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[Formation

2008: Qualification aux fonctions de Maitre de conférences: Section 64, Biochimie et Biologie
Moléculaire; Section 65, Biologie Cellulaire

10/2002 a 09/2006:  Doctorat en Aspects Moléculaires et Cellulaires de la Biologie, Institut de Biologie
Moléculaire et Cellulaire (IBMC) (directeur Eric Westhof), Université Louis Pasteur (ULP),
Strasbourg, France

10/2001 a 07/2002: DEA de Biologie Cellulaire et Moléculaire (Mention Bien), option Biologie Structurale et
Moléculaire, ULP, Strasbourg, France

2000-2001: Maitrise de Biochimie Moléculaire et Cellulaire (Mention Bien), ULP, Strashourg

1999-2000: Licence de Biochimie (Mention Bien), ULP, Strasbourg

1997-1999: DEUG de Sciences de la Vie (Mention Bien), ULP, Strasbourg

1997: Baccalauréat Scientifique, Spécialité SVT (Mention Bien), LEGT Ribeauvillé

Autres formations:

2023: Ludopédagogie

2018: Approches par Compétence

10/2012: Accompagner et Encadrer un doctorant

01/2009: EMBO workshop, New Functions of Regulatory RNAs in Pro- and Eukaryotes, Vienne,
Autriche

09/2005: Ecole d"été EMBO, La souris comme modéle de pathologies humaines, Bischoffsheim,
France

06/2003: 6¢ Ecole d"été de Myologie, Institut de Myologie, Paris, France

2002 : Initiation au droit et la propriété intellectuelle

2002 : Sensibilisation & I’entreprenariat et stratégie de création d’entreprise

Activités de recherche (pour le détail, voir sections I11. A. Liste des publications et V. Présentation des projets de
recherche)

Depuis 2010 Maitre de conférences: Laboratoire IMoPA, UMR 7365 CNRS Université de Lorraine,
Vandoeuvre-lés-Nancy.

2007 - 2010 Stage postdoctoral : Innsbruck Biocenter, Division of Genomics and RNomics, (directeur: Pr.
Alexander Huttenhofer), Innsbruck Medical University, Innsbruck, Autriche
Financement:  2007-2008 et 2010: GEN-AU (Genomforschung in Osterreich, contrat du
laboratoire)
2009-2010: Poste de professeur assistant, Innsbruck Medical University
Projet de recherche: Identification de nouveaux petits ARNs non codants.

10/06 — 12/06 ~ Stage postdoctoral : INSERM, U 582, (directrice: Dr. Pascale Guicheney), Institut de Myologie,
hopital Pitié-Salpétriére, Paris, France
Financement : Bourse de postdoc INSERM
Projet de recherche: Analyse de la souris invalidée pour le géne de la sélénoprotéine N.
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2002 — 2006

2001 - 2002

Stage doctoral : CNRS, UPR 9002, IBMC, Strasbourg, France (directeur: Pr. Eric Westhof)
Directeurs de thése: Drs. Krol A. et Lescure A.
Financement : 2005-2006: 2 poste d’ATER, ULP, Strasbourg

2002-2005: Allocation MENRT
Projet de recherche: “Etude du réle du sélénium et de la sélénoprotéine N dans les
pathologies musculaires.”
Thése soutenue publiquement le 15/09/2006 ; Membres du Jury : Pr. Kéhrle (Berlin), Pr. Lunardi
(Grenoble), Dr. Metzger (Illkirch), Pr. Westhof (Strasbourg), Dr. Lescure (Strasbourg), Dr. Krol
(Strasbourg) ; Disponible en ligne : http://eprints-scd-ulp.u-strasbg.fr:8080/579/

Stage de DEA : CNRS, UPR 9002, IBMC, Strasbourg, France (directeur: Pr. Eric Westhof)
Directeurs de stage: Drs. Krol A. et Lescure A.

(Bourse de DEA du ministére de 1"éducation nationale)

Projet de recherche: “Construction d’outils pour la caractérisation fonctionnelle de la
Sélénoprotéine N.”

[Collaborations depuis le recrutement a I’Université de Lorraine (passées et actuelles)

-Stefan Stamm, Université du Kentucky, Lexington, USA

-Denis Lafontaine, Université libre de Bruxelles, Belgique

-David Tollervey, Université d’Edinburgh, Ecosse

-Edouard Bertrand et Céline Verheggen, Institut de Génétique Humain, Montpellier, France

-Lionel Imbert, Institut de Biologie Structurale, Grenoble, France

-Yuri Motorin et Virginie Marchand, Unité Mixte de Service IBSLor, Vandceuvre-lés-Nancy, France

[Activités d”enseignement (pour le détail, voir section I. Présentation des activités d’enseignement)

Depuis 2010

2007 - 2010

2005-2006

1998

Travaux pratiques, travaux dirigés et cours magistraux de biologie moléculaire et cellulaire et
biochimie, niveaux L2 & M2, Université de Lorraine, Faculté des Sciences et Technologies (192
heures/an)

Co-responsable des travaux-pratiques de “Bioinformatique et nouvelles technologies d"étude de
I’ARN” dans le cadre du programme de thése en Neuroscience, Innsbruck, Autriche
(responsable: Pr. A. Hittenhofer)

Attaché Temporaire d’Enseignement et de Recherche (demi-poste), Université Louis Pasteur,
Strasbourg: Formation Pratique en Biologie Moléculaire (FPB1, responsable Pr. Bruno Chatton)

Stage volontaire dans le cadre du MRAPP, TP de biologie dans une classe de 6™ pendant une
semaine; enseignant: Dr. Alain Florentz, Collége Sainte-Marie, Ribeauvillé

|Activités d”encadrement (pour le détail, voir section 1. Présentation des activités d’encadrement)

Depuis 2021

2012 - 2016

2011 - 2015

2008-2012

2002-2022

Co-encadrement, avec le Dr. X. Manival, de la thése de C. Virciglio : Régulation de I’ Activité
de TRBP par RPAP3. Université de Lorraine. (encadrement de Camille Virciglio en M2 2020-
2021).

Co-encadrement, avec le Pr. B. Charpentier, de la thése de Y. Abel : Caractérisation structurale
et fonctionnelle d’une nouvelle interaction entre les protéines RPAP3 et TRBP. Université de
Lorraine. (encadrement de Yoann Abel en M2 2011-2012).

Co-encadrement, avec le Dr. C. Branlant, de la thése de G. Clerget: Caractérisation des
propriétés d'un mutant de la protéine Rrp9 de la snoRNP U3 de levure Saccharomyces cerevisiae
et mise en évidence d'un réseau de protéines au sein du complexe de maturation précoce des
ARNIr. Université de Lorraine.

Co-encadrement, avec le Pr. A. Hiittenhofer, de la thése de K. Skreka : Identification and
expression profiling of novel ncRNAs involved in neural diffentiation, Innsbruck Medical
University.

Encadrement de nombreux étudiants en BTS (1% et seconde année), L3, et M1.
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|[Financements (pour le détail, voir section I11. B. Liste des financements obtenus) |

2022 — 2025 Régulation des Activités de la Protéine TRBP par la protéine RPAP3 (ANRS).

2020 - 2021 Etude du role de la protéine RPAP3 et du complexe R2TP dans la fonction de la protéine TRBP
et la réplication du virus HIV (ANRS).

2018 Régulation de la maturation d’ ARN non-codants par le Complexe TRBP/RPAP3 (P6le BMS).
2017 Jouvence du parc de centrifugeuses gros et moyens volumes (Péle BMS).
2015 Intérét et perspectives diagnostiques des microARN dans les cancers du sein triple négatifs

(Région Lorraine).

2013 - 2014 Etude des synergies et/ou compétitions possibles entre machineries de biogénése des snoRNP et
des miRNP dans la production des deux microARN 27b et 140 ayant une implication dans le
développement de tumeurs (Ligue contre le cancer).

2012 Etude des mécanismes de biogénése de microARN dérivés de snoARN précurseurs et leur
implication dans la dédifférenciation chondrocytaire et les pathologies arthrosiques (BQR).

2011 Etude des mécanismes de biogénése de microARN dérivés de snoARN précurseurs (BQR).

|Autre |

2018-: Membre élu (suppléant), représentant des chercheurs et enseignants-chercheurs au conseil de
laboratoire, UMR 7365 IMoPA, Biopble, Nancy.

2018 - Co-organisateur du congres SifrARN de la SFBBM a Nancy.

2016 - Membre du Comité Scientifique du congrés « Levures, Modéles et Outils ».

2012-2022: Membre élu au Conseil du secteur Biologie, représentant des chercheurs et enseignants-chercheurs
(cadres B), Faculté des Sciences et Technologies, Université de Lorraine, Nancy.

2002-2006: Membre élu, représentant des chercheurs non-statutaires au conseil de laboratoire, UPR 9002,

IBMC, Strasbourg.

[Prix |
2021: Avrticle du mois de Février de la SFBBM, Guillaume Clerget et al. Nucleic Acids Research, 2021.
2006: Prix de These de la Société de Biologie, Strasbourg, France.

2006: Prix Jean-Pierre EBEL du Comité National de Biochimie.
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l. Présentation des activités d’enseignement

Aussi bien au cours de ma thése qu’au cours de mon post-doctorat, j’ai été impliqué dans
I’enseignement de la Biologie Moléculaire et Cellulaire et, depuis 2010, je suis affecté a la
Faculte des Sciences et Technologies de I’Université de Lorraine a Nancy, dans le secteur
Biologie, departement Biochimie et Biologie Moléculaire (BBM). Mises-a-part les 5 premieres
années qui ont suivi mon recrutement, ou j’ai bénéficié d’une décharge de 2 tiers de service
(service réduit a 64h/an), j’effectue un service plein de 192 heures équivalent TD (HETD)
annuelles depuis 2015 (Figure 1), réparties en enseignements de Travaux Pratiques (TP, 50%),
Travaux Dirigés (TD, 25%) et Cours Magistraux (CM, 25%) (Figure 1).

Je suis membre du Conseil de Perfectionnement (CP) et de I’Equipe Pédagogique
(EP) du Master Sciences de la Vie.

Par ailleurs, je suis responsable de plusieurs unités d’enseignement en Master Sciences
de la Vie, dans le parcours de Master 1 « Biochimie, Biologie Moléculaire et Régulations
Cellulaires » et dans le Master 2 International « RNA and Enzyme Sciences » dont je suis
¢galement responsable depuis 2012. J’effectue pres de la moitié de mon service en Master 1,

un quart en Master 2 et le dernier quart en Licence (L2 et L3) (Figure 1).

=0 Type d'Enseignement = Niveau d'Enseignement

150 +— — ) 150 +— — ) —
HETD HETD Master 1
W aster 2

MlLicence

17-18 la-19 19-20 20-21 21-22 22-23 17-18  18-19 1%-20 20-21 21-22 212-23

Année Année

Figure 1 : Répartitions des enseignements par type et niveau au cours de 6 derniéres années, en heures équivalent
TD (HETD). (réf. : référentiel).

Dans mes enseignements, les thématiques que j’aborde concernent les ARN en genéral,
et les ARN non-codants en particulier. En premiere et seconde années de Master, au cours de
nombreux cours magistraux, j’aborde différents aspects de la biologie des ARN, depuis les
mécanismes genéraux de la transcription et la maturation des ARN messagers (épissage), a la
régulation de leur expression, notamment au niveau post-transcriptionnel, par les ARN non-

codants régulateurs, longs et petits, ainsi que leur utilisation dans le cadre des nano- et

7
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biotechnologies ou leurs applications en thérapeutique ou diagnostique biomédical. Ces
enseignements me permettent d’aborder les avancées les plus récentes dans le domaine,
notamment celles réalisées au laboratoire, avec des mises a jour des contenus chaque année, ce
qui est d’autant plus important que les connaissances actuelles en ce qui concerne les ARN non-

codants évoluent rapidement.

Tous mes enseignements en M2 sont dispensés en anglais, puisque que le M2 « RNA
and Enzymes Sciences » dont je suis responsable accueille des étudiants étrangers non
francophones. Cet enseignement dispensé en anglais permet ainsi aux étudiants de progresser
dans leur compréhension et leur expression en langue anglaise, qui sont des critéres cruciaux

s’ils se destinent a une carriére scientifique, et notamment en recherche.

Je participe également aux jurys de soutenance de mémoire de stage des étudiants en
Master 1 BBMRC et BCP et en Master 2 RNAES.

Enfin, je participe aux commissions de selection pour les admissions en M1 et en
M2. Outre les auditions d’un certain nombre de candidats, notamment locaux, a 1’issue du
processus de candidature sur e-candidat ou MonMaster.gouv.fr, ce travail consiste aussi en
I’analyse et 1’évaluation de centaines de dossiers d’étudiants étrangers, via Campus France,

souhaitant intégrer le Master SV en premiére ou en seconde année.
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1. Présentation des activités d’encadrement

A - Co-directions de Théses

2021-en cours : Camille Virciglio : (Co-directeur de These HDR : Dr. Xavier Manival).
Titre : Régulation de I’ Activité de TRBP par RPAP3.

Articles publiés :

Yoann Abel, Christophe Charron, Camille Virciglio, Valérie Bourguignon-lgel, Marc
Quinternet, Marie-Eve Chagot, Céline Verheggen, Christiane Branlant, Edouard
Bertrand, Xavier Manival, Bruno Charpentier et Mathieu Rederstorff*. The interaction
between RPAP3 and TRBP reveals a possible involvement of the HSP90/R2TP
chaperone complex in the regulation of miRNA activity. Nucleic Acids Research, Oxford
University Press, 2022, 50 (4), pp.2172-2189. (10.1093/nar/gkac086). (hal-03583324).
IF 19.16 (Q1)

Camille Virciglio, Xavier Manival, Mathieu Rederstorff*. Un nouveau mécanisme
de contréle de la maturation des microARN ? médecine/sciences, EDP Sciences, 2022,
38 (8-9), pp.629-631. (10.1051/medsci/2022089). (hal-03778840). IF 0.818 (Q4)

Camille Virciglio, Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. Regulatory Non-Coding RNAS:
An Overview. Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs: Methods and
Protocols, pp.3-9, 2021, (10.1007/978-1-0716-1386-3_1). (hal-03190747). IF 1.37 (Q4)

2012-2016: Yoann Abel : (Co-directeur de Thése HDR : Pr. Bruno Charpentier). Titre :
Caractérisation structurale et fonctionnelle d’une nouvelle interaction entre les protéines

RPAP3 et TRBP.

