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1.2 Ribonomics- global analysis of RNPs 
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2. Identification of Pum1 associated mRNAs 

2.1 Rationale 

��4��	�����#���������� �����0�������	����� 	������&���#�� �	������
��������#���	���

��������	��#���������19�� ���&��������������	�3�.//.23��7���	�� ��	�����	�����������(����*	��

������������������
��#��#���
�	������	����������������4�#�� ������19�� ���&��������������	�3�

.//.23��9
���*����	���
��
������
�������������������	���������
��	 �������*����

 ��*�&�	��
���
��
��#�������
	
�������
�*����������������� 
����	�#�����������
��

�����#
��	� ��������� ������ ��*��	���
���	�������#�����<�������19	��&���8	�
�	��

���	�3�.//.23��)
��������	�����������������������������
����������� �����
����#��������

1������&��� 
��F������	�3�.//@2&��
���*��
�#��
���5�
��
	���
��� ����	��������������

	�����	��
�*��
�
��	��������	�������
	����
����������������
� ��#����������
��	���	�
�

��
����	��	��3��

�7�('
�#����
�
������
�����#�
�����
��%������	��
	��#������
� �
�������������

�����
����������������	���������	��	�����������������	��������� ���#������1��������������

1������&��� 
��F������	�3�.//@2�����	���0���������	���23��)
��&�*� ���#����
��
���

���
�
�����������
������
���������������	���������
��	��� ���3��)
�����0#��������&�

*
����,�����������	����&�	���������
�	��	��	��������	������
� �	���
�	�
�������	����

������(*�
���	������
�������	�����	�
�����������	�	���������� ���3�



�

.��

2.2 Results  

2.2.1 Pum1 protein can be recovered from various ce ll types  
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2.2.2 Pum1 is associated with Cyclin B1 mRNA 
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2.2.3 Preliminary Pum1 RIP-Chip from LX-1 and Jurka t cells 
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*Significant enrichment for Gene Ontology category 
Regulation of Progression through Cell Cycle, P=0.0007 �
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2.3 Methods 

2.3.1 Cell Culture ���
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2.3.2 Immunoprecipitation   
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2.3.4 RNA extraction   
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2.3.5 RT-PCR   
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2.3.6 Microarray Analysis ���
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2.3.7 Gene Ontology Analysis  
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3. Ribonomic analysis of human Pum1 

3.1 Rationale 
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3.2 Results 

3.2.1 Pum1 RIP-Chip from HeLa cells 
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3.2.2 Gaussian Mixture Modeling of Pum1 RIP-Chip da ta 
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3.2.3 Confirmation of Pum1 targets 
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3.2.4 Pum1 associated mRNAs share functional relati onships 
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3.2.5 Identification of the Pum1 Untranslated Seque nce Element for 
Regulation (USER) 
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3.2.6 Conservation of PUF protein target mRNAs and potential RNA 
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3.3 Methods 

3.3.1 Cell culture 
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3.3.2 Microarray Analysis of HeLa data   
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3.3.3 Gaussian mixture modeling  
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3.3.4 Functional enrichment   
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3.3.5 Motif finding   
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3.3.6 Orthologues  
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3.4 Discussion 
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4. Mechanisms of Pum1 regulation of associated 
mRNAs 

4.1 Rationale 
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4.2 Results 

4.2.1 siRNA mediated Pum1 knockdown 
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4.2.2 Pum1 overexpression 
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4.2.3 Protein abundance of Pum1 targets after Pum1 perturbation 
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4.2.4 Abundance of mRNA targets after Pum1 perturba tion 
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4.2.5 Role of Pum1 in decay of target mRNAs 
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4.2.6 Role of Pum1 in poly(A)-tail length of target  mRNAs 
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4.2.7 Role of Pum1 in translation of associated mRN As 
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4.3 Methods 

4.3.1 Pum1 knockdown   
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4.3.2 Pum1 overexpression 
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4.3.3 mRNA decay rate determination 
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4.3.4 Poly(A) tail (PAT) assays  
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4.3.5 Polysome gradients 
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4.4 Discussion   
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5. Pum1’s role in cell cycle 

5.1 Rationale 
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5.2 Results 

5.2.1Abundance of Pum1 protein and target mRNAs dur ing cell cycle 
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5.2.2 Effect of Pum1 knockdown on cell cycle progre ssion 

9
�����0#����������������#�������
�
�����	##�	���������������� ��������	��
&����

*	��������#���������
	�������	���������������������	��	������ �
�#��
�����������#�������

	���
	���3��)
��&�*������
�����
�����������������������#���� �������*	��	�����
����������



�

6B�

*
���������#�������
	
������
�#����
���	������3��'����������#�� ���������	����
�������

����� ��� 
�*������������	��
��
�����	�������������#������� �������������	��
�*��
�	�

��������������������������
��#����	��	����
���������#������ �
�#�������14������.@2&�

#����
�������#����������
������
	�������
��������
	���	����� ��������	��#��������������

����������������8	������3�

����

�����

���
��
�����

���
��
��������

	��
����
���
�


��
���
�

���
������� ���
�������������� 	��
�������
� 
�����
�

A. 

