé, 2018
antivirale...)

hétérochromatine maintien de la stabilité du génome Allshire &Madhani, 2017

paraspeckles retention nucléaire d'ARN modifé A->I Fox & Lamond., 2010

nuclear speckles stockage de facteurs d'épissage Galganski et al., 2017

74



Tableau 3 Fonctions des principaux organites eucaryotes sans membrane

En vert les organites cytoplasmiques, en bleu les organites nucléaires.

Focalisons-nous a présent sur les organites au cceur de notre étude : les P-bodies (Processing-
bodies, par la suite abrégés en PB). Les PB désignent des granules de mRNP cytoplasmiques
d’environ 0,5 um de diameétre, conservés chez les eucaryotes de la levure a ’homme et
constitutivement présents dans les cellules mammiféres a raison de 5 a 10 PB/cellule (Figure

29).

Figure 29 Visualisation des P-bodies marqués par DDX6 dans des cellules épithéliales humaines

Panneau de gauche : localisation de la protéine DDX6-RFP marquant les PB dans des cellules RPE-1
observées par microscopie a contraste de phase sur cellules vivantes. (Standart and Weil, 2018).

Panneau de droite : détail de I'ultrastructure d’un PB observé par immuno-microscopie électronique
avec un anticorps dirigé contre la protéine endogene DDX6, et un anticorps secondaire couplé a des
grains d’or. (Modifié d'apreés Souquere et al., 2009).

Comme pour d’autres organites disparaissant lors de la mitose, la taille et le nombre de PB
varie au cours du cycle cellulaire : en utilisant un co-marquage avec CENP-F (Centromere
Protein type F) et PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) sur des cellules HelLa synchronisées
en phase S Yang et collaborateurs observent des PB moins nombreux en phase G1 et au début
de la phase S du cycle cellulaire (Yang et al, 2004). De plus, les PB se décondensent lors de

I’entrée en mitose et se réassemblent au cours de la phase G1 du cycle cellulaire.

Bien que les PB aient été découverts il y a plus de vingt ans, leur fonction moléculaire est
longtemps restée controversée entre stockage et dégradation d’ARNm, notamment en raison

de I'impossibilité de les purifier du fait de leur petite taille et de leur relativement faible
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abondance cellulaire. Toutefois, au début de ma these, une approche de purification par FAPS
(Fluorescent-Activated Particle Sorting) des PB venait d’étre mise en ceuvre au laboratoire et
a permis de déterminer la composition exhaustive en protéines et en ARN des PB dans les
cellules humaines (Hubstenberger et al., 2017). Comme nous allons le voir, les résultats de
cette étude ont également apporté des éléments de clarification quant a la fonction cellulaire
des PB. Actuellement les PB sont décrits comme des lieux de stockage d’ARNm représentant
un niveau supplémentaire de régulation impliqué dans la coordination des régulations post-

transcriptionnelles (Standart and Weil, 2018).

1. Composition des PB

1.1 Composition protéique

1.1.1 Les protéines identifiées dans les PB par approche gene

candidat

XRN1 (Bashkirov et al., 1997), DCP1, DCP2, LSM1-7(van Dijk et al., 2002; Ingelfinger et
al.,2002) et TNRC6 (Eystathioy et al., 2003) sont les premieres protéines dont la localisation
dans des foci cytoplasmiques appelés DCP-bodies ou encore GW bodies a été décrite par
microscopie a immunofluorescence sur les protéines endogenes ou sur des protéines de
fusion dans des cellules mammiféres. Le nom actuel de Processing-bodies est issu de I'étude
de ces granules chez S. cerevisiae (Sheth and Parker, 2003) ayant montré que plusieurs
protéines de la voie de dégradation 5’->3’ de ’ARNm dont Dcpl, Dcp2, Lsm1, Patl, Dhh1l et
Xrnl s’y trouvent concentrés. Par la suite, d’autres protéines liées au métabolisme de I’ARN
ont été localisées dans les PB chez différents organismes (Eulalio et al., 2007b; Parker and
Sheth, 2007; Wilczynska et al., 2005). Ces protéines se répartissent principalement entre des
facteurs de dégradation 5'->3’ (XRN1, DCP1, DCP2), cofacteurs de decapping (EDC3, EDC4,
PAT1B, LSM1-7), déadénylases (PAN2, PAN3, complexe CCR4-NOT), acteurs des voies d’ARN-
interférence (AGO1-4, GW182), facteurs du NMD (UPF1, SMG7, SMG5) et répresseurs de la
traduction (DDX6, LSM14A, CPEB1, 4E-T). La liste des composants des PB continue de
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s’allonger : parmi les composants récemment identifiés, la micro-protéine Nobody (Non
annotated P-body dissociating polypeptide) (D’Lima et al., 2017) ainsi qu’HAX-1 (Zayat et al.,
2015) ont été récemment colocalisés avec d’autres protéines canoniques des PB dans les

cellules humaines.

Le niveau de surconcentration des protéines des PB par rapport au cytosol a été déterminé
expérimentalement pour DDX6 par une approche d’'immuno-microscopie électronique dans
des cellules humaines. La protéine DDX6 endogéne est 170 fois plus concentrée dans les PB
gue dans le cytosol. Toutefois, en termes de quantité de protéine il est important de
considérer que le stockage dans les PB ne concerne qu’une fraction minoritaire (~10%) de la
guantité cellulaire totale de DDX6 (Ernoult-Lange et al., 2012). Une approche différente basée
sur la comparaison d’intensité de fluorescence dans versus hors des PB de la protéine de
fusion GFP-AGO2 a estimé un facteur 10 de surconcentration de cette protéine dans les PB
par rapport au cytoplasme, et a montré que, la aussi, la localisation aux PB ne concerne qu’une
faible proportion (~1%) de la quantité cytoplasmique totale de GFP-AGO2 (Leung et al., 2006).
Ces derniéres considérations soulignent la difficulté d’étudier les protéines des PB par des

approches de seule purification d’affinité.

Chez la levure, une étude récente basée sur une approche de microscopie quantitative a
fluorescence montre que la gamme de surconcentrations des composants des PB est large ;
un petit nombre de protéines des PB principalement associées a la dégradation de ’ARNm
(Dcp2, Edc3, Patl, Xrnl, Lsm1, Upfl et Dhhl) sont fortement concentrées dans les PB par
rapport au cytoplasme (d’un facteur 30 pour Dhh1 a un facteur 133 pour Dcp2) tandis que les
autres protéines des PB n’y sont enrichies que d’un facteur inférieur ou égal a 10 (Xing et al.,
2020). Considérant des cellules de 8 um de diameétre contenant chacune en moyenne 5 PB de
500 nm de diametre, il est possible d’estimer la proportion des principales protéines des PB

comprise entre 3% (Dhh1) et 15% (Dcp2) (Tableau 4).
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proportion
. concentration concentration dela
. coefficient . .
protéine . dans les PB cytoplasmique  protéine
de partition
(uM) (uM) dansles PB
(%)
Dp2 133 15 0,12 15
Edc3 133 12 0,09 16
Patl 107 12 0,12 12
Xrnl 53 11 0,22 6
Lsm1 52 8,9 0,17 6
Upfl 39 5,1 0,13 5
Dhh1 30 10 0,38 3

Tableau 4 Estimation de la proportion des principales protéines des PB chez S. cerevisiae

Les concentrations dans les PB et cytoplasmiques utilisées pour calculer la proportion de chaque
protéine dans les PB sont reprises des résultats de (Xing et al., 2020) obtenus dans des souches S.
cerevisiae DcplA.

1.1.2 Protéome des PB

Notre connaissance actuelle de la composition en protéines des PB de cellules
humaines est issue de deux études indépendantes de protéomique a large échelle (Figure 30).
La premiere étude précédemment mentionnée et réalisée au laboratoire repose sur la
purification par tri de particules fluorescentes (FAPS) réalisé sur des lysats cytoplasmiques de
cellules HEK293, exprimant de maniere stable la protéine de fusion GFP-LSM14A utilisée pour
marquer les PB, et sur I'identification en spectrométrie de masse des protéines présentes dans
les fractions pré-triée et triée (Figure 30). Cette approche identifie 125 protéines
significativement enrichies dans les PB dont 15 préalablement connues (Figure 31). Comme
attendu, les protéines identifiées sont majoritairement associées au métabolisme de '’ARNm
et plus particulierement a la répression de la traduction, a la voie de régulation par les miARN,

a la dégradation générale de I’ARNm et au NMD (Hubstenberger et al., 2017).

La seconde étude (Youn et al., 2018) a utilisé une approche de BiolD (Proximity-Dependent
Biotinylation (BiolD) (Roux, 2013) combinée a une purification d’affinité sur deux protéines
des PB : DCP1A et PAT1B portant un double tag BirA*-FLAG. (Figure 30). Suite a la purification
d’affinité, 54 et 68 protéines endogénes se recoupant partiellement (7 protéines en

communs : AGO1, AGO2, DCP1B, EDC3, EDC4, MARF1 et SMG7 se retrouvant toutes dans le

78



protéome des PB issu de leur purification par FAPS) ont été identifiées par spectrométrie de
masse comme partenaires directs de DCP1A et PAT1B et donc comme potentiels composants
des PB. Cette méthode présente I'avantage de mettre en évidence des interactions protéine-
protéine (IPP) faibles et/ou transitoires in vivo. Toutefois, les données issues de cette
approche sont a interpréter avec précaution étant donné que toutes les protéines des PB sont
aussi et majoritairement présentes dans le cytoplasme et que par conséquent, les interactions
identifiées par BiolD pourraient tout a fait avoir lieu en dehors des PB. L'utilisation d’un plus
grand nombre de protéines des PB comme appat dans le BiolD pourrait améliorer la résolution
du réseau d’interactions spécifiques des PB. Notons qu’une étude récente a tenté de purifier
des PB de cellules U20S en conditions de stress (Matheny et al., 2019). La aussi,
I'interprétation se heurte au fait que le résultat de la purification est un mélange de complexes

solubles et/ou de PB, ne permettant pas de tirer de conclusions quant aux seuls PB.
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Figure 30 Comparaison de deux stratégies expérimentales d’étude de la composition des PB

A. Purification des PB par FAPS. Les lysats cytoplasmiques de cellules HEK293 exprimant de maniére
stable un marqueur fluorescent des P-bodies, la protéine GFP-LSM14A (vert), sont centrifugés a 10000g
ce qui constitue la fraction pré-triée. Cette fraction passe ensuite a travers un FACS (Fluorescence-
Activated Cell Sorter) afin de récupérer la fraction triée contenant les PB fluorescents. Les protéines des
fractions pré-triées et triées sont identifiée par LC-MS/MS (Liquid Chromatography—Tandem Mass
Spectrometry). En paralléle, les ARN totaux des fractions pré-triées et triées sont extraits, les librairies
d’ADNc préparées a partir de random-primers puis séquencées a haut débit. (Modifié d'aprés Standart
and Weil, 2018).

B. Identification du réseau d’interactions des PB par marquage de proximité a la biotine. Une protéine
appdt A (DCP1A et PAT1B dans Youn et al., 2018) contenue dans les PB et fusionnée a la biotine-ligase
BirA* étiquetée avec le peptide FLAG est exprimée transitoirement dans des cellules HEK. L’ajout de
biotine au milieu de culture permet a BirA* de biotinyler des protéines environnantes dans un rayon de
10 nm. Les partenaires d’interaction directs sont ensuite purifiés par affinité avec un anticorps dirigé
contre le FLAG et identifiés en spectrométrie de masse. Ceci réalisé en paralléle pour plusieurs protéines
appdt contenues dans les PB, permet en croisant les interactomes d’établir le réseau d’interactions
protéiques localisées dans les PB. (Modifié d’aprés Go et al., 2019 Biorxiv)
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La purification des PB met par ailleurs en évidence une spécificité de composition protéique
qui différencie les PB d’autres granules mRNP dont notamment les granules de stress. En effet
le croisement du protéome des PB avec celui des granules de stress ne trouve que 25% de
protéines communes entre les deux types de granules. Egalement, les protéines des PB se
caractérisent par leur relativement grand nombre de partenaires protéiques (Hubstenberger
et al., 2017) ainsi que par la présence d’IDR (Intrinsically Disordered Region) (Uversky, 2017).
Deux tiers d’entre elles sont des RBP associées au métabolisme de I’ARN (Hubstenberger et
al., 2017). Ces caractéristiques sont importantes pour expliquer I'assemblage des PB que nous

détaillerons dans un paragraphe dédié (cf Partie 2 paragraphe 2).
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Figure 31 Protéome des PB suite a leur purification par FAPS

(A) Comparaison des scores de spectrométrie de masse associés aux protéines des fractions pré-
triée et triée. En orange les protéines significativement enrichies dans les PB, en bleu celles

significativement déplétées.
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(B) Répartition fonctionnelle des protéines enrichies et déplétées des PB. (Modifié d'apres
Hubstenberger et al., 2017).

1.2. Composition en ARN

1.2.1. Localisation d’ARN dans les PB par approche géne candidat

Avant que les PB ne soient purifiés, des approches d’hybridation fluorescente in situ
sur molécule unique (smFISH) avaient détecté la présence d’ARNm (CAT-1) et de miARN
endogénes (miR122) dans les PB (Bhattacharyya et al., 2006) ainsi que d’ARNm rapporteurs
contenant des motifs particuliers tels des MRE (Pillai et al., 2005a), des séquences TOP
(Halstead et al., 2015) ou des motifs ARE (Franks and Lykke-Andersen, 2007). Par ailleurs, une
approche d’I'immuno-microscopie électronique a montré que les PB sont dépourvus d’ARN
ribosomiques (Hubstenberger et al., 2017). Précédemment il avait été observé en
immunofluorescence gqu’a la différence des granules de stress, les protéines ribosomales ne
se localisent pas dans les PB (Kedersha et al., 2005). Ensemble ces observations confirment

que les transcrits localisés dans les PB ne sont pas traduits.

Les quantifications réalisées a |’échelle du transcrit individuel montrent que pour un
ARN donné il existe une large variabilité intercellulaire de la proportion du transcrit localisée
dans les PB. Par exemple pour I’ARNm SPEN la proportion du transcrit contenue dans les PB
est de 15% en moyenne mais peut atteindre jusqu’a 30% dans 12 % des cellules
(Hubstenberger et al., 2017), elle est comprise entre 1 et 13% pour I’ARNm rapporteur CFP-(3-
actine-MS2 (Aizer et al., 2014) et oscille entre 11 et 36 % pour un ARNm rapporteur ciblé par
let7 (Pillai et al., 2005a).

1.2.2 RNome des PB

Suite a la purification des PB par FAPS présentée précédemment, les ARN totaux contenus
dans les fractions pré-triée et triée ont été extraits et séquencés. L'analyse des résultats de

séquencage montre que le stockage dans les PB concerne majoritairement des ARNm,
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représentant un tiers du transcriptome humain codant. Il s’agit donc d’un phénomeéne a la fois
large et sélectif (Figure 32). Les ARNm des PB ont pour particularité d’étre régulés en
traduction mais pas en stabilité par DDX6. lIs possédent un faible rendement protéique,
(Hubstenberger et al., 2017) résultant d’un biais de codons (Courel et al., 2019). Enfin, ils se
trouvent également enrichis en ARNm cibles de répresseurs de la traduction : par exemple,
les ARNm contenant des ARE se trouvent stockés dans les PB (Franks and Lykke-Andersen,

2007).

Chez la levure, les ARNm associés a deux composants des PB (Dcp2 et Scd6 -orthologue de
LSM14A) ont été purifiés par cCLAP (chemical Cross-Linking coupled to Affinity Purification)
dans trois conditions de stress chacune capable d’induire des PB, et séquencés (Wang et al.,
2018). D’aprées cette étude, le recrutement d’ARNm par Dcp2 et Scd6 (qui inclurait donc le
recrutement des ARNm des PB selon le postulat des auteurs) concerne un grand nombre de
transcrits (1544 ARNm soit ~1/4 du transcriptome de levure) avec 1/3 des transcrits
s’exprimant de facon stress-spécifique. De maniére intéressante, la longueur du CDS des
transcrits spécifiquement associés aux protéines Dcp2 et Scd6 est fonction de la nature du
stress. Nous reviendrons sur ce point lorsque nous aborderons la formation des PB (partie 2

paragraphe 2.2)
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Figure 32 Principales caractéristiques des ARNm enrichis dans les PB

(A) Comparaison des abondances d’ARN entre les fractions triée et pré-triée a partir des données de
RNAseq, exprimées en CPM (Count Per Million). En rouge les transcrits significativement enrichis dans
les PB et en vert ceux significativement déplétés. Ces données montrent que les PB concentrent jusqu’a
un cinquiéme du transcriptome.

(B) Comparaison des proportions d’ARN codant et non codant enrichis et exclus des PB indiquant que
les PB contiennent majoritairement des ARNm.

(C) ARNm du transcriptome humain, enrichis, ou déplétés des PB représentés selon leur contenu en GC.
Les pourcentages en GC médians sont précisés en bas. Les PB contiennent majoritairement les ARNm
riches en AU du transcriptome.

(D) Comparaison des abondances des protéines et des ARNm qui les codent et colorés selon
I’enrichissement des ARNm dans les PB. Pour un niveau d’expression d’ARNm donné, I'abondance des
protéines qu’ils codent est d’autant plus faible que ces ARNm sont fortement enrichis dans les PB.
(Modifié d'apres Courel et al., 2019 ; Hubstenberger et al., 2017)
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2. Formation des PB

La premiere description du comportement liquide des organites sans membrane a été
réalisée sur les P-granules de cellules embryonnaires chez C. elegans (Brangwynne et al.,
2009). Dans cet organisme il a été observé que les P-granules fusionnent, se condensent, se
dissolvent, échangent rapidement des composants protéiques avec le cytoplasme et
réagissent a la déformation en fluant (i.e. en se déformant a une vitesse lente sous I'effet
d’une force) et leur viscosité dynamique (Pa.s) a été estimée a 1 Pa.s (pour comparaison n eau
a30°c= 0,8 .10 Pa.s et Nmiel 30%humidite 3 30°c ~ 2 Pa.s (Yanniotis et al., 2006)). Des comportements
similaires de gouttelettes visqueuses ont ultérieurement été décrits dans d’autres organites
sans membrane tels les granules de stress (SG), les PB, les nucléoles, les speckles nucléaires
(Hyman et al,, 2014; Li et al., 2018; Shin and Brangwynne, 2017) et constituent autant
d’observations suggérant que les organites sans membrane se forment par un processus

physique de séparation de phase liquide-liquide (Hyman et al., 2014).

2.1 La séparation de phase liquide-liquide

2.1.1. Principes fondamentaux

La séparation de phase liquide-liquide (LLPS) désigne le partage d’une phase liquide
initialement homogeéne en deux phases distinctes : une phase concentrée et une phase
déplétée. Ce phénomene se produit a partir de seuils de concentration et dans des conditions
de température (Nott et al., 2015) et de pH (Kaibara et al., 2000; Koga et al., 2011) bien précis
récapitulés dans un diagramme de phase (Figure 33). Al’échelle moléculaire, la LLPS se produit
dans des conditions ou les interactions homotypiques (i.e. entre molécules de propriétés
similaires) entre composants de la solution deviennent plus fortes que les interactions
hétérotypiques ce qui rend le maintien d’une phase liquide unique thermodynamiquement
défavorable (Gomes and Shorter, 2019). Notons que la nature des cosolvants ainsi que la
concentration en sels peuvent également influencer la formation des condensats in vitro en
modifiant la force des interactions entre les ARN et protéines entrant en séparation de phase

(Nakashima et al., 2019).
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Figure 33 Diagramme de phase et séparation de phase liquide-liquide

A. Diagramme de phase théorique montrant les conditions de concentration dans lesquelles le systéme
est sous forme d’une phase homogéne (jaune) ou de deux phases séparées (vert). Les pointillés
représentent la réponse du systéme a un accroissement de concentration

B. Un mélange homogeéne se sépare en deux phases a partir du seuil de concentration (c). Passé ce seuil,
la taille de la gouttelette s’accroit sans que sa concentration ne soit modifiée (d), (e) (f). Au-dela du
seuil de concentration (f), le systéme retourne dans un état monophasique (Modifié d'aprés McSwiggen
etal., 2019).

La valeur du seuil de concentration a partir duguel un composant entre en séparation de phase
dépend principalement de deux parametres moléculaires : la multivalence du composant
c’est-a-dire le fait qu’il possede plusieurs sites d’interaction avec d’autres ligands, et Iaffinité
de chaque site d’interaction pour ses ligands (Peran and Mittag, 2020). L'importance de la
multivalence pour la formation des séparations de phase a d’abord été démontrée
expérimentalement in vitro sur des mélanges de protéines, d’ARN et de protéines/ARN
(Boeynaems et al., 2018) puis in vivo sur des protéines chimeéres fluorescentes (Li et al., 2012).
Dans cette étude, la co-expression dans des cellules Hela de la protéine mCherry-SH3s
contenant cing répétitions du domaine SH3 (SRC Homology 3) avec la protéine eGFP-PRMs
comportant cinq répétitions du motif ligand de SH3, PRM (Proline Rich Motif), conduit a la
formation de granules cytoplasmiques de 0,5 a 2 um de diameétre. Ceci ne se produit pas
lorsque les mémes protéines sont exprimées seules ou sous des versions contenant un plus
petit nombre de modules répétés confirmant ainsi que des interactions multivalentes entre

protéines peuvent engendrer des séparations de phase dans les cellules.
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En terme de cinétique, la séparation de phase commence par une étape de nucléation ou les
protéines ayant le seuil de concentration le plus bas, les « scaffolds », se condensent pour
former le coeur du granule et recrutent dans un second temps d’autres composants, les
clients, dont le seuil de concentration est plus élevé (Alberti, 2017; Lin et al., 2015a; Nott et
al., 2015). Les mécanismes in vivo du processus de nucléation ne sont pas clairement établis.
Toutefois plusieurs études étayent I'idée que la nucléation des organites sans membrane
commence par le pré-assemblage de certains composants spécifiques du granule. Par
exemple, les nucléoles se forment a partir d’'un ARNr (Grob et al., 2014) ou encore les

centrosomes a partir d’un centriole (Gonczy, 2012; Zwicker et al., 2014).

En théorie, le recrutement des clients s’effectue par partitionnement ou séquestration.
Formellement, le coefficient de partition des molécules clients Kpart (i.e. le rapport de leurs
concentrations respectives dans la phase surconcentrée et dans le solvant) dépend de la
différence d’énergie libre standard (AGO) entre ces différentes phases et est donné par la

-AGO/RT oy R est la constante des gaz parfaits et T la température. AGO est elle-

relation Kpart=e
méme décomposée en plusieurs contributions AGO=AGOhphob+AGOcharget+AGOHbond+AGOmesh
(Figure 34). Brievement, AGOnphob €St I’énergie libre de solvatation, elle rend compte du fait
que la polarité locale a I'intérieur des condensats est plus faible que dans leur environnement
aqueux proche ce qui favorise le partitionnement des molécules hydrophobes. AGOcharge
résulte de l'existence de larges régions chargées dans certaines molécules et explique
notamment le partitionnement des IDP (Intrinsically Disordered Protein) sur lesquelles nous
reviendrons dans le paragraphe suivant. AGOubond rend compte des interactions par liaison
hydrogene des molécules partitionnées avec la matrice du condensat. Enfin AGOmesh
représente |’énergie nécessaire pour déformer réseau d’interactions a lintérieur du

condensat afin d’y intégrer de nouvelles molécules, il s’agit d’'une contribution négative au

partitionnement (Nakashima et al., 2019).
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Figure 34 Partitionnement des molécules clients dans les biocondensats

Dans le cas des biocondensats déja formés les molécules se partitionnent entre le solvant et la
séparation de phase selon la différence d’énergie libre entre ces deux phases. La molécule A ayant un
AG°< 0 est sélectivement recrutée dans le granule, la molécule B n’a pas de comportement déterminé
et la molécule C est sélectivement exclue du granule. Plusieurs interactions contribuent a la différence
d’énergie libre illustrée a droite (Modifi¢ d’aprés Nakashima et al., 2019)

2.1.2. Déterminants moléculaires des LLPS

Plusieurs types d’interactions entre ARN et protéines interviennent dans la formation
des organites sans membranes. Les domaines repliés des protéines forment des interactions
protéines-protéines et/ou protéines-ARN spécifiques (Kato et al., 2012; Li et al., 2012). Les
protéines contenant des IDP contribuent également a plusieurs types d’interactions
multivalentes. A la différence des domaines globulaires, les IDP n’adoptent pas de
conformation tridimensionnelle fixe du fait de la présence de longs éléments de séquence
ayant une faible diversité d’a.a et de la composition chimique de ces a.a les empéchant de se
replier en domaines structurés, ce qui contribue notamment a maintenir le comportement
liquide des biocondensats (Darling et al., 2018). Ces séquences non structurées appelées LCD
(Low Complexity Domains) sont souvent enrichies en acides aminés a résidus polaires (glycine,
glutamine, asparagine, et serine) et/ou chargés (acide aspartique, acide glutamique, arginine
et lysine) (Uversky et al., 2015) se trouvant répétés sous forme de petits motifs FG-, RG-, GY-,
KSPEA-, SY, ou formant des régions riches en Q/N (Banani et al., 2017), ce qui les rend
particulierement aptes a former des séparations de phase liquide-liquide (Brangwynne et al.,
2015; Nott et al., 2015; Pak et al., 2016). D’ailleurs, in vitro, les IDP suffisent a assembler des
granules protéiques par LLPS. Ceci a été montré sur des solutions contenant juste une IDP
comme par exemple DDX4, une protéine de nuage (i.e. de granule germinal) (Nott et al., 2015),
la protéine des granules de stress TIA-1 (Gilks et al., 2004) ou encore les régions désordonnées
de plusieurs RBP mises en présence d’ARN dans des conditions physiologiques telles elF4G,
Lsm4, TIA1, Fus, hnRNPA1 (Lin et al., 2015a). L'implication des LCD de plusieurs RBP dans la
localisation de ces RBP dans les biocondensats s’avere également importante in vivo. Par
exemple chez la levure, les régions riches en Q/N de Lsm4p (Decker et al., 2007) ainsi que de

Ccrd, Pop2, Dhh1 (Reijns et al., 2008) contribuent a I'accumulation de ces protéines dans les
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PB en conditions de stress. Chez la souris, les LCD de TIA1 et PUM2 contribuent a
I’accumulation de ces protéines dans les granules de stress (Gilks et al., 2004; Vessey et al.,
2006). De maniére intéressante, les granules de stress mammiféres possédent une
organisation sub-granulaire comprenant une région périphérique et un coeur ol les
concentrations en protéines et en ARN sont plus élevées que dans la périphérie (Jain et al.,
2016; Souquere et al., 2009). Une approche de TALM (Tracking And Localisation Microscopy)
permettant de localiser des protéines individuelles sur de longues périodes temporelles) a
comparé dans des cellules neuronales de rat traitées a l'arsenite, la distribution des
coefficients de diffusion de deux versions d’une protéine canonique des granules de stress
(G3BP1) : la version entiere de G3BP1 contenant 1 RBD et 4 LCD et une version tronquée
(G3BP¢) contenant 1 RBD et 2 LCD. Selon cette étude, les protéines G3BPc peuvent étre
recrutées dans les SG comme la protéine entiere mais elles y sont moins mobiles. Ceci suggére
gue la présence de LCD contribue, a l'intérieur des SG, a la diffusion de G3BP1 et y facilite le
passage d’un état interactif et immobile dans le coeur du SG a un état diffusif dans la

périphérie. (Niewidok et al., 2018).

Parallélement aux protéines, I’ARN joue aussi un réle actif dans la formation des granules
MRNP par LLPS. Il peut notamment agir comme « plateforme » de recrutement de RBP. Par
exemple, lorsque la traduction est bloquée in vivo suite a un stress, ce sont les ARNm qui
nucléent la formation des granules de stress (Bounedjah et al., 2014; Van Treeck et al., 2018).
Alternativement, les ARN peuvent étre recrutés in vitro dans des granules déja pré-nucléés
(Nott et al., 2016), notamment via des interactions ARN-ARN se produisant a la surface de
condensats ARN ou RNP (Tauber et al., 2020). De maniére intéressante, il est observé que la
taille de granules mRNP artificiels reconstitués a lintérieur de cellules humaines est
directement influencée par la densité des domaines d’interaction avec I’ARN, pouvant en effet
conduire a une géne stérique empéchant le recrutement d’autres briques élémentaires a la

surface du condensat (Garcia-Jove Navarro et al., 2019). (Figure 35)
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Figure 35 Effet de I’ARN sur la taille de condensats ARN-protéine artificiels recrées dans les cellules
humaines

(A) Des granules ARN-protéines artificiels (ArtiG ™"*“M) sont recrées dans des cellules Hela en
coexprimant les protéines chiméres mCherrry-FtFm et PUM-FtFm. FtFm est une protéine chimere
composée de 24 répétitions de la ferritine chacune fusionnée a la protéine F36M-FKBP (version mutée
de la protéine FKBP ayant la propriété de former des homodimeéres avec des affinités de I'ordre de
1uM). Dans sa version PUM-FtFm, la FtFm est fusionnée au domaine de liaison a ’ARNm de la protéine
Pumiliol humaine.

(B) Les plasmides codant mCherrry-FtFm et PUM-FtFm. sont transfectés dans différents ratios (1 :1, 5
:1, et 10 :1) et la formation des granules est mesurée en microscopie confocale 8-10 h apreés
transfection.

(C) Quantification de la taille des granules artificiels (****p < 0.0001).
(Modifié d'aprés Garcia-Jove Navarro et al., 2019)

2.1.3. Eléments régulateurs des LLPS in vivo
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In vivo, d’autres parametres peuvent moduler la formation de condensats par LLPS.
Certaines modifications post traductionnelles induisent des changements dans les charges des
acides aminés des domaines repliés et des LCD des protéines et/ou dans leur distribution. Ceci
modifie le nombre ainsi que I'intensité des interactions multivalentes des protéines modifiées
et change conséquemment leur capacité a former des séparations de phase (Bah and Forman-
Kay, 2016 ; Hofweber and Dormann, 2019). Par exemple, la méthylation des arginines de
DDX4X double son seuil de concentration ce qui tend a dissoudre les granules qu’elle forme

(Nott et al., 2015).

Certaines protéines agissent également directement sur les séparations de phase liquide
liquide. C'est le cas notamment des hélicases a ARN Dhh1, Ded1, Dbp1, Dbp2 (Hondele et al.,
2019) et elF4A (Tauber et al., 2020), qui, en modulant les structures secondaires de ’ARN et
les interactions protéine/ARN, contrdlent activement les propriétés viscoélastiques des
granules. Chaque hélicase serait spécifique d’un type de granule particulier (Hondele et al.,

2019)

Enfin, signalons que I'activité de protéines chaperonnes peut intervenir dans I’assemblage ou
le désassemblage des biocondensats. Par exemple chez C. elegans, le complexe CCT
(Chaperonin-Containing Tailless complex polypeptide 1) contribue a I'assemblage des grP-
bodies (Hubstenberger et al., 2015), tandis que chez la levure, une mutation sur le site de
liaison a I’ATP de CCT3 conduit a la formation de PB hypertrophiés (Nadler-Holly et al., 2012).
Dans les cellules humaines, les deux ATPases RUVBL1/2 prennent part au remodelage des
granules de stress, en synergie avec les complexes CCT et MCM (MiniChromosome

Maintenance complex) (Jain et al., 2016).