Articles publiés :

Yoann Abel, Christophe Charron, Camille Virciglio, Valérie Bourguignon-lgel, Marc
Quinternet, Marie-Eve Chagot, Céline Verheggen, Christiane Branlant, Edouard
Bertrand, Xavier Manival, Bruno Charpentier et Mathieu Rederstorff*. The interaction
between RPAP3 and TRBP reveals a possible involvement of the HSP90/R2TP
chaperone complex in the regulation of miRNA activity. Nucleic Acids Research, Oxford
University Press, 2022, 50 (4), pp.2172-2189. (10.1093/nar/gkac086). (hal-03583324).
IF 19.16 (Q1)

Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. Stem-Loop qRT-PCR-Based Quantification of
miRNAs. Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs: Methods and


https://dx.doi.org/10.1093/nar/gkaa066
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-02615081
https://dx.doi.org/10.1007/978-1-0716-1386-3_1
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-03190747
https://dx.doi.org/10.1093/nar/gkaa066
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-02615081
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Protocols, pp.59-64, 2021, (10.1007/978-1-0716-1386-3_6). (hal-03190754). IF 1.37
(Q4)

Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. Gene Reporter Assays to Study miRNA Function.
Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs: Methods and Protocols, pp.119-
131, 2021, (10.1007/978-1-0716-1386-3_12). (hal-03190757). IF 1.37 (Q4)

Valérie Bourguignon-Igel, Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. RNA Precipitation.
Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs: Methods and Protocols, pp.11-
16, 2021, (10.1007/978-1-0716-1386-3 2). (hal-03190751). IF 1.37 (Q4)

Camille Virciglio, Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. Regulatory Non-Coding RNAs:
An Overview. Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs: Methods and
Protocols, pp.3-9, 2021, (10.1007/978-1-0716-1386-3_1). (hal-03190747). IF 1.37 (Q4)

Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. Gene Expression Knockdown by Transfection of
siRNAs into Mammalian Cells. Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs:
Methods and Protocols, pp.199-202, 2015, (10.1007/978-1-4939-2547-6_18). (hal-

02124709). IF 1.37 (Q4)

Guillaume Clerget, Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. Small Non-Coding RNAs: A
Quick Look in the Rearview Mirror. Methods in Molecular Biology; Small non-coding
RNAs: Methods and Protocols, pp.3-9, 2015, (10.1007/978-1-4939-2547-6_1). (hal-

02124728). IF 1.37 (Q4)

Yoann Abel, Guillaume Clerget, Valerie Bourguignon-Igel, Veronique Salone, Mathieu
Rederstorff*. Beyond usual functions of snoRNAs. médecine/sciences, EDP Sciences,
2014, 30 (3), pp.297-302. (10.1051/medsci/20143003018). (hal-01452715). IF 0.818

(Q4)

Yoann Abel et Mathieu Rederstorff*. SnoRNAs and the emerging class of sARNAS:
multifaceted players in oncogenesis. Biochimie, Elsevier, 2019, 164, pp.17-21.
(10.1016/j.biochi.2019.05.006). (hal-02124702). IF 3.022 (Q2)

2011-2015: Guillaume Clerget : (Co-directrice de Thése HDR : Dr. Christiane Branlant).
Titre : Caractérisation des propriétés d'un mutant de la protéine Rrp9 de la snoRNP U3 de
levure Saccharomyces cerevisiae et mise en évidence d'un réseau de protéines au sein du

complexe de maturation précoce des ARNT.

Articles publiés :

Guillaume Clerget, Valerie Bourguignon-Ilgel, Nathalie Marmier-Gourrier, Nicolas
Rolland, Ludivine Wacheul, Xavier Manival, Christophe Charron, Joanna Kufel, Agnés
Méreau, Véronique Senty-Ségault, David Tollervey, Denis Lafontaine, Christiane
Branlant et Mathieu Rederstorff*. Synergistic defects in pre-rRNA processing from

10


https://dx.doi.org/10.1007/978-1-0716-1386-3_6
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-03190754
https://dx.doi.org/10.1007/978-1-0716-1386-3_12
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-03190757
https://dx.doi.org/10.1007/978-1-0716-1386-3_2
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-03190751
https://dx.doi.org/10.1007/978-1-0716-1386-3_1
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-03190747
https://dx.doi.org/10.1007/978-1-4939-2547-6_18
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-02124709
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-02124709
https://dx.doi.org/10.1007/978-1-4939-2547-6_1
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-02124728
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-02124728
https://dx.doi.org/10.1051/medsci/20143003018
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-01452715
https://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2019.05.006
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-02124702
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mutations in the U3-specific protein Rrp9 and U3 snoRNA. Nucleic Acids Research,
Oxford University Press, 2020, 48 (7), pp.3848-3868. (10.1093/nar/gkaa066). (hal-

02615081). IF 19.16 (Q1)

Guillaume Clerget, Valerie Bourguignon-Ilgel, Mathieu Rederstorff*. Alcoholic
Precipitation of Small Non-Coding RNAs. Methods in Molecular Biology; Small non-
coding RNAs: Methods and Protocols, pp.11-16, 2015. (hal-02271766). IF 1.37 (Q4)

Guillaume Clerget, Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. Small Non-Coding RNAs: A
Quick Look in the Rearview Mirror. Methods in Molecular Biology; Small non-coding
RNAs: Methods and Protocols, pp.3-9, 2015, (10.1007/978-1-4939-2547-6_1). (hal-

02124728). IF 1.37 (Q4)

Yoann Abel, Guillaume Clerget, Valerie Bourguignon-Igel, Veronigue Salone, Mathieu
Rederstorff*. Beyond usual functions of snoRNAs. médecine/sciences, EDP Sciences,
2014, 30 (3), pp.297-302. (10.1051/medsci/20143003018). (hal-01452715). IF 0.818

(Q4)

2008-2012: Konstantinia Skreka : (Co-directeur de These HDR : Pr. Alexander
Huttenhofer). Titre : Identification and expression profiling of novel ncRNAs involved in

neural differentiation.

Articles publiés :

Konstantinia Skreka, Simon Schafferer, Irina-Roxanna Nat, Marek Zywicki, Ahmad
Salti, Galina Apostolova, Matthias Griehl, Mathieu Rederstorff, Georg Dechant,
Alexander Huttenhofer. Identification of differentially expressed non-coding RNAS in
embryonic stem cell neural differentiation. Nucleic Acids Research, Oxford University
Press, 2012, 40 (13), pp.6001 - 6015. (10.1093/nar/gks311). (hal-01716001). IF 19.16

(Q1)

Konstantinia Skreka, Mathieu Rederstorff*. Une micropuce de diagnostic hybride pour
la détection d”’ARN non codants. médecine/sciences, EDP Sciences, 2012, 28 (10), pp.819
- 821. (10.1051/medsci/20122810007). (hal-01715989). IF 0.818 (Q4)

Konstantinia Skreka, Marek Zywicki, Michael Karbiener, Alexander Hittenhofer, Marcel
Scheideler et Mathieu Rederstorff*. Expression Profiling of a Heterogeneous
Population of ncRNAs Employing a Mixed DNA/LNA Microarray. Journal of Nucleic
Acids , Hindawi Publishing Corporation, 2012, 2012, pp.1-10. (10.1155/2012/283560).
(hal-02934815). IF 2.5 (Q3)

Konstantinia Skreka, Michael Karbiener, Marek Zywicki, Alexander Huttenhofer, Marcel
Scheideler et Mathieu Rederstorff*. Expression Profiling of ncRNAs Employing RNP
Libraries and Custom LNA/DNA Microarray Analysis. Regulatory RNAs, Springer
Berlin Heidelberg, pp.229-251, 2012, (10.1007/978-3-642-22517-8_9). (hal-02934834).
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B - Encadrements de Master 2

2021 : Camille Virciglio : Caractérisation fonctionnelle de I’interaction TRBP:RPAP3.
2012 : Yoann Abel (avec Christiane Branlant) : Etude de la maturation des snoARN de
cerveau de souris MBII-52 (SNORD115) et MBII-85 (SNORD116) en petits ARN de type
microARN.

2009 : Matthias Griehl: Processing of the brain-specific C/D box snoRNA SNORD115.
2008 : Michael Fink: Differential expression of ncRNAs in a mouse model of contextual
fear conditioning.

2007 : Hubert Muckenhuber : Differential expression of ncRNAs in trained versus non-

trained mouse muscles.

C - Autres encadrements

1 technicienne de laboratoire: Valérie Bourguignon-lgel (2011-2021).

1 post-doc: Véronique Salone (2012-2014).

8 Masters 1 : Luc Roncevic, Djamila Soumaila Seyni, Davy Franck Mengue Meyong, Dihia
Larkeche, Morgane Boi, Meriem Haddada, Madison Bergmann, Laure Kieffer

1 Licence (3¢ année): Andrea Calderari

3 BTS (1€ ou 2¢ année) : Sophie Ruppert, Muriel Barbier, Maxime Forterre.
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1. Présentation synthétique des activités de recherche

A Liste des publications
(39 articles et chapitres, H-factor : 17) (Dernier auteur (21), Auteur correspondant* (24),
Etudiants encadrés soulignés)

Yoann Abel, Christophe Charron, Camille Virciglio, Valérie Bourguignon-lgel, Marc
Quinternet, Marie-Eve Chagot, Céline Verheggen, Christiane Branlant, Edouard Bertrand,
Xavier Manival, Bruno Charpentier et Mathieu Rederstorff*. The interaction between RPAP3
and TRBP reveals a possible involvement of the HSP90/R2TP chaperone complex in the
regulation of miRNA activity. Nucleic Acids Research, Oxford University Press, 2022, 50 (4),
pp.2172-2189. (10.1093/nar/gkac086). (hal-03583324). IF 19.16 (Q1)

Camille Virciglio, Xavier Manival, Mathieu Rederstorff*. Un nouveau mécanisme
de contr6le de la maturation des microARN ? médecine/sciences, EDP Sciences, 2022, 38 (8-
9), pp.629-631. (10.1051/medsci/2022089). (hal-03778840). IF 0.818 (Q4)

Sepehr Behtaji, Soudeh Ghafouri-Fard, Arezou Sayad, Ali Sattari, Mathieu Rederstorff et
Mohammad Taheri. ldentification of oxytocin-related IncRNAs and assessment of their
expression in breast cancer. Scientific Reports, Nature Publishing Group, 2021, 11 (1),
(10.1038/541598-021-86097-2). (hal-03176004). IF 4.996 (Q1)

Yoann Abel, Christophe Charron, Valérie Bourguignon-lgel, Marc Quinternet, Marie-Eve
Chagot, Céline Verheggen, Christiane Branlant, Edouard Bertrand, Xavier Manival, Bruno
Charpentier et Mathieu Rederstorff*. Structure of the RPAP3:TRBP interaction reveals an
involvement of the HSP90/R2TP chaperone complex in dsRNA pathways. BioRxiv 2020.
(10.1101/2020.11.11.367672) (hal-03047335)

Guillaume Clerget, Valerie Bourguignon-Igel, Nathalie Marmier-Gourrier, Nicolas Rolland,
Ludivine Wacheul, Xavier Manival, Christophe Charron, Joanna Kufel, Agnés Méreau,
Véronigue Senty-Ségault, David Tollervey, Denis Lafontaine, Christiane Branlant et Mathieu
Rederstorff*. Synergistic defects in pre-rRNA processing from mutations in the U3-specific
protein Rrp9 and U3 snoRNA. Nucleic Acids Research, Oxford University Press, 2020, 48 (7),
pp.3848-3868. (10.1093/nar/gkaa066). (hal-02615081). IF 19.16 (Q1)

Mathieu Rederstorff*. Une mutation ponctuelle dans la protéine Rrp9 de la particule U3
entraine un découplage des clivages précoces de I’ARN pré-ribosomique. médecine/sciences,
EDP Sciences, 2020, 36 (4), pp-329-331. (10.1051/medsci/2020054). (hal-02903934). IF 0.818

(Q4)

Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. Stem-Loop qRT-PCR-Based Quantification of miRNAs.
Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs: Methods and Protocols, pp.59-64,
2021, (10.1007/978-1-0716-1386-3 6). (hal-03190754). IF 1.37 (Q4)
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Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. Gene Reporter Assays to Study miRNA Function.
Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs: Methods and Protocols, pp.119-131,
2021, (10.1007/978-1-0716-1386-3_12). (hal-03190757). IF 1.37 (Q4)

Valérie Bourguignon-lgel, Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. RNA Precipitation. Methods
in Molecular Biology; Small non-coding RNAs: Methods and Protocols, pp.11-16, 2021,
(10.1007/978-1-0716-1386-3_2). (hal-03190751). IF 1.37 (Q4)

Camille Virciglio, Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. Regulatory Non-Coding RNAs: An
Overview. Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs: Methods and Protocols,
pp.3-9, 2021, (10.1007/978-1-0716-1386-3_1). (hal-03190747). IF 1.37 (Q4)

Yoann Abel et Mathieu Rederstorff*. SnoRNAs and the emerging class of sdRNAs:
multifaceted players in oncogenesis. Biochimie, Elsevier, 2019, 164, pp.17-21.
(10.1016/j.biochi.2019.05.006). (hal-02124702). IF 3.022 (Q2)

Thomas Clement, Veronique Salone, Mathieu Rederstorff*. Dual Luciferase Gene Reporter
Assays to Study miRNA Function. Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs:
Methods and Protocols, pp.187-198, 2015. (hal-02271777). IF 1.37 (Q4)

Guillaume Clerget, Valerie Bourguignon-Igel, Mathieu Rederstorff*. Alcoholic Precipitation
of Small Non-Coding RNAs. Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs: Methods
and Protocols, pp.11-16, 2015. (hal-02271766). IF 1.37 (Q4)

Veronique Salone, Mathieu Rederstorff*. Stem-Loop RT-PCR Based Quantification of Small
Non-Coding RNAs. Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs: Methods and
Protocols, pp.103-108, 2015. (hal-02271774). IF 1.37 (Q4)

Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. Gene Expression Knockdown by Transfection of sSiRNAs
into Mammalian Cells. Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs: Methods and
Protocols, pp.199-202, 2015, (10.1007/978-1-4939-2547-6_18). (hal-02124709). IF 1.37 (Q4)

Guillaume Clerget, Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. Small Non-Coding RNAS: A Quick
Look in the Rearview Mirror. Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs:
Methods and Protocols, pp.3-9, 2015, (10.1007/978-1-4939-2547-6_1). (hal-02124728). IF
1.37 (Q4)

Yoann Abel, Guillaume Clerget, Valerie Bourguignon-lgel, Veronique Salone, Mathieu
Rederstorff*. Beyond usual functions of snoRNAs. médecine/sciences, EDP Sciences, 2014,
30 (3), pp.297-302. (10.1051/medsci/20143003018). (hal-01452715). IF 0.818 (Q4)

Konstantinia Skreka, Simon Schafferer, Irina-Roxanna Nat, Marek Zywicki, Ahmad Salti,
Galina Apostolova, Matthias Griehl, Mathieu Rederstorff, Georg Dechant, Alexander
Huttenhofer. Identification of differentially expressed non-coding RNAs in embryonic stem
cell neural differentiation. Nucleic Acids Research, Oxford University Press, 2012, 40 (13),
pp.6001 - 6015. (10.1093/nar/gks311). (hal-01716001). IF 19.16 (Q1)

Konstantinia Skreka, Mathieu Rederstorff*. Une micropuce de diagnostic hybride pour la
détection d’ARN non codants. médecine/sciences, EDP Sciences, 2012, 28 (10), pp.819 - 821.
(10.1051/medsci/20122810007). (hal-01715989). IF 0.818 (Q4)
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Konstantinia Skreka, Marek Zywicki, Michael Karbiener, Alexander Huttenhofer, Marcel
Scheideler et Mathieu Rederstorff*. Expression Profiling of a Heterogeneous Population of
ncRNAs Employing a Mixed DNA/LNA Microarray. Journal of Nucleic Acids , Hindawi
Publishing Corporation, 2012, 2012, pp.1-10. (10.1155/2012/283560). (hal-02934815). IF 2.5

(Q3)

Konstantinia Skreka, Michael Karbiener, Marek Zywicki, Alexander Hittenhofer, Marcel
Scheideler et Mathieu Rederstorff*. Expression Profiling of ncRNAs Employing RNP
Libraries and Custom LNA/DNA Microarray Analysis. Regulatory RNAs, Springer Berlin
Heidelberg, pp.229-251, 2012, (10.1007/978-3-642-22517-8 9). (hal-02934834).

