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I. INTRODUCTION

A. Laprotéine chaperonne HSP90

1. Généralités

La protéine chaperonne HPS90 (Heat Shock Protein 90) a été mise en évidence dans la
réponse au choc thermique mais il s’avere qu’elle est exprimée de fagon constitutive dans les
cellules en condition homéostatique (Ritossa, 1996). Chez les bactéries, il n’y a qu'un seul gene
codant pour HSP90, alors qu’il y en a deux chez Saccharomyces cerevisiae (S.c.). Chez les
mammiféres, on compte deux isoformes cytoplasmiques : HSP90 (Hsc82 chez S.c.) qui est
exprimée de maniere constitutive et HSP90a (Hsp82 chez S.c) qui est inductible en condition de
stress, ainsi que deux autres paralogues d’'HSP90 : TRAP1 au niveau de la mitochondrie
(Leskovar et al., 2008) et Grp94 dans le réticulum endoplasmique(Frey et al., 2007). Le fait
d’avoir des localisations différentes dans la cellule suggere que ces isoformes de HSP90 ont des
fonctions différentes.

Contrairement aux autres chaperons, HSP90 assure les étapes tardives du repliement
des protéines substrats (appelées communément« clients »), apres que HSP70 en ait effectué les
étapes précoces. HSP90 a pour fonction de maintenir I'équilibre du protéome au sein des
cellules. Elle a pour action de contréler le repliement des protéines, la liaison d’un ligand sur son

récepteur, ou encore I'assemblage de complexes macromoléculaires.

2. La structure d’HSP90

HSP90 agit en homodimere et cette dimérisation est nécessaire a sa fonction.
Chaque monomere est composé de trois domaines conserveés :
e undomaine N-Terminal (N ou NTD) impliqué dans la liaison de 'ATP
e un domaine central (M ou MD) important pour I'hydrolyse de 'ATP ainsi que la liaison
HSP90-clients (Prodromou et al. 1997)
e un domaine C-Terminal (C ou CTD) responsable de la dimérisation d’'HSP90 (Harris et al.,
2004)
Le NTD et le MD sont reliés par une séquence flexible « linker » (en rouge dans la Figure 1) qui
dote HSP90 d’'une souplesse et permet les changements de conformation nécessaires a sa
fonction. Ainsi, le domaine NTD se comporte comme un couvercle et se retrouve éloigné du
domaine MD dans la configuration « ouverte », puis en contact avec celui-ci dans la configuration

« fermée ». La protéine HSP90 comporte un motif C-terminal MEEVD reconnu par les protéines
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co-chaperonnes possédant des domaines TetratricoPeptid Repeat (TPR) particuliers (Brinker et

al,, 2002; Rohl et al,, 2015).

Charged Sequences Dimerization

A N IF ™M : I (:| MEEVD

Figure 1 : Schéma de la structure d’HSP90.

A. Le domaine N-Terminal (N) en bleu/vert est impliqué dans la liaison a 'ATP, le domaine C-
Terminal (C) est responsable de la dimérisation de HSP90. Le motif MEEVD en position C-terminale
intervient dans la liaison aux co-chaperons contenant un motif TPR (par exemple RPAP3). La
séquence indiquée en rouge intervient dans le changement de conformation du couvercle d’HSP90
lors de la liaison a 'ATP.

B. Représentation schématique de la structure d’'un dimére d’HSP90. NTD : domaine N-terminal ;
Linker : séquence mobile; Lid : couvercle; MD : domaine central « middle » ; CTD : domaine C-
terminal ; MEEVD : motif de liaison aux protéines a domaine TPR.

Adapté de (Wandinger et al., 2017)
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3. Cycle de la protéine chaperonne HSP90

L’activité d’'HSP90 est dépendante de I'’ATP. Elle est soumise a un cycle de changements de
conformation du dimere d’HSP90 (Figure 2 et 3). La protéine HOP (Hsp70-HSP90 Organizing
Protein) est un co-chaperon d’"HSP90, il I'accompagne dans l'initiation du cycle ATPasique. HOP
fixe HSP90 dans sa forme « ouverte ». L’ATP est capté par chaque domaine NTD. Des
changements de conformation s’opérent, menant a la fermeture du couvercle sur la poche ou se
trouve I’ATP. Le dimeére se trouve alors dans une forme « semi-fermée ». Les domaines NTD se
lient entre eux pour donner lieu a la fermeture totale du dimeére. Cette position est la
conformation « fermée ». Cet état est nécessaire a I'’hydrolyse de I'’ATP (Cunningham et al.,
2008)(Figure 2).Le modele représenté sur la Figure 3 est basé sur I'activation des récepteurs
aux glucocorticoides (GR) (Figure 3), un client d’'HSP90 tres étudié. HSP90 est nécessaire a ce
que le GR fixe son ligand et soit ainsi actif (Kirschke et al., 2014; Picard et al., 1990). Les
protéines clientes néo-synthétisées sont d’abord prises en charge par le chaperon HSP40 pour
éviter leur agrégation. HSP40 les transfére ensuite a HSP70 qui assure les étapes précoces du
repliement. Un complexe se forme alors avec HOP (HSP70/HSP90 Organizing Protein), un co-
chaperon précoce pour transférer le client a HSP90. La liaison a 'ATP se fait durant cette étape,
et permet un changement de conformation du dimeére d’HSP90 de la forme ouverte a la forme
fermée. Ce changement est stimulé par le co-chaperon AHA1, que nous verrons plus loin. HSP70
et HOP se dissocient du complexe. L’étape suivante est '’hydrolyse de I’ATP. Elle est régulée par
d’autres co-chaperons, p23 et PP5. A ce stade, la protéine client finit sa maturation, puis est
libérée.