2.2 Le processus de formation des PB in vivo

2.2.1 Recrutement d’ARNm réversiblement exclus de la

traduction

Tous les facteurs d’initiation de la traduction sont absents des PB (a I’exception d’elFAE

sans doute en raison de son association avec son répresseur 4E-T (Andrei, 2005; Ferraiuolo et
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al.,, 2005). La quasi-totalité des protéines ribosomales (73/78) est absente des protéines
enrichies dans les PB et une approche d’hybridation in situ couplée a de I'immuno--
microscopie électronique montre que les ARNr 18S et 28S sont exclus des PB (Hubstenberger
et al., 2017). Ainsi les ARNm des PB se trouvent exclus du dispositif de traduction. Ne pas étre
associé a la machinerie de traduction s’avere nécessaire au recrutement des ARNm dans les
PB. En effet, lorsque les polysomes sont artificiellement figés sur I'ARNm au moyen de
cycloheximide, le nombre de PB décroit et ce quelle que soit la protéine utilisée pour les
repérer (Andrei, 2005; Wilczynska et al., 2005). Inversement, lorsque les polysomes sont
artificiellement dissociés de I’ARNm par ajout de puromycine, le nombre de PB augmente
(Wilczynska et al., 2005). La visualisation des mouvements individuels d’ARNm rapporteurs
sortant de la traduction par une approche de NCT (Nascent Chain Tracking)**> met en évidence
deux types de comportements des ARNm par rapport aux PB. Une partie d’entre eux s’associe
transitoirement (entre 6 a 18s) aux PB tandis que d’autres sont maintenus a l'intérieur des PB
pour des périodes prolongées (entre 1min30s et 45min) ol ils seraient stockés sous forme
réprimée (Moon et al., 2019) (Figure 36). Notons que la répression de la traduction des ARNm
stockés dans les PB est réversible. Par exemple, supprimer la répression de la traduction de
'ARNm CAT-1 provoque sa délocalisation des PB et son recrutement aux polysomes
(Bhattacharyya et al., 2006). Les dynamiques d’interaction des ARN avec les PB ont été
visualisées sur d’autres classes d’ARN notamment les miARN (Pitchiaya et al., 2019). Ces
derniers présentent également un schéma d’interaction bimodal (i.e. interactions stables ou
transitoires) avec les PB, influencé par le statut de liaison du miARN a son ARNm cible. En effet,
la micro-injection d’'un ARNm cible du miARN rapporteur let7 accroit d’un facteur cinq la

proportion d’interactions transitoires formées par ce miARN avec son ARNm cible.

5 Le NCT est une approche basée sur I'utilisation conjointes de tags présentant plusieurs épitopes et de sondes
fluorescentes couplées a des anticorps permettant de quantifier les dynamiques de traduction a I'échelle du
transcrit individuel.
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Figure 36 Modeéle de recrutement des ARNm aux PB

Suite a la répression de la traduction, les ribosomes se dissocient. Les ARNm diffusent dans le
cytoplasme sous forme condensée et interagissent transitoirement avec des composants a la surface
du granule (pointillés noirs). Certains ARNm forment des interactions stables et sont engagés dans des
interactions multivalentes avec d’autres ARNm ou protéines. (Modifié d'aprés Moon et al., 2019).

En termes de mécanismes de recrutement des ARNm aux PB, deux déterminants
principaux interviennent. D’un c6té, une partie des ARNm enrichis dans les PB sont ciblés par
des RBP ayant une activité de répresseurs spécifiques de la traduction et enrichis dans les PB.
Aussi est-il plausible que la reconnaissance d’un ou plusieurs éléments de séquence dans la
3’UTR des ARNm cibles de ces RBP soit associée au recrutement simultané de leurs transcrits

cibles dans les PB (Hubstenberger et al., 2017). Parallélement, les ARNm des PB possedent un
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biais de codon a l'origine de leur faible rendement protéique (Courel et al.,, 2019).
Hypothétiquement, le fait d’étre moins bien traduits en ferait des cibles plus efficacement
régulables par répression de la traduction comparé a des ARNm intrinséquement traduits de

maniére active, dont I’expression serait plus efficacement controlée par dégradation.

2.2.2 Assemblage des PB a partir de complexes mRNP de

répression de la traduction

Plusieurs éléments suggerent que les ARNm sont recrutés dans les PB sous forme de
MRNP suite a I'action de répresseurs de la traduction. En effet, la suppression par ARN
interférence de I'expression de certains facteurs de répression généraux de la traduction
comme 4E-T, LSM1, DDX6 ou CCR4 empéche I'accumulation réciproque de chacun de ces
facteurs dans les PB ce qui laisse envisager qu’ils y soient recrutés sous forme de complexes
pré-préformés plutét qu’individuellement (Andrei, 2005). Concernant les complexes de
répression de la voie d’ARN interférence, les protéines du complexe RISC, les miARN et leurs
ARNm cibles sont présents dans les PB (Pillai et al., 2005a) et la suppression de GW182 par
ARN interférence délocalise AGO2 des PB tout en inhibant la répression de la traduction
d’ARNm rapporteurs (Liu et al., 2005). Ceci a tres tot suggéré que les ARNm cibles de miARN
sont recrutés aux PB sous forme de miRNP déja réprimés. Enfin, I'interaction 4E-T/DDX6 induit
la répression de traduction d’ARNm rapporteur et contribue en partie a la formation des PB
(quelques PB peuvent se former apres mutation du domaine d’interaction CHD de 4E-T avec
DDX6) ce qui montre que I’association de ces deux protéines sur I’ARNm contribue a son

recrutement aux PB (Kamenska et al., 2016).

Dans les cellules humaines, plusieurs protéines contribuent au maintien des PB dés lors que
leur suppression par ARN interférence entraine une diminution du nombre de PB observables
en immunofluorescence. Certaines de ces protéines sont indispensables au maintien des PB
qguand I'absence de I’'une d’entre elles entraine la dissolution compléte des PB (Figure 37). Ceci
concerne notamment les protéines DDX6, 4E-T, LSM1, CCR4 (Andrei, 2005), LSM14A (Yang,
2006), GW182 (Yang, 2004) et CPEB1 (Serman et al., 2007). Toutefois dans la majorité des cas
testés, lorsque les cellules sont soumises a un stress capable d’induire les PB, ces derniers se

reforment méme en I'absence de I'une des protéines requises pour leur maintien, montrant
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ainsi qu’elles ne sont pas indispensables a I'assemblage de novo des PB. Trois protéines des
PB, DDX6 4E-T et LSM14A, dérogent a ce comportement. Effectivement, en I'absence de I'une
de ces trois protéines, il est impossible de reformer des PB apres ajout de drogues induisant

les PB tels I'arsenite, la vinblastine, soit aprés exposition des cellules a 30°C (Ayache et al.,

2015).
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Figure 37 Identification des protéines de maintenance et d’assemblage des PB

Les cellules Hela sont transfectées avec les siARN précisés sur la gauche. 48h plus tard, les PB sont
analysés en parimmunofluorescence avec un anticorps anti-EDC4 (Barre d’échelle 10 um). Le comptage
des PB sur trois expériences indépendantes (**, p < 0.005.) montre que les protéines DDX6, LSM14A et
4E-T sont indispensables au maintien des PB tandis que PAT1B et ATXN2L ne font qu’y contribuer.

Apreés traitement a I’arsenite, a la vinblastine ou aprés un choc thermique, les PB sont réinduits en
I'absence de toutes les protéines testées sauf DDX6 LSM14A et 4E-T ce qui démontre le caractere
indispensable de ces trois protéines a I'assemblage des PB. (Modifié d'aprés Ayache et al., 2015)
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2.2.3 Formation des PB dans d’autres organismes

Sile principe d’assemblage des PB reposant sur la formation d’un réseau d’interactions
entre RBP multivalentes semble conservé parmi les eucaryotes, des différences existent quant
aux conditions de formation des PB. Par exemple, alors que les PB sont constitutivement
présents dans les cellules mammiféeres, ils ne se forment chez la levure que dans des
conditions restreintes de croissance telles la privation de glucose (Teixeira et al., 2005). Dans
ces conditions la majorité de la traduction cellulaire s’arréte et certains ARNm non traduits se
condensent avec des facteurs de dégradation et de répression de la traduction sous forme de

PB (Brengues et al., 2005; Lui et al., 2014; Sheth and Parker, 2003).

Par ailleurs, la majorité des protéines des PB sont conservées parmi les eucaryotes (avec
guelgues exceptions préalablement mentionnées cf partie 2 paragraphe 1). Toutefois, leur
implication relative dans le processus d’assemblage des PB différe d’un organisme a l'autre.
Chez la levure des souches edc3A ne peuvent pas former de PB suite a la privation de glucose.
De plus I'expression de protéines Edc3 dont les domaines d’interaction Lsm ou Yjef-N ont été
délétés entraine un défaut d’assemblage des PB marqués par Dcp2 sans affecter le niveau
d’expression de Dcp2 (Decker et al., 2007). D’autres approches génétiques chez la levure ont
mis en évidence un statut similaire des protéines Dcp2 et Patl (Pilkington and Parker, 2008;
Teixeira and Parker, 2007). Le réle prépondérant de ces facteurs de dégradation n’est pas
retrouvé pour les PB de cellules humaines (Ayache et al., 2015). Réciproquement, dans les
cellules humaines trois protéines: DDX6, LSM14A et 4E-T ont un statut unique dans la

formation des PB (Ayache et al., 2015) ne se retrouvant pas chez la levure.
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2.3. Focus sur trois protéines d’assemblage des PB : LSM14A, 4E-T et DDX6

2.3.1. Structure primaire et fonctions moléculaires
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Figure 38 Structure primaire de DDX6, LSM14A, 4E-T et LSM14B

En noir le nom des domaines et motifs protéiques, en bleu les partenaires protéiques directs, en
orange les fonctions moléculaires associées.
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DDX6 :

La protéine DDX6 est une hélicase a ARN a boite DEAD (Cordin et al., 2006)
évolutivement conservée de la levure a 'homme (Presnyak and Coller, 2013; Weston and
Sommerville, 2006) localisée dans le cytoplasme et particulierement concentrée dans les PB
(Minshall et al., 2009). Comme les autres hélicases a motif DEAD, DDX6 possede deux
domaines globulaires centraux D1 et D2 contenant chacun le domaine RecA caractéristique
des hélicases (Fairman-Williams et al., 2010)(Figure 38). Le domaine D1 contient les motifs Q,
I(AKNGTGK), la (VPTRELALQ), Ib (TPGR), Il (DEAD), et Ill (SAT). Le domaine D2 contient les
motifs IV(IIF),QwwR, V (TRGID). et VI(LHRIGRSGR). Chacun de ces motifs contribue a différents
aspects de l'activité biochimique de DDX6 a savoir: la liaison a I’ATP (motifs Q, | et Il),
I’hydrolyse de I’ATP (motifs Q et Il1), la liaison a I’ARN (motifs la, Ib, IV et V) et I'activité hélicase
(motif VI) (Cordin et al., 2006; Nishimura et al., 2015; Tanner et al., 2003).

DDX6 et ses homologues se trouvent particulierement abondants dans le cytoplasme : dans
des cellules Hela, DDX6 est 7 fois plus abondante que I’ARNm en ratio molaire (Ernoult-Lange
et al., 2012), dans les ovocytes de Xénope elle y est 15 fois plus abondante que les ARNm
réprimés (Smillie and Sommerville, 2002) et 8 fois plus abondante chez le trypanosome

(Kramer et al., 2010)

En termes de propriétés biochimiques, DDX6 se lie avec une grande affinité (Kq= 1 nM) et sans
spécificité de séquence a I’ARNm (Dutta et al., 2011; Ernoult-Lange et al., 2012). De plus, elle
s’oligomeérise in vitro, sous forme de dimere et trimére, indépendamment de la présence

d’ARN (Ernoult-Lange et al., 2012a).

Dans les cellules humaines, DDX6 posséde une activité de répresseur démontrée par une
approche de tether (Chu and Rana, 2006). Le domaine D2 est particulierement important dans
cette activité de répression puisque la fixation artificielle de D2 dans la 3’UTR d’un ARNm
rapporteur suffit a en réprimer la traduction in vivo (Minshall et al., 2009). Le domaine D2
contient également les sites de liaison de DDX6 a plusieurs partenaires protéiques. Plusieurs
approches structurales ont co-cristallisé D2 avec différents répresseurs de la traduction et
activateurs du decapping : LSM14A, EDC3, PAT1B, CNOT1 et 4E-T. Les interactions entre DDX6
et LSM14A/EDC3/ PAT1B/4E-T sont mutuellement exclusives (Brandmann et al., 2018; Ozgur
et al., 2015a; Sharif et al., 2013a; Tritschler et al., 2008, 2009), ce qui expliquerait que DDX6
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soit impliquée dans plusieurs complexes protéiques associés a différentes fonctions

biologiques que nous détaillons par la suite.

LSM14A :

LSM14A est une RBP appartenant a la famille LSM et conservée des eucaryotes
unicellulaires a ’lhomme (Albrecht and Lengauer, 2004). Chez les vertébrés, LSM14 a évolué
en deux protéines paralogues, LSM14A et LSM14B (Marnef et al., 2009). Chez le Xénope, les
deux paralogues présentent une expression temporelle différente dans les ovocytes: LSM14B
y est exprimée de maniére croissante jusqu’au stade Il de I’ovogenése (Minshall et al., 2007)
et co-sédimente avec DDX6 sur des ARNm spécifiques, activement traduits a ce moment du
développement (Ladomery and Sommerville, 2015). L’expression de LSM14A s’accroit quant
a elle progressivement en paralléle de la décroissance d’expression de LSM14B a partir du
stade Il de I'ovogenése (Minshall et al., 2007; Tanaka et al., 2006). Chez A. thaliana, DCP5
(homologue de LSM14A) est également impliquée dans le développement précoce en
régulant la traduction et la stabilité d’ARNm spécifiques impliqués dans la germination (Xu and
Chua, 2009). Dans les cellules humaines, LSM14A et LSM14B co-localisent dans les PB de
cellules somatiques (Yang, 2006) et ont un statut différent vis-a-vis du maintien des PB : alors
qgue I'absence de LSM14A entraine la disparition des PB, I'absence de LSM14B accroit quant a
elle leur formation. Cette derniére observation est a mettre en relation avec I’existence d’une
co-régulation entre ces deux protéines: la diminution d’expression de LSM14A stimule

I’expression de LSM14B et inversement (Ayache et al., 2015) (Figure 39).
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Figure 39 Co-régulation de I’expression de LSM14A et de LSM14B

Apreés transfection des siLSM14A ou si LSM148B, les protéines sont analysées par WB avec les anticorps
indiqués et les signaux quantifiés dans 3 expériences indépendantes. (Modifié d'aprés Ayache et al.,
2015)

En termes de structure primaire (Figure 38), la protéine LSM14A se compose du domaine
caractéristique LSm pouvant se lier a I’ARN et a 4E-T (Brandmann et al., 2018; Nishimura et
al.,, 2015) , d’une région riche en sérine/thréonine pouvant étre modifié post-
traductionnellement par phosphorylation, d’'un motif FDF (phénylalanine-aspartate-
phénylalanine) et de motifs FDF-TFG impliqués dans des interactions protéine-protéine avec
DDX6 (Brandmann et al., 2018). Le motif FFD de LSM14A est capable de lier directement EDC4
(Brandmann et al., 2018). Enfin, les deux motifs RGG arginine-glycine-glycine peuvent étre
méthylés par PRMT1 ce qui contribue a localiser LSM14A dans les PB (Matsumoto et al., 2012).
LSM14B différe structurellement de LSM14A au niveau de sa partie C terminale, plus courte,

et ne contenant qu’un seul motif RGG.

L'activité de répression de la traduction de LSM14A a été démontrée in vivo par des
expériences de tether de la partie N-terminale de LSM14A chez le Xénope (Tanaka et al.,

2006a) et du domaine Lsm chez ’lhomme (Brandmann et al., 2018).
4E-T

4E-T (elF4E Transporter protein) aussi appelé EIFAENIF1 (elF4E Nuclear Import Factorl)

est une protéine évolutivement conservée parmi les métazoaires. Elle a initialement été
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caractérisée comme une 4E-BP requise pour la localisation d’elF4E dans le noyau (Dostie et
al., 2000b). Si la protéine 4E-T peut étre localisée dans le noyau, elle se trouve majoritairement

présente dans le cytoplasme et dans les PB (Andrei, 2005; Ferraiuolo et al., 2005).

Comme les autres 4E-BP, |la partie N-terminale de 4E-T contient deux motifs de liaison a elF4E:
le motif consensus YXsL@ entrant en compétition avec elF4G (Sonenberg and Hinnebusch,
2009), et le motif adjacent commun aux 4E-BP mais absent chez elFAG (Peter et al., 2015). Les
séquences NLS (Nuclear localisation Sequence) et NES (Nuclear Export Sequence) sont

responsables de I'activité de transporteur nucléaire de 4E-T (Dostie et al., 2000b), (Figure 38).

La comparaison des séquences de 4E-T entre les vertébrés et la Drosophile a identifié quatre
motifs conservés : les motifs | (131-161), Il (291-316), 11l (331-346) et CHD. Le motif I lie
spécifiguement la protéine UNR, les motifs Il et lll n'ont pas de r6le connu a ce jour et le
domaine CHD se lie a DDX6 (Kamenska et al., 2016). D’apreés la structure du complexe LSM14A-
4E-T, la partie C terminale de 4E-T contient un motif s’associant au domaine Lsm de LSM14A
(Brandmann et al., 2018). De plus, une région centrale de 4E-T (résidus 335—-490) interagit in
vitro directement avec le domaine Lsm de LSM14A (Nishimura et al., 2015) ce qui est confirmé

in vivo par co-immunoprécipitation (Kamenska et al., 2016).

Concernant les fonctions moléculaires de 4E-T, cette protéine possede une activité de
répresseur général de la traduction. En effet, sa surexpression diminue la traduction générale,
et ce de maniere elF4E-dépendante (Ferraiuolo et al., 2005; Kamenska et al., 2014b). De plus,
4E-T réprime la traduction d’ARNm spécifiques indépendamment de sa liaison a elF4E. En effet
4E-T réprime la traduction d’'un ARNm rapporteur en tether assay méme lorsque les motifs
d’interaction de 4E-T avec elF4E sont mutés. Enfin, 4E-T contribue a la répression de la
traduction dans le cadre des régulations par les miARN conjointement avec DDX6 (Kamenska

et al., 2014b).

2.3.2. Principaux complexes mRNP cytoplasmiques incluant DDX6,

LSM14A, 4E-T

DDX6, LSM14A et 4E-T sont des RBP multivalentes pouvant interagir directement I'une
avec I'autre et possédant toutes les trois une activité de répression de la traduction. Ces trois

protéines et leurs homologues font partie de complexes mRNP pouvant réprimer la traduction
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et/ou enlever la coiffe 5’del’ARN selon les partenaires auxquels elles s’associent. Notamment,
les trois protéines font partie du complexe de répression de la traduction CPEB initialement
caractérisé dans les ovocytes de Xénope. Dans ces cellules se trouvant au stade I/Il de
I'ovogenése, la protéine DDX6 co-purifie apreés filtration sur gel dans les mémes fractions que
CPEB1, 4E-T, PAT1A, LSM14B, elF4Elb et est également co-immunoprécipitée avec ces
protéines (Minshall et al., 2007b, 2009). Dans les cellules humaines, la purification par TAP-
tag des complexes mMRNP contenant DDX6 a permis d’identifier LSM14A, 4E-T, PAT1B, LSM14B
parmi les principaux partenaires protéiques de DDX6 mais pas la protéine CPEB1 sans doute
trop faiblement exprimée, de sorte que le complexe de répression qu’ils forment a été appelé
« CPEB-like » (Ayache et al., 2015).

DDX6 fait également partie avec 4E-T et CCR4-NOT d’'un complexe de répression de la
traduction des ARNm ciblés par les miARN. Dans ce complexe, DDX6 interagit avec la sous-
unité CNOT1 ce qui stimule I'activité ATPase de DDX6 (Mathys et al., 2014). De plus, des
mutations empéchant DDX6 de se lier a NOT1 (Chen et al., 2014b; Mathys et al., 2014; Rouya
et al., 2014) ou a 4E-T (Kamenska et al., 2016) inhibent la répression de la traduction d’un

ARNm rapporteur cible d’'un miARN.

L’association de DDX6 et de LSM14A au sein des complexes de decapping a principalement
été étudiée sur leurs homologues chez la levure. Dans cet organisme, Scd6 (homologue de
LSM14A) est un activateur direct de I'enzyme de decapping Dcp2. Elle se lie directement au
domaine HLM de Dcp2 de méme qu’Edc3 avec qui elle entre en compétition. In vitro Edc3 et
Scd6 stimulent I'activité de Dcpl/Dcp2 mais I'affinité de Scd6é pour Dcp2 étant plus faible
gu’Edc3, I'activation du decapping résultant de l'interaction Scd6/Dcp2 est également moins

importante (Fromm et al., 2012b).

L’homologue de DDX6, Dhh1, co-immunoprécipite avec plusieurs facteurs de decapping dont
Dcpl, Lsm1 et Patl (Coller et al., 2001) et co-cristallise avec Edc3 et Patl (Sharif et al., 2013).
Les interactions directes de Dhhl avec Patl et Edc3 sont mutuellement exclusives et
interférent avec la capacité de liaison a ’ARN de Dhh1 (Sharif et al., 2013a), ce qui a également
été observé chez la Drosophile (Tritschler et al., 2009). De plus, chez des doubles mutants
dhh1A/patlA, la demi-vie d’un ARNm rapporteur est significativement plus longue que chez

des mutants de délétion dhh1A ou pat1A (Coller and Parker, 2005). Dans les cellules humaines,
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DDX6 est également co-immunoprécipitée avec DCP2, DCP1, EDC3, EDC4, PAT1B et LSM14A
(Ayache et al., 2015; Fenger-Grgn et al., 2005). L’analyse structurale du complexe LSM14A-
DDX6 montre que LSM14A se lie a DDX6 par les motifs FDF et TFG, séparés par un motif FFD
lui-méme requis pour I'interaction de LSM14A avec EDC4 (Brandmann et al., 2018). Certaines
desinteractions de LSM14A ne sont pas conservées de lalevure a I’lhomme. Par exemple, EDC4
n’existe pas chez la levure et Scd6 peut directement y recruter le complexe de decapping par
interaction directe avec Dcpl. De plus, plusieurs études in vitro ont montré que Scd6 peut
réprimer la traduction d’'un ARNm rapporteur en se liant directement sous sa forme méthylée
par PRMT1 a elF4G (Nissan et al., 2010; Poornima et al., 2016). L’existence d’'un mécanisme

similaire dans d’autres organismes reste a ce jour inconnu.

2.3.3 Apport des expériences de complémentation sur les fonctions

biologiques de LSM14A, 4E-T et DDX6

Des expériences de complémentation montrent que suite a la délétion conjointe des
domaines CHD (domaine d’interaction de 4E-T avec DDX6) et du motif | (motif d’interaction
de 4E-T avec UNR), 4E-T perd sa capacité a réprimer la traduction d’'un ARNm rapporteur ainsi
qgue la traduction d’'un ARNm rapporteur ciblé par un miARN. De plus, dans des cellules
humaines déplétées de la protéine DDX6 endogene, I'expression d’une protéine DDX6
exogene entiere restore l'activité de répression de 4E-T ce qui n’est pas le cas suite a
I’expression de mutants ATPase de DDX6 ou du mutant d’interaction de DDX6 avec
CNOT1(Kamenska et al., 2016). Ceci suggere que la fonction ATPase de DDX6, elle-méme
stimulée par la liaison de DDX6 a CNOT1 (Ozgur et al., 2015b), contribue a la répression de la
traduction par 4E-T. En termes de localisation aux PB, la délétion du seul domaine CHD
diminue de 60% le nombre de PB/cellule en comparaison a la version de 4E-T non mutée,
indiquant que l'interaction 4E-T/DDX6 est requise pour la formation des PB (Kamenska et al.,
2016). Concernant LSM14A, des expériences similaires ou le motif TFG ou FFD est délété
(motifs d’interaction de LSM14A avec DDX6) montrent que linteraction DDX6/LSM14
contribue a la formation des PB (Brandmann et al., 2018). Concernant DDX6, une substitution

d’acide aminé sur le motif de liaison de DDX6 a LSM14A et a 4E-T diminue la formation des PB
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(Ozgur et al., 2015a; Sharif et al., 2013a; Tritschler et al., 2008), étayant ce faisant le réle
central des interactions DDX6-4E-T et DDX6-LSM14A dans la formation des PB.

3. Fonction moléculaire et importance biologique des PB

3.1 Stockage d’ARNm réprimés plutét que dégradation d’ARNm

3.1.1 Arguments expérimentaux « pro-dégradation »

Le réle des PB dans le métabolisme de ’ARNm est longtemps resté controversé entre
deux fonctions: la dégradation des ARNm et le stockage de transcrits non traduits.
Initialement, les PB ont été assimilés a des sites de dégradation de I’ARNm. En effet, ils
contiennent presque tous les facteurs de la voie de dégradation 5’->3’ incluant des
déadénylases, des facteurs de decapping, I'enzyme XRN1 (van Dijk et al., 2002; Sheth and
Parker, 2003), ainsi que plusieurs facteurs de la voie du NMD. De plus, des ARN poly(A)
s’accumulent dans les PB apres suppression par ARN interférence de XRN1 (Cougot et al.,
2004) et la taille ainsi que le nombre de PB augmentent dans des souches de levures xrn1A ou
dcplA (Sheth and Parker, 2003). Enfin, une accumulation d’ARNm contenant un codon de
terminaison prématuré, donc cibles du NMD, a été observée a la périphérie des PB (Durand
et al., 2007). L'ensemble de ces résultats a suggéré que les PB seraient des sites actifs de
dégradation de I’ARNm et/ou a minima des sites d’accumulation de transcrits en attente de

dégradation (Decker and Parker, 2012).

3.1.2 Arguments expérimentaux « pro-stockage »

Néanmoins, plusieurs observations ont invalidé le modéle associant les PB a des sites
de dégradation de ’ARNm. D’une part suite a la purification des PB, la distribution des reads
du RNAseq est identique entre les fractions pré-triée et triée, ce qui suggere que les PB
n’accumulent pas de produits de dégradation. De plus, le croisement de ces données avec le
transcriptome siDDX6 réalisé en paralléle sur des cellules HEK293 montre que I’absence de
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cette protéine (et donc la dissolution des PB) n’influence pas le niveau d’expression des ARNm
enrichis dans les PB. (Hubstenberger et al., 2017). Ces résultats ont été confirmés par une
approche de smFISH ayant pour objectif de visualiser I'accumulation d’intermédiaires de
dégradation dans les PB au moyen d’un ARN rapporteur bi-fluorescent TREAT (3'-RNA End
Accumulation during Turnover). Cette étude montre que la dégradation du transcrit
rapporteur se produit a I'extérieur des PB (Horvathova et al., 2017). Les conclusions sont
similaires en utilisant le systéeme rapporteur MS2-MCP chez S. cerevisiae dans des conditions
de stress ou se forment les PB (Tutucci et al., 2018). L’absence de dégradation des ARNm des
PB en dépit de la présence d’enzyme de dégradation dans ces granules pourrait s’expliquer
soit par le fait que les enzymes de dégradation s’accumulent dans les PB sous une forme
inactive (Schutz et al., 2017) et/ou par le fait que les ARNm des PB puissent étre protégés des
enzymes de dégradation par exemple grace a leur association a 4E-T/elF4E empéchant le
recrutement des enzymes de decapping (Rasch et al., 2020). Le consensus actuel est que les
PB servent a stocker transitoirement des ARNm réprimés en traduction. En effet, plusieurs
répresseurs de la traduction se concentrent dans des PB dont les trois RBP indispensables a
leur assemblage DDX6, 4E-T et LSM14A. (Ayache et al., 2015; Hubstenberger et al., 2017). De
plus, nos données de polysome profiling montrent que les ARNm enrichis dans les PB sont plus
activement traduits en I’absence de DDX6 (donc en I’absence de PB) et suggerent que ce sont
des transcrits préférentiellement régulés en traduction qui s’accumulent dans les PB
(Hubstenberger et al., 2017). Egalement, |’étude des facteurs des voies d’ARN interférence a
montré que les composants du complexe RISC s’accumulent conjointement avec des ARNm
cibles dont la traduction est inhibée par un miARN dans les PB et que les transcrits réprimés
peuvent retourner dans le cytosol pour étre traduits lorsque le miARN est inactivé
(Bhattacharyya et al., 2006). Ceci est cohérent avec les résultats de I'approche de smFISH
précédemment mentionnée, ayant démontré que |’association stable des miRNP aux PB
nécessite que le miARN injecté soit fonctionnel pour réprimer la traduction de ses ARNm cibles

(Pitchiaya et al., 2019a).

3.2 Homéostasie et adaptation cellulaire

3.2.1 Adaptation rapide et coordonnée du transcriptome
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La capacité des PB a stocker conjointement et réversiblement un grand nombre
d’ARNm réprimés en traduction représente une opportunité de controle supplémentaire de
I’expression génique : celle d’intégrer différentes régulations post-transcriptionnelles et donc
de pouvoir répondre rapidement aux changements d’environnement cellulaires. Chez la
levure, il a été observé que les PB se formant en conditions de stress séquestrent des ARNm
rapporteurs trés exprimés hors conditions de stress. Dans des souches edc3Apat/iA
incapables de former des PB, ces ARNm ne peuvent plus étre stockés dans les PB et leur
expression est alors associée a une léthalité accrue par rapport a des levures WT (Lavut and
Raveh, 2012). Ceci suggere que le stockage des transcrits dans les PB contribue effectivement

a I’adaptation aux conditions environnementales.

Adresser cette question par une approche similaire sur les PB de cellules épithéliales humaines
s’avere plus délicat car les PB n’y sont pas indispensables a la viabilité cellulaire en conditions
standard de culture. Toutefois, deux observations issues de la purification des PB supportent
I'idée que les PB y jouent un rble de coordinateur de I'expression d’ARNm codant des
protéines fonctionnellement voire physiquement associées (Standart and Weil, 2018).
Premierement, les ARNm codant des protéines régulatrices intervenant dans une méme
fonction cellulaire (cet ensemble d’ARNm est aussi appelé régulon), sont enrichis dans les PB
alors que les transcrits codant des protéines effectrices tendent a en étre exclus. Par exemple,
les ARNm codant les protéines du ribosome, effecteur de la traduction, sont exclus des P-
bodies, alors que les ARNm codant des régulateurs de la traduction incluant les protéines des
PB eux-mémes, s’y accumulent. De plus, les ARNm codant des protéines s’assemblant dans les
mémes complexes tendent a avoir le méme comportement par rapport aux PB en termes
d’enrichissement/ exclusion. Par exemple, les ARNm codant les sous-unités du centrosome et
des complexes condensine/cohésine impliqués dans le cycle cellulaire sont stockés dans les P-
bodies alors que les ARNm codant les sous-unités du protéasome et des nucléosomes en sont
exclus suggérant que les P-bodies soient impliqués dans |’adaptation de la production des
protéines individuelles a leur stoechiométrie au sein de complexes protéiques.

(Hubstenberger et al., 2017), (Figure 40).