Mathieu Rederstorff*. Generation of cDNA Libraries from RNP-Derived Regulatory
Noncoding RNAs. Methods in Molecular Biology; Genomic Imprinting: Methods and
Protocols, pp.211-218, 2012. (DOI: 10.1007/978-1-62703-011-3 14) (hal-02271757). IF 1.37

(Q4)

Mathieu Rederstorff*, Alexander Huttenhofer. c¢DNA library generation from
ribonucleoprotein particles. Nature Protocols, Nature Publishing Group, 2011, 6 (2), pp.166 -
174. (10.1038/nprot.2010.186). (hal-01703092). IF 13.491 (Q1)

Mathieu Rederstorff*. Une approche originale de sélection de nouveaux ARN non codants.
médecine/sciences, EDP Sciences, 2011, 27 (4), pp.343 - 345. (10.1051/medsci/2011274003).
(hal-01716020). IF 0.818 (Q4)

Mathieu Rederstorff, Perrine Castets, Sandrine Arbogast, Jeanne Lainé, Stéphane
Vassilopoulos, Maud Beuvin, Olivier Dubourg, Alain Vignaud, Arnaud Ferry, A lan Krol,
Valérie Allamand, Pascale Guicheney, Anan Ferreiro, Alain Lescure. Increased Muscle Stress-
Sensitivity Induced by Selenoprotein N Inactivation in Mouse: A Mammalian Model for
SEPN1-Related Myopathy. PLoS ONE, Public Library of Science, 2011, 6 (8),
(10.1371/journal.pone.0023094). (hal-01716017). IF 3.24 (Q1)

Perrine Castets, Anne T. Bertrand, Maud Beuvin, Arnaud Ferry, Fabien Le Grand, Marie
Castets, Guillaume Chazot, Mathieu Rederstorff, Alain Krol, Alain Lescure, Norma Romero,
Pascale Guicheney, Valérie Allamand. Satellite cell loss and impaired muscle regeneration in
selenoprotein N deficiency. Human Molecular Genetics, Oxford University Press, 2011, 20 (4),
pp.694-704. (10.1093/hmg/ddg515). (hal-00561402). IF 6.15 (Q1)

Manli Shen, Eduardo Eyras, Jie Wu, Amit Khanna, Serene Josiah, Mathieu Rederstorff,
Zhang Michael, Stefan Stamm. Direct cloning of double-stranded RNAs from RNase protection
analysis reveals processing patterns of C/D box snoRNAs and provides evidence for widespread
antisense transcript expression. Nucleic Acids Research, Oxford University Press, 2011, 39
(22), pp.9720 - 9730. (10.1093/nar/gkr684). (hal-01716007). IF 19.16 (Q1)

Mathieu Rederstorff, Alexander Hiittenhofer. Experimental RNomics, A Global Approach to
Identify Non-coding RNAs in Model Organisms, and RNPomics to Analyze the Non-coding
RNP Transcriptome. Handbook of RNA Biochemistry, 2011. (10.1002/9783527647064.ch35)
(hal-03534663).
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Mathieu Rederstorff*, Alexander Huttenhofer. Small non-coding RNAs in disease
development and host-pathogen interactions. Current Opinion in Molecular Therapeutics,
Thomson Reuters (Professional), 2010, 12 (6), pp.684-94. (hal-02934837). IF 3.89 (Q2)

Mathieu Rederstorff*, Stephan Bernhart, Andrea Tanzer, Marek Zywicki, Katrin Perfler,
Melanie Lukasser, lvo Hofacker, Alexander Huttenhofer. RNPomics: Defining the ncRNA
transcriptome by cDNA library generation from ribonucleo-protein particles. Nucleic Acids
Research, Oxford University Press, 2010, 38 (10), pp.e113 - e113. (10.1093/nar/gkg057). (hal-

01716044). IF 19.16 (Q1)

Alaattin Kaya, Ahmet Koc, Byung Cheon Lee, Dmitri Fomenko, Mathieu Rederstorff,.Alain
Krol, Alain Lescure, Vadym Gladyshev Compartmentalization and Regulation of
Mitochondrial Function by Methionine Sulfoxide Reductases in Yeast. Biochemistry, American
Chemical Society, 2010, 49 (39), pp.8618 - 8625. (10.1021/bi100908v). (hal-01716042). IF
3.162 (Q1)

Perrine Castets, Svetlana Maugenre, Corine Gartioux, Mathieu Rederstorff, Alain Krol, Alain
Lescure, Shahragim Tajbakhsh, Valérie Allamand, Pascale Guicheney. Selenoprotein N is
dynamically expressed during mouse development and detected early in muscle precursors.
BMC Developmental Biology, BioMed Central, 2009, 9 (1), pp.46. (10.1186/1471-213X-9-46).
(inserm-00610658). IF 1.98 (Q2)

Alain Lescure, Mathieu Rederstorff, Alain Krol, Pascale Guicheney, Valérie Allamand.
Selenoprotein function and muscle disease. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General
Subjects, Elsevier, 2009, 1790 (11), pp.1569 - 1574. (10.1016/j.bbagen.2009.03.002). (hal-

01716049). IF 4.117 (Q1)

Christoph Jochl, Mathieu Rederstorff, Jana Hertel, Peter Stadler, lvo Hofacker, Markus
Schrettl, Hubertus Haas, Alexander Hittenhofer. Small ncRNA transcriptome analysis from
Aspergillus fumigatus suggests a novel mechanism for regulation of protein synthesis. Nucleic
Acids Research, Oxford University Press, 2008, 36 (8), pp.2677 - 2689. (10.1093/nar/gkn123).
(hal-01716064). IF 19.16 (Q1)

Mathieu Rederstorff, Valérie Allamand, Pascale Guicheney, Corinne Gartioux, Pascale
Richard, Denys Chaigne, Alain Krol, Alain Lescure. Ex vivo correction of selenoprotein N
deficiency in rigid spine muscular dystrophy caused by a mutation in the selenocysteine codon.
Nucleic Acids Research, Oxford University Press, 2008, 36 (1), pp.237 - 244. (doi:
10.1093/nar/gkm1033). (hal-01716066). IF 19.16 (Q1)

Alain Lescure, Marzanna Deniziak, Mathieu Rederstorff, Alain Krol. Molecular basis for the
role of selenium in muscle development and function. Chemistry and Biodiversity, Wiley, 2008,
5 (3), pp.408-13. (10.1002/chdv.200890041). (hal-00288375). IF 2.74 (Q3)

Marzanna Deniziak, Christine Thisse, Mathieu Rederstorff, Colette Hindelang, Bernard
Thisse, Alain Lescure. Loss of selenoprotein N function causes disruption of muscle
architecture in the zebrafish embryo. Experimental Cell Research, Elsevier, 2007, 313 (1),
pp.156-67. (10.1016/j.yexcr.2006.10.005). (hal-00167521). IF 3.905 (Q2)
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Mathieu Rederstorff, Alain Krol, Alain Lescure. Understanding the importance of selenium
and selenoproteins in muscle function. Cellular and Molecular Life Sciences, Springer Verlag,
2006, 63 (1), pp.52-59. (10.1007/s00018-005-5313-y). (hal-02271719). IF 9.26 (Q1)

Nathalie Petit, Alain Lescure, Mathieu Rederstorff, Alain Krol, Bezhad Mogadaszadeh, Ulla
Wewer, Pascale Guicheney. Selenoprotein N: an endoplasmic reticulum glycoprotein with an
early developmental expression pattern. Human Molecular Genetics, Oxford University Press,
2003, 12 (9), pp.1045-1053. (10.1093/hmg/ddg115). (hal-02271717). IF 6.15 (Q1)

Liste des ouvrages

Mathieu Rederstorff. Methods in Molecular Biology. 2021, (10.1007/978-1-0716-1386-3).
(hal-03468537)

Mathieu Rederstorff. Methods in Molecular Biology. 2015, (10.1007/978-1-4939-2547-6).
(hal-02935551)

Communications orales (Orateur en premiére position)

Mathieu Rederstorff (Conférence sur invitation). Identification et classification des ARN
non-codants. Colloque National des Enseignants en Biochimie et Biologie Moléculaire en
Faculté de Médecine (CNBBMM). Mai 2022, Saint-Raphaél, France.

Mathieu Rederstorff, Guillaume Clerget, Valerie Bourguignon-lgel, Denis L.J. Lafontaine,
Christiane Branlant. Synthetic lethality between U3 snoRNA and Rrp9 protein mutants sheds
new light on the role of Rrp9 for U3/pre-ribosomal RNA interaction and pre-ribosomal RNA
processing. Levures, Modeles, Outils, Sep 2018, Rheinau, Switzerland. (hal-02935143)

Yoann Abel, Valerie Bourguignon-lgel, Christophe Charron, Marc Quinternet, Christiane
Branlant, Edouard Bertrand, Céline Verheggen, Xavier Manival, Bruno Charpentier, Mathieu
Rederstorff. A structure-function study shows a possible role for the R2TP complex in RISC
assembly and/or function. 11th sifrARN, Nov 2018, Vandoeuvre-Lés-Nancy, France. (hal-

02934866)

Christiane Branlant, Guillaume Clerget, Benjamin Rothé, Jonathan Bizarro, Marc Quinternet,
Christophe Charron, Valérie Bourguignon-lgel, Régis Back, Decebal Tiotiu, Jean-Michel
Saliou, Nicolas Rolland, Frédeéric Allain, Céline Dominguez, Véronique Senty Ségault, Sarah
Sanglier-Cianférani, Denis Lafontaine, Céline Verheggen, Edouard Bertrand, Xavier Manival,
Mathieu Rederstorff, Bruno Charpentier. U3 snoRNP assembly and function. Ribosome
biogenesis, Bruxelles, Belgique, 17-22 Aodt 2015.

Guillaume Clerget, Valérie Bourguignon-lgel, Véronique Senty Ségault, Christophe Charron,
Mathieu Rederstorff, Christiane Branlant. Etude des résidus de surface R289 et K290 de la
protéine Rrp9p, composant de la snoRNP U3, impliqués dans la perturbation des clivages
précoces Al et A2 lors de la maturation du pré-ARNr 35S chez S. cerevisiae. Colloque «
Levure, Modéles-Outils », Apr 2014, Bordeaux, France. (hal-03534511)
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Mathieu Rederstorff, Stefan Bernhart, Andrea Tanzer, Marek Zywicki, Ivo Hofacker and
Alexander Huttenhofer. Identification of novel, protein-associated, ncRNAs by generation of
selective RNP libraries. Rencontres SifARN 2010, 22 Novembre 2010, Dourdan, France.

Mathieu Rederstorff (Séminaire sur invitation). Identification of novel, protein-associated,
ncRNAs by generation of selective RNP libraries. UMR CNRS 7214, UHP, Nancy, 2010.
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Rederstorff, Patrick Forterre, Christiane Branlant, Yuri Motorin, Bruno Charpentier.
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Konstantinia Skreka, Mathieu Rederstorff, Irina-Roxanna Nat, Ahmad Salti, Galina, Georg
Dechant and Alexander Huttenhofer. Identification of ncRNAs involved in neuronal
differentiation of mouse embryonic stem cells. RNA meeting 2009, Madison, USA, 26-31 Mai
2009.
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B. Liste des financements obtenus
En tant que porteur :

2022-2025 (+1) : Projet de recherche ANRS, 106 k€ sur 3 ans. Régulation des Activités de
la Protéine TRBP par la protéine RPAP3.

2020-2021 : Contrat d’Initiation ANRS, 20 k€ pour un an. Etude du réle de la protéine
RPAP3 et du complexe R2TP dans la fonction de la protéine TRBP et la réplication du virus
HIV.

2018 : Projet incitatif Pole BMS, 14 k€. Régulation de la maturation d’ARN non-codants par
le Complexe TRBP/RPAP3.

2017 : Projet Structurant Péle BMS, 19 k€. Jouvence du parc de centrifugeuses gros et
moyens volumes (achat d’une centrifugeuse au sol).

2013-2014 : Ligue contre le cancer, 60k€ pour 2 ans. Etude des synergies et/ou compétitions
possibles entre machineries de biogénése des snoRNP et des miRNP dans la production des
deux microARN 27b et 140 ayant une implication dans le développement de tumeurs.

2012 : BQR Post-doc (Candidate retenue Véronique Salone pour 1 an). Etude des
mécanismes de biogénése de microARN dérives de snoARN précurseurs et leur implication
dans la dédifférenciation chondrocytaire et les pathologies arthrosiques.

2011 : BQR, 20 k€. Etude des mécanismes de biogénéese de microARN dérivés de snoARN
précurseurs.

En tant que partenaire :

2015 : AAP Région PEPS (porteur : Prof. Jean-Louis Merlin), 20 k€. Intérét et perspectives
diagnostiques des microARN dans les cancers du sein triple négatifs (BreCaMiR).

C. Expertise/Rayonnement
Mon expertise dans le domaine des ARN non-codants, et leur étude par des approches
expérimentales, m’avait conduit en 2015 a éditer un volume complet dans la série
prestigieuse d’ouvrages « Methods in Molecular Biology », consacré a la description de
méthodes et de protocoles dédiés a 1’étude des ARN non-codants. En effet, I’étude des ARN
non-codants requiert des approches trés specifiques et souvent délicates a mettre en ceuvre,
avec des adaptations inhérentes aux propriétés des ARN non-codants en comparaison de
certains protocoles classiques, notamment leur taille ou encore leur caractére tres structuré.
En 2021, j’ai ainsi assuré la réédition de cet ouvrage complet, qui constitue un second volume
a part entiére, avec la réactualisation de quelques chapitres existant dans le volume initial,

mais également de trés nombreux chapitres inédits. Par ailleurs, pour ce second ouvrage, j’ai
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assuré la rédaction de 4 chapitres de revue ou de méthodologie avec des etudiants que
j’encadrais. Ces ouvrages permettent €galement d’assurer le rayonnement de notre
laboratoire puisque de nombreux chapitres sont réalisés par des membres de 1’équipe (8 en

2015, et 13 en 2021), ainsi que par des collaborateurs, nationaux ou internationaux.

Mon expertise dans le domaine des ARN non-codants m’ont permis d’étre sollicité
ponctuellement pour 1’évaluation d’articles de recherche dans des journaux a comité de
lecture (2-3 articles par an : Nucleic Acids Research, RNA journal, RNA Biology, Scientific
Reports, Cell Biology and Toxicology, Frontiers in Cell and Developmental Biology,

Biomedical Research, ...).

Cette reconnaissance se traduit également par ma participation a des comités scientifiques
ou des comités d’organisation de congres. Ainsi, en 2018, j’ai été coorganisateur du Congres
SifrARN de la Société Francaise de Biochimie et de Biologie Moléculaire (SFBBM) avec
une grande partie des membres de 1’équipe 1 de I"unité IMoPA. En outre, j’avais assuré la

mise en place du site internet du congres, ainsi que réalisé 1’affiche du congres.

Depuis plus de 7 ans maintenant, je suis également membre du comité scientifique du
congres Levures-Modeéles-Outils (LMO), organisé tous les deux ans, au cours duquel j’anime
une session scientifique dont j’assure la sélection des présentations orales, ou encore

participe a la sélection des récompenses distribuées a 1’issue du congres.

Enfin, dans un souci de diffusion du savoir, et en particulier de nos résultats les plus
récemment publiés, a destination d’un public plus large, j’ai rédigé des nouvelles pour la

revue en francais Médecine/Sciences, notamment destinée aux médecins.

Dans la méme démarche, pour un public encore plus large, j’ai participé a de nombreuses
reprises aux cordées de la réussite, ou encore a la visite de notre laboratoire lors de la semaine
de la science. J’ai obtenu également en 2023, dans le cadre d’un appel d’offre Lorraine
Université d’Excellence (LUE) et du programme ORION (Osez la Recherche) un
financement pour 1’organisation d’un événement scientifique et ludique, autour des jeux de
société en Biologie Moléculaire et Cellulaire. Cet événement aura lieu de maniére pérenne

j’espere, maintenant que le matériel pédagogique a été acquis.
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2021 et 2022 : Rapporteur externe dans deux comités de sélection pour des postes de Maitre
de Conférences et de Formation en section 64 a I’Université de Strasbourg.

2018 : Membre du comité d’organisation du congres SifrARN de la SFBBM a Nancy.
Depuis 2016 : Membre du comité scientifique du congrés Levures, Modeles et Outils.
2015 : Rapporteur externe pour la thése de Birgit Nachbauer, sous la direction du Prof.
Norbert Polacek, Université de Berne.