B. 

�

�������*C	�
�����#��������������
�����
��"����/
��/���
���A�����
�$� ����
�����
����
���������%��
�����"����������
���������
&���
������������
��!��� 
��������
��

�������
����
�������#������������$�����
�"����/
��/���
��
����
��� ���������

5.3 Methods 

5.3.1 Cell cycle synchronization 
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5.3.2 Cell cycle phase determination 
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6. Subcellular localization and dynamics of Pum1 

6.1 Rationale 

7��	

����������
�������	��������������	������	�
������������ �
�����	�����&�

 ��*��
�������
�����������	�����	��5	�����	�
�
��	��������	�������	 ����������������


������������
����������������
	�����3���	��������
	���	�
����� ������������	��

���	��5	������
	���������
	������#����
	������������	�����
� �����&����
�	��	

���������	�

���������1��
������	�
�%�
���
	�.//=G���
������	�
�%�
���
	�.//62 3�����
	#���
��

�������������
�������	���������
��������������
������	����� ������������	������	�
�

�����	��������5��	�
�����������#������������
����1#(��
� ��2��#���	

�������������������

�	����������#���1��
������	�
�%�
���
	�.//=G���
������	�
�%�
��� 
	�.//623��-������

��	������	����	��������#�	�����	�����	��������	������������ �������&�����&���
��A/-�

�������	����������	�
�	����������������	������	������1��
 ������	�
�%�
���
	�.//=G�

��
������	�
�%�
���
	�.//623�-��������	������	�������
��	������ ������	�������*����

������������
���
��	#�
���	�����	

����������	�����#����������� �&����
�	���0�
	������������

��
���
����	�������&�
�	���
�� &�	�
��E����	
�	�����1��
��� ���	�
�%�
���
	�.//=G�

��
������	�
�%�
���
	�.//623���(��
����	��������	����	��������	�
�� ���&�
�*�����

�����	
�����
��A/-���������	�
�����	������	�������
�������	���	���� ������������
��	��

��5����&����
�	����#�	�	�
��
0=�1��
������	�
�%�
���
	�.//=G���
�� ����	�
�

%�
���
	�.//623���(��
����	�����#��	��������
��������	�������*����� ����&�
�*������
���

��������	�����	�
����������������#���	

���������������&�	�
 ��	������������
����



�

@��

#
����	���������	���*��
����������	������1��
������	�
�% �
���
	�.//=G���
������	�
�

%�
���
	�.//623��7��
	�������#��#���
��
	��������	�����#	���
����*�� ���������

��	������	�
�#(��
������	�����&�*��
����������	������������� ���	�������������

��	���	����	�����	������������	�
�#(��
��������������������� ���
��	��1��
������	�
�

%�
���
	�.//=G���
������	�
�%�
���
	�.//623�����	�����.�#�������*	����� �
����

���	��5��������������	������	�
�����	������������	��������
�� ������	������1E�����&�E	��	���

���	�3�.//=2&��
���*������
�����
�������������������
	��
������	� ��3�

���������*�� �������
��%������	��
	��
�������	��
��
	���
� ��	����������
������

�����
	����
�������
��
��	�������
���������)(�����	����	����� 1�� 
��F��&�8	�������	�3�

.//@23��9��
�������	�������*��
	��������
	��������	��5	�����
����� ������������&�	�
�	��

�
������	�
��	�������
�������
	����� ��*�����	�����������0#��� �����	��	�

#�����	�����#����	��������18	� ����	�
��	
����.//62�*��
�#��
 ���5�
��
	��������	������

�	�����
��	����
�����������������3��)
�������#����
���������
 ������
�����(�#�������

�����	����������4�#�������������	��&�*
�������:�
���������	�� �������	������	����������

�	���������	����*
�����	���	������*�����
����������	���������� ���14�	�&�����
�	�
�����

	�3�.//>23�

6.2 Results 

6.2.1 Pum1 subcellular localization before and durin g oxidative stress 
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6.2.2 Effect of Pum1 depletion on stress granule fo rmation 
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6.2.3 Pum1 subcellular localization upon recovery fr om stress 
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6.2.4 Pum1 mRNA targeting during stress 
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6.3 Methods 
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6.4 Discussion 
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7. Conclusions and Future Directions  
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