A la lumiére du modele de formation des PB par LLPS, il est envisageable que I'implication des

PB a I’adaptation aux conditions environnementales soit basée sur leur capacité a établir un
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équilibre dynamique avec le cytoplasme qui permettrait de tamponner les variations de
concentration cytoplasmique des composants (ARNm et protéines) se concentrant dans les
PB. Les résultats issus de la reconstitution de granules artificiels dans des cellule humaines
appuient cette hypotheése. A partir de la phase de nucléation du granule artificiel, il est observé
gue la concentration cytosolique de la protéine FFm (ici I’élément structural unitaire des
granules artificiels) cesse d’augmenter et se maintient a une valeur stationnaire tandis que la
concentration de la méme protéine dans la phase condensée continue de croitre (Garcia-Jove
Navarro et al., 2019). Ceci corrobore I'idée qu’in vivo, la condensation en granules puisse

effectivement maintenir une protéine a une concentration cytoplasmique limite constante.
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Figure 40 Coordination des régulations post-transcriptionnelles par les PB

Les PB stockent des ARNm peu traduits et codant essentiellement des protéines régulatrices et ayant
tendance a s’assembler dans les mémes complexes protéiques. Parallélement, les ARNm exclus des PB
sont fortement traduits et codent des protéines a fonctions constitutives. Des RBP particuliéres (carrés
verts) localisent les ARNm aux PB par reconnaissance d’un élément cis dans I’'UTR des transcrits des PB.
(Modifié d'apres Hubstenberger et al., 2017).
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3.2.2 Réle des PB au cours du développement

Plusieurs observations suggérent que les régulations post-transcriptionnelles médiées par les
PB interviennent dans différents processus du développement en particulier le

neurodéveloppement

Le dernier élément a I'appui de cette idée est apporté par des données de séquencage d’exons
a haut-débit ayant identifié cinqg mutations de novo, faux-sens hétérozygotes sur le gene DDX6
de patients présentant des signes de déficience intellectuelle ainsi qu’un retard de
développement. Les cing mutations (His372Arg, Arg373Gln, Cys390Arg, Thr391llle et
Thr391Pro) sont localisées dans I’exon 11 de DDX6. Cet exon code deux motifs (motif QxxR et
le motif V) du domaine RecA2 impliqué dans I’activité ATPase de DDX6, dans sa liaison a I’ARN
ainsi qu’a ses partenaires protéiques (cf. partie 2 paragraphe 2.3.1). Les fibroblastes issus des
patients exprimant les variants Arg373GIn et Cys390Arg de DDX6 a des niveaux similaires a
ceux de la protéine non mutée présentent un important défaut d’assemblage des PB. En effet,
alors que 70 a 80% des fibroblastes des parents des patients contiennent des PB, seulement
30% des cellules de patients contiennent des PB se trouvant moins nombreux que dans les
fibroblastes des parents. De plus, les versions DDX6 mutées exprimées dans des cellules Hela
sont incapables de former de novo des PB et ne peuvent pas non plus interagir avec les
partenaires principaux habituels 4E-T, LSM14A, PAT1B ni dans une moindre mesure avec
EDC3. Enfin, le croisement du transcriptome des fibroblastes du patient portant la mutation
Cys390Arg avec les données de CLIP DDX6 et le transcriptome d’une lignée K562 transfectée
de maniére stable par un shDDX6 dont I’expression a été induite pendant 48h, montre que les
ARNm abondants dans les fibroblastes de patients (dont beaucoup codent des facteurs de
traduction), le sont aussi dans les jeux de données de CLIP et dans le transcriptome shDDX6
ce qui suggere que ces transcrits sont régulés en stabilité par un mécanisme DDX6-dépendant

et impliquant une liaison directe a DDX6 (Balak et al., 2019).

Une autre protéine des PB, 4E-T, est également impliquée dans le contrdle de la neurogenese
(Figure 41). Dans les précurseurs radiaux de cortex de souris, 4E-T s’associe a elF4E au sein de
granules similaires aux PB avec LSM1 et DDX6. Dans ces granules, 4E-T empéche Ia

différenciation en neurones en réprimant la traduction de différents facteurs de transcription
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ainsi que de facteurs de différenciation bHLH (basic Helix Loop Helix) tels les Neurogénines 1
et 2 ou NeuroD qui lui sont retrouvés associés par une approche de RIP (RNA

Immunoprécipitation) (Yang et al., 2014).
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Figure 41 Modeéle de contréle de la neurogenése par les PB

Les ARNm codant les facteurs de différenciation bHLH ainsi que des facteurs de transcription ont leur
traduction réprimée par 4E-T et sont stockés dans les PB. Dans ces conditions, les cellules précurseurs
continuent de se diviser. Lorsque ces ARNm sont déstockés des PB et traduits dans le cytoplasme, la
différenciation des cellules précurseurs en neurones a lieu. (Modifié d'aprés Yang et al., 2014).

110



RESULTATS



112



Partl Analysis of PB assembly factors in human cells provides new
insight into LSM14A-associated functions

Introduction

Post-transcriptional regulation in the cytoplasm of eukaryotic cells relies on the balance
between mRNA translation, storage and decay. Several pathways regulate mRNA translation
and contribute to the adaptation of protein production to cellular needs. In metazoan, 4E-BPs
(elFAE Binding Proteins) mediate general inhibition of translation by regulating the elF4F
complex activity during initiation step (Kamenska et al., 2014a; Peter et al., 2015). In addition,
miRNAs (micro-RNAs) and other trans regulators achieve selective translational inhibition by
recognizing cis elements such as MRE (miRNA Response Element), ARE (AU-Rich Elements),
CPE (Cytoplasmic Polyadenylation Elements) or TOP (Terminal OligoPyrimidine) motifs,
embedded in the UTRs of their mRNA targets (Duchaine and Fabian, 2019; Harvey et al.,
2018b; Hinnebusch et al., 2016; Iwakawa and Tomari, 2015).

Remarkably, a large number of transcripts translationally repressed by these pathways are
able to concentrate into cytoplasmic mRNP granules called P-bodies (PBs) (Hubstenberger et
al., 2017). These membrane-less organelles are thought to form by phase separation
(Yoshizawa et al., 2020) and to coordinate storage of transcripts encoding regulatory proteins
(Hubstenberger et al., 2017; Standart and Weil, 2018). Not to be associated to the translation
machinery is required for mRNAs to accumulate into PBs. Indeed, in human cells where
polysomes are artificially blocked on mRNAs by cycloheximide, PBs disappear whereas
polysomes disruption by puromycin treatment, increases number of PBs (Andrei, 2005;
Wilczynska et al., 2005). Also, visualization of different mRNA reporters highlighted that while
some of them transiently associate to PBs other stably associate into PBs where they are

thought to be stored in a repressed state (Moon et al., 2019).

Interestingly, while repression of translation occurs independently of mRNA accumulation in
PBs, molecular actors of PB formation so far characterized in human cells are multitasking
repressors of translation, namely the RNA helicase DDX6, the repressor of translation 4E-T

(elF4E-transporter protein), and LSM14A (Ayache et al., 2015).
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DDX6is a general repressor of translation since its silencing stimulates cellular translation (Chu
and Rana, 2006) and it translationally represses reporter mRNAs when artificially tethered to
their 3’"UTR (Minshall et al., 2009). Moreover, DDX6 is a key effector of miRNA silencing in
human cells since its depletion releases translational repression conferred by the let-7a miRNA
(Chu and Rana, 2006; Eulalio et al., 2007a; Rouya et al., 2014). Structural experiments showed
that human DDX6 binds to CNOT1 mIF4G domain (Chen et al., 2014; Mathys et al., 2014)
CNOT1. This interaction activates DDX6 ATPase activity (Mathys et al., 2014) and enhances
miRNA-mediated silencing (Chen et al., 2014; Rouya et al., 2014). Moreover, crystal structure
of CNOT1/DDX6/4E-T complex (Ozgur et al., 2015b) shows that when directly bound to
CNOT1, DDX6 can interact with 4E-T but not with its other partners EDC3, LSM14A and PAT1B,
all of which directly interact with the RecA2 domain of DDX6 in a mutually exclusive manner

(Jonas and Izaurralde, 2013; Ozgur et al., 2015; Sharif et al., 2013; Tritschler et al., 2009).

DDX6 partner, 4E-T, predominantly localizes to PBs in human cells (Andrei, 2005; Ferraiuolo
et al., 2005) but can shuttle between nucleus and cytoplasm to localize elF4E to the nucleus
(Dostie et al., 2000). 4E-T acts as a general repressor of translation, partly by sequestering
elFAE from elF4G (Gingras et al., 1999) but also in an elF4E-independent way, as shown by
tether assays experiments (Kamenska et al., 2014). Actually, 4E-T also binds to 4EHP (elF4E2)
which represses mRNA translation including through the miRNA pathway : knocking down
4EHP in mammalian cells partially inhibits miRNA-mediated silencing (Chapat et al., 2017;
Chen and Gao, 2017) and 4E-T knock-down impairs miRNA-mediated silencing of reporter
MRNAs (Chapat et al., 2017; Kamenska et al., 2016). Finally, a 4E-T mutant unable to interact
with elF4E is defective in promoting decay of miRNA targeted mRNAs (Nishimura et al., 2015),
which suggests that 4E-T is able to promote both early translation repression and repression

and decay of miRNA targets.

The third PB assembly factor, LSM14A, is a RBP able to interact directly both with 4E-T and
DDX6 in human cells (Brandmann et al., 2018; Nishimura et al., 2015). Its activity in repression
of translation has been characterized using the tether assay in human cells (Brandmann et al.,
2018), Arabidopsis (Xu and Chua, 2009) and Xenopus oocytes (Fromm et al., 2012; Rajyaguru
et al., 2012; Yang, 2006). Of note, ribosome profiling and RNAseq analyses performed in
dcp24, scd64, dhh1A, dcp2Ascd6A and dcp2Adhh1A yeast strains in nutrient replete medium

conditions showed that Scd6 (LSM14A) and Dhh1 (DDX6) cooperate in repressing translation
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and destabilizing a subset of native mRNAs functionally related to carbohydrate metabolism
(Zeidan et al., 2018). Scd6 also inhibits assembly of the 48S PIC (Pre Initiation Complex) in vitro
by binding to elF4G via its methylated RGG motif (Nissan et al., 2010; Poornima et al., 2016;
Rajyaguru et al., 2012a). Whether this interaction is conserved in higher eukaryotes is hitherto
not known. Interestingly, methylation of the RGG domain of human LSM14A is necessary for

the localization of this protein in PBs (Matsumoto et al., 2012).

In Xenopus oocytes, DDX6 coimmunoprecipitates and copurifies in gel-filtration fractions with
CPEB1, 4E-T, PAT1B, LSM14B, and elF4E (Minshall et al., 2007b, 2009), hence forming a CPEB
complex required for translation repression of maternal mRNAs. Characterization of DDX6
interactome by TAP tag followed by mass spectrometry analysis in human cells found DDX6
associated with all members of the CPEB complex except CPEB1 -possibly due to its weak
expression. Three members of this “CPEB-like complex” : DDX6, LSM14A (paralog of LSM14B
which is himself dispensable to PB assembly), and 4E-T are necessary to maintain PBs and also
to assemble them de novo following specific PB -inducing stresses such as arsenite, vinblastine
or mild cold shock (Ayache et al., 2015; Minshall et al., 2009; Serman et al., 2007) . These
results are in line with complementation assays demonstrating that 4E-T/DDX6 and
LSM14A/DDX6 respective interactions contribute to de novo PB assembly since almost no PB
can formin cells expressing DDX6 protein mutated for 4E-T interaction (Kamenska et al., 2016)
or for LSM14A interaction (Brandmann et al., 2018) in human cells when their endogenous

counterpart is silenced.

One hypothesis concerning PB formation includes that they assemble first through
translationally repressed mRNPs, which then aggregate into larger structures. In order to
address from which mRNP complexes PBs could assemble, we investigated the mRNP
complexes containing LSM14A, LSM14B and 4E-T in human epithelial cell lines and that could
organize along with DDX6 to assemble PBs. Using a tandem affinity purification TAP-tag
strategy coupled to mass spectrometry analysis, we mapped LSM14A, LSM14B and 4E-T
respective interactomes in human cells. Top partners included members of the CPEB-like
complex and common partners uncovered new candidates for PB assembly. Mass
spectrometry results also unexpectedly identified several initiation factors and small
ribosomal proteins co purifying with LSM14A which led us to characterize LSM14A association

to the translation initiation complex.
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Results

1) Purification of LSM14A, LSM14B and 4E-T cytoplasmic complexes

identifies a large set of partners related to RNA metabolism

To determine the main mRNP complexes containing either LSM14A, LSM14B or 4E-T, we
purified these complexes from epithelial HEK293 using a TAP-tag approach as we previously
did for DDX6 (Ayache et al., 2015) (Supplemental Figure 1A). To do so, plasmids encoding
either LSM14A, LSM14B or 4E-T fused to FLAG and HA sequences were transiently transfected
in HEK293 cells. 48H after transfection, we confirmed by immunofluorescence analysis that
the tagged proteins could localize to PBs labelled by anti-EDC4 antibodies (Figure 1A). We also
controlled by western blotting analysis that the tagged proteins were expressed at levels
similar to their endogenous counterparts (Figure 1B) which overall confirmed that LSM14A,

LSM14B and 4E-T transgenes were fully functional in terms of localization to PBs and did not

alter cellular mRNP composition.

MRNP complexes containing these proteins were then purified from cytoplasmic lysates
treated either with RNAse inhibitor or RNAse to discriminate between RNA-dependent and
RNA-independent interactions, first on FLAG and then on HA affinity resins. The same protocol
was concomitantly applied to cells transfected with an empty vector as a control. One tenth
of the elution was separated on denaturing SDS—PAGE gel and silver-stained to assess the
quality of the purification (Figure 1C). Purification quality was deemed satisfactory since
tagged proteins were visualized at their expected size and the silver staining pattern was more
complex than in the negative control sample (Figure 1C). Complexes purified from both RNAse
inhibitor and RNAse-treated lysates and from control lysates treated with RNAse were briefly
separated by SDS PAGE (Supplemental Figure 1B). Gel was cut into 5 lanes (each one
corresponding to one sample) and each lane was cut into 6 slices that were individually
trypsinized. Peptides obtained from each digestion were subsequently analysed by mass

spectrometry
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Several criteria were applied to ensure high confidence in the identified proteins: a 0.1% FDR
(False Discovery Rate) cut-off was used for peptides, and a 0.2% FDR cut-off for proteins. Then
we considered proteins identified by at least 2 peptides (see also material and methods). We
furthermore removed any protein whose score in the control was higher than or equal to
score in samples. Finally, contaminants such as keratins, immunoglobins and several proteins

of cytoskeleton were also excluded from the list (Supplemental Table 1).

Once these stringent criteria implemented, mass spectrometric analysis identified between
168 and 238 proteins, specifically interacting with LSM14A, LSM14B or 4E-T and scoring above
20 (arbitrary minimal score set to facilitate dataset analysis) (Figure 2A and Supplemental
Table 1). Between 66 and 104 interactions were found both in RNAse and RNAse inhibitor-
treated samples. When degrading RNA, between 40 and 63 proteins were no longer detected.
Finally, between 52 and 80 proteins were identified exclusively in RNAse treated samples,
which at first sight might seem counterintuitive but might be explained by these proteins

taking part to complexes where tags are inaccessible in presence of RNA.

Approximately three quarters of the identified interactions occurred in RNAse-treated
conditions, indicating RNA-independent interactions (Figure 2A). Functional annotation based
on the literature found at least one third of LSM14A, LSM14B and 4E-T partners involved in
RNA metabolism, which is consistent with known molecular functions of these proteins (Figure
2B upper panel). Further subclassification revealed that this category mainly included
repressors and activators of translation as well as decay factors (Figure 2B, lower panel). Based
on the values of spectral counting with normalized total spectra from Scaffold software,
LSM14A top scoring partners included DDX6 and other components of the CPEB-like complex,
namely LSM14B and 4E-T (Figure 2C, upper panel). Other specific interactions previously
documented included the 2 arginine methyltransferases PRMT5 and PRMT1 which is required
for LSM14A to localize to PBs (Matsumoto et al., 2012) as well as the repressive regulator of
translation FMR1 (Fragile X mental retardation protein) and its partners FXR1 and FXR2 (He
and Ge, 2017). A very similar pattern of interactions applied to LSM14B, in line with strong
homology and similar localization in PBs of both proteins (Figure 2C, middle panel).
Interestingly, all components of 2 chaperonin complexes: the MCM complex
(MiniChromosome Maintenance) and the CCT (Chaperonin-containing tailless complex

polypeptide 1) were identified amongst LSM14B partners with higher scores than in LSM14A
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dataset (supplemental table 1). These complexes are both involved in assembly and
disassembly of stress granules in human cells (Jain et al.,, 2016) and the CCT complex
contributes to formation of grPBs in C.elegans (Hubstenberger et al., 2015). Concerning 4E-T,
its top scoring partners included components of the same repressive complexes as LSM14A/B
, 6 tubulins, and the two chaperon proteins RUVBL1 and RUVBL2 (Figure 2C, lower panel).
Several components of the CRD-mediated complex, shown to promote stability of the myc
MRNA (Weidensdorfer et al., 2009) and including HNRNPU, SYNCRIP, YBX1, and DHX9 were

also present in the 3 datasets.

Interestingly, we noticed that while proteins of the decapping complex and of repressive
complexes were as abundantly found associated with DDX6 (Supplemental Figure 2A),
LSM14A, LSM14B and 4E-T partners are mostly related to repressive complexes including the
CPEB-like complex and the FMRP complex (Figure 2C). These observations are in accordance
with the known functions of LSM14A and 4E-T in repression of translation and their

localization to PBs.

We also compared our TAP-tag results with three proteomes available in the literature :
proteomes of LSM14A and 4E-T established by proximity-dependant BiolD (Biotin
Identification) approach (Youn et al., 2018) (Supplemental Figure 2B) and a second proteome
of 4E-T obtained by a FLAG-affinity purification strategy (Kamenska et al., 2016) (Supplemental
Figure 2C). Mass spectrometry analysis following BiolD purification identified 64 proteins as
LSM14A significant partners (FDR<0,05). LSM14A partners also present in our LSM14A TAP-
tag results included repressors of translation such as components of the CPEB-like complex,
members of the FMRP complex (FMR1, FXR2, NUFIP2). LSM14A partners found in the BiolD
but not in our TAP tag included decapping factors (DCP1A, DCP1B; LSM1, LSM12, EDC3, EDC4),
RNA interference factors (AGO1, AGO2, TNRC6A, TNRC6B), CNOT-CCR4 subunits and NMD
factors (UPF1, SMG1, SMGS8, SMG9). Similar observations applied to 4E-T partners with 21 out
of 41 significant interactors also present in our analysis (Supplemental Figure 2B). Interestingly
we noted that NOT1 subunit was found in our TAP tag and in the BiolD purifications, in
agreement with the interaction between 4E-T and NOT1 demonstrated in vitro (Rasch et al.,
2020). Regarding the 4E-T proteome from (Kamenska et al., 2016), 34 out of 50 4E-T top
scoring partners were also present in our TAP tag in RNAse conditions (Supplemental Figure

2C). Common partners notably included repressors of translation such as DDX6, cold shock
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domain protein CSDE1 which have been described to facilitate the interaction of AGO2-miRISC
to PB components like LSM14A and the decapping factors DCP1-DCP2 (Kakumani et al., 2020).
Consistently, STRAP (Serine Threonine kinase receptor associated protein) is the direct partner
of CSDE1 was also identified among LSM14A partners. Both DDX6 and CDSE1 were found to
directly interact with 4E-T on its motif 1 and CHD domain, respectively (Kamenska et al., 2016).
Translation initiation factors like the canonical 4E-T partner elF4E, 4 elF3 subunits and 2
ribosomal proteins from the small subunit (RSP3 and RPS4X) were also common to the 2
independent analyses. These observations might be consistent with 4E-T acting at the 5’end

of its target mRNAs.

To verify that interactions highlighted by mass spectrometry analysis do not result from the
expression of exogenous proteins, we performed immunoprecipitations experiments with
anti-LSM14A, anti-LSM14B and anti-4E-T antibodies using cytoplasmic lysates from
untransfected HEK293 cells in presence and in absence of RNAse (Supplemental Figure 3). As
expected, anti-LSM14A antibodies coimmunoprecipitated endogenous 4E-T and DDX6
proteins as efficiently as LSM14A itself, suggesting that a large fraction of 4E-T and DDX6
proteins interact with LSM14A.

While EDC3 and EDC4 proteins were not detected in LSM14A TAP tag, we found that
endogenous EDC3 was weakly co-immunoprecipitated with LSM14A in absence of RNAse and
that EDC4 was immunoprecipitated efficiently with LSM14A in both conditions, which is
consistent with the interaction domain between EDC4 and LSM14A previously characterized
by structural experiments (Brandmann et al., 2018). LSM14B was not immunoprecipitated
efficiently by anti-LSM14A antibody nor LSM14A by anti-LSM14B antibody in both presence
of RNAse and RNAse inhibitor. Given that LSM14A is ten times more abundant then LSM14B
(Supplemental table 3), we cannot exclude that these proteins could interact together but
guantities would be too low to be detected. Finally, DDX6 was coimmunoprecipitated weakly
with 4E-T in absence of RNAse in agreement with its much higher cellular abundance

compared to 4E-T.

Overall, these results provided a consistent dataset showing that the three PB assembly

proteins interact in the cell with a large set of factors linked to cytosolic mMRNA metabolism.
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2) Comparison of LSM14A, 4E-T and DDX6 partners with PB proteome

identifies potential new PB assembly factors

The three PB proteins LSM14A, 4E-T and DDX6 were previously shown to be essential for PB
maintenance because their individual silencing by RNA interference completely dissolved PBs
(Ayache et al., 2015; Chu and Rana, 2006; Ferraiuolo et al., 2005; Yang et al., 2006). They are
also required for de novo PB assembly following PB induction by various treatments such as
arsenite, vinblastine or mild cold shock exposure (Ayache et al., 2015; Minshall et al., 2009;
Serman et al., 2007). Structural data evidenced that interactions between 4E-T or LSM14A and
DDX6 were mutually exclusive since occurring on the same region of DDX6 RecA2 domain.
Moreover, complementation assays with interaction mutants revealed that LSM14A deficient
for DDX6 interaction cannot assemble PBs (Brandmann et al., 2018), while DDX6 deficient for
LSM14A interaction and 4E-T deficient for DDX6 interaction displayed only reduced ability to
assemble PBs (Ayache et al., 2015; Kamenska et al., 2016). On these grounds, DDX6, LSM14A
and 4E-T could not associate in a ternary complex to assemble PB. Alternative scenari include

possible intervention of a fourth or even several, other PB assembly partner(s).

To specify in which mRNP complexes DDX6, LSM14A and 4E-T take part in PB formation we
looked for new PB assembly factors by comparing our LSM14A, LSM14B and 4E-T TAP tag
datasets with published DDX6 proteome (Ayache et al.,, 2015) and PB proteome
(Hubstenberger et al., 2017). Indeed, if other PB assembly partners exist, they should be
partners of the four proteins LSM14A, LSM14B, 4E-T DDX6 and be localized to PBs. By doing
so, we obtained a list of 12 proteins significantly enriched in PBs and able to interact with
LSM14A, LSM14B, 4E-T and DDX6 (Figure 3A). These 12 proteins comprised the 4 proteins of
the CPEB-like complex DDX6 LSM14A LSM14B and 4E-T. Eight other factors included 3 RBPs:
ILF3, DHX9 and HRNPU, 3 mitochondrial proteins: ATAD3A, SLC25A5, SLC25A6 and two

proteins from the small ribosomal subunit: RPS3 and RPS4X.

Concerning PB assembly, involvement of DDX6, LSM14A LSM14B and 4E-T in PB formation had
already been assessed (Ayache et al., 2015). ATAD3A, SLC25A5, SLC25A6 being mitochondrial
proteins, we did not favour the hypothesis that they could be indispensable to PB assembly.
Similarly, RPS3 and RPS4X being ribosomal proteins and knowing that the translation

machinery is excluded from PBs, we thought major contribution of these proteins to PB

121



assembly is unlikely. The three other factors ILF3, DHX9 and HNRNPU seemed better
candidates. Since ILF3 localization to PBs had previously been confirmed in the lab
(Hubstenberger et al., 2017), we started by investigating involvement of this candidate in PB
maintenance and assembly. To evaluate ILF3 contribution to PB maintenance, we transiently
silenced ILF3 (Supplemental Figure 4A). Cells were fixed 48h after transfection and stained
with anti-EDC4, anti-XRN1 or anti-DDX6 antibodies to visualize PBs (Figure 3B). Counting
displays a significant 40 % drop in PB number/cells in absence of ILF3 and the observation is
identical for the 3 markers used to visualize PBs (Figure 3C). To control that the effect we
observed was indeed due to partial PB dissolution by silLF3 and did not result from a
decreased expression of the proteins we used to visualize PBs, we ensured by western blotting
analysis that EDC4, XRN1 and DDX6 expression levels were unaffected by ILF3 silencing
(Supplemental Figure 4B). Wondering next whether partial PB dissolution observed in absence
of ILF3 could occur via a decreased expression of PB assembly factors, we assessed their
expression in absence of ILF3.We observed that LSM14A, LSM14B, DDX6 and 4E-T protein

expression levels were unaffected by the absence of ILF3 (Supplemental Figure 4B).

To assess ILF3 contribution to PB de novo assembly, HEK293 cells transiently silenced for ILF3
were treated for 30min with arsenite before fixation. Using three different markers to visualize
PBs, immunofluorescence imaging showed that arsenite induced PBs as efficiently in absence
of ILF3 as in the control. (Figure 3D). Arsenite treatment increased PB number by ~66% which
is consistent with previous observations (Ayache et al., 2015). The same increase was
observed in absence of ILF3 and in control for the 3 PB markers (Figure 3E). Collectively, these
results show that ILF3 contributes to PB maintenance without being an essential factor and is

not involved in PB de novo assembly.

3) LSM14A associates in vivo with translation initiation complex

Interestingly, several initiation factors were found specifically present in LSM14A complexes,
including 12 out of 13 elF3 subunits, 3 out of 3 elF2 subunits, elF4B and elF4G (Figure 4A upper
panel). Also,.17 out of 21 proteins of the small ribosomal subunit but only 11 out of 34 proteins
of the large ribosomal subunit were found to interact with LSM14A (Figure 4A lower panel).
This observation is reminiscent of interactions occurring in yeast where LSM14A homolog Scd6

interacts in vitro with the initiation complex via elF4G, thus preventing association of the 43S
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PIC to mRNA (Nissan et al., 2010; Poornima et al., 2016). In order to investigate whether these
interactions are conserved in vivo in human cells, we assessed the immunoprecipitation of
several components of the initiation complex from HEK293 cytoplasmic lysates by anti-
LSM14A antibody : elF4E because of its interaction with the LSM14A partner 4E-T and its
localization to PBs, and also elF3a given its high MS score in our dataset (Figure 4B). LSM14A
antibodies specifically immunoprecipitated elF3a in presence of RNAse inhibitor.
Unexpectedly immunoprecipitation was more efficient in presence of RNAse which may be
explained by epitopes being more accessible in this condition. Concerning elF4E,
immunoprecipitation efficiency by anti-LSM14A was also weak and enhanced by RNA
digestion. Reciprocally, anti-elF3a antibody immunoprecipitated a fraction of LSM14A as well
as RPS6. These observations confirm mass spectrometry results in which elF3a, elF4E and RPS6
were found to associate with LSM14A in both conditions RNAse and RNAse out. Moreover,
they suggest that besides being mainly involved in repressive complexes like those
accumulated in PBs, LSM14A could be implied in control of translation at the initiation step in

a complex interacting with elF3a and the 40S.

In order to assess LSM14A association to mRNA 5’end; we performed cap binding assay on
HEK cytoplasmic lysates. In this assay, cytoplasmic lysates are incubated with Agarose beads
coupled to m’GTP, a 5' mRNA cap analogue on which factors involved in the regulation of
translation initiation are known to bind. As a negative control we used Agarose beads coupled
to GTP, on which initiation factors do not bind. We observed that LSM14A and DDX6 proteins
were specifically retained by m’GTP beads though less efficiently than canonical initiation
factor elFAE and its direct partner 4E-T. This suggests that a fraction of LSM14A and DDX6

could be present in mMRNA 5’ end-associated complexes.

To complement these results, we analysed the distribution of endogenous LSM14A in
polysomal fractions using sucrose gradients. In polysome profiles from 10-50% sucrose
gradients centrifuged for 2h45 at 39K RPM, LSM14A was distributed along the entire gradient
and a large fraction of the protein was present in sub-polysomal fractions (Supplemental
Figure 5A). In a 5-20% sucrose gradient centrifuged for 2h45 at 39K RPM, LSM14A was
enriched in 40S fraction, according to both RNA absorbance profile and RPS6 distribution
along the profile. (Figure 4D). For comparison, we looked at DDX6 and 4E-T distributions: both

were present in all subpolysomal fractions without preferentially co-sedimenting in any
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particular fraction. These observations suggest that a fraction of LSM14A associates to 43S

and/or 48S complex in vivo.

In order to investigate if other components of the CPEB-like complex were involved in LSM14A
association to the initiation complex, we repeated these experiments after transiently
silencing either DDX6, LSM14A or 4E-T. We noted that neither the absence of LSM14A had an
effect on DDX6 distribution across the polysome profile (Supplemental Figure 5B) nor absence
of DDX6 on LSM14A distribution across the polysome profile (Supplemental Figure 5C). These
observations suggest that LSM14A association to the initiation complex is independent of

DDX6.

Interestingly, we noted that in absence of 4E-T, LSM14A was significantly displaced towards
sub-40S fraction (Figure 5A). Nonetheless, absence of 4E-T did not influence
immunoprecipitation of elF3a by anti-LSM14A antibody indicating that interaction between

LSM14A and elF3a occurs independently of 4E-T (Figure 5B).
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Figure 2
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Figure 3
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A. )
DNA transfection
[FLAG  LSM14A |
FLAG LSM14B HA
FLAG 4 E-T HA
FLAG HA
Protein expression
48H
Cytoplasmic lysates
+RNAse / \+RNAse inhibitor
beads
aFLAG-M2
Elution 1
(M2 peptide)
beads » .ﬁ‘
aHA ‘ Elution 2
1 1 (Laemmli)
¢ Mgy
B.
+ RNAse inhibitor + RNAse
< <
A AR T
- E - - E
$ Z o Z : &
g' MW ® 3 (U] ; ;
2 (koa) z B ° 3 E z
& .1 ki o

134



Supplemental Figure 2
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Supplemental Figure 3
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Supplemental Figure 4
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Supplemental Figure 5
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Supplemental table 2

molecular molecular molecular
Genename excessover excessover excessover
LSM14A 1SM148 4ET
CYAPL 023 2,22 5,20
DDX6 2,01 20,75 2570
8E-T 004 0,45 1,00
FMR1 10,1143 1,1804 2,5430
FXR1 086 885 13,06
5 : FXR2 024 2,45 537
mRNA REPRESSION i o 02 il
GIGYF2 016 1682 348
LSM14A 1,00 1033 2225
LSM14B 0,10 1,00 2,15
NUFIPL 0,00 003 007
NUFIP2 57 1279

AGO1 0,03 033 071
AGO2 0,05 0,57 122

ATXN2L 062 7,03 1515

RNA interference ATXNZ 010 099 2,13
MOV10 017 175 376

TNRCEA 0,00 00 004

TNRCEE 003 035 076

cNOT2 034 3,55 7,64

cNOT2 027 2,32 6,07

cNoT2 022 224 283

cNOTEL 011 113 244

CLYE N0 complex cNOT4 00% 03 034
CNOT10 003 029 062

cNOT1 0,00 005 0,10

CNOTS 0,00 00 0,05

EIF284 014 1,40 302

EIF285 016 165 355

EIF2A 113 11,72 2524

EIF38 157 16,20 3491

EIF3D 2,40 24,83 5350

EIFSF 1,69 17,46 7,62

INITIATION of TRANSLATION EIF3G 433 4521 97,40
EIF3l 221 4351 5375

EIF3) 019 198 427

EIFZK 264 27,92 103,24

EIF2A2 016 168 353

EIF4EBP2 001 013 028

EIF4G1 0,09 094 2,03

ATAD3A 2,84 29,28 63,08

DHX9 2,20 2270 2890

G3BP1 9,51 9821 211,57

HNRNPU 10,11 104,42 224,96

OTHER ILF3 042 433 932
PRMT1 038 10,15 2187

sLc25a5 22,08 228,00 491,18

sLC25A6 2,16 22,35 2816

SYNCRIP 0,06 0,60 130

FUS 367 37,92 81,69

YBX1 12,43 12831 276,42

IGF28P1 1,19 12,33 2656
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Figure Legends

Figure 1: Purification of LSM14A, LSM14B and 4E-T cytoplasmic complexes by TAP-tag.
HEK293 cells were transfected with plasmids coding either FLAG-LSM14A-HA, FLAG-LSM14B-
HA, FLAG-4E-T-HA or FLAG-HA as a control.

(A) 48 h after transfection, cells were stained with anti-FLAG (red) and anti-EDC4 (green)

antibodies to detect respectively the exogenous proteins and PBs. Scale bar: 10 um.

(B) Exogenous proteins were analyzed by Western blotting with anti-FLAG-M2 antibody (left
panel). For comparison, the endogenous proteins were analysed in untransfected HEK293
cells with anti-LSM14A, anti-LSM14B, anti-4E-T and anti-RPS6 antibodies as indicated (right

panel).