Depuis 2006 : Referee pour 1’évaluation d’articles soumis a la publication (NAR, RNA,
Scientific Reports, COSB, JoVE, CMLS, WIREs, Wellcome Trust Research, ...).

D. Collaborations
-Stefan Stamm, Université du Kentucky, Lexington, USA: Séquencage et clonage de petits
ARN double-brin.
-Denis Lafontaine, Université libre de Bruxelles, Belgique : Etude du processome, de la
snoRNP U3 et de I’assemblage du ribosome.
-David Tollervey, Université d’Edinburgh, Ecosse: Etude du processome, de la sSnoRNP U3 et
de I’assemblage du ribosome.
-Edouard Bertrand et Céline Verheggen, Institut de Génétique Humain, Montpellier,
France : Interaction RPAP3/TRBP.
-Lionel Imbert, Institut de Biologie Structurale, Grenoble, France : Production de la protéine
FTSJ3
-Yuri Motorin et Virginie Marchand, Unité Mixte de Service IBSLor, Vandceuvre-les-
Nancy, France : Sequencage a haut-débit, méthylation des ARN.

22



Ecole Doctorale BioSE, Université de Lorraine  HDR Mathieu REDERSTORFF, Avril 2024

IV. Présentation des projets de recherche.

Préambule

Apres un Diplome d’Etudes Approfondies en Biologie Moléculaire et Cellulaire, option
Biologie Structurale (Université Louis Pasteur de Strasbourg), obtenu en 2002, j’ai réalisé un
Doctorat en Aspects Moléculaires et Cellulaires de la Biologie, dans la méme université, que
j’ai soutenu en 2006, et que j’ai poursuivi par un premier court s¢jour postdoctoral a 1’Institut
de Myologie de la Pitié-Salpétriére a Paris.

J’ai réalisé¢ mes stages de DEA et de Doctorat a 1'Institut de Biologie Moléculaire et
Cellulaire de Strasbourg, dans 1’unité « Architecture et Réactivité de I’ARN » (UPR 9002 du
CNRS, « ARN »), dirigée par les Pr. B. Erhesmann puis E. Westhof, dans 1’équipe des Dr. Alain
Krol et Alain Lescure. Mon travail a porté sur 1’étude et la caractérisation fonctionnelle de la
sélénoprotéine N selon des approches biochimiques, cellulaires et physiologiques.

Au cours de ces expériences, j’ai acquis de nombreuses connaissances en Biologie
Moléculaire et Cellulaire, et mon sujet de thése m“a permis de me familiariser a un large éventail
de techniques, allant de I"étude des protéines ou la culture cellulaire, a la génération de modeles
animaux de pathologies humaines et a leur étude.

J’ai ainsi réalisé ma thése dans un environnement focalisé sur I’étude des ARN au sein
de ’unité, ce qui m’a notamment permis de suivre un grand nombre de séminaires de haut
niveau et de participer a de nombreuses discussions scientifiques concernant les ARN, ce qui a
contribué a accroitre mon intérét et mes connaissances scientifiques sur ces molécules
biologiques.

N"ayant pas eu toutefois I"occasion au cours de ma these de travailler directement sur
les ARN, jai souhaité aborder de fagon plus concréte ce domaine en rejoignant pour un
postdoctorat le groupe Genomics and RNomics du Pr. Hittenhofer au Biozentrum de
I’Université de Médecine d’Innsbruck en Autriche, pendant prés de 4 années. J ai pu y accroitre
I"intérét que je portais a I'identification et I"étude de nouveaux petits ARN non-codants et
acquérir de nombreuses techniques d”étude de I’ARN, que j ai réalisées dans différent modéles
d"études, humains, murins ou fongiques. J'y ai développé une nouvelle approche permettant
I"identification de nouveaux ARN non-codants régulateurs dans ces difféerents modeles d"étude.
Ceci nous a permis d’identifier de nombreux nouveaux petits ARN non-codants candidats, et
également d’observer, entre autres, des petits ARN régulateurs maturés a partir d’autres ARN

non-codants, tels que les ARN de transfert ou les SnoARN.
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Aussi bien au cours de ma thése, dont la 4e année a consisté en un demi-poste d’Attaché
Temporaire d’Enseignement et de Recherche, qu’au cours de mon postdoctorat a Innsbruck ou
j’avais le statut de professeur assistant, j’ai par ailleurs été impliqué dans 1’enseignement de la
Biologie Moléculaire et Cellulaire, notamment a 1’occasion de nombreux travaux pratiques.

J'ai eu également I"opportunité de rédiger des publications scientifiques et j"ai contribué
a la rédaction de plusieurs demandes de financement. J'ai aussi évalué des manuscrits et
demandes de financement dautres groupes, et ce pour divers journaux ou organismes de
financements internationaux, dans le domaine de I"’ARN. Enfin, j"ai co-encadré plusieurs
étudiants en master ou en thése au cours de mon stage postdoctoral.

L’ensemble de ces compétences, tant sur le plan de la recherche, de mon expertise en
Biologie Moléculaire et Cellulaire, en particulier dans le domaine des ARN, et ma capacité a
mener a bien divers projets, que sur le plan de 1’enseignement de la Biologie Moléculaire, a

permis ma qualification dans les sections 64 et 65 du CNU.

Pour tenter de mieux comprendre les mécanismes de maturation permettant, a partir
d’un snoARN précurseur, de générer de nouveaux petits ARN fonctionnels, j’ai ainsi proposé
un projet de recherche qui a permis mon recrutement en 2010 a I’Université de Lorraine en tant
que Maitre de Conférences (section 64) sur une Chaire d’Excellence du CNRS, dans le
laboratoire « ARN, RNP, structure-fonction-maturation, Enzymologie Moléculaire et
Structurale », dirigé par le Dr. Christiane Branlant (UMR 7214 CNRS, « AREMS »), devenu
IMoPA (UMR 7365, directeur JY. Jouzeau), au sein de I’équipe 1 dirigée par Bruno Charpentier
et Yuri Motorin.

J’y ai également poursuivi une thématique historique du laboratoire, portant sur 1’étude de la

snoRNP U3 de levure et son implication dans la maturation de I’ARN ribosomique 18S.
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A. Travail de thése: Etude du role du sélénium et de la sélénoprotéine N dans les

pathologies musculaires

1) Introduction

Le sélénium a longtemps été considéré comme un composé extrémement toxique. Ce n’est
qu’au milieu des années 1950 que son rdle physiologique a été mis en évidence. De multiples
pathologies liées & des carences en sélénium ont permis de démontrer son role essentiel chez
les animaux d’élevage puis chez ’homme. Depuis, des indices ont été apportés concernant
I’importance de cet oligo-élément dans la prévention de certains types de cancers, maladies
cardio-vasculaires, infections virales, ainsi que dans le bon fonctionnement des systémes
thyroidiens ou immunitaires, la fertilité et le vieillissement (Flohé et al. 2000). Initialement, des
études biochimiques avaient identifié la selénocystéine comme la forme biologique principale
du sélénium chez les animaux et les bactéries. Cet acide aminé particulier est spécifiquement
incorporé dans les sélénoprotéines grace a une machinerie traductionnelle dédiée en réponse a
un codon UGA, traditionnellement reconnu comme codon stop (C. Allmang and Krol 2006;
Christine Allmang, Wurth, and Krol 2009; Alain Lescure et al. 2002).

Par des approches génomiques et bioinformatiques, le répertoire exhaustif de toutes les
sélénoprotéines a éte établi chez les animaux et les bactéries. Vingt-cing sélénoprotéines
différentes ont été identifiées chez I’homme (Kryukov et al. 2003; Lobanov, Hatfield, and
Gladyshev 2009; M. Rederstorff, Krol, and Lescure 2006). Les sélénoprotéines sont
majoritairement des enzymes impliquées dans des réactions d’oxydoréduction intervenant dans
des voies métaboliques diverses, comme le maintien du statut redox de la cellule, I’élimination
des radicaux libres oxygénés ou la réparation des dommages causés par Ceux-Ci aux
macromolécules biologiques, par exemple la réduction des lipides ou des méthionines oxydés.
D’autres sélénoprotéines sont impliquées dans le métabolisme de 1’hormone thyroidienne, la
synthese de sélénocystéine ou differentes étapes de la spermatogenése (M. Rederstorff, Krol,
and Lescure 2006). Dans tous les cas étudiés, il a été démontré que la sélénocystéine participait
directement a ’activité catalytique de I’enzyme. La sélénocystéine est un analogue de la
cystéine, mais de réactivité bien supérieure. Ce gain fonctionnel est considéré comme la raison
d’étre des sélénoprotéines, justifiant la faible efficacité et le colt énergétique élevé de leur
synthese. Au début de ma thése, la fonction moléculaire de plusieurs sélenoprotéines demeurait
inconnue. Parmi celles-ci figurait la sélénoprotéine N (SELENON), une protéine qui avait été
identifiée en 1999 dans 1’équipe d’Alain Krol par une approche bioinformatique (A. Lescure et
al. 1999).
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D’anciennes observations suggéraient un lien possible entre des pathologies musculaires et
des déficiences en sélénium. Toutefois, ce n’est que bien plus tard qu’il avait pu étre démontré
par cartographie récurrente que le locus de la dystrophie musculaire congénitale, dite a rigidité
spinale, colocalisait avec un locus incluant SELENON, le géne codant pour la sélénoprotéine N
(Moghadaszadeh et al. 1998). Le séquencage de ce géne chez des patients atteints de cette
maladie musculaire avait permis d’identifier plusieurs mutations dans différentes familles,
démontrant pour la premiére fois 1’implication d’une sélénoprotéine dans une maladie
génétique humaine (Moghadaszadeh et al. 2001). De plus, sur la base d’informations
morphologiques et cliniques convergentes, un lien entre la sélénoprotéine N et trois autres
formes de dystrophies musculaires congénitales, la myopathie a multiminicores (Ferreiro et al.
2002), la desminopathie a corps d’inclusions de type Mallory-Body (Ferreiro et al. 2004) et la
myopathie a disproportion de type de fibre (Clarke et al. 2006), avait été suspecté puis confirmé
par séquencage du geéne chez plusieurs malades. L’identification de mutations similaires dans
les 3 types de maladies avait révélé qu’elles ne constituaient en fait qu'une seule entité, avec
toutefois des expressions morphologiques hétérogénes. Le dysfonctionnement de la
sélénoprotéine N entraine ainsi un large spectre myopathologique, certainement lié¢ a d’autres
facteurs environnementaux ou génétiques. Le point commun de ces pathologies consiste en une
atteinte précoce plus marquée des muscles axiaux conduisant a une forte scoliose et un déficit
respiratoire important (Alain Lescure et al. 2009; M. Rederstorff, Krol, and Lescure 2006).

Au début de ma thése, peu de choses étaient connues sur la sélénoprotéine N. L’étude de

son profil d’expression avait montré qu’elle était exprimée de fagon ubiquitaire dans tous les
tissus examinés (A. Lescure et al. 1999), un résultat surprenant au regard de la spécificité de la
pathologie musculaire associée aux mutations du géne. En outre, le niveau d’expression de la
sélénoprotéine N apparaissait bien plus important dans les tissus foetaux en comparaison des
tissus adultes, ce qui suggérait un rdle au cours du développement embryonnaire (Petit et al.
2003).
Ce résultat était en accord avec 1I’émergence particulicrement précoce de cette forme de
myopathie chez les patients atteints. De plus, I’étude du patron d’expression du géene SELENON
au cours de I’embryogeneése chez le poisson zebre avait montré que le géne s’exprimait de fagon
prépondérante dans la notocorde, un tissu précurseur de la colonne vertébrale, et les somites,
tissus a partir desquels les muscles se différencient. L’expression la plus forte est trouvée dans
les tissus en cours de différenciation, puis diminue au cours de la morphogenése (Thisse et al.
2003).
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Des études réalisées sur des cellules en culture ont montré par ailleurs que le géene SELENON
s’exprimait abondamment dans des fibroblastes en prolifération, puis qu’il s’éteignait
progressivement au cours de la différenciation en myoblastes et myotubes (Petit et al. 2003).
Pour comprendre le role de la sélénoprotéine N, nous avions souhaité avant tout identifier
sa fonction catalytique. Deux approches différentes avaient été développées. Des expériences
utilisant différentes formes recombinantes de la selénoprotéine N, associées a des expériences
de purification de haute affinité, ont été réalisées et ont permis de mettre en évidence
I’association de la sélénoprotéine N a de nombreuses protéines. En paralléle, nous avons
entrepris ’¢laboration d’une souris transgénique conditionnellement invalidée pour le gene
SELENON (M.Rederstorff et al. 2011). Ce modéle animal de la pathologie, ainsi que celui
réalisé chez le poisson zébre au laboratoire (Deniziak et al. 2007), nous ont permis d’étudier la
protéine et ses dysfonctionnements dans un contexte physiologique. Enfin, en collaboration
avec une équipe parisienne, nous avons réalisé des expériences de correction génique par

compensation d’une mutation particuliére du géne SELENON (M. Rederstorff et al. 2008).

Revues publiées sur le sujet :

Mathieu Rederstorff, Alain Krol, Alain Lescure. Understanding the importance of selenium
and selenoproteins in muscle function. Cellular and Molecular Life Sciences, Springer
Verlag, 2006, 63 (1), pp.52-59. (10.1007/s00018-005-5313-y). (hal-02271719). IF 9.26 (Q1)

Alain Lescure, Marzanna Deniziak, Mathieu Rederstorff, Alain Krol. Molecular basis for
the role of selenium in muscle development and function. Chemistry and Biodiversity, Wiley,
2008, 5 (3), pp.408-13. (10.1002/chdv.200890041). (hal-00288375). IF 2.74 (Q3)

Alain Lescure, Mathieu Rederstorff, Alain Krol, Pascale Guicheney, Valérie Allamand.
Selenoprotein function and muscle disease. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General
Subjects, Elsevier, 2009, 1790 (11), pp.1569 - 1574. (10.1016/j.bbagen.2009.03.002). (hal-

01716049). IF 4.117 (Q1)

2) Etudes cellulaires et biochimiques
Dans un premier temps, j’ai contribu¢ aux travaux qui ont permis de montrer que la
sélénoprotéine N était une glycoprotéine de 65 kDa, associee aux membranes du réticulum
endoplasmique, et que I’exon 1 était suffisant pour permettre 1’adressage de la protéine a ce
compartiment (Petit et al. 2003) (Figure 2). Je me suis par la suite plutot consacré a d’autres
aspects de 1’étude (voir ci-dessous), neanmoins 1’¢tude des fonctions moléculaires de la

sélénoprotéine N s’est poursuivie au laboratoire, en collaboration avec différente équipes.
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amm
GFP

Figure 2: Localisation subcellulaire de la sélénoprotéine N dans les cellules HelLa. Des expeériences
d’immunolocalisation ont montré que la sélénoprotéine N (a) et la protéine du réticulum endoplasmque BiP
(Binding immunoglobulin Protein) (b) colocalisaient dans le réticulum endoplasmique (c). Des expériences de
fusion du domaine N-terminal de la sélénoprotéine N (exon 1) a la GFP ont confirmé ces résultats. La protéine de
fusion (d) et la protéine BiP (e, h) colocalisent dans le réticulum endoplasmique (f), ce qui n’est pas le cas de la

GFP seule (g, i).