Si les sites de liaison des co-chaperons sur HSP90 sont pour la plupart connus (Figure 5),
les sites de fixation des substrats semblent plus difficiles a trouver. Plusieurs équipes ont
cherché en vain des motifs conservés qui seraient reconnus par HSP90 pour le remodelage du
client. Ainsi, certaines kinases dépendent de HSP90 pour acquérir une conformation native,
active, alors que d’autres ne dépendent pas de HSP90, malgré des séquences relativement
proches (Taipale et al., 2010). Ceci a conduit a proposer qu’il y aurait une reconnaissance de la

structure plutot que de la séquence des clients.

L’étude de la protéine cliente TAU a permis de déterminer ses sites de liaison sur HSP90.
TAU lie HSP90 en deux points : sur le MD et sur le NTD. Le site de fixation d’HSP90 sur la
protéine TAU est composé d’acides aminés chargés négativement et hydrophobiques (Karagoz
etal., 2014). D’autre part, la structure du complexe HSP90: CDC37: CDK4 a été résolue (Vaughan
etal., 2006). Un chevauchement partiel apparait entre le site de liaison du client TAU et celui de

la kinase cliente CDK4. Un méme site de HSP90 pourrait donc lier diverses protéines clientes :
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kinases, récepteurs aux hormones, ou des protéines non repliées comme TAU. La liaison de 'ATP
et son hydrolyse induisent un changement de conformation d’HSP90. Si un client se lie a la fois
aux domaines NTD et MD, ce changement conformationnel d’HSP90 se transmet aux clients pour

provoquer leur repliement.
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Lid Open ATP-bound

ADP + Pi

Closed and twisted

Closed

Figure 2: Représentation du cycle ATPasique responsable des changements de
conformation du dimeére HSP90.

1) Deux monomeéres de HSP90 forment un dimére par leur domaine C-Terminal (C ). Le dimére est
en position ouverte. 2) Les molécules d’ATP se fixent sur les domaines N-Terminaux (N). 3) La
fermeture du couvercle (Lid) est stimulée par le co-chaperon Ahal. Cette position est la
conformation fermée/closed ou fermée n°1. 4) Des changements de conformation des domaines
aboutissent a la fermeture compléte du dimére (closed and twisted) ainsi qu’a I'hydrolyse de 'ATP.
Le largage de I'’ADP et du phosphate permet a HSP90 de revenir en conformation ouverte, préte a
entamer un nouveau cycle.

5) Le co-chaperon Sti/HOP peut inhiber I'avancée dans le cycle en restant fixé sur le domaine C-
Terminal d’HSP90. Sti/Hop est un antagoniste du co-chaperon Ahal. C : domaine C-Terminal ; N :
domaine N-Terminal ; M : domaine central « middle » ; CL : séquence chargée « charged linker »

Adapté de (Neckers et al., 2009)
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Figure 3 : Représentation de I’activation par HSP90 des récepteurs aux
glucocorticoides avec l’intervention des co-chaperons.

1) Le récepteur aux glucocorticoides partiellement replié (GR) est amené par le complexe
HSP70/HSP40 sur HSP90 via le co-chaperon HOP (dessiné en rose). 2) La liaison de 'ATP
ainsi que du co-chaperon PPlasesur HSP90 entraine la semi-fermeture du dimere HSP90 et
la libération du complexe HSP70/40. PPlase permet la fixation du clientgrdce a leur
activité « chaperonne like ». HSP90 fixe le récepteur aux hormones glucocorticoides, et le
maintient dans une conformation qui permet la fixation des hormones glucocorticoides (en
violet) sur leur récepteur. 3) HOP est libéré, le co-chaperon p23 (en vert pdle) permet la
fermeture totale de la conformation d’HSP90. p23 est ensuite libéré a son tour avec I'’ADP.
4) Le dimére de HSP90 est a nouveau en position ouverte lié a HOP, prét a accueillir un

nouveau client.
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4. Régulation des fonctions d’HSP90 par ses co-chaperons

HSP90 a des milliers de clients qui interviennent dans des voies de signalisation ou
divers processus, allant de la transcription a la réponse immunitaire, en passant par le
développement (Figure 6). Elle est soumise a une régulation de ses fonctions a trois niveaux :
par des modulations de son expression induite par des stress comme un changment de pH ou de
température (Prodromou, 2016), par des modifications post-traductionnelles (PTM) et par des
interactions avec des protéines co-chaperonnes. Ainsi une phosphorylation de HSP90 ou une
acétylation peuvent moduler son interaction avec certains clients ou sa fonction ATPasique (Bali
etal., 2005; Kovacs et al., 2005; Mollapour et al., 2010).