(C) 1/10th of each elution obtained after TAP-tag in RNAse and RNAse inhibitor conditions, in
cells expressing either FLAG-HA, FLAG-LSM14A-HA, FLAG-LSM14B-HA or FLAG-4E-T-HA was
migrated on a denaturing gel along with a molecular weight marker (MW) and silver stained.
Yellow stars indicate fusion proteins according to their expected size.

Figure 2: Functional description of LSM14A, LSM14B and 4E-T partners identified by mass
spectrometry.

(A) Venn diagrams showing the number and corresponding percentages of partners identified
in RNAse and/or RNAse inhibitor-conditions. In order to reduce the dataset complexity, only

partners scoring above 20 were considered.

(B) Distribution into functional categories of LSM14A, LSM14B and 4E-T partners based on the
literature. Proteins partners categorized in RNA metabolism (left panel) were subcategorized
into seven classes: RNA localization/mRNA decay/repression of mRNA translation/mRNA
translation effectors/RNA splicing factors/ tRNA metabolism/ others. (right panel). Note that
arbitrary choices had to be made for partners involved in several pathways like some

repressors of translation which can also act as decapping activators.

(C) Dot graph representing MS scores of LSM14A (upper panel), LSM14B (middle panel) and
4E-T (lower panel) partners from TAP-tag purification in RNAse (y axis) and RNAse inhibitor (x

axis)-treated samples. Orange dots correspond to repressors of translation and red dots to
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decay & decapping factors. Circles indicate main mRNP complexes related to repression of

translation or mRNA decay.

Figure 3: Identification of potential new PB assembly factors.
(A) Venn diagram showing distribution of LSM14A, LSM14B, 4E-T and DDX6 partners identified
from RNAse-treated lysates. Common partners that were also significantly enriched (p-value

< 0,05) in the PB proteome dataset from (Hubstenberger et al., 2017) are listed on the right.

(B) Role of ILF3 in PB maintenance. Hela cells transfected for 48h with silLF3 or siCTL and were
analysed by immunofluorescence images using anti-EDC4 (upper panel), anti-XRN1(middle

panel), or anti-DDX6(lower panel) antibodies to detect PBs. Scale bar 10 um.

(C) Quantification of ILF3 contribution to PB maintenance. PBs visualized by
immunofluorescence imaging as described in (B) were counted using EDC4, XRN1 and DDX6
as PB marker in n=20 to 36 cells, in 2 independent experiments. **p-value<0.05, two-tailed

paired t-test.

(D) Role of ILF3 in PB assembly after arsenite treatment. Hela cells transfected for 48h with
SilLF3 or siCTL and were treated with arsenite 30 min before fixation and analysed by
immunofluorescence images using anti-EDC4 (upper panel), anti-XRN1(middle panel), or anti-

DDX6(lower panel) antibodies to detect PBs. Scale bar 10 um.

(E) Quantification of ILF3 contribution to PB assembly after arsenite treatment. PBs
immunostained as described in (D) were counted for each PB marker in n=18 to 34 cells, in 2

independent experiments. n.s: non significative at threshold 0.95, two-tailed paired t-test.
Figure 4: Characterisation of LSM14A association to the translation initiation complex.

(A). Translation initiation factors and ribosomal proteins identified by mass spectrometry
among LSM14A partners. In the upper panel, dot plot represents MS scores of RNA-
independent (y axis) and RNA-dependent (x axis) LSM14A protein partners. mRNA translation
factors are plotted in green. elF3 subunits are labelled in pink and elF2 subunits in purple.
Table in the lower panel recapitulates distribution of 40S and 60S ribosomal proteins scoring

above 20, across the MS dataset.

(B) Interaction of endogenous LSM14A with components of the translation initiation complex.

Left panel: HEK293 cytoplasmic lysates treated with RNAse or RNAse inhibitor were
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immunoprecipitated with anti-LSM14A antibodies and analysed by Western blotting for
translation initiation factors elF3a, elF4E, LSM14A and the mitochondrial protein COXIV as a
negative control. Immunoprecipitation efficiency estimated as described in Materials and
methods is indicated below as percent values. Right panel: Reciprocal immunoprecipitation
was carried out by analysing immunoprecipitation by anti-elF3a antibody of LSM14A and RPS6

proteins.

(C) 2 mg of HEK293 cytoplasmic extracts were treated with RNAse and purified on agarose
beads coated either with m’GTP or GTP as a control. Purified proteins were analysed by
western blotting for LSM14A and DDX6 proteins, canonical cap-binding proteins elF4E and 4E-

T as well as COXIV as a negative control

(D) HEK293 cytoplasmic lysates were separated by ultra-centrifugation on 5-20% sucrose
gradients for 2h45min. Upper panel: Absorbance profile of separated lysates was analysed by
optical densitometry at 254nm. Middle panel: Proteins were extracted from the collected
fractions and abundance of LSM14A, DDX6, RPS6 and 4E-T proteins in each fraction was
analysed by Western blot (representative western blots are presented here). Lower panel:
Quantification of LSM14A, DDX6, RPS6 and 4E-T distribution along the gradient was achieved
by calculating for each protein, the average normalized signal densities associated to each
band over n= 2 to 5 independent experiments, as described in Materials and Methods. ** p-

value < 0.05, two tailed paired t-test comparing fractions sub 40S and 40S.

Figure 5: Investigating LSM14A partners involved in LSM14A association to the translation

initiation complex.

(A) Cytoplasmic lysates from HEK293 cells transfected with si4E-T or siControl were separated
by ultra-centrifugation on 5-20% sucrose gradients. Inset shows verification of 4E-T silencing
by Western blot analysis 48h post transfection Upper panels: Absorbance profile of separated
lysates was analysed by optical densitometry at 254nm. Middle panels: representative
western blots showing abundance of LSM14A and RPS6 proteins in each fraction. Lower
panels: Quantification of LSM14A and RPS6 distribution along the gradient as described in
Figure 4D.

(B) HEK293 cells were transfected either with si4E-T or siControl for 48h. Left panel: 4E-T

silencing was verified by western blotting and efficiency of 4E-T silencing normalized to RPS6
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expression is indicated below as percentages. Right panel: Cytosolic lysates from HEK293 cells
transfected either with si4E-T or siControl for 48h treated with RNAseA were used for
immunoprecipitation by anti-LSM14A antibody. Immunoprecipitates were analysed by

Western blotting with elF3a antibody.

Supplemental Figure 1: TAP-tag experimental strategy

(A). Cytoplasmic lysates from HEK293 cells transiently transfected for 48h with a plasmid
coding either FLAG-LSM14A-HA, FLAG-LSM14B-HA, FLAG-4E-T-HA or FLAG-HA (control) were
lysed in the presence of RNase inhibitor or RNAse. Lysates were immunoprecipitated using
FLAG-M2 antibody coupled to magnetic beads. Bound proteins were eluted with M2 peptide,
immunoprecipitated using HA-agarose beads and eluted in Laemmli. 9/10%" of the elution was

migrated on a denaturing gel for subsequent mass spectrometry analysis.

(B). Protein partners purified by TAP tag were separated using SDS-PAGE, gel was stained with
Coomassie blue. Gel was cut in 5 lanes each one corresponding to a sample. These lanes were
individually trypsinized and peptides obtained were identified by LC-MS/MS mass

spectrometry in the Cambridge Centre for Proteomics.

Supplemental Figure 2: Comparison of TAP tag results to proteomes from the literature

(A) Dot graph representing MS scores of DDX6 partners from TAP-tag purification in RNAse (y
axis) and RNAse inhibitor (x axis) treated samples according to results published in (Ayache et
al., 2015). Orange dots correspond to repressors of translation and red dots to decay &
decapping factors. Circles indicate main mRNP complexes related to repression of translation

or mRNA decay.

(B). Dot plot representing MS scores of LSM14A or 4E-T partners from RNAse treated-lysates
and the Fold Change values associated to LSM14A or 4E-T protein partners identified by BiolD
(proximity-dependent biotin identification) approach from (Youn et al., 2018). Blue dots
represent significant interactions (FDR < 0,05) in the BiolD dataset. Proteins functionally
related to either degradation, repression of translation, CCR4-NOT complex, RNA interference

or mRNP granules formation are labelled in the indicated colours.

(C) Dot plot representing MS scores of 4E-T partners from our TAP tag purification in RNAse
conditions (y axis) and MS scores of 4E-T partners from an independent FLAG affinity-

purification (Kamenska et al., 2016) (x axis). Orange dots represent top 50 partners in the MS
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analysis from Kamenska and colleagues. Repressors of translation are labelled in brown,

translation factors in purple and chaperone proteins in green.

Supplemental Figure 3: Protein interactions in untransfected cells

Protein partners co-immunoprecipitating with endogenous LSM14A (A), LSM14B (B) or 4E-T
(C) and related to mRNA decapping (EDC4, EDC3) or repression of translation (4E-T, LSM14A,
LSM14B, DDX6). HEK293 cytoplasmic lysates were treated with RNAse or RNAse out prior to
immunoprecipitation as indicated. To avoid saturation, only 1/10™ of the immunoprecipitate
was loaded on the gel for LSM14A in (A), LSM14B in (B) and 4E-T in (C). Control: no antibody.
Immunoprecipitation efficiency was calculated a described in Materials and Methods and
indicated below each signal as percent values. Immunoprecipitations presented in this panel

were performed by Michéle Ernoult-Lange.
Supplemental Figure 4: Control experiments for experiments described in Figures 3
(A) Verification of ILF3 silencing in Hela cells 48h after siRNA transfection.

(B) Western blot analysis of EDC4, XRN1, LSM14A, LSM14B 4E-T and RPS6 (loading control)

expression in Hela cells, 48h after transfection with silLF3 or siControl.

Supplemental Figure 5: Investigating LSM14A partners involved in LSM14A association to

the translation initiation complex.

(A) Cytoplasmic lysates from HEK293 cells were separated by ultra-centrifugation on 10-50%
sucrose gradients for 2h45min. Upper panels: Absorbance profile of separated lysates was
analysed by optical densitometry at 254nm. Lower panels: representative western blots

showing abundance of LSM14A and RPS6 proteins in each fraction.

(B) Cytoplasmic lysates from HEK293 cells transfected with siLSM14A or siControl were
separated by ultra-centrifugation on 5-20% sucrose gradients for 2h45. Inset shows
verification of LSM14A silencing by Western blot analysis 48h post transfection. Upper panels
: Absorbance profiles of separated lysates was analysed by optical densitometry at 254nm.
Middle panels: Representative western blots showing abundance of DDX6 and RPS6 proteins
in each fraction. Lower panels Quantification of DDX6 and RPS6 distribution along the

gradients was performed as described in Figure 4D.
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(C). Cytoplasmic lysates from HEK293 cells transfected with siDDX6 or siControl were
separated by ultra-centrifugation on 5-20% sucrose gradients for 2h45. Inset shows
verification of DDX6 silencing by Western blot analysis 48h post transfection Upper panels:
Absorbance profile of separated lysates was analysed by optical densitometry at 254nm.

Lower panels: western blot showing abundance of LSM14A and RPS6 proteins in each fraction.

Supplemental Table 1 Mass spectrometry results

Table of mass spectrometry data (filtering details are described in Materials & Methods
section), indicating for each identified protein normalized spectrum count (hereafter referred
to as MS scores) and number of exclusive unique peptides from which proteins were

identified.
Supplemental Table 2 Quantitative expression of relevant proteins

Expression relative to either LSM14A, LSM14B or 4E-T of several proteins relevant regarding our
analysis was calculated from the quantitative proteomic analysis of human Hela cells performed by

Nagaraj and colleagues (Nagaraj et al., 2011).
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Discussion

1) Mass spectrometry analysis of LSM14A LSM14B and 4E-T proteome

highlights repressive complexes rather than degradation complexes

In order to better understand the mechanism of PB assembly, we undertook tandem-affinity
purification coupled to high-resolution mass spectrometry identification of LSM14A, LSM14B
and 4E-T protein partners. Characterization of LSM14A LSM14B and 4E-T interactome in
human epithelial found DDX6 and the other components of the CPEB-like complex among top
interacting partners, which was expected from studies on this complex in Xenopus (Minshall
et al., 2007) and human cells (Ayache et al., 2015). However, while we previously showed that
DDX6 was equally distributed between the decapping and the CPEB-like complex (Ayache et
al., 2015), we did not detect any components of the decapping complex except for EDC3 in
LSM14B and 4E-T interactomes. Concerning LSM14A, this is in contradiction with results from
another approach that found all decapping activators interacting with LSM14A (Youn et al.,
2018). Indeed, proximity-dependent labelling approach used by Youn and colleagues can
detect interactions with higher sensitivity than our TAP-tag purification, hence we hypothesize
that absence of decapping factors in our TAP tag might result from the transient nature of

these interactions.

In parallel, we found components of several repressive complexes co-purified with LSM14A,
LSM14B and 4E-T. These complexes included the FMRP (Fragile-X Mental retardation protein)
complex composed of FMR1 and its partners FXR1, FXR2 CYFIP and NUFIP (Bardoni and
Mandel, 2002; Bardoni et al., 2006), and the CRD (coding region instability determinant)-
mediated complex composed of six RBPs: YBX1, HNRNPU, SYNCRIP, DHX9, IGF2BP1 and ILF3.
In agreement with this finding, characterization of recombinant FMRP-TAD (Tandem Agenet
Domain) interactors in HEK293 cells identified a hundredth of partners including LSM14A. In
vitro, the interaction between FMRP and LSM14A is sensitive to mutations of the methyl-
binding pocket of FMRP TAD domain and to deletion of RGG/RG motifs in LSM14A, suggesting

that methylated RGG motif of LSM14A can mediate the interaction (He and Ge, 2017).

Speculating on how and why LSM14A could contribute to these repressive complexes, a

possibility is that LSM14A could bind to mRNA 3’ UTR and would therefore enable the
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formation of repressive protein complexes with diverse composition. Another possibility
would be that LSM14A coats the mRNA possibly with others RBPs hence sequestering mRNA
from ribosomes and facilitating mRNA recruitment to RNA granules. Several points support
this coating model and include that LSM14A possesses all the features of a multivalent RNA-
binding protein: it contains a Lsm domain and two RGG motifs. (Tanaka et al., 2006) as well
as PPl motifs (Brandmann et al., 2018). Moreover, LSM14A is more abundant than most of its
partners which enables its binding in multiple copies along mRNA. Of note, such a “packaging
model” has been described for LSM14A partner’s, FMRP (lvanyi-Nagy et al., 2005). An
interesting prospect would be to assess whether and how these two RBP coordinate to

regulate translation.

2) Comparison of PB assembly factors proteome reveals new candidates

for PB formation

Liquid-liquid phase separation (LLPS), which is the physical principle currently thought to
underly P-bodies assembly, is mainly mediated through multivalent interactions of RNA-
binding proteins composed of structured folded domains, modular RNA-binding domains and
disordered regions associating with mRNA molecules (Banani et al., 2017; Brangwynne et al.,
2009). In human cells, three multivalent RBPs, DDX6, LSM14A and 4E-T, are able to interact
one with another and have in common to be indispensable for PB assembly. Also, they are at
the crossroad of several post-transcriptional regulation pathways including RNA-interference,
general and targeted repression of translation, general and targeted mRNA decay whose
molecular components are also found in PBs. The question is then how can contribution of
DDX6, LSM14A and 4E-T to several translationally repressed mRNPs contribute to their
concentration in supramolecular aggregates like PBs? In line with this question, two main
scenari can be distinguished. On the one hand, DDX6, LSM14A, 4E-T possibly together with
others yet unknown partners could form a nucleating PB complex to which other repressed
MRNP complexes would aggregate to form PBs. On the other hand, contribution of DDX6
LSM14A and 4E-T to PB assembly could rely on their ability to achieve complete repression of
translation of a large amount of transcripts possibly via different repression pathways and

which would allow these mRNAs to condense into PBs.
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To progress on this issue, we first tried to find other indispensable PB assembly factors by
crossing proteomes of DDX6, LSM14A and 4E-T with PB proteome. Doing so we identified
proteins of the CPEB-like complex which corroborates its central role in PB formation in
epithelial cell lines (Ayache et al., 2015). Several other candidates emerged from this approach
and included three RBPs related to mRNA metabolism: ILF3, DHX9 and HNRNPU, two
ribosomal proteins RPS3 and RPS4X and three mitochondrial proteins ATAD3, SLC25A5 and
SLC25A6. Looking for these proteins in a contaminant repository database for affinity
purification mass spectrometry data (Mellacheruvu et al., 2013) did not find them among
common contaminants suggesting that these proteins are not classical contaminant and could

have a plausible biological importance with regards to PB formation.

Concerning the two ribosomal proteins, RPS3 and RPS4X, it is at first difficult to understand
how ribosomal proteins could assemble PBs while the translation machinery is massively
excluded from PBs and that repression of translation seems a prerequisite for PB recruitment.
Yet in yeast, RPS3 has the particularity to be located at mRNA entry channel of the 40S subunit
where it contacts mRNA (Dong et al., 2017). Moreover, RPS3 has been functionally
characterized to act in a coordinated fashion with elF3 to control translation termination
(Poncova et al., 2019). However, if these proteins can bind mRNA in context of the ribosome,
it is not known whether this happens with free cytosolic ribosomal RPS3 and RPS4X which

would be a prerequisite for their involvement in PB assembly.

The three mitochondrial proteins ATAD3, SLC25A5 and SLC25A6 also present in our list of
potential PB assembly factors have in common to be encoded by the nuclear genome,
synthesized by cytoplasmic ribosomes and imported from cytosol to the inner mitochondria
membrane (Ogunbona and Claypool, 2019; Pfanner et al., 2019), where they play a central
role in the regulation of ATP production (Willis et al., 2018). Several studies based on RNA
interactome capture ® unvealed RNA-binding activities in proteins lacking classical RBD nor a
predicted IDR like metabolic enzymes (Baltz et al., 2012; Castello et al., 2012, 2015). In
agreement with these experiments it is possible that ATAD3, SLC25A5 and SLC25A6 are also

5 In RNA interactome capture, protein-RNA interactions are crosslinked by applying ultraviolet (UV) light to
cultured cells which induces short-lived free radicals at the nucleotide base that can attack amino acids in close
proximity. Because proteins do not efficiently absorb UV light at these wavelengths, protein-protein cross-linking
is not detectable. After irradiation, stringent purification of polyadenylated (poly(A)) RNA is performed under
denaturing conditions. Finally, co purified cross-linked proteins are identified by quantitative mass spectrometry
(Hentze et al., 2018).
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bifunctional and have a post-transcriptional regulative activity. Yet we noted that these
proteins were absent from a recent RNA interactome performed in HEK293 (Trendel et al.,
2019). Moreover, such an activity would require that a fraction of these proteins is not
imported in mitochondria and can effectively be located to PB which remains to be

demonstrated.

Coming to the 3 other candidates ILF3, DHX9, HNRNPU, we noted that these three RBP contain
arginine/glycine (RGG) rich domains methylated by PRMT1 (Kiledjian and Dreyfuss, 1992; Lee
and Pelletier, 2016; Tang et al., 2000). RGG domains are intrinsically disordered RNA binding
domains commonly found in eucaryotes (Chong et al., 2018; Jarvelin et al., 2016). Due to their
disordered nature, they display a conformational plasticity and adaptability in the absence of
RNA that may facilitate targeting to a variety of RNAs. Moreover, RGG domains enhance the
binding affinity of other RNA Binding motifs in vitro which is known as an “avidity effect”
(Ozdilek et al., 2017). Several RGG containing proteins including hnRNPs can self-assemble
into large RNA-rich granules in vitro (Lin et al., 2015b; Patel et al., 2015). In vivo, methylation
of LSM14A by PRMT1 is required for LSM14A localization to PBs. Thus, an engaging prospect
would be to further assess importance of these RGG domains as well as the influence of post-

translational modifications by methylation on PB formation in vivo.

Since localization of ILF3 to PBs had previously been confirmed by immunofluorescence we
focused on the role of this protein in PB maintenance and assembly. We showed that ILF3
silencing decreased the number of PBs of 40% without affecting expression of indispensable
PB assembly factors DDX6 LSM14A and 4E-T levels nor the expression of PB proteins XRN1 and
EDC4 we demonstrated that ILF3 contributes to PB maintenance. Moreover, we showed that
ILF3 had no influence on PB de novo assembly following arsenite treatment indicating that
ILF3 is not involved in PB formation. Similar behaviour was observed for other PB proteins

such as PAT1B (Ayache et al., 2015).

Concerning the possible mechanisms by which ILF3 can contribute to PB maintenance, several
features of ILF3 are to be considered. First, ILF3 is a RBP associated to RNA by two RNA binding
motifs (Parrott et al., 2007) plus an recently identified RBM UUUUUGAGA (Dotu et al.,
2018).Additionally, ILF3 has a large number of cellular targets (2849 targets) as identified by
CLIP approach in the CLIP dataset from POSTAR2 database (Zhu et al., 2019). Thus, it would be
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possible that ILF3 contributes to PB maintenance by simultaneously targeting a large number
of mRNAs there. This hypothesis could be investigated further on by comparing ILF3 CLIP

results with our PB transcriptome.
3) LSM14A is present in a subcomplex at the initiation complex

Unexpectedly, mass spectrometry analysis unveiled interaction of LSM14A with several
components of the translation machinery including ribosomal proteins from the small sub-
unit and translation initiation factors which at first glance seems to contradict a function of
LSM14A in repression of mRNA translation or mRNA decay. Aiming to confirm those
interactions in vivo, we found that a fraction of LSM14A co-immunoprecipitated with elF3a,
elFAE and RPS6. However, we did not find that LSM14A co-immunoprecipitated with elF4G as
it has been shown in S.cerevisiae from in vitro experiments (Rajyaguru et al., 2012b). Among
the possible explanations, we can speculate either that endogenous elF4G is not abundant
enough and/or that the fraction of elF4G interacting with LSM14A is too weak to be detected
by a co immunoprecipitation approach. Though, similar co immunoprecipitation technique
was successful at detecting interaction in yeast. We therefore speculate that mechanism of
interaction of LSM14A with the initiation complex is different between yeast and human
.Interestingly, we noted from polysome gradient approach that LSM14A association to 40S
could depend on 4E-T which is absent in yeast and binds to the same elF4E as elF4G in
metazoans (Peter et al., 2015). A tempting hypothesis would be that 4E-T targets elF4E and
could subsequently accommodate LSM14A bound to the 43S before its binding to mRNA, thus
strengthening the repressive mechanism by affecting different stages of translation initiation:

elF4F assembly and 48S formation. (Figure 6)
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Figure 6 Model of translation initiation control by LSM14A and 4E-T

Interaction of 4E-T with elFAE prevents formation of elF4F complex (1) while interaction of LSM14A
with 43S prevents its assembly on mRNA (2) thus strengthening repression of the initiation step.

In order to test this hypothesis experiments are in progress at the laboratory. | intend to assess
whether recombinant LSM14A proteins deleted for either 4E-T interacting domain or for the
RGG motif can be immunoprecipitated together with 4E-T and elF3a with the same efficiency

as full length LSM14A.
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Materials and methods

Plasmids, Cell culture and transfection

Human embryonic kidney HEK293 and epithelioid carcinoma Hela cells were cultivated in
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)-glutamax (Invitrogen™) supplemented with
10% (v/v) fetal calf serum and 100U.mL™ penicillin/streptomycin, at 37°C, 5% CO2.

For PB induction, arsenite 0.5 mM was added to the culture medium for 30 min at 37°C.

For tandem-affinity purification, HEK293 cells were transfected with 45 pg plasmid DNA per
150-mm-diameter dish using a standard calcium phosphate procedure. Human 4E-T, LSM14A
open reading frame (ORF) were subcloned into pcDNA3-FLAG vector (BamHI/Notl restriction
sites). The HA tag was then introduced downstream and in-frame with DDX6 ORF, using the
In-Fusion Advantage PCR cloning kit (Clontech). LSM14B ORF was subcloned into a pcDNA3-
FLAG vector with a PSV40 promotor.

For siRNA reverse transfection, cells were transfected with 1.5 pg siRNA per 35-mm-diameter
dish using Lullaby (OZ Biosciences) according to the manufacturer’s protocol. 48 h after
transfection, cells were fixed in MetOH for immunofluorescence analysis or scrapped for

subsequent protein extraction.

Following oligonucleotides were used for reverse transfection:

siRNA Sequence (5’->3’)

SI4E-T (AGACUCUUCUCCCACUACA)TT

siDDX6 (GGAACUA MGAAGACUUAAATT)TTT
SiLSM14A (UCA MGGUCC MGAACAU MGA)TT
siLSM14B (CUAC MGAAG MGGCGCAUAA)TT

SilLF3 (GAAGUAU MGAUAACACCAA)TT
siControl (UAA MGUAU MGGAACGCAUA) TT

Immunofluorescence

Cells grown on glass coverslips were fixed in MetOH for 3 min at —20°C. After rehydration in
PBS, cells were incubated with the primary antibody for 1h, rinsed with PBS, incubated with

175



the fluorochrome-conjugated secondary antibody for 45 min, and stained with DAPI, all steps
being performed at room temperature. Slides were mounted in Citifluor (Citifluor).
Microscopy was performed on a Leica DMR microscope using a 63 x 1.32 oil-immersion
objective. Photographs were taken using a Micromax CCD camera (Princeton Scientific
Instruments, Monmouth Junction, NJ) driven by MetaMorph software (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). Images were processed with the open bioimage informatics software Icy
(http://icy.bioimageanalysis.org; de Chaumont etal., 2012 »). P-bodies were counted

manually.

Western blot

Proteins were separated on a NuPage 4-12% gel (Invitrogen, Life Technologies) and
transferred to a nitrocellulose membrane (Perkin Elmer). After blocking in PBS containing 5%
non-fat dry milk (wt/vol) for 30 min at room temperature, the membrane was incubated with
the primary antibody over night at 4°C, rinsed in PBS, blocked again in PBS-milk for 30 min and
incubated with HRP (HorseRadish Peroxidase)—conjugated secondary antibody for 1 h at room
temperature. After 3 washing steps in PBS, immune complexes were detected using the
Supersignal West Pico Chemiluminescent Signal kit (Pierce, Life Technologies) and visualized

by exposure to CL-XPosure film (Pierce).

Following primary antibodies were used for western blot and immunofluorescence analysis:

antigen species type source dilution IF dilution WB
Life
COX IV mouse monoclonal Technology 1/500
A21348
4E-T oat olyclonal Abcam 1/250 1/400
& POl ab6034
Abcam
4E-T rabbit polyclonal ab95030 1/2500
(1mg/ml)
GFP mouse Monoclonal JL8 Clontech 1/1000
Santa Cruz
EDC4 mouse monoclonal «-8416 1/1000 1/3000
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Santa Cruz

elF3a mouse Monoclonal <9976 1/1000
elF4E (P2) mouse monoclonal iiggs?;; 1/1000
elF4G1 mouse monoclonal i:n;;?g;zz 1/1000
FlagHA  mouse  monoclonal clone 7 aifgg‘; 1/1000 1/4000
LSM14A  rabbit polyclonal MAigiE:;e 1/1000 1/5000
LSM14A rabbit polyclonal A;?_Télz A 1/1000 1/5000
LSM148 rabbit polyclonal Hpiigﬂaﬂ . 1/300 1/1000
Flag M2 mouse monoclonal [S:ggﬁ 1/1000 1/4000
DDX6 (D2)  rabbit polyclonal BBLeszlz 1/2000 1/15000
Cell
RPS6 rabbit polyclonal signaling ref 1/5000
2217
XRN1 mouse monoclonal Si%?sgs;- 1/250 1/1000

Secondary antibodies Goat Anti-Mouse IgG coupled to horseradish-peroxidase (Jackson

ImmunoResearch, 115-035-003) or Goat Anti rabbit IgG coupled to Horseradish peroxidase

(Jackson ImmunoResearch, 111-035-144) were used in a 1/10000 dilution.

Immunoprecipitation

Cytoplasmic proteins were extracted as described previously (Ernoult-Lange et al., 2008 »)

from HEK293 cytoplasmic lysates. For immunoprecipitations, HEK293 cytoplasmic protein

extracts were incubated at 4°C for 1 h with antibodies according to the following proportions

in lysis buffer supplemented with either 65 U/ml RNaseOut recombinant ribonuclease

inhibitor (Promega) or 20 pg/ml RNAse A (Euromedex).

Antibody Antibody HEK293 cytoplasmic
quantity (ug) extract (mg)
Anti DDX6 1 3
Anti LSM14A (Bethyl) 5 4.5
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Anti LSM14B 3 1.5

Anti elF3a3 5 4.5

Anti 4-ET 4 2.5

Twenty-five microliters of Dynabeads protein A magnetic beads (Life Technologies) was added
per sample. After 2h at 4°C with constant rotation, beads were washed three times in 500 pL
lysis buffer. Associated proteins were eluted in 30uL Laemmli 1.5X and separated by SDS PAGE
along with 30 pg cytoplasmic lysate as input. Fraction of each protein immunoprecipitated
was estimated from OD profiles established from scanned X-ray films using Gel Analyse plugin
of Imagel software (ImageJ, Fiji, version 2.0.0-rc-49/1.51e, https://fiji.sc/), standardized for
the amount of input and immunoprecipitated proteins loaded on the gel, and expressed as a

percentage of protein immunoprecipitated by the antibody used in the same experiment.

Tandem-affinity purification and mass spectrometry

HEK293 cells were lysed in a NET buffer containing 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1
mM EDTA, 1ImM EGTA, 0.5% NP-40, and 1 mM dithiothreitol (DTT), supplemented with a
protease inhibitor cocktail without EDTA (Roche Diagnostic), for 30 min on ice, in the presence
of either 65 U/ml RNaseOut recombinant ribonuclease inhibitor (Promega) or 20 ug/ml RNAse
A (Euromedex). Nuclei and cytoplasm were separated by centrifugation at 500g for 5 min at
4°C. Cytoplasmic proteins were quantified by Coomassie protein assay (Thermo Scientific). 35
mg of proteins were mixed with 150 puL of anti-FLAG M2 Magnet resin (Sigma) for 2 h at 4°C.
After beads were washed in the lysis buffer lacking NP-40, bound complexes were eluted twice
in 5mL of lysis buffer supplemented with 250 pg/ml M2 peptide (Sigma-Aldrich) for 30 min at
4°C with constant rotation. Complexes were then incubated overnight with 120 ul of 50%
slurry of the monoclonal anti-HA agarose (Sigma-Aldrich). After beads were washed, bound
proteins were eluted in Laemmli 1.5X. One-tenth of each sample was separated on a Nu-PAGE
4%—12% Bis-Tris gel and stained with the Pierce Silver stain kit (Thermo Scientific). The
remainder was briefly migrated on a Nu-PAGE 4%-12% Bis-Tris gel and stained with
SimplyBlue SafeStain (Life Technologies). Each lane was sliced in 6 bands and processed for

liguid chromatography—-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis in the Cambridge
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Center for Proteomics, at the University of Cambridge (UK). A Mascot search algorithm (Matrix
Science, London, UK) was used to search against the UniProt human database using a fixed
modification of carbamidomethyl (C), a variable modification of oxidation (M), and a peptide

tolerance of 25 ppm.

Scaffold proteome software (Scaffold, version4.4.7) was used to calculate normalized total
spectra counts and to filter results. For each protein and peptide, False Discovery Rate was
calculated by Scaffold using ProteinProphet algorithm based on assigned protein and peptides
probabilities. Proteins with FDR < 0.2% and identified from at least 2 peptides with FDR < 0.1%
and that did not correspond to common contaminants such as keratins, immunoglobins and

several proteins of cytoskeleton were conserved for subsequent analysis.
m’GTP affinity chromatography

HEK293 cells were lysed for 30 min on ice with NET buffer supplemented with protease
inhibitor, 20 ug/ml RNAse A (Euromedex), DTT and 0.1 mM GTP. Lysates were centrifugedfor
15 minutes at 500g. 30 pL of m’GTP-agarose beads or 30 pL of GTP-agarose beads (Jena
Bioscience) were incubated with 2mg of cytoplasmic extract for 1h at 4°C with constant
rotation. Beads were washed with NET buffer supplemented with GTP 1mM. Associated
proteins were eluted in 30uL Laemmli 1.5X and separated by SDS PAGE along with 30 ug

cytoplasmic lysate as input.