Article relatif :

Nathalie Petit, Alain Lescure, Mathieu Rederstorff, Alain Krol, Bezhad Mogadaszadeh, Ulla
Wewer, Pascale Guicheney. Selenoprotein N: an endoplasmic reticulum glycoprotein with an
early developmental expression pattern. Human Molecular Genetics, Oxford University Press,
2003, 12 (9), pp.1045-1053. (10.1093/hmg/ddg115). (hal-02271717). IF 6.15 (Q1)

3) Modéles animaux des pathologies musculaires associées a la selénoprotéine N

a) Modeéle murin
Concernant la mise au point de modeles animaux des pathologies musculaires, nous avons dans
un premier temps choisi d’utiliser le systéme Cre-Lox pour obtenir une souris invalidée pour le
géne SELENON, en collaboration avec Daniel Metzger a la clinique de la souris (Mathieu
Rederstorff et al. 2011). Le principal avantage de cette technique consistait en la possibilité
d’obtenir la délétion conditionnelle du geéne, en parall¢le de I’obtention d’animaux invalidés de

maniere constitutive pour le gene.
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De facon surprenante, les animaux ainsi obtenus ne présentaient pas d emblée de phénotype
apparent, mise a part une hyperlaxité cutanée, suggérant un éventuel probléme au niveau du
tissu conjonctif. Il est a noter que I’absence de phénotype apparent avait été observée également
pour d’autres modeéles murins de pathologies musculaires humaines, par exemple la souris mdx,
invalidée pour le géne de la dystrophine.

Toutefois, les premieres études histologiques, que j ai réalisées au cours d’un séjour post-
doctoral dans I"équipe d”Ana Ferreiro a I"Institut de Myologie de la Pitié Salpétriére a Paris
(unité INSERM de P. Guicheney), sur les animaux totalement invalidés, indiquaient que les
tissus musculaires analysés présentaient plusieurs anomalies, bien que rares, caractéristiques de
pathologies musculaires, telles que la présence de noyaux centraux ou de minicores, ces
derniers correspondant a des zones de désorganisation cytoplasmique.

Afin de tenter de provoquer I’apparition d’un phénotype pathologique, les animaux invalidés
de maniére constitutive ont ainsi été soumis a un stress physiologique, lors d’exercices de nage
forcée. En effet, ce type d’exercice, en plus de I’effort musculaire qu’il requiére de la part des
souris, provoque un stress important, li¢ a I’environnement, notamment la température, mais
¢galement respiratoire. Aprés 6 semaines d’entrainement, les souris invalidées développaient,
en cours de test, un phénotype se traduisant par la rigidification progressive des membres et du
tronc, associéee a une perte de mobilité importante (Mathieu Rederstorff et al. 2011) (Figure 3).
Cette rigidité persistait ensuite plusieurs minutes apres ’arrét du test. En outre, les souris
invalidées ont développé, au fil des semaines, des scolioses importantes, confirmant leur
sensibilité accrue a I’exercice physique, en particulier en conditions de stress. Les analyses
histologiques réalisées sur les animaux a I’issue des tests ont permis de confirmer 1’apparition

de caractéristiques dystrophiques.

29



Ecole Doctorale BioSE, Université de Lorraine  HDR Mathieu REDERSTORFF, Avril 2024

Figure 3: Phénotype des souris invalidées pour SELENON apres tests de nage forcée. Panneau du haut :
aspects des souris invalidées et témoins agées de 8 mois, aprés 3 mois de tests de nage. Une cyphose importante
est observée chez les animaux invalidées (KO), absente chez les animaux sauvages (WT), confirmée par
I’observation d’une torsion de la colonne vertébrale par tomographie (panneau du milieu). Des colorations de
sections de quadriceps au trichrome de Goméri révélent la recrudescence de corps d’inclusion cytoplasmiques

correspondant a des agrégats tubulaires chez les animaux invalidés, qui sont observés aussi chez les patients.

Ces résultats, notamment I"influence du stress oxydatif, sont en accord avec les résultats publiés
par nos collaborateurs a Paris, obtenus sur des cellules humaines en culture, dépourvues de
sélénoprotéine N (Arbogast et al. 2009).

L’étude du modéle murin a en outre permis de mettre en évidence le réle de la sélénoprotéine
N dans la régénération musculaire, puisqu’en son absence, les quantités de cellules satellites,
impliquées dans la réparation des fibres musculaires sont fortement altérées (Castets et al.
2011). De facon similaire, il a également été observé que 1’absence de sélénoprotéine N chez
les souris invalidées était associée a un défaut de reconstitution des populations de cellules

érythroides apres un choc anémique (Paulson et al. 2018).

Articles relatifs :

Perrine Castets, Svetlana Maugenre, Corine Gartioux, Mathieu Rederstorff, Alain Krol, Alain
Lescure, Shahragim Tajbakhsh, Valérie Allamand, Pascale Guicheney. Selenoprotein N is
dynamically expressed during mouse development and detected early in muscle precursors.
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BMC Developmental Biology, BioMed Central, 2009, 9 (1), pp.46. (10.1186/1471-213X-9-46).
(inserm-00610658). IF 1.98 (Q2)

Perrine Castets, Anne T. Bertrand, Maud Beuvin, Arnaud Ferry, Fabien Le Grand, Marie
Castets, Guillaume Chazot, Mathieu Rederstorff, Alain Krol, Alain Lescure, Norma Romero,
Pascale Guicheney, Valérie Allamand. Satellite cell loss and impaired muscle regeneration in
selenoprotein N deficiency. Human Molecular Genetics, Oxford University Press, 2011, 20 (4),
pp.694-704. (10.1093/hmg/ddg515). (hal-00561402). IF 6.15 (Q1)

Mathieu Rederstorff, Perrine Castets, Sandrine Arbogast, Jeanne Lainé, Stéphane
Vassilopoulos, Maud Beuvin, Olivier Dubourg, Alain Vignaud, Arnaud Ferry, A lan Krol,
Valérie Allamand, Pascale Guicheney, Anan Ferreiro, Alain Lescure. Increased Muscle Stress-
Sensitivity Induced by Selenoprotein N Inactivation in Mouse: A Mammalian Model for
SEPN1-Related Myopathy. PLoS ONE, Public Library of Science, 2011, 6 (8),
(10.1371/journal.pone.0023094). (hal-01716017). IF 3.24 (Q1)

b) Le poisson-zebre (danio rerio)

Le second modele des pathologies musculaires associees a la sélénoprotéine N auquel j ai
contribué a été réalise chez le poisson-zebre (Deniziak et al. 2007). Le poisson zébre posséde
de nombreuses caractéristiqgues dont on peut facilement tirer avantage pour étudier le
développement des muscles squelettiques. Les embryons de poisson zebre sont transparents et
leur développement est externe, les rendant accessibles a diverses manipulations. De ce fait, ils
peuvent constituer un modéle pour différentes maladies musculaires humaines. Dans notre cas,
le poisson zebre a été utilisé pour étudier le role de la sélénoprotéine N au cours du
développement embryonnaire précoce, notamment a des stades qui ne peuvent étre étudiés ni
chez I’homme, ni chez la souris. L’expression de la sélénoprotéine N a ainsi été inhibée par
I’injection d’oligonucléotides antisens modifiés (morpholinos), et le phénotype des poissons a
été étudié (Figure 4).

Le phénotype des embryons auxquels le morpholino spécifique a été injecté présente de
nombreuses similitudes avec les patients atteints de maladies musculaires liees a la
sélénoprotéine N. L’architecture musculaire est trés désorganisée et la mobilité des poissons
fortement réduite. L’analyse ultrastructurale des myotomes en microscopie optique et
¢lectronique a également révélé des défauts dans I’organisation sarcomérique du muscle, ainsi

que dans I’ancrage des fibres musculaires.
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Figure 4: Invalidation de SELENON chez le poisson-zébre. Panneau du haut : Vue latérale des embryons

injectés avec un morpholino contrdle (WT, a gauche) ou 250 um du morpholino dirigé contre SELENON
(MOsepnl), qui présentent une malformation de la queue et de ’extension de la notochorde. Une coloration
spéecifique du myoseptum permet de voir en outre que les embryons injectés avec MOsepnl présentent une nette
désorganisation des somites, ave des déformations et des discontinuités entre les somites (B) contrairement au
témoin (A, C). Un plus fort grossissement (D) permet méme d’observer des myofibrilles traversant les jonctions

des somites, ce qui traduit un phénotype extrémement sévere.

Ces études ont permis une nouvelle fois de démontrer I’importance du role de la sélénoprotéine
N pour I’organisation des muscles au cours du développement embryonnaire précoce. En outre,
les altérations observées au niveau de 1’architecture des myofibrilles dans les embryons
dépourvus de la sélénoprotéine N ont permis de fournir de nouveaux indices quant aux
mécanismes pathologiques mis en jeu lors de maladies musculaires liées a la protéine. En effet,
chez le poisson, les principaux défauts sont observes au niveau des myosepta qui correspondent
a la bordure des somites. Chez I'homme, ces structures correspondent aux jonctions
myotendineuses, qui jouent un rdle fondamental aux niveaux des muscles centraux, alors que

I"on retrouve des tendons au niveau des muscles distaux.

Article relatif :

Marzanna Deniziak, Christine Thisse, Mathieu Rederstorff, Colette Hindelang, Bernard
Thisse, Alain Lescure. Loss of selenoprotein N function causes disruption of muscle
architecture in the zebrafish embryo. Experimental Cell Research, Elsevier, 2007, 313 (1),
pp.156-67. (10.1016/j.yexcr.2006.10.005). (hal-00167521). IF 3.905 (Q2)
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4) Stratégie de thérapie genique

L’une des mutations pathologiques affectant le géne SELENON correspond a une mutation
ponctuelle convertissant le codon UGA Sélénocystéine en un codon UAA Stop, conduisant a
la perte de fonction de la sélénoprotéine N (Figure 5). Plutdot que de corriger la mutation
ponctuelle dans SELENON, nous avons proposé une stratégie de correction génique utilisant
’apport en trans d’un ARNt>*® modifié capable de reconnaitre le codon muté UAA (M.
Rederstorff et al. 2008).

Cet ARNt>® modifié présente une mutation dans la séquence de I’anticodon qui permet de
restaurer la complémentarité de bases avec le codon UAA. Ainsi, la translecture du codon UAA
et I’insertion concomitante de sélénocystéine permet la synthése d’une protéine compléte et
fonctionnelle. L’intérét de cette stratégie, par rapport a la correction génique directe, était
d’utiliser les particularités de la machinerie de synthése des sélénoprotéines. En effet,
I’introduction et 1’expression du géne de I’ARNt>* dans des cellules de mammiféres est plus
facile que celle d’un gene SELENON corrigé, car les mécanismes de contréle transcriptionnel
et post-transcriptionnel des ARNt sont beaucoup plus simples. En outre, la mutation ponctuelle
introduite dans D’anticodon de I’ARNt>® n’affecte en rien la charge par la sérine et sa
modification ultérieure en sélénocystéine. Enfin, I’expression in vivo de I’ARNt>*¢ modifié
n’interfére pas avec la machinerie générale de traduction parce qu’il n’est pas reconnu par le
facteur général d’élongation, mais par un facteur d’élongation spécialisé. Il n’interfére pas non
plus avec la traduction normale des autres sélénoprotéines car le codon UAA n’est représenté
que sur le messager SELENON muté. Enfin, la machinerie d’incorporation de sélénocystéine
recrutant I’ ARNt> uniquement sur les messagers codant pour les sélénoprotéines, elle
empéche I’ARNt® d’agir comme un suppresseur des codons UAA Stop classiques dans les
autres protéines.

Nos expériences ont permis de vérifier que des cellules HeLa co-transfectées avec le gene
SELENON-UAA et le géne de I’ARNt>* modifié, conduisaient a la synthése d’une
sélénoprotéine N entiére. De plus, la translecture du codon UAA, induite par I’ ARNt modifié,
est bien dépendante de la présence de 1’¢lément SECIS dans la séquence 3’UTR, ce qui

démontre I’implication de la machinerie d’insertion de sélénocystéine.
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Figure 5: Stratégie de correction génique d’une mutation non-sens par un ARNt correcteur. (A) La mutation
du codon sélénocystéine UGA en codon stop UAA conduit a I’apparition d’une protéine tronquée non
fonctionnelle. (B) Analyse par western-blot de I’expression de la sélénoprotéine N aprés transfection. Lignes 1 a
7 : transfection des constructions avec la mutation sélénocystéine (UGA) en glycine (GGA) ou non-sens (UAA),
en présence ou en absence de 1’é1ément SECIS. La bande du haut correspond a la sélénoprotéine N de pleine taille,
tandis que la bande du bas correspond a la forme tronquée, obtenue en présence de la mutation non-sens, ou en
absence d’élément SECIS pour la version sauvage. Lignes 8 a 15 : La co-expression du mutant non-sens (UAA)
avec I’ARNt correcteur (13), mais pas avec I’ARNt sauvage (12), permet de restaurer la produciton de la protéine

de plaine taille. Cette observaiton est strictmeent dépendante de la présence de 1’élément SECIS (15).

Nous avons montré également que la transfection de I’ ARNt>*® modifié, dans des fibroblastes
obtenus a partir de patients porteurs de la mutation UAA, permettait de restaurer la production

de la sélénoprotéine N entiére.

Article relatif :

Mathieu Rederstorff, Valérie Allamand, Pascale Guicheney, Corinne Gartioux, Pascale
Richard, Denys Chaigne, Alain Krol, Alain Lescure. Ex vivo correction of selenoprotein N
deficiency in rigid spine muscular dystrophy caused by a mutation in the selenocysteine codon.
Nucleic Acids Research, Oxford University Press, 2008, 36 (1), pp.237 - 244. (doi:
10.1093/nar/gkm1033). (hal-01716066). IF 19.16 (Q1)
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5) Conclusion

L’ensemble de ces différentes approches a ainsi permis d"augmenter les connaissances sur le
role biologique de 1’oligo-élément sélénium, en particulier son implication dans la physiologie
du muscle. Notamment, I’étude des souris invalidées pour la sélénoprotéine N a contribué, et
contribue encore aujourd’hui, a mieux comprendre les aspects physiologiques de ces
pathologies, y compris aux stades embryonnaires précoces.

On sait dorénavant que la sélénoprotéine N est importante pour la détection du calcium dans le
réticulum endoplasmique, via son motif EF-Hand. En absence de calcium luminal, la
sélénoprotéine N, habituellement oligomérique, se dissocie en monomeres dont les propriétés
réductrices sur I’une de ces cible principales, la pompe a calcium SERCA2, sont augmentées
(Chernorudskiy et al. 2020). Au cours de ma thése, j’avais identifi¢ SERCA2 comme partenaire
possible de la sélénoprotéine N, néanmoins ces résultats préliminaires n’avaient pas pu étre
confirmés dans un premier temps. Cette fonction de « calcium sensing » de la sélénoprotéine a
également été montrée comme cruciale pour les échanges de calcium entre le réticulum
endoplasmique et les mitochondries, et son dysfonctionnement chez les patients permet

d’expliquer les défauts dans le métabolisme mitochondrial qui les touche (Filipe et al. 2021).
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B. Post-doctorat : Identification et caractérisation fonctionnelle de nouveaux petits

ARN non codants

1) Introduction

Les cellules de tous les organismes vivants contiennent deux catégories distinctes d”Acides
RiboNucléiques (RNA) : les ARN messagers (ARNm), qui sont traduits en protéines, et les
ARN non-codants (ARNNC). Ces derniers sont actifs sous leur forme d”ARN, et ils ne sont pas
traduits en protéines, a de rares exceptions pres (Alexander Hittenhofer, Schattner, and Polacek
2005; Virciglio, Abel, and Rederstorff 2021). La taille des ARNNc est tres variable : certains
peuvent étre trés grands, comme c’est le cas de I"’ARN Xist chez I'hnomme (17 kb) (Chow et al.
2005) ou de tres nombreux longs ARN non-codants (INcRNA), ou extrémement petits, comme
les mMIARN (21-23 nt) (Bartel 2004) ou les tiARN (Taft et al. 2009). Les ARNnc remplissent
des fonctions fondamentales dans différents processus cellulaires, tels la transcription, la
traduction, 1"épissage ou encore la réplication de I"’ADN (Alexander Huttenhofer, Schattner,
and Polacek 2005; Virciglio, Abel, and Rederstorff 2021) (Figure 6). Dans les années 1990, de
nombreuses équipes de recherche se consacraient a |"identification de nouveaux ARNNC
régulateurs, notamment a |"aide d"approches bioinformatiques. L identification de nouveaux
ARNnNc constituait également 1'intérét majeur de 1'équipe du Pr. Hiittenhofer, que j’ai rejoint
en 2006 pour mon post-doctorat, mais dans ce cas selon des approches expérimentales qu’il a
développées sous le terme de RNomique expérimentale (Alexander Huttenhofer and Vogel
2006; A. Hittenhofer et al. 2001). Ces approches recourent a la génération de banques
spécialisées d"”ADN complémentaire (ADNCc) pour I"analyse du transcriptome des ARNnc dans
differents modeles d"étude, comme L. tarentolae (Madej, Alfonzo, and Huttenhofer 2007;
Madej et al. 2008), A. fumigatus (JOochl et al. 2008), les mitochondries ou encore les
chloroplastes de plantes (Lung et al. 2006). Ces banques spécialisées d"”ADNc étaient
initialement obtenues a partir d"”ARN totaux de cellules, de tissus ou d"organismes entiers,
séparés sur gel de polyacrylamide dénaturant et sélectionnés principalement en fonction de leur
taille. Néanmoins, avec ces approches de génération de banques d”ADNc globales, la
proportion de nouveaux ARNNc candidats intéressants demeurait relativement faible par
rapport a certaines especes retrouvées en grandes quantités dans ces banques, telles les ARN
ribosomiques (ARNr), de transfert (ARNt) ou des petits ARN nucléaires impliques dans
I"épissage (SNARN) (Jochl et al. 2008) (Figure 7).
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Overview. Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs: Methods and Protocols,
pp.3-9, 2021, (10.1007/978-1-0716-1386-3_1). (hal-03190747). IF 1.37 (Q4)

Guillaume Clerget, Yoann Abel, Mathieu Rederstorff*. Small Non-Coding RNAs: A Quick
Look in the Rearview Mirror. Methods in Molecular Biology; Small non-coding RNAs:
Methods and Protocols, pp.3-9, 2015, (10.1007/978-1-4939-2547-6_1). (hal-02124728). IF
1.37 (Q4)

Mathieu Rederstorff*, Alexander Hittenhofer. Small non-coding RNAs in disease
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Figure 7 : Analyse transcriptomique des ARN non-codants chez le micro-organisme pathogéne A. fumigatus. Dans
cet exemple, 97% des séquences correspondent a des ARN constitutifs (house-keeping), et notamment pres de
60% d"ARN ribosomiques. Ceci a pour conséquence de limiter fortement 1’identification de nouveaux ARN non-

codants putatifs.

2) Développement d’une nouvelle méthode pour I’identification de nouveaux petits
ARN non-codants régulateurs par génération de banques d”ADN complémentaire
sélectives (RNP-omique)

Avant mon arrivée au laboratoire, une premiére technique alternative avait été mise au point,
visant a la constitution de banques encore plus spécialisées. Elle reposait sur I"approche
d"hybridation soustractive, déja utilisee avec succés pour la détection d”ARNmM
différentiellement exprimés, et modifiée ici afin de sélectionner et d"amplifier de nouveaux
petits ARNNc régulateurs, exprimés uniquement a certains stades de développement ou lors de
conditions particuliéres de croissance ou de stress des cellules, par exemple en cas dinfection
virale (Mrézek et al. 2007). Ainsi, la grande majorité des ARNr, ARNt ou SnARN pouvaient
étre éliminée lors de 1'étape d’hybridation soustractive et n’était donc pas clonée dans la
banque.

En 2007, le consortium ENCODE, qui avait analyse, en haute résolution, 1% du genome
humain, avait montré que plus de 90% de celui-ci était transcrit, mais que moins de 2% des
transcrits étaient traduits en protéines (ENCODE Project Consortium et al. 2007), suggérant
gu’une grande partie des transcrits restants constituaient une source extrémement importante
d”ARN non-codants régulateurs chez I'homme et sans doute chez de nombreux autres
eucaryotes supérieurs (Willingham and Gingeras 2006). Pour distinguer, parmi ces transcrits,
les entités fonctionnelles des ARN non-fonctionnels, j"ai mis au point une nouvelle approche
basée sur la géneration de banques d”ARNNc issus de Particules RiboNucléoProtéiques, c’est-

a-dire dont les especes ARN clonees sont sélectionnées sur la base de leur interaction avec des

39



Ecole Doctorale BioSE, Université de Lorraine  HDR Mathieu REDERSTORFF, Avril 2024

protéines guide pour amener les protéines de modification a I"endroit correct sur I"’ARN cible
(Bachellerie, Cavaille, and Hittenhofer 2002). Ce rdle de guide constitue par ailleurs la fonction
de tres nombreux ARNNc (Alexander Hittenhofer and Schattner 2006). Le principal avantage
de cette nouvelle approche consiste ainsi en I"enrichissement de la banque en ARNnc dont la
probabilité d"étre fonctionnels est importante. En effet, leur interaction fortuite avec des
protéines semble peu vraisemblable, révélant I"intérét fonctionnel de leur présence au sein
d’une RNP (Mathieu Rederstorff 2011; Mathieu Rederstorff and Hittenhofer 2011; Mathieu
Rederstorff et al. 2010).

Cette méthode est basée sur la sédimentation par ultracentrifugation sur gradient de glycérol
des RNP présentes dans des extraits totaux, cytoplasmiques ou nucléaires. Cette étape permet
également I"élimination de nombreuses molécules abondantes retrouvées en quantité avec les
approches classiques de génération de banque, notamment les ARNr. Outre la disparition quasi-
compléte des ARN ribosomiques ou des produits de degradation non fonctionnels d”ARN dans
les différentes banques séquencées, un enrichissement de celles-ci en faveur d"’ARN non
codants régulateurs a pu étre observé, comme les micro-ARN ou les petits ARN nucléolaires.
De fagcon intéressante, plusieurs clones séquencés coincidaient aussi avec des régions non
annotées du génome, correspondant ainsi a de nouveaux petits ARN non-codants putatifs
(Figure 8).

B rRNA m tRNA I ncRNA candidates
m snoRNA B Misc. RNA m snRNA = miBRNA

Figure 8: Distribution des séquences dans une banque RNP (a) et dans une banque cDNA classique (b).

En étudiant les séquences obtenues, on peut observer la disparition presque totale de contamination de la banque
RNP par des ARNr, ainsi qu“un bon enrichissement vis-a-vis d"”ARN régulateurs comme les micro-ARN ou des
SnoARN.
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L analyse des séquences dans une banque issue de cellules HelLa, et dans une banque préparée
a partir de cerveaux de souris, a principalement révélé la présence d"’ARN non-codants
appartenant a des familles connues de molécules avec une répartition similaire des especes
séquencées entre les deux banques, a savoir plus de 90% des séquences totales correspondant
aux microARN, ARN de transfert et petits ARN nucléaires ou nucléolaires (Mathieu
Rederstorff et al. 2010) (Figure 8) (voir Section IV. C. 1)). Néanmaoins, dans chacune des deux
banques, des séquences identifiées dans les génomes de référence et correspondant a des régions
non annotées, qui constituaient de possibles nouveaux ARN non-codants régulateurs, ont
également été observées. Ces nouveaux candidats sont majoritairement retrouvés dans des
régions intergéniques ou introniques du génome, ou sont également trouvés de nombreux autres
ARN non-codants bien caractérisés (miARN, snoARN).

L expression de plusieurs candidats a été confirmée par des expériences de northern-blot, et il
a été montré également que les candidats pouvaient adopter des structures secondaires stables
(Mathieu Rederstorff et al. 2010). La validation de leur présence au sein de particules
ribonucléoprotéiques a été vérifiée par des expériences de sedimentation sur gradient de
glycérol, ce qui confirmait la validité de 1’approche dans le but d"identifier de nouveaux ARN

non-codants régulateurs fonctionnels (Figure 9).
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Figure 9: Les ARN non-codants candidats identifiés sont bien présents au sein de particules ribonucléoprotéiques,
comme visualisé par northern-blot aprés sédimentation d’extraits totaux sur gradient de glycérol. Des petits ARN

nucléaire, nucléolaire ou un miARN sont utilisés comme témoins.

Cette approche de RNPomique, publiée initialement dans Nucleic Acids Research (Mathieu
Rederstorff et al. 2010), a ensuite été publiée sous la forme d’un article méthodologique dans
Nature Protocols (Mathieu Rederstorff and Hittenhofer 2011). Elle a aussi été adaptée, comme
par exemple chez les bactéries, par 1’'un de nos collaborateurs en Allemagne (Smirnov et al.

2016).

Articles relatifs :

Mathieu Rederstorff*, Stephan Bernhart, Andrea Tanzer, Marek Zywicki, Katrin Perfler,
Melanie Lukasser, Ivo Hofacker, Alexander Huttenhofer. RNPomics: Defining the ncRNA
transcriptome by cDNA library generation from ribonucleo-protein particles. Nucleic Acids
Research, Oxford University Press, 2010, 38 (10), pp.e113 - €113. (10.1093/nar/gkq057). (hal-

01716044). IF 19.16 (Q1)
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Mathieu Rederstorff*, Alexander Huttenhofer. cDNA library generation from
ribonucleoprotein particles. Nature Protocols, Nature Publishing Group, 2011, 6 (2), pp.166 -
174. (10.1038/nprot.2010.186). (hal-01703092). IF 13.491 (Q1)

Mathieu Rederstorff*. Une approche originale de sélection de nouveaux ARN non codants.
medecine/sciences, EDP Sciences, 2011, 27 (4), pp.343 - 345. (10.1051/medsci/2011274003).
(hal-01716020). IF 0.818 (Q4)

Mathieu Rederstorff*. Generation of cDNA Libraries from RNP-Derived Regulatory
Noncoding RNAs. Methods in Molecular Biology; Genomic Imprinting: Methods and
Protocols, pp.211-218, 2012. (DOI: 10.1007/978-1-62703-011-3_14) (hal-02271757). IF 1.37

(Q4)

Mathieu Rederstorff, Alexander Hiittenhofer. Experimental RNomics, A Global Approach
to Identify Non-coding RNAs in Model Organisms, and RNPomics to Analyze the Non-
coding RNP Transcriptome. Handbook of RNA Biochemistry, 2011.
(10.1002/9783527647064.ch35) (hal-03534663).

3) Identification d’ARN non-codants différentiellement exprimés au cours du
développement neuronal.

Cette méthode a par la suite également été utilisée par une étudiante en thése que j’ai co-
encadrée avec le Pr. Hiittenhofer, afin d’étudier les populations d’ARN non-codants exprimés
au cours de la différenciation neuronale (Skreka et al. 2012), en séquencant a partir de banques
RNP, les ARN présents dans des cellules souches embryonnaires, dans des précurseurs
neuronaux et dans des cellules neuronales différenciées. En plus d’avoir permis d’observer que
plusieurs ARN non-codants, tels que les ARN 7SL ou 7SK, ainsi que de nombreux miARN,
étaient différentiellement exprimés au cours de la différenciation neuronale, cette étude a
permis 1’identification de plusieurs nouveaux ARN non-codants candidats (Skreka et al. 2012)
(Figure 10). Outre le séquencage, I’expression différentielle de certains candidats aux différents
stades de différenciation cellulaire a été confirmée par RT-gPCR (Figure 10). De maniére
intéressante, les candidats les plus abondamment exprimés sont aussi ceux pour lesquels
I’expression différentielle est la plus importante, ce qui constitue un indice important quant a

leur fonctionnalité au cours de la différenciation neuronale (Figure 10).
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Figure 10 : Expression différentielle de nouveaux ARN non-codants candidats au cours de la différentiation
neuronale. Haut : Analyse par gRT-PCR de I’expression de certains ARN non-codants candidats intergéniques

(interRNA) ou introniques (intraRNA) dans des cellules souches embryonnaires (ES), des neurones primaires de

I’hippocampe (HC) et des astrocytes (AS). Bas : Graphique représentant le taux de variation moyen en fonction

du taux d’expression moyen des ARN non-codants dans les banques générées.
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Articles relatifs :

Konstantinia Skreka, Marek Zywicki, Michael Karbiener, Alexander Hittenhofer, Marcel
Scheideler et Mathieu Rederstorff*. Expression Profiling of a Heterogeneous Population of
ncRNAs Employing a Mixed DNA/LNA Microarray. Journal of Nucleic Acids , Hindawi
Publishing Corporation, 2012, 2012, pp.1-10. (10.1155/2012/283560). (hal-02934815). IF 2.5

(Q3)

Konstantinia Skreka, Simon Schafferer, Irina-Roxanna Nat, Marek Zywicki, Ahmad Salti,
Galina Apostolova, Matthias Griehl, Mathieu Rederstorff, Georg Dechant, Alexander
Hittenhofer. Identification of differentially expressed non-coding RNAs in embryonic stem
cell neural differentiation. Nucleic Acids Research, Oxford University Press, 2012, 40 (13),
pp.6001 - 6015. (10.1093/nar/gks311). (hal-01716001). IF 19.16 (Q1)

4) Identification de fragments d’ARN de transfert (tRFs) chez le champignon
pathogéne A. fumigatus.

Les infections causées par des champignons filamenteux constituent un risque majeur,
notamment pour les patients immuno-déprimés. Aspergillus fumigatus est le champignon
pathogeéne responsable de la majorité de ces infections, également appelées aspergilloses, et
correspond au champignon microscopique le plus répandu dans I"air ambiant. En effet, on
estime que chaque individu inhale plusieurs centaines de ses spores quotidiennement.
Néanmoins, chez des personnes saines, ces spores sont rapidement éliminées par le systeme
immunitaire.

Notre analyse des ARN non-codants issus d"une banque d"”ADN complémentaire du fongique
A. fumigatus a été 1’une des premiéres a révéler, outre I"identification de nouveaux ARN non-
codants candidats possibles (Jochl et al. 2008), la présence de fragments d"ARN de transfert
(tRF), correspondant a leurs extrémités 5°- ou 3'-terminales (Figure 11). La majorité des
fragments 5°-terminaux contiennent |"anticodon de la molécule, alors que I"extréemite 5°- des
fragments 3"-terminaux de I"’ARN de transfert débutent avec la séquence directement située en
aval de I"anticodon, indiquant en clivage dans la boucle de I’anticodon, directement en aval de
celui-ci. Nous avons observé que ce clivage des ARN de transferts était régulé au cours du
développement pendant la conidiogenése, et que le phénomene n’était pas observé pour d autres
ARN non-codants, comme les ARNr ou les petits ARN nucléaires impliqués dans I"épissage,
dont les abondances au cours des différents stades de développement du micro-organisme

demeurent inchangées. Ce clivage entraine ainsi une pause dans la synthése protéigque au niveau

45


https://dx.doi.org/10.1155/2012/283560
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-02934815
https://dx.doi.org/10.1093/nar/gks311
https://hal.univ-lorraine.fr/hal-01716001

Ecole Doctorale BioSE, Université de Lorraine  HDR Mathieu REDERSTORFF, Avril 2024

des conidies, qui correspondent a des spores métaboliquement inactives, et pourrait ainsi
constituer un nouveau moyen de régulation de la traduction. Un phénoméne similaire est
observé chez E. coli lors d"une infection phagique, et il a été montré depuis que le phénomeéne
était observé egalement dans d"autres especes, y compris eucaryotes (Houseley and Tollervey
2009; Thompson et al. 2008). On connait dorénavant les nucléases responsables de ce type
d’événements, il s’agit notamment de 1’angiogénine (RNAse 5) et de I’enzyme RNY 1p (RNAse
T2) chez la levure (Thompson and Parker 2009). Bien qu’il ne semble s’agir ici que d’un moyen
de réguler la traduction en conditions de croissance défavorables, on sait dorénavant que les
tRF jouent des rdles également dans la régulation de la traduction, en ciblant, par exemple, des
ARN messagers cibles au niveau de leur extrémité 3’- non-traduite, a ’instar des miARN
(Kuscu et al. 2018).