Polysome gradients

Cells grown to ~80% confluency were rinsed and scrapped in ice-cold PBS supplemented with
cycloheximide 100 pg/mL. Cell pellets were lysed in ice-cold lysis buffer (20 mM HEPES, pH
7.5, 250 mM KCIl, 10 mM MgCl;, 5 mM DTT, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40), supplemented with
protease inhibitors and 65 U/ml of RNaseOut ribonuclease inhibitor (Promega), for 5 min.
After centrifugation at 500g, supernatants were layered onto 5-20% or 10-50% sucrose
gradients in Beckman centrifuge tubes 331372 and centrifuged at 39,000 rpm for 2h45min at
4°Cin a Beckman SW41-Ti rotor. Equivalent volume of the first fraction was removed from the
top of the gradient before collecting, and discarded to avoid contamination of following
fractions by components that did not enter into the gradient. Optical density at 254 nm was
monitored using a density gradient fractionator (Teledyne Isco, Lincoln, NE). For fraction

collection, gradients were pushed up with Fluorinert with the following settings: pump flow:
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30, paper scroll rate: 60 cm.h?, sensitivity 0.2, running 40s/fraction. Collected fractions were
precipitated in 2 equivalent volumes of EtOH and freezed overnight at -80°C. Fractions were
subsequently centrifuged at 15000 r.p.m for 30min at 4°C. Pellets were rinsed with EtOH 70%,
centrifuged at 15000 r.p.m and dried at 37°C for at least 4h. Proteins were resuspended in
15uL Laemmli 1X and denaturated for 5 min at 100°C. Fractions were then pooled into pairs

and separated by SDS PAGE.

For quantitation, signals associated to each pooled fraction of a given protein were quantified
by densitometry from scanned X-ray films, using Gel Analyze pl pgin of ImageJ software and
expressed as a percentage of total signal associated to the protein in the sedimentation

profile.
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Part 2: Influence of mMRNA GC content on mRNA localization to PBs
and on its cytoplasmic post-transcriptional regulations

Analysis presented here details personal contribution to (Courel et al., 2019) (see Annexe).

Introduction

Post-transcriptional regulation of gene expression in eukaryotes relies on a balance between
translation, storage and mRNA turnover. Some of these steps occur in specific places in the
cytoplasm. For instance secreted proteins are locally translated at the surface of the
endoplasmic reticulum (ER), which enables nascent peptides to translocate through the ER
membrane and enter into the endomembrane system to be secreted (Aviram and Schuldiner,
2017). As another example, mRNAs excluded from the translation machinery transiently
concentrate in mRNP granules called P-bodies (PBs). Recent purification of these granules by
FAPS (Fluorescent Activated Particle Sorting) in human cells revealed that they store one third
of the coding transcriptome with a striking prevalence of AU-rich transcripts, and hundreds of
proteins among which a majority of RBPs, mainly involved in general and targeted repression
of translation pathways including the miRNA pathway (Hubstenberger et al., 2017). Three of
these proteins: LSM14A, the RNA helicase DDX6 and repressor of translation 4E-T, are of
particular interest with regards to cytoplasmic post-transcriptional regulations. While in yeast
these three factors are dispensable to form PBs, they are essential to PB assembly in human
cells. Indeed, absence of one of these factors leads to PB disassembly and prevents their

reinduction. (Ayache et al., 2015; Brandmann et al., 2018; Kamenska et al., 2016).

DDX6 is an abundant cytoplasmic protein, highly concentrated in PBs and able to bind single-
stranded RNA molecules with high affinity and no sequence specificity in vitro (Ernoult-Lange
et al., 2012). In yeast, its deletion results in the accumulation of full-length deadenylated
mMRNAs and leads to strong defects in mRNA decapping (Coller and Parker, 2005). Moreover,
DDX6 specifically targets mRNAs containing suboptimal codons to decay (Presnyak et al.,
2015). Recent transcriptome analysis in pat/14, Ism1A, dhh1A or dcp2A yeast strains found

that rather than being global activators of decapping, Patl, Lsm1, and Dhh1 directly regulate
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specific subsets of mMRNAs and have suggested that Dhh1 and Pat1l/Lsm1-7 respectively form
a distinct decapping complex (He et al. 2018). Once the cap cleaved by Dcp1/2, mRNAs are
decayed by the 5’-3’ exonuclease Xrnl. Yet, Xrnl can also act co-translationally (Heck and
Wilusz, 2018; Hu et al., 2009) and Dhh1 is thought to couple translation and mRNA stability by
sensing elongation rates (Radhakrishnan and Green, 2016). In mammalian cells as in yeast,
DDX6 interacts with the enhancers of decapping DCP1/2, EDC3, PAT1B and the LSM1-7
heptamer ring (Ayache et al., 2015; Sharif et al., 2013; Vindry et al., 2017; Wu et al., 2014). As
a regulator of translation, DDX6 takes part to the repressive CPEB1 complex in Xenopus
oocytes (Minshall et al., 2007a) and to a “CPEB-like complex” in human epithelial cells along
with LSM14A and 4E-T (Ayache et al., 2015). In Drosophila it is also involved in an SRE (Smaug
Recognition Element)-dependent repressor complex where it oligomerizes along nos mRNA in

association with Tral (LSM14A) (Amadei et al., 2015; Gotze et al., 2017).

DDX6 partner, LSM14A, is also conserved from yeast to human (Marnef et al., 2009). Its yeast
homolog Scd6 enhances decapping (Coller and Parker, 2005) and represses translation in vitro
by associating to elF4G via its methylated RGG motifs (Rajyaguru et al., 2012). Translational
repression activity of LSM14A has been reported by tether assays in Xenopus (Tanaka et al.,

2006c¢), Arabidopsis (Xu and Chua, 2009) and human (Brandmann et al., 2018).

The third PB assembly factor, 4E-T, is a global repressor of translation conserved among
vertebrates whose repression mechanism relies on elF4E-sequestering from the elF4F
complex (Ferraiuolo et al., 2005; Kamenska et al., 2014; Waghray et al., 2015). Yet, tether
assays showed that full length 4E-T and a mutated version of 4E-T that cannot bind elF4E both
repress translation in human cells (Kamenska et al., 2014). Similar results were observed for
the insect-specific 4E-BP CUP in Drosophila S2 cells (Igreja and lzaurralde, 2011), suggesting
that 4E-T can repress translation in an elF4E-dependent and elF4E-independent ways. 4E-T
also interacts with CNOT1 via DDX6 (Ozgur et al., 2015b; Waghray et al., 2015) and directly via
additional binding sites (Rasch et al., 2020). Its interaction with CNOT1 promotes CCR4-NOT-
mediated deadenylation of 4E-T-bound mRNAs, which can subsequently be stored in a

repressed form in PBs (Rasch et al., 2020).

Among the selective gene expression silencing pathways, miRNA interference can regulate
expression of 60% of the human transcriptome (Friedman et al., 2009). After being processed

by DICER enzymes in the cytoplasm, mature miRNAs bind specific mRNA sequences known as
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MRE (miRNA Responsive Elements), through imperfect base-pairing interactions. Of note, the
5’ portion of miRNA sequence from 2-7nt, called the “seed”, is particularly important for
miRNA recognition of its targets (Bartel, 2018). These base-pairing interactions miRNA/mRNA
take place in @ miRISC complex (miRNA RNA-Induced Silencing Complex) that also includes
one of the 4 AGOs paralogs and TNRC6A or TNRC6B. Depending on the RBPs further recruited
by the miRISC complex, miRNA targeted mRNAs can be either translationally repressed and/or
degraded (Duchaine and Fabian, 2019) though determinants of these two outcomes remain
poorly understood. There has been extensive debates about whether miRNAs primarily inhibit
translation or induce destabilization of their mRNA targets (lwakawa and Tomari, 2015; Jonas
and lzaurralde, 2015). Currently, it is quite consensual that translational repression of miRNA
targets is either the cause of mRNA destabilization or at least occurs ahead of mRNA decay
(Djuranovic et al., 2012; Radhakrishnan and Green, 2016). Among molecular downstream
effectors of silencing, DDX6 and 4E-T are thought to play a central role in miRNA-mediated
regulations through the CCR4-NOT/ 4E-T/DDX6 complex (Chen et al., 2014b; Kuzuoglu-Oztiirk
et al., 2016; Rouya et al., 2014). Moreover, interaction of 4E-T with DDX6 is required to repress
translation of a miRNA reporter (Kamenska et al., 2016). Interestingly, in mouse embryonic
stem cells where Dgcr8 (DiGeorge syndrome chromosomal region 8, required for miRNA
biogenesis) has been inactivated and which consequently lack all mature miRNAs, both
inhibition of translation repression and mRNA destabilization of miRNA targets were observed
whereas in ESCs inactivated for Ddx6, translation of the same miRNA targets was upregulated
without simultaneous changes in mRNA stability (Freimer et al., 2018). These observations
suggest that DDX6 is an essential effector for miRNA-driven translational repression, but not
MRNA degradation in ESCs. Recently, it was also observed that 4E-T depletion prevented the
accumulation of mRNA reporter artificially bound to TNRC6B hence suggesting that 4E-T

recruitment protects miRNA targets from decay (Rasch et al., 2020)

In the context of this study, | took advantage of PBs, siDDX6, siDICER, siPAT1B and siXRN1
transcriptomes as well as other datasets including DDX6 and AGO CLIPs, and 4E-T RIP to
address the following questions : (1) Which RBP could be responsible for the accumulation of
AU-rich mRNAs in PBs considering as relevant candidates the 3 PB assembly factors DDX6, 4E-
T and LSM14A; (2) what can be learnt from global localization of miRNA targets in/out PB in

regards to relative importance of repression of translation versus decay in the miRNA pathway
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?; (3) which other parameters apart from mRNA GC content could influence mRNA localization

to PBs?
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Results

1) Nucleotide preference and PB localization of mRNAs bound by PB

assembly factors

mRNAs bound by DDX6 and 4E-T are GC-biased and display opposite PB localization
patterns

PBs store a large number of transcripts, more than 1/5%" of the human transcriptome. Looking
for broad determinants of mRNA localization in PBs, we considered mRNA GC content of
human PB transcripts. PB localization strongly correlates (Rs= -0.57; p-value < 0.0001) with
MRNA GC content, AU-rich transcripts (further defined as transcripts whose GC content is
inferior to the median GC content of all HEK293 mRNAs, that is to say 49%) being the most
enriched in PBs (Figure 1A, left panel). Moreover, a detailed analysis evidenced that CDS and
3’UTR GC contents similarly contribute to PB enrichment (Rs=-0.57 and Rs=-0.55 respectively;
p-value< 0.0001 for both). By contrast, nucleotide composition of 5’UTR seems less influential
(Rs=-0.22; p-value< 0.0001) (Figure 1A, right panel). A complementary analysis established
that the GC bias of PB mRNAs occurs independently of several parameters including PB mRNA
length, mRNA expression, genomic context and gene conservation (Courel et al., 2019). Thus,

being AU-rich is a prime determinant of PB mRNAs.

PB formation relies on mRNA recruitment by RBPs and in human, three RBPs, DDX6 LSM14A
and 4E-T, were demonstrated to be particularly important for PB de novo assembly. To assess
whether one of these PB assembly factors may have a nucleotide preference that could
account for accumulation of AU-rich transcripts in PBs, we took advantage of DDX6 eCLIP in
the human myelogenous leukemia cell line K562, generated from the ENCODE dataset
(accession codes ENCSR893EFU, see material and methods for further details ) and 4E-T RIP
(Yang et al., 2014b). For the DDX6 eCLIP, we considered transcripts present in our HEK293
transcriptome dataset and with a DDX6 eCLIP enrichment > 1 (n=4555 bound mRNAs).
Concerning the 4E-T RIP, as the experiment was performed in mouse E12 cortex cells, we
selected mouse transcripts significantly enriched in 4E-T RIP (FC > 1.5) and retained as 4E-T-
bound mRNAs, their human homologues expressed in HEK293 cells (n=967 bound mRNAs).
For both DDX6 eCLIP and 4E-T RIP datasets, we defined as “non bound mRNAs” all the
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transcripts expressed in HEK cells that were not identified as physically associated to either
DDX6 or 4E-T (further defined as “bound mRNAs”). We observed that DDX6-bound mRNAs
and 4E-T-bound mRNAs display opposite features: while DDX6 preferentially binds GC-rich
transcripts, 4E-T associates with AU-rich transcripts (Figure 1A). In terms of cytoplasmic
localization, DDX6-clipped mRNAs are mainly excluded from PBs whereas 4E-T-bound mRNAs
are particularly enriched in these granules (Figure 1B).

mRNAs bound by DDX6 and 4E-T are regulated in translation by DDX6 and in stability by
PAT1B

DDX6 is a multifunctional protein that plays an evolutionary conserved role in translational
repression and activation of mMRNA decapping before degradation by XRN1(Carroll et al., 2011;
Coller and Parker, 2005; Coller et al., 2001; Ernoult-Lange et al., 2012b; Fenger-Grgn et al.,
2005; Minshall and Standart, 2004). Moreover, it is one of 4E-T main protein partners
(Kamenska et al., 2016). In order to assess how DDX6 and 4E-T-bound mRNAs are regulated in
terms of stability and translation, DDX6 eCLIP and 4E-T RIP datasets were crossed with :
transcriptome after siDDX6 in HEK293 cells, transcriptome after siXRN1 in Hela cells,
transcriptome after siPAT1B in HEK293T cells and polysome profiling after siDDX6 in HEK293
cells (see materials and methods for details on these datasets)(Figure 1D). Compared to all
mMRNAs, transcripts bound by DDX6 are stabilized after DDX6 knockdown while stability of 4E-
T-bound transcripts is not affected by DDX6 depletion .In parallel, 4E-T-bound mRNAs are
translationally derepressed after DDX6 knockdown which is not the case of DDX6 bound-
MRNAs. Moreover, we noted that 4E-T-bound mRNAs are only weakly bound by DDX6 (Figure
1E). Overall these observations suggest that DDX6 and 4E-T-bound globally to distinct mRNAs
subsets : GC-rich transcripts, excluded from PBs are preferentially targeted by DDX6 and
regulated at the level of stability by DDX6, whereas AU-rich transcripts including 4E-T targets
are more prone to be regulated at the level of translation by DDX6. Interestingly, we noted
that DDX6 and 4E-T targets have opposite stability regulation patterns: DDX6 targets are
stabilized after siXRN1 whereas 4E-T targets are destabilized. Conversely 4E-T targets are
stabilized after PAT1B knockdown while DDX6 targets are not. This last observation might be
consistent with 4E-T binding to the 5 extremity of mRNA and precluding its access to

decapping enzymes.

LSM14A binds mRNA independently of its CDS GC content
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In regards to the third PB assembly factor, LSM14A, we investigated influence of nucleotide
composition on LSM14A RNA binding by performing RIP on cytoplasmic lysates from HEK293
cells that transiently co-expressed two versions of Renilla luciferase mRNA : a version with an
AU-rich CDS (36 %GC) and a version with a GC-rich CDS (55% GC). To make sure that these
reporters could recapitulate behaviour of endogenous transcripts with respect to PB
localization, Marianne Bénard analysed their cellular localization by smiFISH (single molecule
inexpensive Fluorescent In Situ Hybridation) using probes specific of the AU-rich or the GC-
rich reporter and concomitantly immuno-stained cells with DDX6 antibody to detect PBs. We
observed that the GC-rich reporter is homogeneously distributed throughout cytoplasm and
excluded from PBs (Figure 2A, left panel). In comparison, the AU-rich reporter also has a
cytoplasmic expression but tend to cluster more often in PBs (Figure 2A, middle panel).
Quantification from two independent experiments indicate that around 20% of PBs contain
clusters of AU-rich reporter mRNAs (Figure 2A, right panel). These experiments confirmed that
CDS GC content is sufficient to influence mRNA localization to PBs in vivo. It also indicates that
these reporter mRNAs could be used to assess LSM14A sequence binding preference. To do
so, we co-transfected plasmids encoding the 2 versions of Renilla luciferase in HEK293 cells.
After 40hrs expression, transfection efficiency was checked by measuring luciferase activity
(Supplemental Figure 1A). Then, mRNP complexes associated to LSM14A were
immunoprecipitated by an anti-LSM14A antibody from HEK293 cytoplasmic lysates co-
expressing both reporter mRNAs. In parallel, mRNP complexes associated to DDX6 were
immunoprecipitated by an anti-DDX6 antibody. Immunoprecipitation with 1gG was used to
control immunoprecipitation specificity. Quantification of the amount of co-precipitated
reporter mRNAs by gRT-PCR showed that GC-rich reporter is immunoprecipitated twice as
efficiently as AU-rich reporter by DDX6 antibody (Figure 2B). This observation is consistent
with the DDX6 eCLIP dataset showing that DDX6 preferentially targets GC-rich transcripts.
However, AU-rich and GC-rich reporters were immunoprecipitated with the same efficiency
by LSM14A antibody (Figure 2B). Hence, CDS GC content seems not to influence LSM14A
association while DDX6 preferentially binds mRNAs with a GC-rich CDS.

In conclusion, out of the three proteins analysed, only 4E-T could be responsible of

recruitment of AU-rich transcripts to PBs.
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2) Influence of GC content on PB localization and post-transcriptional

regulations of miRNA-targets

mMRNAs targeted by miRNAs can be translationally repressed and/or/then degraded (Jakymiw
et al., 2005) and these regulations involve DDX6 (Rouya et al., 2014). Moreover in human cells,
PBs store repressed mRNAs protected from 5’->3’ decay (Hubstenberger et al., 2017) including
miRNA targets (Bhattacharyya et al., 2006; Liu et al., 2005; Pillai et al., 2005b). In order to
assess if localization of miRNA targets in/out PBs is related to mRNA fate in terms of
translational repression versus degradation, we compared GC content and PB localization of
MRNAs targeted by the 22 most abundant miRNAs in HEK293 cells (19 from Hafner et al., 2010
and 3 from Patrick Brest quantitation’s). Concomitantly, we analysed mRNAs bound to AGO
1,2,3 or 4 identified in CLIP experiments (Yang et al., 2015) and mRNA stabilized after DICER
depletion in HEK293 cells (Rybak-Wolf et al., 2014). Compared to all mRNAs, targets of 18 out
of the 22 miRNAs analysed are AU-rich, exceptions concerning targets of miR-10b-5p, miR 99a-
5p and miR 99b-5p which have the same nucleotide GC content as all mRNAs (Figure 3A).
Moreover, miRNA targets are overall enriched in PBs though to different extents, from targets
of miR-99-5p which enrichment in PBs does not reach statistical significance to miR 21-5p
targets which are the most enriched in PBs (Figure 3B). AGO 1,2, 3 and 4 targets display the
same features: they are overall AU-rich (Figure 3A) and enriched in PBs (Figure 3B), though
number of AGO4 targets is too small to reach statistical significance. Overall, these results

evidence that miRNA targets tend to be AU-rich and accumulate in PBs.

In order to assess how these miRNA-targets are regulated in terms of translation and decay,
we looked at their behaviour in siDDX6, siPAT1B, siXRN1 transcriptomes datasets and in DDX6
eCLIP dataset (Figure 3C). Neither stability of AGO 1,3,4 targets is sensible to DDX6 depletion
nor are AGO 1,3,4 targets directly bound by DDX6. However, AGO2 targets are slightly bound
by DDX6 and regulated in stability by this protein. Conversely, translation rate of AGOs targets
is DDX6-dependant. Finally, AGO targets display opposite behaviour in XRN1 and PAT1B
transcriptomes: they are destabilized after XRN1 depletion but stabilized after PAT1B
knockdown (Figure 3C). We concluded from these results that AGO targets which reflects

behaviour of miRNA targeted mRNAs, are regulated like other mRNAs enriched in PBs: DDX6
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regulates their translation but not their stability except for AGO2 targets and PAT1B regulates
their stability.

In parallel, we observed that mRNAs whose stability was enhanced following DICER depletion
tend to be also stabilized after DROSHA silencing (Rp=0.44, p-value < 0.0001) (Supplemental
Figure 2A), which suggests that mRNAs upregulated after siDICER are miRNA-regulated
mRNAs and not passive DICER mRNA targets Transcripts upregulated after siDICER are slightly
more GC-rich (Figure 3A) and less enriched in PBs compared to all transcripts (Figure 3B).
Moreover, transcripts upregulated after siDICER are targeted by DDX6, stabilised after siDDX6
and after XRN1 silencing but are neither translationally upregulated following DDX6 depletion
nor stabilised after PAT1B silencing (Figure 3C). Yet, magnitude of the observed effects is very
weak (for instance mRNAs stabilized after siDICER are less than 1 point more GC-rich than all

mMRNAs) which makes interpretation of these results difficult.

Investigating whether the observed effects may depend on the miRNA itself, we noticed that
median %GC content of miRNAs strongly correlates with median %GC content of their targets
(Rp =0.74, p-value < 0.0001) (Figure 4A). Moreover, the more AU-rich is the miRNA, the more
its targets are enriched in PBs (Figure 4B). Thus, AU-rich miRNAs tended to target mRNAs
themselves AU-rich and enriched in PBs and effect intensity seems proportional to the miRNA
GC content. Because miRNAs bind their targets via Watson—Crick base-pairing where the
mMiRNA seed sequence is particularly important for target selection, we wondered whether
the correlation would be stronger when considering GC content of the seed sequence instead
of the miRNA median GC content. Actually, it is not the case : correlation between GC content
of the seed and GC content of the miRNA targets is weaker than between miRNAs and targets
GC contents, presumably because the very short length of the seed sequence allows a limited
number of seed GC content values (Figure 4C). Though, identical slopes (Figure 4A and Figure
4C) suggest similar influences of the miRNA GC content or GC content of the seed sequence
with regards to miRNA targets GC content. However, pairwise correlations between GC
contents of the miRNA seed and 3’UTR of miRNA targets is stronger than between GC contents
of miRNA seed and CDS of miRNA targets. We also noted that median length of targets 3’UTR
is not significantly different compared to other variables (Figure 4D). These observations
indicate that 3’UTR GC content of the miRNA target is an important determinant of their post

transcriptional regulation by miRNAs.
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To assess whether miRNA GC content also affected post-transcriptional regulations we
analysed behaviour of the 3 most AU-rich miRNAs (let7f, miR-101-3p, miR-301-3p) and the 3
most GC-rich miRNAs (miR 92a-3p, miR-24a-3p and miR-99b-5p) in the different silencing
datasets (Figure 4E). Compared to all mRNAs, targets of the 6 miRNAs are not stabilized
following DDX6 silencing except for miR-99b-5p nor bound by DDX6. Also, targets of the 6
miRNAs are destabilized after XRN1 silencing. In contrast, targets of the three most AU-rich
miRNAs are up-translated after siDDX6 depletion while translation of the 3 most GC rich
miRNA is unaffected by DDX6 silencing. mRNA targets of AU-rich miRNAs are also slightly more
stabilized after PAT1B silencing than targets of GC-rich miRNAs. Thus, targets of AU-rich
miRNAs recapitulate overall regulations of AU-rich mRNAs enriched in PBs: they are regulated
in translation by DDX6 and in stability by PAT1B. Hence, miRNA GC bias contributes to
orientate miRNA targets fate in terms of PB localization and regulations by general post-

transcriptional factors DDX6, XRN1 and PAT1B.

3) Localization of AU-rich mRNAs transcripts

GC content is a parameter strongly correlated with mRNA localization to PBs. Indeed,
distribution of HEK293 transcripts according to their GC content evidenced that 61% of AU-
rich mRNAs selectively accumulate in PBs (Figure 5A). To investigate other determinants of
MRNA localization, we considered the AU-rich transcripts excluded from PBs and compared
them to all AU-rich mRNAs in a Gene Ontology overrepresentation test using the Cellular
Component categories. Noteworthily, AU-rich transcripts excluded from PBs are enriched in
transcripts coding proteins related to membranous organelles, such as mitochondria, ER,
lysosomes, secretory granules, and to ribosomes (Figure 5B). According to the PB purification
protocol, PBs were sorted from a cytoplasmic lysate centrifuged at 10000g hence containing
organelle-and that was further used as a reference for PB enrichment analysis (Hubstenberger
et al., 2017). This observation suggests that to be recruited to PBs, a given mRNA should be

preferentially AU-rich and not be retained on membranous organelles and/or on ribosomes.
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Figure 3
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Figure 5
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Supplemental Figure 1
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Figure Legends

Figure 1: PB localization and post-transcriptional regulations of DDX6 and 4E-T-bound

mRNAs

(A). GC content of mRNAs and PB localization in human cells. Transcripts expressed in
HEK293 (n=14490) were subdivided into six to seven classes according to their mRNA GC
content (from < 40% to >60%). Boxplots show mRNA enrichment in PBs according to either
mRNA, 5’UTR, CDS or 3’UTR mRNA %GC content in HEK293 transcriptome. Boxes represent
the 25-75 percentile and whiskers the [min-max] interval. Median of each class is indicated by
horizontal bar inside boxes. Red dashes indicate median of the 14490 transcripts (“all mMRNAs”)
analysed. Median %GC content of the whole dataset is indicated into brackets. Rs: Spearman

correlation coefficient.

(B). GC bias and PB enrichment of DDX6 and 4E-T-bound mRNAs. Boxplots show enrichment
in PB transcriptome dataset and mRNA %GC content of DDX6 (n=4555, pink boxes), 4E-T (n=
967, green boxes) targets from CLIP and RIP experiments (see material and methods for
datasets details). For comparison, all mRNAs (n=14490), DDX6 non-bound (n=9935) and 4E-T
non-bound (n=13523) are represented in grey. Red dashes indicate median of all mRNAs.
Median of each class was compared to all mMRNAs and statistical significance assessed by two-

tail Mann-Whitney test. n.s: non significative. **: p-value < 0.0001. *: 0.0001<p-value < 0.05.

(C). Detail of nucleotide composition of DDX6 and 4E-T-bound mRNAs. Boxplots show GC
content of 5’UTR, CDS, and 3’UTR sequences of DDX6 or 4E-T-bound mRNAs. Analysis is similar

to Figure 1B.

(D). Translational regulation by DDX6 and regulation in stability by DDX6, XRN1 and PAT1B
of DDX6 and 4E-T-bound mRNAs. Boxplots show behaviour of DDX6 and 4E-T-bound mRNAs
in the following transcriptomes datasets: siDDX6 (polysome profiling), siDDX6, siXRN1 and
siPAT1B. Analysis is similar to Figure 1B.

(E). Influence of 4E-T on DDX6 RNA binding. Boxplots show behaviour of DDX6 and 4E-T-
bound mRNAs in DDX6 CLIP dataset. Analysis is similar to Figure 1B.

Figure 2: Influence of nucleotide composition on LSM14A and DDX6 RNA-binding
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(A). Preferential localization of AU-rich reporter mRNA in PBs. HEK293 cells were transfected
with the GC-rich (left panel) or the AU-rich (middle panel) Renilla luciferase reporter construct.
After 24hr, cells were analysed by smiFISH to localize GC or AU probe sets (red) and
simultaneously by immunofluorescence with anti-DDX6 antibody (blue) to localize PBs White
arrows indicate zoomed area. Scale bar: 5um. Quantifications (right panel) indicate
percentage of PBs containing clusters of Renilla luciferase mRNA in two independent
experiments (#1, #2). Experience #1: 32 PBs were counted from 19 cells; Experience #2: 83

PBs counted from 41 cells.

(B). Comparison of DDX6 and LSM14A nucleotide preference. RNA-immunoprecipitation
from HEK293 cytoplasmic lysates co-transfected or not with both AU-rich and GC rich Renilla
luciferase reporter constructs was performed using antibodies against LSM14A or DDX6, or
IgG as a negative control. In each immunoprecipitate, respective amounts of AU-rich and GC-
rich Renilla luciferase reporters were quantified by qRT-PCR in two independent experiments.
Enrichment was calculated comparatively to the amount of reporter mRNA extracted from 5%

of the input used for the immunoprecipitation (see material and methods).
Figure 3: GC bias, PB enrichment and post-transcriptional regulations of miRNA targets

(A). GC content of human miRNA targets. Boxplot graphs show mRNA %GC content
distribution of mMRNAs targeted by the 22 most abundantly expressed miRNAs in HEK293, of
AGO1-4 targets and of all and up-regulated transcripts following DICER depletion by RNA
interference. For comparison we used transcripts from the PB transcriptome (“all mRNA”, n =

14490). Analysis is performed similarly to Figure 1B.

(B). Storage in PBs of human miRNA targets. Boxplot graphs show PB enrichment of miRNA
targets, AGO1-4 targets, all and upregulated mRNAs from the siDICER transcriptome. Analysis

is performed similarly to Figure 1B.

(C) Regulation in translation by DDX6 and in stability by DDX6, XRN1 and PAT1B of AGO
1,2,3,4 and DICER mRNA targets. Boxplot graphs show regulation in translation by DDX6,
regulation in stability by PAT1B, XRN1, DDX6, and direct binding by DDX6 of AGO1-4 targets

and of transcripts up-regulated following DICER silencing. Analysis is similar to Figure 1B.

(D) Analysed mRNAs targeted by the miRNA pathway. Table recapitulating number of

transcripts analysed in each dataset.
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Figure 4: Effect of miRNA nucleotide composition on miRNA activity

(A). Dot plot graph showing median GC content of miRNA targets according to miRNA GC
content. The 3 most AU-rich miRNAs are in blue and the 3 most-GC-rich miRNAs in orange. Rp

: Pearson correlation coefficient.

(B). Dot plot graph showing enrichment in PBs of miRNA targets according to miRNA GC

content.
(C). Dot plot graph showing GC content of miRNA targets according to miRNA seed GC content.

(D). Correlogram representing pairwise Spearman correlations between GC content of the 22
most abundantly expressed miRNAs, GC content of miRNA seed, median GC content of mRNA,
CDS or UTRs of the targets of the 22 miRNAs and 3’UTR length of the targets. Statistically

significant correlations (confidence interval 0.95) are written in white.

(E). Boxplot graphs showing regulation at the translation level by DDX6, regulation in stability
by PAT1B, XRN1, DDX6, DICER and direct binding by DDX6 of the 3 most AU-rich miRNAs and

the 3 most-GC-rich miRNAs. Analysis is similar to Figure 1B.
Figure 5: Concurrent cytoplasmic localizations of AU-rich mRNAs

(A). Distribution of all mRNAs (n=14490), mRNAs enriched in PBs (“PB-in”, n= 5380), mRNAs
excluded from PBs (“PB out”, n=5014) according to their GC content binned by 0.7 % GC
increment. Blue pointed line is drawn at GC= 49.1%. Median %GC content are indicated in

brackets below each group.

(B). Volcano plot recapitulating Gene Ontology overrepresentation-test. Complete categories
of Gene Ontology cellular components were used to compare PB-excluded and AU-rich
MRNAs (%GC < 49.1 % and FC PB > 1, 579 mRNAs annotated) to all AU-rich mRNAs (%GC <
49.1%, 7164 mRNAs annotated). Enriched categories are represented by dots whose size is
proportional to the number of genes related to each category. Category “others” includes
miscellaneous GO annotations mostly related to membranes such as membrane protein

complex (GO 0098796), vesicle (GO 0031982).