3’ side
tRNAG"‘cy,: 3’ side; 39nt; 72 clones
ATTCTGGCAATCCTGGTTCGATTCCGGGCACGACCTCCA

A 5" side
tRNAS, : 5 side; 36nt; 42 clones
GGTTGCGTAGTGTAATGGTTATCACTCCAGATTCTG
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Figure 11: Séquences des demis-ARNt Glutamine cytoplasmique observés au cours des expériences de
séquencgage de banques d’ADNc. En northern-blot, la décroissance de signal pour ’ARN de pleine taille est
observable entre 6 et 72h aprées passage en milieu solide, avec une décroissance maximale au stade conidie. Les
demis ARNTt sont observables entre 6 et 24 heures apres passage en milieu solide. Au-dela de 24h, I’activité
exonucléasique importante dans les conidies ne permet plus de les observer. Le marqueur brlA est utilisé comme

témoin de conidiogenése.
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Article relatif :

Christoph Jochl, Mathieu Rederstorff, Jana Hertel, Peter Stadler, Ivo Hofacker, Markus
Schrettl, Hubertus Haas, Alexander Hittenhofer. Small ncRNA transcriptome analysis from
Aspergillus fumigatus suggests a novel mechanism for regulation of protein synthesis. Nucleic
Acids Research, Oxford University Press, 2008, 36 (8), pp.2677 - 2689. (10.1093/nar/gkn123).
(hal-01716064). IF 19.16 (Q1)
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C. Principaux projets développés aprés mon recrutement a 1’Université de

Lorraine

1) Introduction
Le séquencage a haut-débit de banques d’ARN issues de cellules HeLa ou de cerveau de
souris que j’ai réalisé au cours de mon post-doc a Innsbruck visait a identifier de nouveaux
ARN non-codants candidats fonctionnels (Section IV. B. 2)). Ainsi, apres annotation des
séquences obtenues (Figure 8), nous ne nous sommes dans un premier temps intéressé qu’aux
séguences non-annotées, les séquences correspondants a des sSnoARN ou a des miARN
connus ayant été filtrées et mises de coteé.
Toutefois, certains projets annexes du laboratoire étant consacrés a 1’étude des snoARN
SNORD-115 et -116, impliqués dans le syndrome de Prader-Willi (Cavaillé et al. 2001), nous
avons par la suite regardé malgré tout, dans les banques d’ARN issus de cerveaux de souris,
les séquences correspondants a ces deux ARN particuliers. De fagcon étonnante, pour ces
deux snoARN bien caractérisés, la majorité des séquences observées dans nos banques ne
correspondaient pas aux snoARN de pleine taille, mais plut6t a des especes de tailles plus
réduites, allant de 20 a une soixantaine de nucléotides, mais avec des extrémités bien
définies, et qui ne correspondaient ainsi pas a de simples produits de dégradation (Mathieu
Rederstorff et al. 2010) (Figure 12).
A la méme période fOt publiée la premiére description de petits ARN dérivés de snoARN
précurseurs, appelés SUARN (ARN Dérivé de SnoARN) ou parfois sno-miARN (snomiR),
révélés par des approches d’immunoprécipitation visant a identifier de nouveaux ARN
associés a la protéine Ago2 (Ender et al. 2008). En plus du séquencage a haut-debit, plusieurs
approches méthodologiques ont été employées pour valider et/ou visualiser ces petits ARN
dérivés, notamment des northern-blot de haute sensibilité ou des expériences de protection
alaRNAse H. En collaboration avec le groupe de Stefan Stamm a I’Université du Kentucky,
ceci a permis la publication d’un papier méthodologique décrivant le clonage facilité de
petits ARN double-brins (Shen et al. 2011).

Une des thématiques fortes étudiées de longue date dans mon laboratoire d’accueil a
I’Université de Lorraine consiste en 1’¢tude de 1’assemblage de particules ribonucléoprotéiques
(RNP) complexes, telles que les snoRNP (Boulon et al. 2008; 2010). Dans le cadre de mon
intégration au laboratoire, j’ai ainsi proposé un projet de recherche portant sur 1’étude des

mécanismes possibles de maturation des sJARN ou des snomiR a partir de précurseurs
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snoARN, qui faisait ainsi le lien entre les thématiques du laboratoire, et une thématique que
j’avais commencé a aborder lors de mon séjour postdoctoral. En plus de ce projet que j’ai initié,
j’ai également poursuivi un sujet historique du laboratoire, a savoir 1’é¢tude de la snoRNP U3
impliquée dans la maturation de I’ARN ribosomique 18S chez la levure, notamment par le biais
de I’étude de la protéine cceur spécifique de la snoRNP U3, la protéine Rrp9 chez la levure, ou
55 kD chez I’humain.

%500105,SNOHD1 15,chr7

868149 66515047
0:2x 87
0:1x 86

3:1x 85
3:2x 55

3:22x 84
4:22x 82
4:4x 82
4:1x 81
4:2x 54

4:1x 69

4:1x 56

5:3x 53

5:2x 81
5:17 x 82
5:1x 56

5:1x 77

6:3x 52

6:18x 81

6:2x 53

6:1x 71

6:1x 80

T:1x 80

10: 4 x 76
10:2x 77
M:1x 77
11:8x 75
11:2x 47
11:5x 76
1M:1x 60
12:2x 75
25:1x 66
27:1x 60
28: 1 x 59
3:4x 47
31:1x 58
31:4x —— 20
31:834 x 56
31:1x 34
31:2x 29
31:6x 46
31:3x 50
31:4x 59
31:80% e 27
3:1x 44
31:8x 57
31:2x 45
31:3x 30
31:1x 52
31:1x 32
31:2x 38
3:1x Kl
31:3x 49
31:55x 55
31:1x 60
3:1x 39
3 1x 43
31:5x 54
32 1x 52
33:1x 37
33 1x —— - 20
33:4x 25
32:85x 54
33:1x 44
33 10x 53
33:1x 55
38:1x 50
36: 4 x 51
38:1x 49
40: 1 x 47
41:1x 46
48:1x 40
48:9x 39
48:1x 35
49:2x 38
51:1x 38

Figure 12 : lllustration des séquences correspondant au SNOoARN SNORD115 (MBI1-52) observeées
a I’issu du séquencage a haut-débit d’une banque d’ADNc générée a partir de cerveaux de souris. La
taille des fragments est indiquée a droite, et leur nombre a gauche. D’aprés (Mathieu Rederstorff et
al. 2010), supplementary materials.
https://www.tbi.univie.ac.at/papers/SUPPLEMENTS/454/1dentification.html
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2) Etude de la protéine Rrp9 de la snoRNP U3 dans I’assemblage du processome et
la maturation de ’ARN 18S de la petite sous-unité ribosomique chez la levure
C. cerevisiae.
La snoRNP U3 est une particule ribonucléoprotéique faisant partie du complexe appelé
processome, responsable de I’ensemble des étapes de maturation et d’assemblage conduisant a
la formation de la petite sous-unité ribosomique 40S. La snoRNP U3 est constituée chez la
levure du snoARN a boites C/D U3 et de protéines dites de cceur qui lui sont associées.
Contrairement aux autres snoRNP de la famille C/D, la snoRNP U3 n’est pas impliquée dans
la modification enzymatique (2’-O-méthylation) d’ARN cibles, mais dans les clivages précoces
de ’ARN pré-ribosomique en A0, Al et A2, permettant de libérer ’ARN 18S mature a partir
du long précurseur 35S transcrit par I’ ARN polymérase 1. En effet, ces 3 clivages précoces A0,
Al et A2 sont possibles grace a ’appariement entre la région 5’-terminale du snoARN U3 d’une
part et la région 5° du pré-ARN ribosomique 35S d’autre part, constitué des 5 hélices
intermoléculaires I, 11, 111, V et VI (Figure 13 haut) (Beltrame and Tollervey 1995; Marmier-
Gourrier etal. 2011). Un premier mod¢le d’appariement avait initialement été établi, révisé plus
récemment grace aux détermination successives de plus en plus précises de la structure du
processome par cryo-microscopie électronique (Chaker-Margot et al. 2017; Sun et al. 2017,
Kornprobst et al. 2016) (Figure 13 milieu).
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Figure 13 : Appariement entre le snoARN U3 et le pré-ARN ribosomique 35S. Le modéle initial anticipait
I’existence de 5 hélices intermoléculaires I, I1, III, V et VI, séparées par les segments inter-hélices 1 a 4. Un modéle
révisé, issu des données récentes obtenues par cryomicroscopie électronique, ont suggéré 1’existence d’une hélice
V étendue, I’absence d’hélice I et une hélice III formée avec une autre séquence du pré-ARN 18S (Modéle révisé
en rouge). Nos expériences de mutagenése du snoARNU3 confortent ce nouveau modele, tandis que les résultats
de synthétique létalité réalisés avec le mutant de Rrp9 indique son réle crucial pour la formation et/ou la
stabilisation des hélices I, 111 et V (Létalité synthétique en rouge) et VI dans une moindre mesure (orange). Les
régions non affectées en présence du mutant de Rrp9 apparaissent en vert.
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Dans le cadre de ce projet, le travail de Guillaume Clerget, que j’ai co-encadré pour sa these
avec Christiane Branlant, a tout d’abord permis d’identifier un mutant inédit d’une protéine
cceur spécifique constitutive de la snoRNP U3, la protéine Rrp9, conduisant & un défaut de
croissance chez la levure (Figure 14). La protéine Rrp9 est une protéine de la famille WDA40,
puisqu’elle contient 7 motifs WD organisés en hélices-p (Figure 14 A.), motifs généralement
impliqués dans des interactions protéines-protéines. Christophe Charron au laboratoire avait
modélisé la structure de la protéine Rrp9 chez la levure, pour nous permettre d’identifier les
résidus de surface a muter pour initier notre recherche. La structure a entre temps été publiée
par un group concurrent, mais a permis de confirmer notre modeéle (Zhang, Lin, and Ye 2013).
Seuls des résidus de surface ont été choisis pour la réalisation de la mutagenése (Figure 14 A.).
Parmi tous les mutants réalisés, seul le double-mutant R289A/K290A a conduit & un léger
défaut de croissance, plus marqué a 20°C, la dissociation des deux mutations révélant par la
suite que seul le résidu R289 était responsable du phénotype (Figure 14 B.). La caractérisation
approfondie du mutant, notamment 1’étude du profil de maturation des ARN ribosomiques, a
ensuite permis de déterminer que la mutation provoquait un défaut d’accumulation de I’ARN
18S, associé a I’accumulation, en plus de ’ARN 35S, d’un précurseur aberrant, I’ARN 228,
issu d’un découplage du clivage précoce de I’ARN pré-ribosomique AO des clivages Al et A2
(Figure 14 C.). Cet intermédiaire 22S n’avait auparavant pu étre observé qu’en présence de
mutations empéchant la formation des hélices intermoléculaires Il et 111 (Méreau et al. 1997;
Sharma and Tollervey 1999).
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Figure 14 : Identification et caractérisation du mutant R289A de Rrp9. A. Modéle de la structure tridimensionnelle
de Rrp9 (Christophe Charron). Les résidus de surface mutés sont indiquées en orange, ainsi que les résidus K290
et R289, en rouge. B. Croissance de la souche W303::pGal-Rrp9 en milieu permissif galactose (YPG) ou répressif
glucose (YPD), en présence des mutants de la protéine Rrp9 ou d’un plasmide vide. C. Northern-blot des différents

ARN ribosomiques intermédiaires obtenu lors de la maturation du pré-ARN ribosomique 35S.

Ainsi, pour mieux comprendre 1’implication possible de la protéine Rrp9 dans la formation
et/ou la stabilisation de ces hélices intermoléculaires, nous nous sommes lancés dans un criblage
synthétique létal de grande envergure, en combinant dans les levures la mutation R289A de
Rrp9 a différents mutants des hélices ou segments de la région 5’-terminale du snoARN U3
(Figure 15, Figure 13 C.). L’¢étude des mutants du snoARN U3 a ainsi permis de confirmer la
validité du modele révisé proposé (Figure 13 milieu), et la combinaison avec le mutant de Rrp9
d’établir une cartographie des régions impactées par la mutation de la protéine (Figure 13 bas).
De maniére intéressante, on constate que Rrp9 ne stabilise pas uniquement les hélices
intermoléculaires Il et 11, mais également les hélices V et VI, ou encore certains segments inter-
hélices 3 et 4, situés entre les hélices | et V, et V et VI, respectivement. 1l faut noter que cette
implication de Rrp9 dans ces stabilisations est indirecte, puisque Rrp9 ne s’associe pas a U3 au

niveau de son extrémité 5°, mais au niveau de la boite B/C, située dans la région 3’ dite
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structurale du snoARN, ce qui est d’ailleurs bien observable au niveau des structures de

cryomicroscopie électronique du processome publiées (Sun et al. 2017; Chaker-Margot et al.

2017).
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Figure 15 : Caractérisation des mutants du snoARN U3 et de leur caractére synthétique létal avec la mutation
R289A de la protéine Rrp9. Croissance des cellules transformées avec des versions sauvages ou mutées de la

protéines Rrp9, en présence de versions sauvages ou mutées du snoARN U3 en milieu non-permissif.

Nous avons donc complété notre étude par un crible double-hybride réalisé chez la levure S.

cerevisiae, afin de parfaire notre connaissance du réseau d’interaction protéine-protéine de Rrp9
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au sein du processome. Nous avons ainsi pu identifier des nouveaux partenaires de Rrp9 au
niveau du processome, ainsi que certains des domaines impliqués dans ces interactions (Figure
16 A.). Notamment, nous avons pu mettre en évidence I’association de Rrp9 a Utp10 du sous-
complexe UtpA, ainsi qu’aux facteurs Utp20, Rrp5, Sgdl et Rrp36. Par ailleurs, nous avons
aussi observe que certaines de ces protéines étaient partenaires les unes des autres. De maniére
remarquable, les interactions entre Rrp9 et Sgd1 ou Rrp36 ont été identifiées comme étant
directes, et I’interaction de Rrp9 avec Rrp36 est plus faible en présence du mutant de Rrp9.

UTP10 Ct 2y
& %
Faw ?) NOP584 ¢
) 3905
o SNU13 g okr:
PR /N N s )

UTP10 Nt

UTP20 Nt

Figure 16 : Le réseau d’interaction de la protéine Rrp9 au sein du processome. A. Les fleches en pointillé
représentent les associations révélées en double-hybride, entre protéines ou domaines protéiques. Les fleches
rouges représentent des interactions directes révélées par GST pull-down. B. Localisation possible des protéeins
Rrp36 et Sgd1, pour lesquelles nous avons identifié des interactions directes avec la protéine Rrp9, mais qui sont
absentes des données de cryomicroscopie électronique. Les protéines de la snoRNP U3 sont représentées (Snul3,
Nop1, Nop56, Nop58, Rrp9), ainsi que les protéines Rrp5, Utp10 et Utp20.

Au moment ou je rédige ce manuscrit, les structures les plus récentes du processome obtenues
ne permettent toutefois toujours pas de visualiser les protéines Rrp36 ou Sgd1 dans les densités
électroniques, puisque leurs structures demeurent toujours indéterminées (Figure 16 B.) (Singh
et al. 2021). La proposition de modele que nous avions établi, sur la base de ces structures et de
nos données d’interactomique centrée sur Rrp9, n’a ainsi pas encore pu €tre validée.

L’ensemble de ce travail, publié dans Nucleic Acides Research, a été réalisé en collaboration

avec Denis Lafontaine, a I’Université Libre de Bruxelles, dans le laboratoire duquel Guillaume
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Clerget a pu faire plusieurs séjours. Par ailleurs, ce travail avait été initié de longue date, pour
ce qui concerne 1I’é¢tude par mutagenése du snoARN U3, dans le cadre d’une collaboration avec
le groupe de David Tollervey a Edimbourg, collaboration qui a ainsi repris pour la finalisation

du projet.

Collaborations :
Denis Lafontaine, Université Libre de Bruxelles.

David Tollervey, Université d’Edinburgh.

Articles relatifs :

Guillaume Clerget, Valerie Bourguignon-lgel, Nathalie Marmier-Gourrier, Nicolas Rolland,
Ludivine Wacheul, Xavier Manival, Christophe Charron, Joanna Kufel, Agnés Méreau,
Veéronique Senty-Ségault, David Tollervey, Denis Lafontaine, Christiane Branlant et Mathieu
Rederstorff*. Synergistic defects in pre-rRNA processing from mutations in the U3-specific
protein Rrp9 and U3 snoRNA. Nucleic Acids Research, Oxford University Press, 2020, 48 (7),
pp.3848-3868. (10.1093/nar/gkaa066). (hal-02615081). IF 19.16 (Q1)

Mathieu Rederstorff*. Une mutation ponctuelle dans la protéine Rrp9 de la particule U3
entraine un découplage des clivages précoces de 1I’ARN pré-ribosomique. médecine/sciences,
EDP Sciences, 2020, 36 (4), pp.329-331. (10.1051/medsci/2020054). (hal-02903934). IF 0.818

(Q4)
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3) Maturation des petits ARN dérivés de SnoARN précurseurs (SARNAS)
Comme mentionné en introduction de cette section IV. C., un second projet que j’ai proposé
lors de mon recrutement visait a identifier des convergences entre les voies de maturation et
d’assemblage des miRNPs et des snoRNPs, pouvant permettre de mieux comprendre les
mécanismes de biogénése des petits ARN dérivés de snoARN précurseurs. Pour cela, nous

avons tout d’abord réalisé un crible double-hybride orienté chez la levure (Figure 17 A).
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Figure 17 : Caractérisation de I’interaction entre TRBP et RPAP3. A. Des expériences de double-hybride réalisées
chez la levure S. cerevisiae ont révélé une association entre la protéine TRBP et la protéine RPAP3, dans les deux
sens de croisement, aussi forte que 1’interaction témoin entre TRBP et Dicer, comme le démontre la gamme de 3-
amino triazole (3-AT). De maniere intéressante, RPAP3 ne semble toutefois pas interagir avec la protéine PACT,
homologue de TRBP. B. Co-expression chez E. coli et copurification du complexe TRBP/RPAP3. La protéine
RPAP3 est retenue sur billes TALON avec la protéine TRBP en fusion avec une étiquette His-tag en position N-
terminale. C. Expériences de Duo-Link, ou PLA (proximity ligation assay), permettant de visualiser 1’interaction
TRBP/RPAP3 in cellula.

Ce faisant, nous avons pu identifier une association entre la protéine RPAP3 du complexe
d’assemblage des snoRNP R2TP, et la protéine TRBP, I’'un des cofacteurs possibles de la
RNase de type 111 Dicer (Figure 17 A.). L’association a été validée dans les cellules HeLa par
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Duolink (Figure 17 C.), et son caractere direct déterminé par copurification d’affinité avec des
protéines recombinantes (Figure 17 B.). Des expériences complémentaires nous ont ensuite
permis de déterminer que ¢’était le domaine TPR1 de la protéine RPAP3 qui interagissait avec

le domaine dsRBD3 de TRBP.

L’implication du domaine dsRBD3 de TRBP dans la mise en place de I’interaction était
fortement anticipée, puisque ce troisiéme domaine dsRBD de TRBP, non canonique, est connu
pour étre impliqué dans I’interaction de TRBP avec ses partenaires protéiques plutdt qu’avec
I’ARN, qui est reconnu par TRBP via ses deux premiers domaines dsRBD. C’est notamment
ce troisieme domaine qui est impliqué dans ’interaction entre TRBP et Dicer. C’est pourquoi
nous avons souhaité vérifier I’existence d’un complexe a trois partenaires entre Dicer, TRBP et
RPAP3, en réalisant une expérience de coexpression chez E. coli.

Celle-ci nous a permis d’observer la copurification, en présence d’une forme recombinante
étiquetée du domaine dsRBD3 de TRBP, du domaine TPR1 de RPAP3 et du domaine de liaison
a ses partenaires (PBD) de Dicer (Figure 18 A.). Par la suite, une chromatographie d’exclusion
nous a permis de constater que c¢’étaient en fait deux complexes distincts qui €taient formes,
entrer TRBP et Dicer d’une part, et entre TRPB et RPAP3 d’autre part (Figure 18 B.). Cette
seconde observation suggeére la possibilité du caractere mutuellement exclusif de I’interaction

de TRBP avec chacun des deux partenaires.
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Figure 18 : Les interactions entre TRBP et RPAP3 et entre TRBP et Dicer sont mutuellement exclusives. A.
Coexpression chez E. coli des domaines protéiques dsRBD3 de TRBP fusionné a une étiquette His-tag, TPR1 de
RPAP3 et PBD de Dicer et copurification sur résine TALON. B. L’expérience de Gel-Filtration révele 1’existence
de deux complexes distincts, ente TRBP et RPAP3 d’une part, et entre TRBP et Dicer d’autre part.
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Nous avons ensuite déterminé la structure tridimensionnelle du complexe entre les domaines
TPR1 de RPAP3 et le dSRBD3 de TRBP, par cristallogenése et diffraction aux rayons-X, a une
résolution de 1.5 A (Figure 19).

TRBP

Figure 19 : Structure tridimensionnelle du complexe TRBP/RPAP3. A. La structure du complexe entre le domaine
dsRBD3 de TRBP et le TPR1 de RPAP3 a été résolue par cristallogenése et diffraction aux rayons X, avec une
résolution de 1.5A. A gauche est représentée la structure de I’interface entre ce méme dsRBD3 de TRBP et Dicer,
d’apres (Wilson et al. 2015) On observe que la méme surface de TRBP est impliquée dans les deux interactions.
B. Détail de I’interface entre TRBP et RPAP3. Les acides aminés identifiés comme importants pour la mise en

place de I’interaction sont indiqués.

L’obtention de cette structure a permis d’observer que non seulement le dsSRBD3 de TRBP était
impliqué dans les deux interactions, comme déterminé précédemment, mais que c’était
strictement la méme surface du dsRBD3 qui était concernée dans les deux cas, validant
I’hypothése du caractére mutuellement exclusif des interactions, et suggérant ainsi une

compétition possible entre RPAP3 et Dicer pour leur interaction avec TRBP. La structure a
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haute résolution de I’interface d’interaction a également permis d’identifier les résidus cruciaux
impliqués, qui ont été mutés pour poursuivre nos études structure/fonction. Ainsi, le résidu
D161 de RPAP3, lorsqu’il est muté, ne permet plus I’interaction de la protéine avec TRBP. Il
en est de méme pour le mutant Q357A de TRBP, qui ne permet plus I’interaction avec RPAP3
alors qu’il interagit toujours avec Dicer, tandis que le mutant R354A entraine la perte de
I’interaction avec les deux partenaires de TRBP (Figure 19 B.).
Pour tenter de comprendre le role de I’interaction entre TRPB et RPAP3, et notamment
identifier des fonctions de régulation possibles, en collaboration avec 1’équipe d’Edouard
Bertrand et Céline Verheggen a Montpellier, une lignée conditionnellement invalidée pour
RPAP3 a été généré dans des cellules HCT-116, avec une stratégie employant un dégron
inductible a 1’auxine (AID*), entrainant 1’ubiquitinylation de la protéine et son adressage au
protéasome (Figure 20 A.) (Abel et al. 2022; Morawska and Ulrich 2013).
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Figure 20 : Influence de RPAP3 sur ’activité d’ARN interférence. A. Dans la lignée HCT116 OsTIR1 RPAP3-
AID*, en western-blot, le signal correspondant 8 RPAP3 disparait totalement aprés induction a ’auxine, indiquant
la dégradation totale de cette derniére. B. Expériences d’ARN interférence utilisant un ARNm rapporteur Rénilla
Luciférase présentant 3 sites de liaison au miARN Let-7 endogéne dans sa région 3’-UTR ou 3 sites mutés (Pillai
et al. 2005). Dans la lignée déplétée en RPAP3, I’activité d’interférence est augmentée de 1’ordre de 30%. C.
Quantification par RT-gPCR du miARN Let-7 mature et son précurseur, dans les lignées contrdles ou dépourvues
de RPAP3.
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Pour déterminer si RPAP3 pouvait, via son interaction avec TRBP, avoir une influence sur
I’activité des miARN, dans ces lignées, nous avons utilis¢€ un ARNm rapporteur luciférase
présentant des sites de reconnaissance pour le miARN Let-7 endogene au niveau de son
extrémité 3’-UTR. Dans les lignées dépourvues de RPAP3, nous avons observé une
augmentation de 30% du niveau de répression du rapporteur (Figure 20 B), ce qui semble
indiquer pour RPAP3 une fonction inhibitrice de I’activité des miARN. Néanmoins, 1’étape
affectée par RPAP3 n’est pas déterminée, et pourrait affecter aussi bien une étape au cours de
la maturation des miARN, qu’une étape ultérieure de leur activité. Pour commencer a répondre
a cette question, nous avons voulu quantifier le miARN Let-7 et son précurseur dans ces lignées.
Contre toute attente, nous avons constaté une quantité réduite de miARN Let-7 mature dans les
lignées dépourvues de RPAP3, toutefois le ratio miARN mature/précurseur indique un niveau
de maturation sensiblement plus élevé dans ces méme lignées (Figure 20 C.).

Cette observation est compatible avec celle d’une activité d’interférence supérieure dans les
lignées AID-RPAP3, mais pas suffisante pour 1’expliquer, puisque moins de miARN matures
sont observés. Ces derniers doivent donc étre plus efficaces quant a la mise en place de
I’interférence sur ’ARNm ciblé, a une étape qu’il faudra déterminer et qu’il nous faudra tester

a I’avenir (Voir section V. Description du projet de recherche).

Ce travail, qui a fait I’objet en partie de la thése de Yoann Abel, que j’ai coencadré avec le Pr.
Bruno Charpentier, a été publié dans Nucleic Acids Research en 2022, aprés une premiére

soumission dans bioRxiv.
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Edouard Bertrand, Céline Verheggen, Université de Montpellier, IGH.
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Camille Virciglio, Xavier Manival, Mathieu Rederstorff*. Un nouveau mécanisme
de contr6le de la maturation des microARN ? médecine/sciences, EDP Sciences, 2022, 38 (8-
9), pp.629-631. (10.1051/medsci/2022089). (hal-03778840). IF 0.818 (Q4)
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V.  Projet de recherche

Les résultats décrits précédemment (Section 1V. C. 3)) ouvrent un certain nombre de
perspectives d’études fonctionnelles quant aux roles possibles de RPAP3 dans la régulation des
activités de TRBP, qui font I’objet de ce projet. Parmi ces activités, comme déja évoqué, TRBP
est impliquée dans la maturation des miARN en tant que cofacteur de la RNase Dicer.
Néanmoins, TRBP avait initialement été identifiée pour son interaction avec I’ARN génomique
du virus de I’immunodéficience humaine (VIH). En effet, TRBP, dont le nom signifie TAR-
RNA Binding Protein, se fixe a 1’élément TAR (Transactivator Response) sur I’ARN
génomique viral. Ce faisant, TRBP favorise la traduction des ARN viraux. Récemment, Y.
Motorin au laboratoire a également montré que TRBP permettait le recrutement de la
méthyltransférase cellulaire FTSJ3 au profit du virus, puisque les méthylations de I’ARN

génomique du VIH le rendent moins détectable par le syst¢éme immunitaire de I’hote.

Résume du projet de recherche :

La protéine TRBP constitue un élément clé dans plusieurs mécanismes cellulaires, comme la
maturation des miARN dans le cytoplasme par la RNase de type Il Dicer, ou encore au cours
de la réplication et de I'infection cellulaire pas le virus VIH-1. Récemment, nous avons identifié
un lien entre la protéine RPAP3, membre du complexe R2TP, et TRBP, qui interagissent
ensemble de maniére directe. Nos résultats préliminaires ont démontré par ailleurs que
I'interaction entre TRBP et RPAP3 était mutuellement exclusive de celle entre TRBP et Dicer.
Nous avons ainsi observé que RPAP3 pouvait moduler 1’activité des miARN, probablement par
un mécanisme de sequestration de TRBP et une compétition avec Dicer. En outre, d’autres
résultats préliminaires indiquent un réle possible pour RPAP3 dans la régulation de la
traduction du VIH, en perturbant la liaison de TRBP a I'elément TAR sur I'ARN génomique du
virus. Ce projet permettra donc de répondre a d'importantes questions concernant le role de
RPAP3 dans la régulation des activités de TRBP.
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Résumeés du projet

La protéine TRBP constitue un élément clé dans plusieurs mécanismes cellulaires, comme la
maturation des miARN dans le cytoplasme par la RNase de type Il Dicer, ou encore au cours
de la réplication et de I'infection cellulaire pas le virus VIH-1. Récemment, nous avons identifié
un lien entre la protéine RPAP3, membre du complexe R2TP, et TRBP, qui interagissent
ensemble de maniére directe. Nos resultats préliminaires ont démontré par ailleurs que
I'interaction entre TRBP et RPAP3 était mutuellement exclusive de celle entre TRBP et Dicer.
Nous avons ainsi observe que RPAP3 pouvait moduler I’activité des miARN, probablement par
un mécanisme de séquestration de TRBP et une compétition avec Dicer. En outre, d’autres
résultats préliminaires indiquent un rdle possible pour RPAP3 dans la régulation de la
traduction du VIH, en perturbant la liaison de TRBP a I'élément TAR sur I'ARN génomique du
virus. Ce projet permettra donc de répondre & d'importantes questions concernant le réle de
RPAP3 dans la régulation des activités de TRBP.

Mots-clés : ARN non-codants, maturation des ARN, microARN, snoARN, assemblage des
RNP, complexe R2TP, RPAP3, TRBP, VIH, traduction.

The TAR RNA Binding Protein (TRBP) is a key element in several pathways, including
regulation of HIV-1 replication and infection, or miRNA maturation in the cytoplasm by the
RNase 111 Dicer. For the first time, we identified a connection between the RNA Polymerase 2
Associated Protein 3 (RPAP3) of the R2TP complex and TRBP, which directly interact
together. Our preliminary results showed that the interaction between TRBP and RPAP3 was
mutually exclusive from that between TRBP and Dicer. We have consequently observed that
RPAP3 could modulate miRNA function, probably through a TRBP sequestration mechanism
and competition for Dicer binding. Preliminary results are also indicative of a possible role in
regulation of HIV translation, through impaired binding of TRBP to the TAR element on the
genomic RNA. Our project will therefore answer important questions regarding the role of
RPAP3 in the regulation of TRBP activities. This is all the more so exciting and original as this
connection between TRBP and RPAP3/R2TP has never been described, neither regarding the
function of TRBP during HIV replication, nor regarding its role in miRNA processing.
Keywords: non-coding RNA, RNA maturation, microRNA, snoRNA, RNP assembly, R2TP
complex, RPAP3, TRBP, HIV, translation.
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