Supplemental Figure 1: Dosage of luciferase activity of AU-rich and GC-rich Renilla luciferase

proteins
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Cells co-transfected or not (mock) with RenLuc_GC-rich and RenLuc_AU-rich plasmids were
harvested 40h after transfection and an aliquot was processed for protein luciferase
guantification. Luciferase protein activity was measured with the Dual Glo Luciferase assay kit
(Promega) according to the manufacturer’s instructions. Relative light determinations were
obtained in a Lumat LB 9507 luminometer (Berthold). #1 and #2 represent two independent

transfections. RLU: Relative Light Unit.
Supplemental Figure 2: Transcriptome following DICER silencing

Dot plots representing total fold change after DROSHA silencing as a function of mRNA fold

change following DICER silencing. Rp: Pearson coefficient correlation.
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Discussion

1) Out of the 3 PB assembly factors, only 4E-T has a preference for AU-
rich mRNAs

Having noticed that CDS and 3’UTR GC content is a prime determinant of mRNA enrichment
in PBs, we investigated whether RNA-binding preference of one of the 3 PB assembly factors,
DDX6, LSM14A and 4E-T, could explain concentration of AU-rich mRNAs in PBs. From DDX6
eCLIP, we found that DDX6 binds GC-rich mRNAs mainly excluded from PBs. Concerning
LSM14A, no large-scale transcriptomic analysis has yet been performed in human cells, thus
we assessed LSM14A RNA-binding preference by RIP on two reporter mRNAs with a different
CDS nucleotide composition. While GC-rich reporter was immunoprecipitated more efficiently
with DDX6 than the AU-rich RenLuc mRNA, both reporters were immunoprecipitated by anti-
LSM14A with the same efficiency, suggesting that LSM14A has no nucleotide preference.
Finally, analysis of 4E-T RIP showed that 4E-T-bound-mRNAs are AU-rich including in their CDS
and 3’UTR and enriched in PBs. This observation is compatible with a nucleotide preference
of 4E-T involved in accumulation of AU-rich mRNAs in PBs. Yet, this statement calls for some
nuance. Indeed, 4E-T is an “indirect RBP” since it has no RBD but interacts with the mRNA via
elFAE. Moreover, RIP approach does not discriminate between direct targets (i.e mRNAs
physically bound to the RBP), and mRNAs bound indirectly via another protein partner. Thus,
the observed effect may not directly come from 4E-T but from one of its partners, possibly a
fourth PB assembly factor, that would display a nucleotide binding preference for AU-rich
MRNAs. In light of this comment, our conclusion concerning LSM14A should similarly be
tempered. Consequently, prospects to properly address the issue of a nucleotide binding
preference of LSM14A and 4E-T include to identify their endogenous and directly bound mRNA

targets in human cells, for instance by a CLIPseq approach.

Association of a RBP to RNA does not always correlate with direct regulation by this RBP. On
these grounds, we looked at the post -transcriptional regulations of DDX6 and 4E-T-bound
mRNAs. We noted that GC-rich mRNAs bound by DDX6 and mostly excluded from PBs are
stabilized after DDX6 silencing, as well as after XRN1 silencing. This suggests that DDX6-bound
mRNAs are mainly regulated in stability via a cytoplasmic and XRN1-dependent pathway.

Existence of such a pathway would be consistent with data in yeast demonstrating that XRN1
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can physically interact with 80S ribosome (Tesina et al., 2019), and also mediate co-
translational 5'-3' decay (Antic et al., 2015; Hu et al., 2009). Whether this pathway is conserved
in human, as well as details of DDX6 implication in this process remain an issue for further

investigation.

In parallel, we observed that 4E-T-bound mRNAs are derepressed after siDDX6 and regulated
in stability by PAT1B, like most PB mRNAs. Actually, mRNA localization in PBs is intimately
linked with mRNA translation status. Indeed, mRNAs from different repression pathways such
as ARE-containing mRNAs targeted by ARE BP like TTP and BRF (Franks and Lykke-Andersen,
2007) and also targets of the miRNA pathway (Bhattacharyya et al., 2006; Pillai et al., 2005b;
Pitchiaya et al., 2019) concentrate in PBs. Moreover, human AU-rich mRNAs are less efficiently
translated due to their biased codon usage (Courel et al., 2019). Thus they could be more
accessible to 4E-T, which would repress their translation and stabilize them by preventing
access of decapping activators to the cap. Overall, this repression would favour concentration
of AU-rich mRNAs in PBs. Overall, in addition to nucleotide binding preference, the repressive

function of DDX6 and 4E-T also contributes to mRNA recruitment to PBs.

Looking for another hypothesis explaining the GC bias of PB mRNAs, it was demonstrated that
helicase activity of DDX6 is necessary to form PBs in vivo (Minshall et al., 2009). This suggests
that formation of these mRNP granules relies on mRNA and/or mRNP complex remodelling.
An interesting issue to address is whether remodelling mRNA intermolecular interactions, for
instance with helicases like those enriched in PBs, could preferentially favour phase separation

of AU-rich mRNAs.

2) 3’UTR nucleotide composition of miRNA targets is a key parameter of

their localization and repression into PBs

miRNAs mediate gene silencing through the miRISC complex, composed of several RBPs,
including AGO1,2,3 or 4 and TNRC6A/B or C. Within this complex, the miRNA pairs to MRE site
via a 7nt sequences called the seed sequence and which is evolutionary conserved across
metazoan (Lewis et al.,, 2005). Meanwhile, AGO interacts with TNRC6, which recruits the
PAN2/PAN3 and the CCR4/NOT déadénylation complexes to the target mRNA (Duchaine and
Fabian, 2019). Consequences of CCR4/NOT recruitment can entail direct degradation or a prior

translational repression stage. Different mechanisms have been proposed to explain miRNA-
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mediated translational repression, involving interference with translation initiation
(Humphreys et al., 2005; Meijer et al., 2013; Pillai et al., 2005), inhibition of ribosome

elongation (Petersen et al., 2006) and ribosome drop-off (Nottrott et al., 2006).

In order to assess whether PB localization of miRNA targets could be informative in regards to
the relative importance of repression of translation versus decay in the miRNA pathway, we
analysed PB localization and general post-transcriptional regulations of mRNAs targeted by
the 22 miRNAs most expressed in HEK293 and of AGO1-4 targets. We noted that miRNAs and
AGO1,2,3,4 targets tend to be AU-rich. and preferentially enriched in PBs. Moreover AGO1-4
targets are regulated in translation by DDX6 and in stability by PAT1B, similarly as mRNAs
enriched in PB. These observations are therefore not compatible with the hypothesis of GC
content or localization in/out PBs of miRNA targets defining their fate towards either decay
by DDX6 and XRN1 or translational repression by DDX6 and decay by PAT1B. Hence, we
investigated whether outcome of miRNA-dependent regulations would depend on the miRNA
itself. We observed that targets of the 3 most AU-rich miRNAs are translationally more active
after DDX6 silencing while translation of targets of the 3 most GC-rich miRNAs were not
sensible to DDX6 silencing. Targets of AU-rich and targets of GC-rich miRNAs are not affected
by DDX6 nor XRN1 silencing in terms of stability. Thus, our observations suggest a model
where AU-rich miRNAs target AU-rich mRNAs which are preferentially enriched in PBs and

translationally repressed by DDX6 (Figure 6)

Wu-rich miRNAs

AU-rich miRNA

targets .
Repression of S ge

translation
P-body ‘ Stability

PAT1B-dependent

Figure 6 Model of translational repression miRNA-dependent
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The biased GC content observed among miRNA targets was unexpected. Indeed since 60% of
the genes can be regulated by the miRNA pathway (Friedman et al., 2009), we could have
thought that GC content and PB localization of the studied population of miRNA targets would

have reflected effects observed for all transcripts.

Trying to explain this GC bias, we considered the following points. First human AU-rich mRNAs
correspond to AU-rich genes (Courel et al., 2019) which appeared earlier throughout Evolution
than the GC-rich part of the human genome (Duret et al., 2002). Then, these AU-rich mRNAs
tend to be targeted by AU-rich miRNAs (this study). Moreover, it was noted that most recent
miRNA tend to be expressed at low levels, while more ancient miRNAs are expressed at higher
levels (Liang and Li, 2009; Meunier et al., 2013). On these grounds, it would be interesting to
assess whether GC content of the miRNAs (or at least GC content of their seed sequences
which are well conserved throughout Evolution) also reflects their conservation throughout
Evolution. If yes, we could speculate on a “target avoidance” model. According to this model,
genes co-expressed with a miRNA evolve to avoid sites that are targeted by more recent

miRNAs because they could perturb established regulatory networks (lwama et al., 2018).

Interestingly, miRNA- binding sites are located near AU-rich sequences of 3’UTR (Lewis et al.,
2005) which are more efficiently targeted by miRNAs possibly because structures in these
regions have a lower stability and may be thus more accessible to miRNA (Farh et al., 2005;
Grimson et al., 2007).Thus a second hypothesis concerning functional consequences of the GC

bias observed in miRNA targets may imply increased efficiency of mRNA targeting.

3) PB-excluded and AU-rich mRNAs are localized transcripts

Concentration to PBs concerns most AU-rich mRNAs. Nonetheless, 20% of AU- rich transcripts
(940 mRNAs) escape this general trend and are significantly excluded from PBs. Our Gene
Ontology analysis of this subset of transcripts reveals that most of them correspond to mRNAs
encoding proteins related to membranous organelles, such as mitochondria, ER, lysosomes,
secretory granules, or ribosomes. Since translation of mRNAs coding secreted or trans
membranous proteins occurs on endoplasmic reticulum membrane and that translation of
several mitochondrial proteins occurs on mitochondria membrane, we hypothesize that

localization of these mMRNAs onto membranous organelles prevents their recruitment to PBs.
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In support of this hypothesis, a protein/mRNA screen based on a BAComics approach in Hela
cells found that Hsp90b1 which is an AU-rich mRNA (42.4 %GC) significantly excluded from
PBs (logFC =-0.495, p value <0.05) and encoding a resident ER protein, actually colocalizes with
its protein in a translation-dependant way (i.e general translation inhibition by puromycin
disrupts colocalization between Hsp90b1 mRNA and its protein) (Chouaib et al., 2020).
Prospects related to this issue may include to verify the colocalization between mRNA and
protein, as well as the translation dependency of a larger number of AU-rich transcripts

excluded from PBs.
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Materials and methods
Cell culture and transfection

Human embryonic kidney HEK293 and epithelioid carcinoma Hela cells were cultivated in
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)-glutamax (Invitrogen™) supplemented with
10% (v/v) fetal calf serum and 100U.mL™ penicillin/streptomycin, at 37°C, 5% CO,.

For RNA immunoprecipitation assays, HEK293 cells were co-transfected with 12 ug hRluc-GFP-
GC-rich plasmid and 12 pg of Rluc-GFP-AU-rich plasmid per 150-mm-diameter dish using
Genlet Plus DNA (SignaGen Laboratories) according to the manufacturer’s protocol. See

(Courel et al., 2019) for details on plasmids design.

RNA Immunoprecipitation

Cells were scrapped 40h after transfection. Expression of plasmids Rluc-GFP-AU-rich and
hRluc-GFP-GC-rich was checked by luciferase protein assay performed on a Lumat LB 9507
luminometer (Berthold)with the Dual Glo Luciferase assay kit (Promega) according to the
manufacturer’s instructions. Cytoplasmic lysates were prepared in NET buffer supplemented
with RNAseOut 65U/mL as described in Material and methods part 1, section
immunoprecipitation. 5 mg of cytoplasmic extract were incubated with either 2ug anti-DDX6
antibody, 4.5 ug anti-LSM14A antibody or 4.5 pg 1gG as control for 1h at 4°C with constant
rotation. 50 uL of protein A Dynabeads were added to the samples and incubated for 2 hrs at
4°C with constant rotation. Beads were washed with RIP buffer containing 50 mM Tris-HCI (pH
7.4), 150 mM NaCl, 1mM MgCl,, ImM EGTA, 0.5% NP-40 and nucleic acids were eluted in RIP
buffer supplemented with 0.1%, SDS 0.1%, 80U/mL RNAseOut and 30 pg/mL proteinase K for
30 min at 65°C.

RT-qPCR

Total RNA was extracted using standard Trizol /Choroform procedure. Purified RNAs were
treated with DNAse using Turbo DNA free kit (Life Technologies). For reverse transcription,
135 ng of total RNA were pre amorced with random primers, sense oligonucleotides hRluc-
GFP-GC-rich and Rluc-GFP-AU-rich and denaturated for 5min at 65°C. RT mix containing
(10mM dNTP, Superscript Il buffer 1X, 10 mM DTT, RNAse out 8U, Superscript | 8U) was added

and the following thermal cycle was applied: 10 min at 30°C, 50 min at 42°C and 15 minutes
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at 75 °C. RT product was diluted 10x and 2 pL of the dilution was analysed in duplicate by gPCR

on Light Cycler apparatus with the following primers pairs

qPCR primer SENS SEQUENCE

RLuc-highGC forward CGAGAACGCCGTGATTTT
reverse GACGTGCCTCCACAGGTAG

RLuc-lowGC forward CCAGGATTCTTTTCCAATGC
reverse CTTGCGAAAAATGAAGACCTTT

gPCR results were analysed with LightCycler®480 software and Cp were obtained via the 2d

derivative method.

Primers efficiency (E) was calculated from the standards. RNA immunoprecipitation efficiency

was calculated as the relative quantity of reporter mRNA between IP and 5% input sample and

(RNA total extracted in IP
RNA total extracted in 5% input

* E—(Cp IP—Cp input)

is given by the expression :

Bioinformatic analysis

Datasets used in the bioinformatic analysis came from the following sources

dataset reference
DDX6 CLIP (K562) ENCODE Project Consortium, 2012
(analysis: A. Hubstenberger)
4E-T RIP (mouse E12 cortex cells) (Yang et al., 2014a)
AGO1,2,3,4 CLIP (HEK293 cells) (Yang et al., 2015)
PAT1B transcriptome (HEK 293T cells) (Vindry et al., 2017b)
DICER transcriptome (HEK293 cells) (Rybak-Wolf et al., 2014)
DROSHA transcriptome (HEK293 cells) (Rybak-Wolf et al., 2014)
XRN1 transcriptome (Hela cells) (Courel et al., 2019) from P.Brest lab
DDX6 transcriptome (HEK293 cells) (Courel et al., 2019)
DDX6 polysome profiling (HEK293 cells) (Courel et al., 2019)
P-body transcriptome (Hubstenberger et al., 2017)
miRNA targets miRTarBase (Hsu et al., 2014)

For each dataset we considered transcripts that were present in the HEK293 transcriptome.

When replicates were available, we used mean of replicates.

For GC content, transcripts fasta sequences were downloaded from ENSEMBL and GC content
of mRNA, CDS, 3’UTR, 5’UTR contents were obtained using the seqinr R package

(https://cran.r-project.org/web/packages/seqinr/seqinr.)

212



Boxplot representations and statistical tests were performed using the GraphPad Prism
software (GraphPad software, Inc) and the R packages corrr

(https://github.com/tidymodels/corrr) and corrplot (htttps://github.com/taiyun/corrplot).

Pearson correlation coefficient was computed for near linear relationships (e.g. miRNA and
targets GC contents) and Spearman correlation for non-linear relationships. Other graphical

representations were generated using Excel.

The enrichment of the GO Complete Cellular component categories in AU-rich mRNA excluded
from PB (Input database: 940 gene IDs, 579 annotated in GO categories) compared to AU-rich
transcripts from the HEK293 transcriptome (Input database: 7266 gene IDs, 7164 annotated
in GO categories) was assessed with PANTHER overrepresentation Test

(http://pantherdb.org/, Mi et al., 2013). R package ggplot (https://ggplot2.tidyverse.org) was

used for graphical representation.
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Abstract mRNA translation and decay appear often intimately linked although the rules of this
interplay are poorly understood. In this study, we combined our recent P-body transcriptome with
transcriptomes obtained following silencing of broadly acting mRNA decay and repression factors,
and with available CLIP and related data. This revealed the central role of GC content in mRNA
fate, in terms of P-body localization, mRNA translation and mRNA stability: P-bodies contain mostly
AU-rich mRNAs, which have a particular codon usage associated with a low protein yield; AU-rich
and GC-rich transcripts tend to follow distinct decay pathways; and the targets of sequence-
specific RBPs and miRNAs are also biased in terms of GC content. Altogether, these results
suggest an integrated view of post-transcriptional control in human cells where most translation
regulation is dedicated to inefficiently translated AU-rich mRNAs, whereas control at the level of 5
decay applies to optimally translated GC-rich mRNAs.

Introduction

Translation, storage, localization and decay of mRNAs in the cytoplasm are closely coupled pro-
cesses, which are governed by a large number of RNA-binding proteins (RBPs) (Hentze et al.,
2018). These RBPs have to act in a coordinated manner to give rise to a proteome both coherent
with cellular physiology and responsive to new cellular needs. mRNA fate is also intimately linked
with their localization in membrane-less organelles, such as P-bodies (PBs). We recently identified
the transcriptome and proteome of PBs purified from human cells. Their analysis showed that human
PBs are broadly involved in mRNA storage rather than decay (Hubstenberger et al., 2017,
Standart and Weil, 2018), as also observed using fluorescent decay reporters (Horvathova et al.,
2017). However, the mechanism underlying the large but specific targeting of mRNAs to PBs is still
unknown, though it clearly results in the co-recruitment of particular RBPs (Hubstenberger et al.,
2017).
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In mammalian cells, the RNA helicase DDX6, known for its involvement in mRNA decay and trans-
lation repression, is a key factor in PB assembly (Minshall et al., 2009). Patients with neurodevelop-
mental delay caused by heterozygous DDX6 missense mutations were recently identified, and their
skin fibroblasts show a PB defect (Balak et al., 2019). Human DDX6 interacts with both translational
repressors, and the decapping enzyme DCP1/2 and its activators (Ayache et al., 2015; Bish et al.,
2015). Its yeast homologue Dhh1 is a cofactor of DCP2, as well as a translational repressor
(Coller and Parker, 2005). The RBP PAT1B has also been defined as an enhancer of decapping, as it
interacts with DDX6, the LSM1-7 heptamer ring and the decapping complex in mammalian cells
(Vindry et al., 2017), while in yeast Pat1p activates Dcp2 directly (Nissan et al., 2010) and its dele-
tion results in deadenylated but capped intact mRNA (Bonnerot et al., 2000; Bouveret et al.,
2000). DDX6 and PAT1B interact with the CCR4-NOT deadenylase complex and the DDX6-CNOT1
interaction is required for miRNA silencing (Vindry et al., 2017; Chen et al., 2014; Mathys et al.,
2014; Ozgur et al., 2015). DDX6 also binds the RBP 4E-T, another key factor in PB assembly, which
in turn interacts with the cap-binding factor elF4E and inhibits translation initiation, including that of
miRNA target mRNAs (Kamenska et al., 2016). Altogether, DDXé and PAT1B have been proposed
to link deadenylation/translational repression with decapping. Finally, the 5'—3" exonuclease XRN1
decays RNAs following decapping by DCP1/2, a step triggered by deadenylation mediated by
PAN2/3 and CCR4-NOT or by exosome activity (kabno et al., 2016).

A number of RBPs also control mRNA fate in a sequence-specific manner, some of them localizing
in PBs as well. For instance, the CPEB complex, best described in Xenopus oocytes (Minshall et al.,
2007), binds the CPE motif in the 3' untranslated region (UTR) of maternal transcripts through
CPEB1, thus controlling their storage and their translational activation upon hormone stimulation
(Standart and Minshall, 2008). Additional examples include the proteins which bind 3"UTR AU-rich
elements (ARE), such as HuR and TTP, to control translation and decay, and play key roles in inflam-
mation, apoptosis and cancer (Wells et al., 2017). Protein-binding motifs are generally not unique
and rather defined as consensus sequence elements. In the case of RISC, binding specificity is given
by a guide miRNA, which also hybridizes with some flexibility with complementary mRNA sequences.
A variety of techniques have therefore been developed to identify the effective RNA targets of such
factors, ranging from affinity purification (such as RIP or CLIP) to transcriptome and polysome profil-
ing after RBP silencing, providing the groundwork to address systematic questions about post-tran-
scriptional regulation.

In this study, we searched for broad determinants of mRNA storage and decay in unstressed
human cell lines, using our transcriptome of purified PBs and several transcriptomic analyses per-
formed after silencing of general translation and decay regulatory factors, including DDX6, PAT1B
and XRN1. We also used datasets available from the literature, including a transcriptomic analysis
after DDX6 silencing, a DDXé-CLIP experiment and various lists of RBP and miRNA targets. Their
combined analysis revealed the central role of mMRNA GC content which, by impacting codon usage,
PB targeting and RBP binding, influences mRNA fate and contributes to the coordination between
two opposite processes: decay and storage. Reporter mRNAs varying in their GC content confirmed
that AU-rich mRNAs have a lower protein yield than GC-rich ones, that they preferentially localize to
PBs, and that they have an enhanced capacity to form RNP granules in vitro.

Results
PBs mostly accumulate AU-rich mRNAs

We have previously shown that PBs store one third of the coding transcriptome in human epithelial
HEK293 cells (Hubstenberger et al., 2017). Such a large transcript number led us to search for gen-
eral distinctive sequence features that could be involved in PB targeting. We first analyzed transcript
length, as it was reported to be key for mRNA accumulation in stress granules (Khong et al., 2017).
When mRNAs were subdivided into six classes ranging from <1.5 kb to >10 kb, longer mRNAs
appeared more enriched in PBs than shorter ones, with a moderate correlation between length and
PB enrichment (Spearman r (r;) = 0.39, p<0.0001) (Figure 1A, Figure 1—figure supplement 1A,B).
However, their increased length in PBs was less striking than previously observed for stress granule
mRNAs (Khong et al., 2017) (Figure 1—figure supplement 1C).
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Figure 1. PB mRNAs are AU-rich and longer than average. (A) Long mRNAs are particularly enriched in PBs. Transcripts were subdivided into six
classes depending on their length (from <1.5 kb to >10 kb). The boxplots represent the distribution of their respective enrichment in PBs. The boxes
represent the 25-75 percentiles and the whiskers the 10-90 percentiles. rs, Spearman correlation coefficient. (B) AU-rich mRNAs are particularly
enriched in PBs. Transcripts were subdivided into six classes depending on their GC content (from <40 to >60%) and analyzed as in (A). (C) PBs mostly
contain the AU-rich fraction of the transcriptome. The human transcriptome was binned depending on its GC content (0.7% GC increments). The graph
represents the number of PB-enriched (PB-in, p<0.05, n = 5200) and PB-excluded (PB-out, p<0.05, n = 4669) transcripts in each bin. The distribution of
all transcripts is shown for comparison (n = 14443). The median GC value is indicated below for each group. (D) mRNA localization in PBs mostly
depends on the GC content of their CDS and 3'UTR. The analysis was repeated as in (B) using the GC content of the 5'UTR, CDS or 3'UTR, as
indicated. For 5'UTRs, the >60% class was subdivided into three classes to take into account their higher GC content compared to CDSs and 3'UTRs.
—0.57 and —0.55 are not significantly different (p=0.17), while —0.22 and —0.55 are (p<0.0001) (E) GC content is lower in PB-enriched mRNAs than PB-
excluded ones independently of their length. The GC content distribution of PB-enriched (PB-in, p<0.05) and PB-excluded (PB-out, p<0.05) mRNAs was
analyzed as in (B).

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 1:

Figure supplement 1. PB-enriched mRNAs tend to be long and AU-rich.
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Most remarkably, mMRNA accumulation in PBs was dependent on their global nucleotide composi-
tion, with a strong correlation between GC content and PB localization (r; = —0.64, p<0.0001).
When transcripts were subdivided into six classes ranging from <40% to >60% GC, PB enrichment
was predominant for those <45% GC (Figure 1B, Figure 1—figure supplement 1D,E). While remi-
niscent of the low GC content reported for stress granule mRNAs in HEK293 cells (Khong et al.,
2017), our reanalysis of the published dataset indicated that stress granule localization correlated
weakly with the gene GC content (r; = —0.12, p<0.0001) and almost not at all with the mRNA GC
content (r, = —0.06, p<0.0001). Indeed, comparing the GC content distribution of the transcripts
that are enriched or excluded from PBs with all HEK293 cell transcripts, revealed that mRNA storage
in PBs is confined to the AU-rich fraction of the transcriptome (Figure 1C).

As these transcripts also correspond to AU-rich genes (Figure 1—figure supplement 1F), it
raised the possibility that the impact of GC content on PB enrichment resulted indirectly from the
genomic context of the genes. To address this issue, we looked at the link between PB enrichment
and meiotic recombination, which can influence GC content through GC-biased gene conversion
(Duret and Galtier, 2009). The correlation between PB enrichment and meiotic recombination was
much weaker than between PB enrichment and mRNA GC content (rs = —0.16 vs —0.64, p<0.0001
for both, significantly different from each other, p<0.0001). Moreover, the latter was almost
unchanged when controlling for meiotic recombination (r, = —0.65 vs —0.64, p<0.0001). Finally, it
was still significant when controlling for intronic or flanking GC content (r; = —0.33 and —0.45
respectively, all p<0.0001), showing that mRNA base composition and PB enrichment are associated
independently of meiotic recombination or the genomic context. We also computed partial correla-
tions to verify that the correlation between PB enrichment and GC content was not secondary to the
correlation that exists between GC content and expression level, or between GC content and gene
conservation (Figure T—figure supplement 1G).

To refine the link between mRNA accumulation in PBs and their GC content, we analyzed sepa-
rately the influence of their CDS and UTRs. Interestingly, mRNA accumulation in PBs correlated
strongly with the GC content of both their CDS and 3'UTR (rs = —0.57 and —0.55, respectively,
p<0.0001 for both), and weakly with the one of their 5°UTR (r; = —0.22, p<0.0001) (Figure 1D, Fig-
ure 1—figure supplement 1E). Moreover, the lower GC content of PB-enriched mRNAs compared
to PB-excluded ones was a feature independent of their length, since it was observed in all length
ranges (Figure 1E, Figure 1—figure supplement 1B). Conversely, the longer length of PB mRNAs
was a feature independent of their GC content (Figure 1—figure supplement 1E,H).

In conclusion, while PB mRNAs tend to be longer than average, their most striking feature is that
they correspond to an AU-rich subset of the transcriptome.

GC bias in PBs impacts codon usage and protein yield
The strong GC bias in the CDS of PB mRNAs prompted us to compare the coding properties of PB-
stored and PB-excluded mRNAs. Consistently, we found that the frequency of amino acids encoded
by GC-rich codons (Ala, Gly, Pro) was lower in PB-stored than in PB-excluded mRNAs, while the fre-
quency of those encoded by AU-rich codons (Lys, Asn) was higher (Figure 2A). The difference could
be striking, as illustrated by Lys, whose median frequency in PB-excluded mRNAs was 32% lower
than in PB-enriched mRNAs, thus ranging within the lower 17th centile of their distribution (Fig-
ure 2—figure supplement 1A). In addition to different amino acid usage, we observed dramatic var-
iation in codon usage between the two mRNA subsets. For all amino acids encoded by synonymous
codons, the relative codon usage in PBs versus out of PBs was systematically biased towards AU-rich
codons (log2 of the ratio >0, Figure 2B). For example, among the six Leu codons, AAU was used 4-
fold more frequently in PB-enriched than in PB-excluded mRNAs, whereas CUG was used 2-fold less
frequently. This systematic trend also applied to Stop codons. Some additional codon bias indepen-
dent of base composition (NNA/U or NNG/C) was also observed for 4 and 6-fold degenerated
codons (Figure 2—figure supplement 1B,C). For instance, Leu was encoded twice more often by
CUU than CUA in PB-enriched mRNAs, whereas the use of both codons was low in PB-excluded
mRNAs. Similarly, Gly was encoded more often by GGG than GGC in PB mRNAs, whereas the use
of both codons was similar in PB-excluded mRNAs (Figure 2C).

In human, 22 out of the 29 synonymous codons that are less frequently used (normalized relative
usage <1) end with an A or U, and were therefore overrepresented in PB mRNAs (Figure 2—figure
supplement 1D). Considering for each amino acid the codon with the lowest usage (called low
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Figure 2. Codon usage is strongly biased in PBs. (A) PB mRNAs and PB-excluded mRNAs encode proteins with different amino acid usage. The graph
represents the frequency of each amino acid in the proteins encoded by mRNAs enriched or excluded from PBs, using the indicated PB enrichment
thresholds. (B) Codon usage bias in and out of PBs follows their GC content. The relative codon usage for each amino acid was calculated in PB-
enriched (PB-in) and PB-excluded (PB-out) mRNAs, using a PB enrichment threshold of +/- 1 (in log2). The graph represents the log2 of their ratio (PB-

Figure 2 continued on next page
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Figure 2 continued

in/PB-out) and was ranked by decreasing values for each amino acid. The GC content of each codon is gray-coded below, using the scale indicated on
the right. (C) The usage of some codons is biased independently of their GC content. Two examples are shown encoding Leucine (L) and Glycine (G).
(D) The frequency of low usage codons strongly correlates with the GC content of the CDS, independently of their PB localization. The frequency of low
usage codons was calculated for mRNAs excluded (PB-out) and enriched (PB-in) in PBs using a PB enrichment threshold of +/- 1 (in log2). It was
expressed as a function of the CDS GC content at position 3 (GC3). Note that the slopes of the tendency curves are similar for PB-enriched and PB-
excluded transcripts. The difference between the Spearman correlation coefficients (rs) are nevertheless statistically significant (p<0.0001). (E) PB
mRNAs have longer CDS than PB-excluded mRNAs. The analysis was performed as in Figure TE. (F) The number of low usage codons per CDS is a
good determinant of both protein yield and PB localization. The protein yield was expressed as a function of the number of low usage codons for PB-
enriched (PB-in) and PB-excluded (PB-out) mRNAs. rs, Spearman correlation coefficient.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 2:

Figure supplement 1. Amino acid usage and codon usage biases in PBs.
Figure supplement 2. Codon usage biases and abundance of amino-acylated tRNA.

usage codon thereafter), 14 out of 18 are NNA or NNU, with the exception of Thr, Ser, Pro, Ala. We
calculated the frequency of low usage codons for each CDS, and plotted it as a function of the GC
content at the third position (GC3) to avoid any confounding effects of the amino acid bias. As
expected, the frequency of low usage codons correlated strongly and negatively with GC3, with AU-
rich CDS having a higher frequency of low usage codons than GC-rich CDS (Figure 2D). According
to their distinct GC content, PB mRNAs had a higher frequency of low usage codons than PB-
excluded mRNAs. However, the correlation coefficient between frequency of low usage codons and
GC3 was very close for both mRNA subsets (r, = —0.88 for PB-enriched; —0.80 for PB-excluded
mRNAs, p<0.0001 for both), meaning that their different frequency of low usage codons could be
largely explained by their GC bias alone.

We previously reported that protein yield, defined as the ratio between protein and mRNA abun-
dance in HEK293 cells, was 20-times lower for PB-enriched than PB-excluded mRNAs. This was not
due to translational repression within PBs, as the proportion of a given mRNA in PBs hardly
exceeded 15%, but rather to some intrinsic mRNA property (Hubstenberger et al., 2017). In this
respect, the frequency of low usage codons correlated more with PB localization (r; = 0.59,
p<0.0001) than with protein yield (r, = —0.21, p<0.0001, significantly different from 0.59, p<0.0001)
(Figure 2—figure supplement 1E). Conversely, the CDS length correlated more with protein yield
(r¢ = —0.43, p<0.0001) than with PB localization (r, = 0.26, p<0.0001, significantly different from
—0.43, p<0.0001). Nevertheless, the length of the CDS and its GC content contributed indepen-
dently to PB localization (Figure 2E). Finally, combining the frequency of low usage codons with the
CDS length, that is, considering the absolute number of low usage codons per CDS, was a shared
parameter of both protein yield (r; = —0.46, p<0.0001, Figure 2F) and PB localization (r, = 0.49,
p<0.0001). Strikingly, CDS with more than 100 low usage codons were particularly enriched in PBs,
while those under 100 were mostly excluded (Figure 2F). One of the mechanisms linking codon
usage to translation yield could be the abundance of cognate tRNAs (Novoa and Ribas de Pou-
plana, 2012). However, codon usage in PB-excluded mRNAs was not more adapted to the abun-
dance of amino-acylated tRNAs (Evans et al., 2017) than codon usage in PB-enriched mRNAs
(Figure 2—figure supplement 2). In conclusion, the strong GC bias in PB mRNAs results in both a
biased amino acid usage in encoded proteins and a biased codon usage. Furthermore, the high
number of low usage codons in PB mRNAs is a likely determinant of their low protein yield.

The PB assembly factor DDX6 has opposite effects on mRNA stability
and translation rate depending on their GC content

In human, the DDX6 RNA helicase is key for PB assembly (Minshall et al., 2009). It associates with a
variety of proteins involved in mRNA translation repression and decapping (Ayache et al.,, 2015;
Bish et al., 2015), suggesting that it plays a role in both processes. To investigate how DDXé activity
is affected by mRNA GC content, we conducted a polysome profiling experiment in HEK293 cells
transfected with DDX6 or control B-globin siRNAs for 48 hr. In these conditions, DDX6 expression
decreased by 90% compared to control cells (Figure 3—figure supplement 1A). The polysome pro-
file was largely unaffected by DDX6 silencing, implying that DDX6 depletion did not grossly disturb
global translation (Figure 3—figure supplement 1B). Polysomal RNA isolated from the sucrose
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gradient fractions (Figure 3—figure supplement 1B) and total RNA were used to generate libraries
using random hexamers to allow for poly(A) tail-independent amplification. As expected, both total
and polysomal DDX6 mRNA was markedly decreased (by 72%) following DDXé silencing (Figure 3—
figure supplement 1C-E; Supplementary file 1, sheet1). Since DDX6 is cytoplasmic (Ernoult-
Lange et al.,, 2009) and has a role in mRNA decay, we assumed that changes in total mRNA accu-
mulation generally reflected an increased stability of the transcripts, though we cannot exclude
altered transcription levels for some of them. As polysomal accumulation can result from both regu-
lated translation and a change in total RNA without altered translation, we then used the polysomal
to total mRNA ratio as a proxy measurement of translation rate. Nevertheless, for few transcripts,
polysomal enrichment may reflect an elongation block rather than an increased rate of initiation.
Analysis of the whole transcriptome showed a link between mRNA fate following DDXé depletion
and their GC content, but, intriguingly, the correlation was positive for changes in total RNA
(rs = 0.45, p<0.0001; Figure 3—figure supplement 1F) and negative for changes in polysomal RNA
(rs = —0.32, p<0.0001; Figure 3—figure supplement 1G). Therefore, DDX6 depletion affected dif-
ferent mRNA subsets in total and polysomal RNA.

The extent of mMRNA stabilization steadily increased with the GC content and became predomi-
nant for transcripts with >50% GC (Figure 3A, left panel, Figure 3—figure supplement 2A). This
analysis was repeated on an independent dataset available from the ENCODE project
(ENCODE Project Consortium, 2012), obtained in a human erythroid cell line, K562, following
induction of a stably transfected DDX6 shRNA, and using an oligo(dT)-primed library. Despite the
differences in cell type, depletion procedure and sequencing methods, again, mRNA stabilization
preferentially concerned those with high GC content (r, = 0.59, p<0.0001; Figure 3A, right panel,
Figure 3—figure supplement 2A; Supplementary file 1, sheet2). In contrast, following DDX6é
silencing in HEK293 cells, the translation rate predominantly increased for transcripts with less than
45% GC (r, = —0.53, p<0.0001; Figure 3B, Figure 3—figure supplement 2A). As a result, mRNAs
with the most upregulated translation rate were the least stabilized, and conversely (Figure 3—fig-
ure supplement 2B).

To investigate how DDX6 activity was related to its binding to RNA, we used the CLIP dataset of
K562 cells, also available from the ENCODE project. In both HEK293 and K562 cells, the mRNAs
clipped to DDX6 were particularly stabilized after DDX6 knockdown, as compared to all mRNAs
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Figure 3. DDX6 silencing has opposi

te effects on mRNA fate depending on their GC content. (A) mRNA stabilization after DDX6 silencing in HEK293

and K562 cells applies to GC-rich mRNAs. The fold-changes (FC) in mRNA accumulation were analyzed as in Figure 1B. (B) mRNA translation

derepression after DDX6 silencing in
analyzed as in (A). (C) GC-rich mRNA

HEK293 cells applies to AU-rich mRNAs. The fold-changes in translation rate (polysomal/total mRNA ratio) were
s are particularly enriched in the DDX6 CLIP experiment.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 3:

Figure supplement 1. Polysome pro

filing following DDX6 silencing.

Figure supplement 2. Impact of DDX6 binding and mRNA length on DDX6 dependency.

Figure supplement 3. Impact of the

GC content on DDX6-dependency.
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(Figure 3—figure supplement 2C; Supplementary file 1, sheet3), while they were not translation-
ally derepressed in HEK293 cells (Figure 3—figure supplement 2D). In agreement, mRNAs with a
high GC content were preferentially enriched in the DDX6 CLIP experiment (r, = 0.41, p<0.0001;
Figure 3C, Figure 3—figure supplement 2A). Then, as we previously showed that DDX6é can oligo-
merize along repressed transcripts (Ernoult-Lange et al., 2012), we also considered mRNA length.
While DDXé-dependent decay had a marginal preference for short transcripts (r; = —0.09,
p<0.0001), as a combined effect of CDS and 3'UTR length (Figure 3—figure supplement 2E,F),
DDXé-dependent translation repression was independent of the CDS length but higher on mRNAs
with long 3'UTRs (rs = 0.16, p<0.0001; Figure 3—figure supplement 2E,G). Interestingly, the GC
content of the CDS and the 3'UTR were similarly predictive of DDX6 sensitivity, whether for mRNA
stability (r; = 0.42 and 0.40 for CDS and 3'UTR, respectively, p<0.0001 for both) or for translation
repression (rs = —0.53 and —0.52, respectively, p<0.0001 for both), while the 5'UTR was less signifi-
cant (rs = 0.18 and —0.15 for stability and translation repression, respectively, p<0.0001 for both;
Figure 3—figure supplement 3A-C).

Altogether, we showed that DDXé knockdown affected differentially the mRNAs depending on
the GC content of both their CDS and 3'UTR, with the most GC-rich mRNAs being preferentially
regulated at the level of stability and the most AU-rich mRNAs at the level of translation.

DDX6/XRN1 and PAT1B decrease the stability of separate sub-classes
of mRNAs with distinct GC content

DDXé acts as an enhancer of decapping to stimulate mRNA decay, upstream of RNA degradation
by the XRN1 5'—3" exonuclease. To investigate whether XRN1 targets are similarly GC-rich, we per-
formed XRN1 silencing experiments in two cell lines. Hela cells were transfected with XRN1 siRNA
(Figure 4—figure supplement 1A; Supplementary file 1, sheet4), while HCT116 cells stably trans-
fected with an inducible XRN1 shRNA were induced with doxycyclin (Figure 4—figure supplement
1B; Supplementary file 1, sheet5), both for 48 hr. In both cell lines, XRN1-dependent decay prefer-
entially acted on mRNAs which were GC-rich (rs = 0.41 for Hela and 0.49 for HCT116, p<0.0001 for
both; Figure 4A, Figure 4—figure supplement 1A) and localized out of PBs (r, = —0.35, p<0.0001;
Figure 4—figure supplement 1C), as observed for DDXé.

PAT1B is a well-characterized direct DDX6 partner known for its involvement in mRNA decay
(Vindry et al., 2017, Braun et al., 2010; Ozgur et al., 2010; Vindry et al., 2019). As for DDX6, we
assume that changes in steady-state mRNAs following PAT1B silencing generally reflect their
increased stability (though, again, we cannot exclude some changes at the transcription level). How-
ever, using our previous PAT1B silencing experiment in HEK293 cells (Vindry et al., 2017), we sur-
prisingly found a negative correlation between mRNA stabilization after PAT1B and after DDXé
silencing (r, = —0.31, p<0.0001; Figure 4—figure supplement 1D; Supplementary file 1, sheet6),
suggesting that they largely target separate sets of mMRNAs. Unexpectedly, the correlation was how-
ever positive with translational derepression after DDX6é silencing (r. = 0.45, p<0.0001; Figure 4—
figure supplement 1E), indicating that PAT1B preferentially targets mRNAs that are translationally
repressed by DDXé. Accordingly, these transcripts are prone to PB storage (rs = 0.49, p<0.0001; Fig-
ure 4—figure supplement 1F), as reported previously (Vindry et al., 2017). Indeed, in contrast to
DDXé and XRN1 decay targets, PAT1B targets tended to be AU-rich (r, = —0.50, p<0.0001;
Figure 4B, Figure 4—figure supplement 1A). To gain insight into the mechanism of regulation by
PAT1B, we analyzed the read coverage in the PAT1B silencing experiment (Figure 4C) and found it
to be unchanged over the whole transcriptome. In contrast, following XRN1 silencing, the 5 cover-
age was higher, confirming that such an analysis can reveal 5" decay (Figure 4D). Of note, in control
cells PAT1B target mRNAs had a higher 5’ coverage than average (Figure 4C), while XRN1 targets
had a lower 5' coverage than average (Figure 4D). These results suggest that mRNA accumulation
in the absence of PAT1B does not result from their 5' end protection.

In conclusion, DDX6 and PAT1B decrease the stability of distinct mRNA subsets, which strongly
differ in their GC content. The results suggest that DDX6 is a cofactor of XRN1 5'—3" exonuclease,
whereas PAT1B affects 3' to 5 degradation.

To obtain a global visualization of the results we conducted a clustering analysis of the various
datasets (Figure 4E). Note that to avoid clustering interdependent datasets, we included the
changes in polysomal RNA after DDXé silencing rather than in the polysomal/total RNA ratio. Alto-
gether, the heatmap shows that GC-rich mRNAs are excluded from PBs and tend to be decayed by
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Figure 4. XRN1 and PAT1B targets have distinct GC content. (A) mRNA stabilization after XRN1 silencing in Hela and HCT116 cells applies to GC-rich
mRNAs. The analysis was performed as in Figure 1B. The GC content distribution for all mRNAs is presented for comparison (in gray). (B) mRNA
stabilization after PAT1B silencing in HEK293 cells applies to AU-rich mRNAs. The analysis was performed as in (A). (C) Read coverage of PAT1B targets
(FC >0.7, n = 330, solid lines) and all mRNAs (n = 16000, dashed lines) in the siPAT1B dataset. The read coverage was analyzed in each duplicate
experiment and normalized as described in Materials and methods. The average value in control cells (gray lines) and after PAT1B silencing (peach
Figure 4 continued on next page
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Figure 4 continued

lines) was plotted, with the bars representing the duplicate values. An expanded view of the dashed box is presented on the right panel. (D) Read
coverage of XRN1 targets (FC >0.8, n = 199, solid lines) and all mRNAs (n = 13760, dashed lines) in the siXRN1 dataset. The data were analyzed as in
(C). (E) Clustering analysis of mRNAs depending on their GC content, their differential expression after silencing DDX6, XRN1 or PAT1B, and their
enrichment in PBs. Raw GC content and log2 transformed ratio of the other datasets were used for the clustering of both transcripts (lines) and datasets
(columns). The values were color-coded as indicated on the right scale, and the Spearman correlation matrix is presented below (all p<10 ), The
heatmap highlights the distinct fate of GC-rich and AU-rich mRNAs.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 4:

Figure supplement 1. Transcriptome analysis following XRN1 and PAT1B silencing.

a mechanism involving DDX6 and XRN1, while AU-rich mRNAs are recruited in PBs, they undergo
DDX6-dependent translation repression and their stability depends on PAT1B.

Specific nRNA decay factors and translation regulators target mRNAs
with distinct GC content

Having shown that GC content is a distinctive feature of DDX6 and XRN1 versus PAT1B targets, we
investigated the link between this global sequence determinant and a variety of sequence-specific
post-transcriptional regulators for which relevant genome-wide datasets are available (Figure 5—fig-
ure supplement 1A).

On the mRNA decay side (group | lists), we considered the Nonsense Mediated Decay (NMD)
pathway, taking as targets the mRNAs cleaved by SMG6 (Schmidt et al., 2015), and the m®A-associ-
ated decay pathways, using the targets of the YTHDF2 reader defined by CLIP (Wang et al., 2014;
Yang et al., 2015). We also analyzed mRNAs with a 5'UTR-located G4 motif, which have been
shown to be preferential substrates of murine XRN1 in vitro (Bashkirov et al., 1997). On the transla-
tion regulation side (group Il lists), we analyzed the TOP mRNAs, whose translation is controlled by a
TOP motif at the 5' extremity (Thoreen et al., 2012), and targets of various PB proteins and/or
DDXé partners (Hubstenberger et al., 2017, Ayache et al.,, 2015): FXR1-2, FMR1, PUM1-2,
IGF2BP1-3, the helicase MOV10, ATXN2, 4E-T, ARE-containing mRNAs and the targets of the two
ARE-binding proteins HuR and TTP. We also included mRNAs with a CPE motif, since DDX6 is a
component of the CPEB complex that binds CPEs (Minshall et al., 2007). Of note, among the group
Il factors, some are known to also affect mRNA half-life, as exemplified by the ARE-binding proteins
(Wells et al., 2017). G4, ARE and CPE motifs have been defined in silico, while the targets of the
various factors originate from RIP and CLIP approaches in human cells or mouse studies in the case
of TOP mRNAs (see Materials and methods).

Intriguingly, compared to all mRNAs, group | list mRNAs were GC-rich, as well as TOP mRNAs
and ATXN2 targets, whereas all other group Il lists were AU-rich (Figure 5A). Furthermore, they
shared common behavior in the various experiments. This is summarized in Figure 5B in a heatmap
representing their median value in each dataset, while Figure 5—figure supplements 1 and 2 pro-
vide detailed analysis, as described below.

Group | list mRNAs tended to be dependent on DDXé and XRN1 but not on PAT1B for stability
(Figure 5—figure supplement 1B-D), with nevertheless some variation between cell lines, as only
SMG6 targets were sensitive to XRN1 depletion in Hela cells (Figure 5—figure supplement 1C,
upper panel). They did not accumulate in PBs and their translation rate was independent of DDX6é
(Figure 5—figure supplement 2A,B). These results were consistent with their high GC content and
our global analysis above. However, surprisingly, within PB-excluded mRNAs, there was little or no
additional effect of being a SMG6 target, an YTHDF2 target or containing a G4 motif, neither for
DDXé- nor for XRN1-dependent decay (Figure 5—figure supplement 2C,D).

Group Il list mMRNAs, except TOP mRNAs, ATXN2 and 4E-T targets, had the exact mirror fate
compared to group | lists: they were stabilized following PAT1B silencing (Figure 5—figure supple-
ment 1D), as previously reported for ARE-containing mRNAs and the targets of the ARE-BPs HuR
and TTP (Vindry et al., 2017), but not following DDX6 or XRN1 silencing (Figure 5—figure supple-
ment 1B,C); they were enriched in PBs and translationally more active after DDXé silencing (Fig-
ure 5—figure supplement 2A,B), which is consistent with the reported presence of most of these
regulatory proteins in PBs (Hubstenberger et al., 2017; Franks and Lykke-Andersen, 2007).
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Courel et al. eLife 2019;8:e49708. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.49708

11 0of 32

225



LI FE Research article Chromosomes and Gene Expression

XRN1-dependent decay (Figure 6—figure supplement 1A). However they were not more sensitive
to DDXé-dependent decay (Figure 6—figure supplement 1B). This suggested that XRN1 prefer-
ence for GC-rich mRNAs is at least in part related to their exclusion from PBs, whereas DDX6 has a
true preference for GC-rich mRNAs.

Interestingly, these PB-excluded AU-rich mRNAs were strongly enriched in mRNAs encoding
secreted proteins and proteins associated with membranous organelles, with GO categories related
to mitochondria, intracellular organelles and extracellular matrix proteins representing up to 36% of
the transcripts (Figure 6—figure supplement 1C). Thus, while mRNA localization in PBs is highly
influenced by their GC content, it may also be outcompeted by retention on membranous organelles
and plasma membrane.

Contribution of both the CDS and 3'UTR GC content to PB localization
The next major issue was to distinguish which of the CDS or 3'UTR is more important for PB localiza-
tion, since they have very similar GC contents (rs = 0.72, p<0.0001).

As a first approach, we analyzed PB localization of long non-coding RNAs (IncRNAs)
(Hubstenberger et al., 2017). The correlation between their GC content and PB accumulation was
significant (r, = —0.20, p<0.0001), but much weaker than that observed for mRNAs (—0.64,
Figure 1B) or 3'UTRs (-0.55, Figure 1D) (~0.20 and —0.55 are significantly different, p<0.0001). In
fact, AU-rich IncRNAs poorly accumulated in PBs, while GC-rich IncRNAs were excluded (Figure 6—
figure supplement 1D,E). This suggested that the coding capacity of mRNAs was important for PB
localization. As a second approach, we directly analyzed the respective contribution of the GC con-
tent of CDS and 3'UTR to PB localization. On one side, we analyzed transcripts by groups of similar
3'UTR GC content. Their GC3 was systematically much lower in PB mRNAs than in PB-excluded
mRNAs, with differences ranging between 9% and 13% GC (Figure 6A, Figure 6—figure supple-
ment 1E). In a mirror analysis, we analyzed groups of transcripts with similar GC3. The importance
of the 3'UTR GC content became visible only for GC3 higher than 50% GC (note that GC3 median
value is 59% GC), with AU-rich 3'UTR allowing for their accumulation in PBs despite a GC-rich CDS
(Figure 6B, Figure 6—figure supplement 1E). We concluded that both the CDS and the 3'UTR GC
content are important for PB localization, with the CDS being the primary feature.

We speculate that suboptimal translation of AU-rich CDS makes mRNAs optimal targets for trans-
lation regulation, since any control mechanism has to rely on a limiting step. Conversely, optimally
translated transcripts would be better controlled at the level of stability. One prediction is that pro-
teins produced in limiting amounts, such as those encoded by haplo-insufficiency genes, are more
likely to be encoded by PB mRNAs. Genome-wide haplo-insufficiency prediction scores have been
defined for human genes, using diverse genomic, evolutionary, and functional properties trained on
known haplo-insufficient and haplo-sufficient genes (Huang et al., 2010; Steinberg et al., 2015).
Using these scores, we found that haplo-insufficient mRNAs were indeed significantly enriched in
PBs (Figure 6C).

To add experimental support to the importance of GC content for PB assembly, we conducted
two assays. First, we analyzed the localization of reporter transcripts that differ only by the GC con-
tent of their CDS. HEK293 cells stably expressing the PB marker GFP-LSM14A
(Hubstenberger et al., 2017) were transfected with plasmids containing an AU-rich (36% GC) or
GC-rich (58% GC) CDS that encodes the same Renilla luciferase (Rluc) protein. After 24 h cells were
analyzed for luciferase activity and transcript localization. In agreement with our previous analyses,
Rluc protein yield was considerably reduced (4.5-fold) using the AU-rich rather than the GC-rich ver-
sion of the CDS, despite similar mRNA levels (Figure 6D). The localization of the Rluc transcripts was
then analyzed by smiFISH using AU-rich or GC-rich specific probes (Figure 6—figure supplement
2A, Supplementary file 2) (Tsanov et al., 2016). PBs containing clusters of Rluc mRNA molecules
were five times more frequent using the AU-rich than the GC-rich version of the CDS (Figure 6E,F).
A similar result was obtained in HEK293 cells after PB immunostaining with DDXé antibodies
(Figure 6F, Figure 6—figure supplement 2B). Therefore, simply changing the GC content of this
medium-size CDS (564 codons) was sufficient to modify mRNA localization in PBs.

Second, we tested the capacity of AU-rich and GC-rich RNA to form granules independently of
translation. To this aim, we set-up a cell-free assay using HEK293 cells expressing GFP-LSM14A to
monitor the formation of fluorescent PB-like granules and count them by flow cytometry, as previ-
ously performed for PBs (Hubstenberger et al., 2017). After lysis and elimination of preexisting PBs
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Figure 6. The GC content of the CDS and the 3'UTR both contribute to PB localization. (A) General importance of the CDS. Transcripts were
subdivided into six classes depending on the GC content of their 3'UTR (from <40 to >55%). The boxplots represent the distribution of their CDS GC
content at position 3 (GC3) in PB-enriched (PB-in) and PB-excluded (PB-out) mRNAs. (B) Importance of the 3'UTR for GC-rich CDSs. Transcripts were
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Figure 6 continued

enriched (PB-in) and PB-excluded (PB-out) mRNAs. (C) The transcripts of haplo-insufficiency genes are enriched in PBs. The haplo-insufficiency score is
the probability that a gene is haplo-insufficient, as taken from the Huang et al. (2010) study. The analysis was performed for PB-enriched (PB-in,

n = 4646, median score 0.26) and PB-excluded (PB-out, n = 4205, median score 0.17) mRNAs. The difference of distribution of haplo-insufficiency scores
was statistically significant using a two tail Mann-Whitney test: p<0.0001. The results were similar using Steinberg et al. (2015) scores. (D) Protein yield
is higher from a GC-rich than an AU-rich CDS. HEK293 cells were transfected with Rluc reporters differing by the GC content of their CDS, along with a
control Fluc plasmid. After 24 hr, mRNA levels were measured by gPCR and protein levels by luciferase activity. The Rluc to Fluc ratio for the GC-rich
reporter was set to 100 (n = 3). Error bars, SD. (E, F) Preferential localization of AU-rich transcripts in PBs. HEK293 cells expressing GFP-LSM14A were
transfected with the AU-rich and GC-rich Rluc reporters and the localization of the Rluc transcripts (in red) was analyzed by smiFISH. Representative
cells are shown in (E). Bar, 5 um. Arrows indicate the PBs enlarged above. The experiment was performed in duplicate (exp. 1 and 2) and repeated in
HEK293 cells where PBs were immunostained using DDX6 antibodies (exp. 3 and 4). The percentage of PBs containing clusters of Rluc transcripts in the
four experiments is represented in (F). Exp.1: 56/75 PBs from 21/27 cells; exp.2: 87/75 PBs from 38/35 cells; exp.3: 31/32 PBs from 15/19 cells; exp.4: 72/
83 PBs from 34/41 cells (G) Assembly of PB-like granules in cell-free extracts from HEK293 cells expressing GFP-LSM14A. The scheme recapitulates the
main steps of the assay. Fluorescence microscopy images show that PBs in cells, PBs after cell lysis, and reconstituted PB-like granules have similar size.
Bar, 10 pum. (H) AU-rich RNA favors the formation of PB-like granules. PB-like granules were assembled in cell-free extracts in the presence of AU-rich or
GC-rich RNA, and counted by flow cytometry. Their number in the absence of added RNA was set to 100 (n = 3 experiments in duplicate, using two
independent cell-free extracts and RNA preparations). Error bars, SD.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure é:

Figure supplement 1. Role of PB localization in XRN1 and DDX6 sensitivity and importance of the coding property for PB localization.
Figure supplement 2. The GC content of reporters RNAs is key for PB localization.

by centrifugation, addition of recombinant DDX6 triggered the formation of new granules on ice, in
a dose-dependent manner (Figure 6—figure supplement 2C-E). These granules had a similar size
to endogenous PBs (Figure 6G, Figure 6—figure supplement 2D). This reconstitution assay was
surprisingly efficient, as granule formation required rather low concentrations of both the lysate com-
ponents (about 100-fold lower than in cells, see Materials and methods) and recombinant DDX6
(0.17 uM versus 3.3 UM in cells, Ernoult-Lange et al., 2012). Next, the cell-free extract was briefly
treated with micrococcal nuclease to decrease the amount of cellular RNA, and the assay was
repeated with or without addition of an either AU-rich or GC-rich 1700 nt-long synthetic RNA
(Figure 6H, Figure 6—figure supplement 2F). The AU-rich RNA increased the number of PB-like
granules in a dose-dependent manner, while GC-rich RNA prevented their formation. Therefore, in
the complex lysate environment and at 0°C, uncapped non-polyadenylated AU-rich RNA specifically
favor the condensation of granules that are DDXé-dependent and contain LSM14A, two proteins
that play a major role in the assembly of cellular PBs.

We conclude from these experimental data and our previous analyses that both the CDS and the
3'UTR contribute to PB localization. Low GC content in the CDS likely acts, at least in part, through
codon usage and low translation efficiency. In the 3'UTR low GC content could allow for the binding
of RBPs with affinity for AU-rich motifs and/or influence RNA secondary structure.

Discussion

An integrated model of post-transcriptional regulation

Our combined analysis of the transcriptome of purified PBs together with transcriptomes following
the silencing of broadly-acting storage and decay factors, including DDX6, XRN1 and PAT1B, pro-
vided a general landscape of post-transcriptional regulation in human cells, where mRNA GC con-
tent plays a central role. As schematized in Figure 7, GC-rich mRNAs are excluded from PBs and
mostly controlled at the mRNA level by a mechanism involving the helicase DDX6 and the 5'—3" exo-
nuclease XRN1. In contrast, AU-rich mRNAs are enriched in PBs and rather controlled at the level of
translation by a mechanism also involving DDXé, while their accumulation tend to depend on a
mechanism involving the DDX6 partner PAT1B and most likely 3' decay. Accordingly, NMD and
méA-associated mRNA decay pathways tend to target GC-rich mRNAs, while most sequence-spe-
cific translation regulators and miRNAs tend to target AU-rich mRNAs. The distinct fate of GC-rich
and AU-rich mRNAs correlates with a contrasting protein yield resulting from both different codon
usage and CDS length. Thus, 5° mRNA decay appears to control preferentially mRNAs with optimal
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Figure 7. Schematic representation recapitulating the features of mRNA post-transcriptional regulation
depending on their GC content.
The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 7:

Figure supplement 1. Distribution of the gene GC content in various eukaryotic genomes.

translation, which are mostly GC-rich, whereas translation regulation is mostly used to control
mRNAs with limiting translational efficiency, which are AU-rich.

It should be stressed that this model only applies to post-transcriptional regulation pathways that
involve PBs, XRN1, DDX6 and PAT1B. Moreover, while the analysis was consistent in proliferating
cells of various origins, giving rise to a general model, it is possible that changes in cell physiology,
for instance at particular developmental stages or during differentiation, rely on a different mecha-
nism. In addition, our analysis focused on trends common to most transcripts, which does not pre-
clude that particular mRNAs could be exceptions to the general model, being GC-rich and
translationally controlled, or AU-rich and regulated by 5’ decay. In terms of translation yield and PB
localization, this model is strongly supported by our experiments using AU-rich and GC-rich RNAs:
AU-rich reporter mRNAs have a low protein yield compared to GC-rich ones, they preferentially
localize in PBs in cells, and they enhance the formation of PB-like granules in a cell free extract.

GC content and codon usage

While the redundancy of the genetic code should enable amino acids to be encoded by synonymous
codons of different base composition, the wide GC content variation between PB-enriched and PB-
excluded mRNAs has consequences on the amino acid composition of encoded proteins. It also
strongly impacts the identity of the wobble base: in PB mRNAs, the increased frequency of A/U at
position 3 of the codon mechanically results in an increased use of low usage codons. As CDS are
also longer in PB mRNAs, it further increases the number of low usage codons per CDS in these
mRNAs. Interestingly, we showed that the absolute number of low usage codons per CDS best cor-
relates with low protein yield. Thus, these results provide a molecular mechanism to a previously
unexplained feature of PB mRNAs, that is, their particularly low protein yield, which we reported was
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an intrinsic property of these mRNAs and not simply the result of their sequestration in PBs
(Hubstenberger et al., 2017). Interestingly, the mRNAs of haplo-insufficiency genes, which by defi-
nition are expected to have a limited protein yield, are indeed enriched in PBs (Figure 6C).

In addition to the GC-dependent codon bias, we also observed some GC-independent codon
bias in PB-enriched mRNAs. Interestingly, some important post-transcriptional regulation programs
involve codon usage. This was shown for proliferation- versus differentiation-specific transcripts in
human cells (Gingold et al., 2014) and for maternal mRNA clearance during the maternal-to-zygotic
transition in zebrafish, Xenopus, mouse, and Drosophila (Bazzini et al., 2016). Codon usage could
also enable the regulation of small subsets of mMRNAs, depending on cellular requirements. In man,
half of GO sets show more variability in codon usage than expected by chance (Rudolph et al.,
2016). Based on GO analysis, we previously demonstrated that PB mRNAs tend to encode regula-
tory proteins, while PB-excluded mRNAs encode basic functions. Furthermore, proteins of the same
complexes tended to be encoded by mRNAs co-regulated in or out of PBs, in so-called post-tran-
scriptional regulons (Hubstenberger et al., 2017; Standart and Weil, 2018). We speculate that spe-
cific codon usage could also underlie these post-transcriptional regulons.

Distinct mechanisms of mRNA stability control

Our analysis distinguished separate modes of stability control, depending on mRNA GC content.
Interestingly, our previous analysis of the read coverage of PB and non-PB RNAs alsosuggested the
existence of distinct decay pathways related to 3' and 5 extremities, respectively
(Hubstenberger et al., 2017). Part of the triage towards the PAT1B versus the DDX6/XRN1-depen-
dent pathway could be somehow associated with the capacity of the transcripts to condense in PBs,
since, among the AU-rich mRNAs, only the ones enriched in PBs were affected by PAT1B silencing
(not shown). Nevertheless, PBs do not directly mediate the triage, since (i) TOP mRNAs were
strongly excluded from PBs, but unaffected by either DDX6 or XRN1 silencing, and (ii) while PBs dis-
appeared after DDX6 silencing (Minshall et al., 2009), causing the release of AU-rich mRNAs into
the cytosol, only GC-rich mRNAs were stabilized.

Focusing on DDXé-dependent decay, the minor impact of the 5'UTR GC content, compared to
CDS and 3'UTR, indicates that this helicase is not simply involved in allowing XRN1 access to the 5'
end. It is tempting to propose rather that, by unwinding GC-rich double-stranded regions over the
entire length of the mRNA, DDX6 facilitates XRN1 progression. UPF1, another RNA helicase
involved in mRNA decay, has also been shown to preferentially affect the decay of GC-rich mRNAs
(Imamachi et al., 2017). The same observation was made for targets of the NMD pathway, which
involves UPF1, SMG6 and SMG7 (Colombo et al., 2017). Although the bias in these cases was
restricted to the 3'UTR regions, it suggests that DDXé could act in concert with other helicases for
decay of GC-rich mRNAs. For AU-rich mRNAs, either such an active unfolding would be dispensable,
or it would rely on other helicases that remain to be identified, with potential candidates being those
enriched in purified PBs (Hubstenberger et al., 2017). Noteworthily, in agreement with the present
study in cell lines, skin fibroblasts from patients with DDX6é missense mutations also showed signifi-
cant accumulation of GC-rich mRNAs (Balak et al., 2019).

Concerning XRN1, we showed that it preferentially acts on PB-excluded mRNAs, that is, on GC-
rich mRNAs but also, to a lesser extent, on a subset of AU-rich mRNAs (Figure 6—figure supple-
ment TA). While XRN1 is described as a general decay factor, there is evidence that 5" decay shows
some specificity in vivo. In Drosophila, mutations in XRN1 have specific phenotypes, including wound
healing, epithelial closure and stem cell renewal in testes, suggesting that it specifically degrades a
subset of mRNAs (Pashler et al., 2016). Of particular relevance, a recent study showed that yeast
XRN1 associates with ribosomes and decays mRNAs during translation (Tesina et al., 2019). If the
mechanism is conserved in human, it would explain why XRN1 preferentially acts on GC-rich mRNAs,
since they are the most actively translated mRNAs.

Turning to PAT1B, we showed that its silencing did not affect the same mRNAs as DDXé silenc-
ing. A recent yeast study also showed that Dhh1/DDXé and Pat1/PAT1B decay targets poorly over-
lap, suggesting the existence of two separate pathways in yeast as well (He et al., 2018). However,
the underlying mechanisms may differ in the two organisms, since both Pat1 and Dhh1 targets were
poorly translated in yeast, while only PAT1B targets were poorly translated in our study. Previous
studies reported that tethered PAT1B decreases the abundance of a reporter mRNA in human cells,
as a result of enhanced deadenylation and decapping (Ozgur et al., 2010; Kamenska et al., 2014;
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Totaro et al., 2011). However, we did not find any significant evidence of PAT1B-enhanced 5’ to 3'
decay in our read coverage analysis. Interestingly, genome-wide evidence in yeast too suggests that
following decapping a significant fraction of the transcripts up-regulated in cells lacking Pat1 or
Lsm1 is efficiently decayed from 3’ to 5', rather than by the 5'—3" Xrn1 exonuclease (He et al.,
2018). Moreover, CLIP experiments in yeast showed a preference for Pat1 and Lsm1 binding to the
3" end of mRNAs (Mitchell et al., 2013). Altogether, we therefore favor the possibility that the
mechanism by which PAT1B affects mRNA stability in human cells relies prominently on 3’ to 5'
decay. It could involve the CCR4/CNOT deadenylase and the LMS1-7 complexes, as, despite their
low abundance or small size, CNOT1 and LSM2/4 had high scores in our previous PAT1B interac-
tome analysis (Vindry et al., 2017; Vindry et al., 2019).

PAT1B showed a strong preference for AU-rich targets, including those containing AREs. Many
studies have demonstrated a link between AREs and mRNA stability, and its striking importance for
processes such as inflammation (Wells et al., 2017). Most ARE-BPs promote mRNA destabilization
while some ARE-BPs, such as HuR (Lebedeva et al., 2011; Mukherjee et al., 2011) and AUF1 for a
subset of MRNAs (Yoon et al., 2014), can stabilize mRNAs. Altogether, these observations raise the
possibility that ARE-BPs behave either as enhancers or inhibitors of PAT1B activity in mRNA decay.
Similarly, the miRNA pathway could activate this PAT1B activity.

Translation repression and PB accumulation

DDXé activity in translation repression has been documented in a variety of biological contexts. In
Xenopus oocytes, DDX6 contributes to the repression of maternal mRNAs, as a component of the
well characterized CPEB complex (Minshall et al., 2007). In Drosophila, Me31B/DDX6 represses the
translation of thousands of mRNAs during the early stages of the maternal to zygotic transition
(Wang et al., 2017). It also collaborates with FMRP and AGO proteins for translation repression in
fly neurons (Barbee et al., 2006). In mammals, DDXé is a general co-factor of the miRNA pathway
(Chen et al., 2014; Mathys et al., 2014, Kamenska et al., 2016; Chu and Rana, 2006). The intrigu-
ing finding of our analysis was that the targets of most tested translation regulators (FRX1-2, FMR1,
PUM1-2, most miRNAs...) were AU-rich and had a median behavior in all datasets similar to other
mRNAs of same GC content. While the GC bias of the targets of the various RBPs and miRNAs are
likely to reflect their sequence preference, some RBPs may not reach sufficient concentration to
occupy a significant number of binding sites. Moreover binding does not mean activity, and these
factors could require cofactors or post-translational modifications to become ‘productive’ in terms of
mRNA regulation. Of note, while TOP mRNAs clearly constituted an exception in terms of GC con-
tent, they are particular too in terms of their translation repression mechanism, with a regulatory
sequence located at the 5" end.

PBs add another layer to translation regulation, by storing translationally repressed mRNAs. It
was already known that ARE-containing mRNAs bound to ARE-BPs such as TTP and BRF were
recruited to PBs (Franks and Lykke-Andersen, 2007) and that miRNA targets accumulate in PBs
upon miRNA binding in a reversible manner (Bhattacharyya et al., 2006; Liu et al., 2005). As DDXé
and 4E-T are key factors in PB assembly in mammalian cells (Minshall et al., 2009; Ayache et al.,
2015; Kamenska et al., 2014, Ferraiuclo et al., 2005), it raises the question of whether these pro-
teins contribute to translation repression by triggering the recruitment of arrested mRNA to PBs, or
by mediating translation arrest, which then results in mRNA recruitment to PBs. While we have no
answer for DDX6, we observed that 4E-T targets were particularly enriched in PBs, though rather
insensitive to DDX6 or PAT1B depletion. First, this suggests that 4E-T function in PBs is partly inde-
pendent of DDX6, agreeing with the previous observation that some PBs can still form when the
DDXé interaction domain of 4E-T is mutated (Kamenska et al., 2016). Second, it indicates that PB
localization and translation repression by DDX6 can be separated, at least to some extent.

In addition to their high AU content, we observed that PB mRNAs were longer than mRNAs
excluded from PBs. Long CDS could favor mRNA recruitment in PBs by decreasing translation effi-
ciency, and hence increasing the fraction of polysome-free mRNAs. Long 3'UTR should increase the
probability of binding translation regulators, contributing also to PB recruitment. In agreement, it is
interesting that DDX6 preferentially repressed the translation of mRNAs with long 3'UTR, while the
CDS length was irrelevant (Figure 3—figure supplement 2G). It is also possible that protein binding
over the entire length of MRNA may contribute to PB recruitment. This would explain why the GC
content of the 5'UTR has little impact as it is considerably shorter than CDS and 3'UTR. In this
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regard, it is interesting to note that we and others have previously proposed from biochemical
experiments and electron microscopy imaging that DDXé and its partner LSM14A coat repressed
mRNAs at multiple positions, according to their length (Ernoult-Lange et al., 2012; Gétze et al.,
2017).

Evolutionary issues

Our results raise intriguing issues in terms of evolution. While PBs have been observed in very
diverse eukaryotes, animal and vegetal, the GC-rich part of the human genome only emerged in
amniotes (the ancestor of birds and mammals) (Duret et al., 2002). In more distant organisms, such
as yeast, C. elegans, Drosophila or Xenopus, genes have a narrow GC content distribution, most
often AU-rich (Figure 7—figure supplement 1). Thus, despite the conservation of the DDXé, XRN1
and to a lesser extent PAT1B proteins in eukaryotes, distinct modes of mRNA stability control
depending on GC content may have evolved more recently. Moreover, the enzymatic properties of
DDXé could have adapted to the higher GC content of human transcripts.

The GC-rich part of the human genome was acquired through GC-biased gene conversion
(gBGC), a non-selective process linked with meiotic recombination affecting GC content evolution
(Duret and Galtier, 2009). We considered the possibility that meiotic recombination occurred more
frequently in genomic regions containing genes involved in basic functions, leading to stronger
gBGC and, consequently, to higher GC content of PB-excluded mRNA. However, our analysis
showed that mRNA base composition and PB enrichment are associated independently of meiotic
recombination or the genomic context. We therefore put forward a model where the genome of
higher eukaryotes has evolved partly to facilitate the control of regulators at the translation level, by
limiting their protein yield. Regardless, the overall outcome of our study is that in human the GC
content, a feature written in the genome, shapes in part mRNA fate and its control in a strikingly
coherent system.

Materials and methods

Reagent type Additional
(species) or resource Designation Source or reference Identifiers information
Cell line HEK293 ATCC Cat# PTA-4488,
(Homo sapiens) RRID:CVCL_0045
Cell line Hela ATCC Cat# CCL-2,
(Homo sapiens) RRID:CVCL_0030
Cell line HCT116 ATCC Cat# CCL-247,
(Homo sapiens) RRID:CVCL_0291
Cell line HEK293 expressing Hubstenberger et al., 2017 PMID:28965817
(Homo sapiens) GFP-LSM14A
Transfected s5iB-Globin Serman et al., 2007 PMID: 17604308 GGUGAAUGUGGAAGAAGUUCTAT
construct (rabbit) siRNA used as negative control
for the siDDX6 expt.
Transfected siDDXé Minshall et al., 2009 PMID: 19297524 GGAACUAUGAAGACUUAAACTIT
construct (human)
Transfected siXRN1 Thermofisher Cat# AM16708A ID125199
construct (human)
Transfected siRNA negative control  Thermofisher Catit 4390843 siRNA used as a negative control
construct (human) for the siXRN1 expt.
Transfected shXRN1 Thermofisher Cat#t RHS Lentiviral ‘TRIPZ" construct
construct (human) 469699704634 to transfect and express
the XRNT shRNA.
Transfected Non-silencing shRNA  Thermofisher Catit RHS 4743 Lentiviral ‘TRIPZ* construct

construct (human)

to transfect and express
the control shRNA.

Continued on next page
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Additional
information

Antibody anti DDXé Nowus biological Cat# NB200-191, WB (1:15000), IF (1:2000)
(rabbit polyclonal) RRID:AB_10003156
Antibody Anti XRN1 Novus Biosciences Cat# NB 500-191, WB (1:5000)
(rabbit polyclonal) RRID:AB_52/572
Antibody Anti XRN1 Bethyl Cat# A300-443A,  WB (1:1000)
(rabbit polyclonal) RRID:AB_2219047
Antibody Anti ribosomal S6 Cell signalling Catit 2217, WB (1:5000)
(rabbit monaclonal) technologies RRID:AB_331355
Antibody Anti Pol Il Santa Cruz Cat# s¢-899, WB (1:100)
(rabbit polyclonal) RRID:AB_632359
Antibody Anti tubulin Sigma-Aldrich Cat# T9026, WB (1:30000)
(mouse monoclonal) RRID:AB_ 477593
Recombinant hRluc-GFP-GC-rich This paper phRL-CMV vector bearing an
DNA reagent Rluc-GFP GC-rich insert,
used in PB-like reconstitution,
smiFISH and luciferase
reporter expts.
Recombinant Rluc-GFP-AU-rich This paper phRL-CMV vector bearing an
DNA reagent Rlue-GFP GC-rich insert,
used in PB-like reconstitution,
smiFISH and luciferase
reporter expts.
Sequence- ACTB gPCR primers This paper Fwd: TCCCTGGAGAAGAGCTACGA

based reagent

Rev: AGCACTGTGTTGGCGTACAG

Sequence-
based reagent

APP gPCR primers

Gift from R. Blaise

Fwd: acttgcatgactacggc
Rev: actcttcagtgtcaaagttgt

Sequence-
based reagent

BACE1
qPCR primers

Gift from R. Blaise

Fwd: ctttgtggagatggtggac
Rev: aaagttactgctgectgtat

Sequence- LSM14A gPCR primers  This paper Fwd: AGCAGTTTGGTGCTGTTGGT

based reagent Rev: AACCGCACTACTTTGGGGTA
Sequence- LSM14B gPCR primers  This paper Fwd: CGACAACATCTCTTCTGAACTCAA
based reagent Rev: GTGTTGAGCTTCCTCTCTTCG
Sequence- MFN2 This paper Fwd: GAACCTGGAGCAGGAAATTG
based reagent qPCR primers Rev: AACCAACCGGCTTTATTCCT
Sequence- PNRC1 This paper Fwd: CCCCCTCAGGAAAGAGGTTTT
based reagent qPCR primers Rev: ACAAGTGTATACCATGAACAAGCTG
Sequence- TIMP2 Blaise et al., 2012 PMID:22260497 Fwd: gaagagectgaaccacaggt

based reagent qPCR primers Rev: cggggaggagatgtagcac

Sequence- TRIB1 This paper Fwd: ACCTGAAGCTTAGGAAGTTCGT
based reagent gPCR primers Rev: CTGACAAAGCATCATCTTCCCC
Sequence- HPRT1 This paper Fwd: TAATTGACACTGGCAAAACAATGCAGACT
based reagent gPCR primers Rev: GGGCATATCCTACAACAAACTTGTCTGGA
Sequence- REN-lowGC This paper Fwd: CCAGGATTC CCAATGC

based reagent gPCR primers Rev: CTTGCGAAAAATGAAGACCTTT
Sequence- REN-highGC This paper Fwd: CGAGAACGCCGTGA

based reagent qPCR primers Rev: GACGTGCCTCCACAGGTAG
Sequence- FIREfly gPCR primers  This paper Fwd: TGAGTACTTCGAAATGTCCGTTC
based reagent Rev: GTATTCAGCCCATATCGTTTCAT
Sequence- RenGFP-lowGC-24 This paper Set of 24 primary probes

based reagent

DNA probe

specific of the RenGFP lowGC
mRNA used in smiFISH expts.
(See Supplementary file 2)

Continued on next page
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Sequence- RenGFP-highGC-24 This paper Set of 24 primary probes

based reagent DNA probe specific of the RenGFP highGC
mRNA used in smiFISH expts.
(see Supplementary file 2)

Sequence- FLAP-Y-Cy3 Tsanov et al., 2016 PMID:27599845 AA TGC ATG TCG ACG AGG

based reagent DNA probe TCC GAG TGT AA
Secondary probe conjugated
to two Cy3 moieties at the 5
and 3’ termini. Used in smiFISH expts.

Peptide, CBP-DDX6-HIS Ernoult-Lange et al., 2012  PMID:22836354

recombinant protein

Commercial miRNeasy Mini kit Qiagen Cat# 217004

assay or kit

Commerecial TruSeq Stranded lllumina Cat# RS-122-2201

assay or kit Total RNA kit

Commercial Dual-Glo Promega Cat# E2920

assay or kit Luciferase assay system

Chemical Micrococcal Nuclease  Thermo Scientific Cat# 88216

compound, drug

Software, algorithm  Cluster 3.0 RRID:SCR_013505

Software, algorithm

Java Treeview

RRID:SCR_016916)

Software, algorithm Morpheus
Software, algorithm ley
Software, algorithm WebGestalt

ftware

S RRID: SCR_017386
institute.org/morpheus

RRID:SCR_010587

cy
biocimageanalysis.org/

http:/ ebgestalt.org/  RRID:SCR_006786

Courel et al. eLife 2019;8:e49708. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.49708

Cell culture and transfection

Human embryonic kidney HEK293 cells, epithelioid carcinoma Hela cells and colorectal carcinoma
HCT116 cells were obtained from ATCC. All cells were tested negative for mycoplasma contamina-
tion. HEK293 and Hela cells were maintained in DMEM supplemented with 10% (v/v) fetal calf
serum. HCT116 cells were grown in McCoy’s 5A modified medium supplemented with 10% (v/v)
fetal bovine serum, 5% (v/v) sodium pyruvate and 5% (v/v) non-essential amino acids. The HEK293
cell line stably expressing GFP-LSM14A (Hubstenberger et al., 2017) was maintained under selec-
tion using 500 ug/ml Geneticin (Gibco, Life Technology).

For DDXé silencing, 7.10° cells were transfected at the time of their plating (reverse transfection)
with 50 pmoles DDX6 or control B-globin siRNAs (Minshall et al., 2009) per 3 cm diameter well,
using Lipofectamine 2000 (Life Technologies, France), and split in two 24 hr later. Cells were lyzed
48 hr after transfection.

For XRN1 silencing with siRNAs, 2.10° cells/well were plated in 6-well plates and transfected 24
hr later with 50 nM siRNA negative Control or Silencer Pre-designed siRNA XRN1 (Thermofisher),
using Lipofectamine RNAIMAX (Life Technologies). Cells were lyzed 48 hr after transfection.

For XRN1 silencing with shRNA, a doxycycline inducible construct provided by Thermofisher
(TRIPZ) with shRNA against XRN1 or non-silencing shRNA was introduced by lentiviral transduction
(MOI 0.5). After 10 days of puromycin selection, cells were tested for expression of the construct.
For shRNA induction cells were grown to 30% confluency in 10 cm plates before adding 1 pug/ml
doxycycline. After 24 hr, cells were split in three and doxycycline was maintained until 48 hr.

For smiFISH experiments and luciferase reporter expression, 2.10° cells were plated in 35 mm
diameter dish and transfected 24 hr later with 100 ng of hRluc-GFP-GC-rich or Rluc-GFP-AU-rich
plasmids using GenJet Plus DNA (SignaGen Laboratories). For luciferase reporter assay, a Firefly
luciferase plasmid (150 ng) was added for normalization. All transfection mixes were made up to 1
ug with pUC19. Cells were processed 24 hr after transfection.
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Construction of DNA plasmids

All plasmids were obtained using the InFusion Advantage PCR cloning kit (Clontech). To obtain
medium-size CDS, we cloned the Rluc CDS in frame with the one of GFP. An AU-rich CDS of GFP
was amplified from the pUC57-GFP(opt) plasmid (generous gift from N. Campo, Martin et al.,
2010) and cloned in place of GFP into the BamHI/Notl sites of the pEGFP-N1 plasmid (Clontech) to
generate the pGFP(opt)-N1 plasmid. The AU-rich CDS of Rluc was taken from the pRL-TK vector
(Promega) and cloned in frame into the pGFP(opt)-N1 plasmid to obtain pRL-GFP(opt) plasmid. The
GC-rich CDS of Rluc (hRluc) was taken from the phRL-CMV vector (Promega) and cloned in-frame
into the pEGFP-N1 to obtain the phRL-EGFP plasmid. Finally, hRluc-EGFP-GC-rich and Rluc-GFP-
AU-rich CDS were cloned into the Nhel/Notl sites of the T7 promotor-containing phRL-CMV vector
to generate hRluc-GFP-GC-rich and Rluc-GFP-AU-rich plasmids, respectively. The resulting plasmids
differ by their AU-rich or GC-rich CDS but encode the same Rluc-GFP fusion protein.

CBP-DDX6-HIS protein purification

E.E. coli BL21-CodonPlus (Novagen) transformed with the CBP-p54-His expression vector (Ernoult-
Lange et al., 2012) were induced in MagicMedia (Invitrogen) at 16°C during 72 hr to produce the
CBP-DDX6-HIS protein. Crude protein extract was prepared and sequentially purified as described
previously (Ernoult-Lange et al., 2012).

In vitro transcription and RNA purification

GC-rich and AU-rich RNAs (1707 and 1714 bp, respectively) were transcribed with T7 RNA polymer-
ase (Promega) from linearized (Notl) hRluc-GFP-GC-rich and Rluc-GFP-AU-rich plasmids, purified
using the Nucleospin RNA clean-up XS (Macherey-Nagel), quantified with Quantus Fluorometer
(Promega) and visualized on 1% agarose gel in 1XTAE buffer containing ethidium bromide.

Cell-free extract preparation

Stable GFP-LSM14A HEK293 cells grown to 80-90% confluency in 15 cm plates were collected in
PBS, cell pellets were frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C. Pellets were resuspended in lysis
buffer (50 mM Tris, pH 7.4, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0,2% Triton X-100) containing 65 U/mL RNa-
seOut ribonuclease inhibitor (Promega) and EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche Diagnos-
tics), incubated 20 min on ice and centrifuged at 500 xg for 5 min at 4°C to deplete nuclei. The
cytoplasmic lysate was half diluted to 75 mM NaCl with buffer containing 50 mM Tris, pH 7.4, 1 mM
EDTA, 10 mM CaCl2, 0,2% Triton X-100, and treated with 1000 u/ml of micrococcal nuclease
(Thermo Scientific) for 15 min at 37°C. The micrococcal nuclease was inactived by adding EGTA, pH
8.0 to a final concentration of 20 mM. The cytoplasmic lysate was further spun at 11000 xg for 7 min
at 4°C to obtain a surpernatant depleted of endogenous P-bodies. This supernatant containing the
GFP-LSM14A soluble protein, called cell free extract, was quantified by the Coomassie protein assay
(Thermo Scientific).

In vitro reconstitution assay of P-body like granules

To reconstitute P-body like granules, 1 ug of purified CBP-DDX6-HIS protein was added to 200 ng
of cell free extract, mixed or not with RNA, in a 100 uL reaction volume. After 2 hr on ice, 90 uL of
the reactions were run through a MACSQuant analyzer (Miltenyi Biotec). Particles were detected
according to their Forward-scattered light (FSC) and their green fluorescence using the 488 nm exci-
tation laser and counted in the total volume. We have previously reported that in Hela cells, 15 pg
proteins (corresponding to 53,000 cells) contain 8.6 ng DDX6, and that DDX6 concentration is 0.56
mM in PBs and 3.3 uM in cells (170-fold less) (Ernoult-Lange et al., 2012). In the assay, CBP-DDXé-
HIS concentration is 0.17 uM (1 pg in 100 pl, 61 kDa), and therefore about 20 fold less concentrated
than in a cell, while the cell content (15 pg/53000 cells, 1000 um®/cell, leading to 200 ng/0.7 ul) is
diluted about 100 fold (200 pg in 100 ul).

For imaging experiments, the reactions were centrifuged at 11000 xg for 7 min at 4°C, resus-
pended in 5 uL of Mowiol (PolySciences) mounting medium, mixed by vortexing and mounted
between glass slide and coverslip. Microscopy was performed on a Leica DMR microscope (Leica)
using a 63 x 1.32 oil-immersion objective. Photographs were taken using a Micromax CCD camera
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(Princeton Scientific Instruments) driven by MetaMorph software (Molecular Devices). Images were
processed with NIH ImageJ software.

smiFISH experiments

Cells transfected for 24 hr with hRluc-GFP-GC-rich or Rluc-GFP-AU-rich plasmids were fixed with 4%
paraformaldehyde for 20 min at RT and permeabilized in 70% ethanol overnight at 4°C. The sets of
transcript-specific probes (Supplementary file 2) and the secondary Cy3 FLAP probe were
designed, purchased and hybridized as previously described (Tsanov et al., 2016). Of note, none of
the AU-rich probes and only 7 out of the 24 GC-rich probes hybridize to the GFP-LSM14A tran-
scripts, resulting in either no signal or a faint signal which was easy to discriminate from the Rluc-
GFP mRNA signal. Cells were further processed for immunostaining using rabbit polyclonal anti-
DDXé (1:2000; Novus Biological) and goat anti-rabbit Alexa Fluor 350 (1:300, Thermofisher) antibod-
ies. Epifluorescence microscopy was performed on an inverted Zeiss Z1 microscope equipped with a
motorized stage using a 63 x 1.32 oil immersion objective. Images were processed with Icy
software.

Luciferase reporter assay

Cells transfected for 24 hr with Firefly control plasmid and hRluc-GFP-GC-rich or Rluc-GFP-AU-rich
plasmids were harvested and processed for RNA (4/5) and protein (1/5) luciferase quantification.
Total RNA was purified using Trizol (Invitrogen) and DNAse-treated (Turbo DNAse, Invitrogen). qRT-
PCR was carried out as described in the corresponding section, and Renilla mRNA levels were nor-
malized to the Firefly control. Luciferase protein assay was performed with the Dual Glo Luciferase
assay kit (Promega) according to the manufacturer’s instructions. Relative light determinations were
measured in a Lumat LB 9507 luminometer (Berthold).

Western blot analysis

Total cell lysates were obtained as described previously (Courel et al., 2006). Proteins were sepa-
rated on SDS-PAGE on 4-12% polyacrylamide gel (NuPage, Invitrogen) and transferred onto nitro-
cellulose membrane (PerkinElmer, France). After blocking in 5% (w/v) nonfat dry milk in PBS for 30
min at RT, the membrane was incubated for 1 hr at 37°C with primary antibodies. After washing in
PBS containing 0.05% (v/v) tween-20, blots were incubated for 40 min at RT with horseradish peroxi-
dase-conjugated secondary anti-rabbit antibody (1:10000; Jackson Immunoresearch Laboratories).
Immunoreactive bands were visualized by chemiluminescence detection of peroxidase activity
(SuperSignal West Pico, Pierce) and exposure to CL-XPosure film (Pierce). Protein expression was
evaluated by densitometry (NIH ImageJ).

For the shRNA XRN1 experiment, proteins were isolated using RIPA buffer with Halt Protease
and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific), precipitated with acetone and separated on
Tris-Acetate 3-8% polyacrylamide gel (NuPage, Invitrogen) before transfer to nitrocellulose mem-
brane (GE Healthcare). After blocking with 5% (w/v) nonfat dry milk in TBST for 30 min at RT the
membrane was incubated for 1 hr at RT or o/n at 4°C with primary antibodies. After washing in
TBST, blots were subsequently incubated for 1 hr at RT with horseradish peroxidase-conjugated sec-
ondary anti-rabbit/mouse antibodies (1:10000; Sigma). Immunoreactive bands were visualized by
chemiluminescence detection of peroxidase activity (SuperSignal West Dura, Pierce) and imaged
using ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). Protein expression was evaluated by densitometry
(NIH Image.J).

Primary antibodies were: rabbit polyclonal anti-DDXé (1:15000; Novus Biological), rabbit poly-
clonal anti-ribosomal S6 (1:5000; Cell Signaling Technology), rabbit polyclonal anti-XRN1 (1:1000,
Bethyl Laboratories, and 1:5000 Novus Bioscience), rabbit polyclonal anti-Pol Il (1:100, Santa Cruz),
mouse monoclonal anti-tubulin (1:30000, Sigma-Aldrich). g-RT-PCR analysis Total RNA (1 pg) was
reverse transcribed for 1 hr at 50°C using the SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen) with 1 pg random primers (Promega). Reverse primers for Firefly and Renilla luciferases
were also added for the luciferase reporter assay. No amplification was detected in negative controls
omitting the reverse transcriptase. gPCR amplifications (12 i) were done in duplicates using 1 pl of
cDNA and the GoTaqg Probe 2X Master Mix (Promega) on a LightCycler 480 (Roche), programmed
as follows: 5 min, 95°C; 40 cycles [10 s, 95°C; 15 s, 60°C; 10 s, 72°C]. A last step (5 min progressive
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95°C to 72°C) calculating the qPCR product Tm allowed for reaction specificity check. Primers for
ACTB, APP, BACE1, LSM14A, LSM14B, MFN2, PNRC1, TIMP2, TRIB1, HPRT1, REN-low-GC, REN-
high-GC and FIREfly were either gifts from R. Blaise or designed using the Primer three software
(Untergasser et al., 2012). The results were normalized using either HPRT1 or FIREfly.

Library preparation and RNA-Seq data processing

For polysome profiling after DDXé silencing and transcriptome after PAT1B silencing in HEK293
cells, rRNA was depleted using the Ribo-Zero kit Human/Mouse/Rat (Epicentre), and libraries were
prepared using random priming. Triplicate and duplicate libraries were generated from three and
two independent experiments, respectively, and processed as detailed previously
(Hubstenberger et al., 2017; Vindry et al., 2017).

For the transcriptome after XRN1 silencing in Hela cells, libraries were prepared from 500 ng of
total RNAs and oligo(dT) primed using TruSeq Stranded Total RNA kit (Illumina) with two technical
replicates for each sample. Libraries were then quantified with KAPA Library Quantification kit (Kapa
Biosystems) and pooled. 4 nM of this pool were loaded on a high output flowcell and sequenced on
a NextSeq500 platform (lllumina) with 2 x 75 nt paired-end chemistry.

For the shRNA XRN1 experiment RNA was isolated using Quiazol and miRNeasy Mini Kit (Quia-
gen), next subjected to DNase treatment (Quiagen) and quality control with Bioanalyzer. The rRNA
was removed using rRNA Removal Mix. Libraries were prepared from 1 ug of RNA following TruSeq
Stranded Total RNA kit (lllumina) with two technical replicates for each sample. 100nt paired-end
RNA-Seq was performed on HiSeq - Rapid Run (lllumina). The results were aligned using hg19
genome and DESeq2, with standard settings, was used for determining FC and p-values.

For PB enrichment, libraries were prepared without prior elimination of rRNA and using random
priming. Triplicate libraries were generated from three independent experiments and processed
using the same pipeline as for DDX6 silencing (Hubstenberger et al., 2017).

For the transcriptome after induction of a stably transfected DDX6 shRNA for 48 hr in K562 cells,
the .fastq files from experiments ENCSR119QWQ (DDX6 shRNA) and ENCSR913CAE (control
shRNA) were processed according to the same pipeline as DDX6 silencing, except that the control
and DDX6 shRNA experiments were not paired to compute the corrected p-values of RNA differen-
tial expression in EdgeR_3.6.2.

The ENCODE dataset of mRNAs clipped to DDX6 in K562 cells was generated using ENCODE .
bam files aligned on the hg19 genome corresponding to (i) the DDXé eClip experiment ENCS-
R893EFU, and (ii) the total RNA-seq of K562 experiment ENCSR1091QO. The enrichment in the CLIP
dataset compared to the total RNA sample was calculated as in the DDX6 shRNA experiment.

Bioinformatic analysis

Briefly, the read coverage was computed as follows. Raw reads were processed using trimmomatics.
Alignment was performed on the longest transcript isoforms of Ensembl annotated genes with bow-
tie2 aligner. Isoforms shorter than 500 nucleotides were not considered. Only unique mapped reads
were qualified for counting. Each transcript was subdivided in 20 bins from transcription start site
(TSS) to transcript end site (TES) and the proportion of reads for each bin was computed. For the
metagene analysis, the average distribution of reads along transcript length was computed so that
each gene had the same weight independently of it expression level.

The protein yield was calculated as the ratio between protein abundance in HEK293 cells, taken
from Geiger et al. (2012), and mRNA abundance in HEK293 cells, taken from the control sample of
our DDX6 polysome profiling experiment. The translation rate was defined as the polysomal to total
mRNA ratio, since polysome accumulation can result from both regulated translation and a change
in total RNA without altered translation.

For GC profiling of the transcripts in various organisms (Figure 7—figure supplement 1), tran-
scripts were downloaded from ENSEMBL (version 92) with their associated gene GC content.

Boxplot representations and statistical tests were performed using the GraphPad Prism software
(GraphPad software, Inc) and the R suite (https://www.R-project.org) (R Core Team 2018. R: A lan-
guage and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria). We chose to systematically use the Spearman correlation in the interest of consistency,
since the variables under consideration showed both nearly linear (e.g. accumulation in PBs and GC
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content of the mRNA) and non-linear (e.g. accumulation in PBs and mRNA length) relationships. Sta-
tistical tests for differences between Spearman correlation coefficients were performed using the R
package cocor and the 'meng1992’ test. Partial correlations were computed using the ppcor pack-
age. Other graphical representations were generated using Excel and the Excel Analysis ToolPak
(Microsoft). Hierarchical clustering of all transcripts in Figure 4E was performed using the Cluster
3.0/Treeview softwares (Kendall's tau distance, average linkage, de Hoon et al., 2004). Heatmap
representation of the targets of the various regulators in Figure 5B and D was performed online
using Morpheus (https://software broadinstitute.org/morpheus).

Gene meiotic recombination rates were computed as crossover rates between gene start and
gene end using the genetic map from the HapMap project (Frazer et al., 2007). Rates were com-
puted as the weighted average of crossover rates of chromosomal regions that overlap the window.

The enrichment of the GO SLIM categories of cellular component in AU-rich mRNA excluded
from PB (Input database: 881 gene IDs, 558 annotated in GO categories) was assessed using the
WebGestalt enrichment analysis web tool (Liao et al., 2019).

Datasets used in the bioinformatics analysis

The following datasets were downloaded from the supplementary material of the corresponding
papers: 1) For mRNAs containing cis-regulatory motifs: (i) in silico identification: AREs (Halees et al.,
2008); (i) experimental determination: CPEs (Piqué et al., 2008), G4-containing (Huppert et al.,
2008) and TOP mRNAs (Thoreen et al., 2012). G4-containing genes were restricted to those har-
boring a G4 in 5'UTR. 2) For RBP targets: (i) PARE in Hela cells: SMGé6 (mRNAs actually cleaved by
SMG6) (Schmidt et al., 2015) (i) CLIP in HEK293 cells: HuR and TTP (Mukherjee et al., 2011,
Mukherjee et al., 2014); (i) CLIP in Hela cells: YTHDF2 (Wang et al., 2014); (iv) RIP-CHIP in Hela
cells: PUM1 (Galgano et al., 2008); (v) RIP-CHIP in mouse neurons: 4E-T (Yang et al., 2014). In the
case of HuR, the transcripts clipped only in 5'UTR/CDS/introns were removed, and the target list
was restricted to transcripts clipped more than once. In the case of TTP, the transcripts clipped only
in introns were removed.

For other RBP targets (ATXN2, MOV10, IGF2BP1-3, PUM2, FMR1, FXR1-2, AGO1-4, YTHDF2),
CLIP data from different laboratories were previously processed through the same pipeline in the
CLIPdb 1.0 database using the Piranha method (Yang et al., 2015). We retained those performed in
epithelial cells (HeLa, HEK293, HEK293T). Moreover, when replicates were available, we selected the
RNA-protein interactions detected in at least 50% of the replicates. Except for FXR1-2 targets, we
determined whether protein-RNA interactions occurred in UTR or CDS by intersecting coordinates
of the read peaks with the v19 gencode annotation, and we removed the transcripts clipped in their
CDS.

For miRNA targets, we extracted the list of all experimentally documented targets from miRTar-
Base (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php) (Hsu et al., 2014), and selected the targets
of the 22 miRNAs of interest.
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Data availability

RNA-Seq gene data have been deposited in SRA under accession codes E-MTAB-4091 for the poly-
some profiling after DDXé silencing, E-MTAB-5577 for the transcriptome after PAT1B silencing, and
E-MTAB-5477 for the PB transcriptome, all in HEK293 cells. RNA-Seq gene data have been depos-
ited in GEO under accession codes GSE115471 and GSE114605 for the transcriptome after XRN1
silencing in Hela and HCT116 cells, respectively. ENCODE datasets are available at https://www.
encodeproject.org under accession codes ENCSR893EFU for the DDXé eClip experiment, and
ENCSR1091QO for the transcriptome after DDX6é silencing in K562 cells. All data generated or ana-
lyzed during this study are included in Supplementary file 1.
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