Les co-chaperons sont des protéines qui interagissent physiquement avec une
protéine chaperonne et 'aident dans l'exécution de ses fonctions (Figure 4 et 5). Ce ne sont pas
des clients d’HSP90. Certains fixent le méme site sur HSPO et sont donc mutuellement exclusifs,
tandis que d’autres se lient simultanément. On distingue deux catégories de co-chaperons : les
régulateurs, qui régulent le cycle du chaperon HSP90 (cf. Figure 2, 3, et 4) et les adaptateurs, qui
servent au recrutement des substrats (cf. 5. Les substrats). Certains peuvent avoir les deux
fonctions. Typiquement, les co-chaperons possédant des domaines TPR caractéristiques appellés
« carboxylate-clamp » (pince a carboxylate) peuvent lier le motif MEEVD du domaine C-
Terminal d’HSP90. D’autres co-chaperons ne possedent pas de TPR, et lient HSP90 via d’autres
domaines.

Le co-chaperon le plus connu est HOP, que nous avons vu précédemment dans le cycle de
changement de conformations d’"HSP90. HOP est capable de lier HSP70 et HSP9O0. Il aurait pour
fonction d’assurer le transfert des clients d’'HSP70 sur HSP90. Il intervient dans la prise en
charge des récepteurs aux glucocorticoides mais il agit aussi sur le cycle du chaperon en fixant
HSP90 dans une conformation ouverte (Chen et Smith, 1998).Un autre co-chaperon a TPR est la
protéine PP5 (Ser/Thr protein phosphatase) Elle lie le domaine N-ter d’"HSP90 et empéche la
formation de la conformation fermée. Elle déphosphoryle CDC37 qui favorise la poursuite du
cycle. La déphosphorylation de CDC37 est nécessaire a la maturation des kinases et a leur
libération (Oberoi et al., 2016). Le co-chaperon AHA1 stimule la fermeture du dimeéere d’'HSP90
en se liant aux domaines NTD et MD, et il accélére ainsi le cycle ATPasique (Panaretou et al.,
2002). La protéine p23 intervient dans les dernieres étapes du cycle. Elle lie préférentiellement
les domaines NTD et MD de la forme fermée d’HSP90, liée a I’'ATP (Ali et al., 2006). Le co-
chaperon p23 stabilise ainsi cet état, ce qui permet d'assurer la pleine maturation des clients en

retardant I'hydrolyse de ’'ATP (Johnson et Toft, 1994; Richter et al., 2004).
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Le cycle ATPasique du changement de conformation d’HSP90 est régulé par plusieurs acteurs :
HOP, CDC37 et p23 sont plutot des ralentisseurs du cycle alors de AHA1 a tendance a I'accélérer
(Forafonov et al,, 2008; McLaughlin et al.,, 2006; Meyer, 2004; Panaretou et al., 2002; Roe et al,,
2004; Zhang et al., 2010) (Figure 4).
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Figure 4 : Représentation des régulations du cycle d’HSP90 par ses co-chaperons.

Le co-chaperon HOP (cercle rose) se fixe par son domaine TPR au motif EEVD du motif C-Terminal
d’HSP90. Il permet le maintien de la forme « ouverte » d’HSP90, favorable a la liaison des clients.
CDC37 lie le NTD et MD d’HSP90, participant au maintien de HSP90 dans sa forme ouverte. AHA1
(en rouge) stimule la fermeture du couvercle d’HSP90 (closed 1 state), favorisant ainsi I'hydrolyse
de I'ATP. p23 intervient a la fin du cycle, il stabilise la forme fermée (closed 2 state) pour s’assurer
de la maturation des clients, il est libéré en méme temps que I'ADP et le phosphate inorganique. Les
PPlase sont des protéines qui peuvent se fixer sur toutes les conformations d’HPS90. Leur fonction
ne semble pas indispensable au déroulement du cycle. Elles interviennent dans le recrutement des

clients en changeant leur conformation. (Wandinger et al., 2017)
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a. Hop/Stit b. p23/Sba1 C. Cdc37

Figure 5 : Représentation des sites de liaison connus de quatre co-chaperons
d’HPS90 chez S.cerevisiae

a. Hop/Sti1 se fixe sur le motif MEEVD du NTD d’HSP90 et sur le MD.

b. p23/Sbal se fixe sur le NTD avec une légére fixation sur le MD aussi.

c. Cdc37, I'adaptateur des kinases, fixe le NTD et MD.

d. Ahal se fixe au niveau du NTD pour fermer le couvercle du dimére d’HSP90

Adapté de (Li et al,, 2012)
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5. Les différents substrats et les co-chaperons « adaptateurs »

HSP90 a de nombreux substrats, et chaque co-chaperon adaptateur I'adresse a plusieurs
clients. On peut distinguer au moins trois catégories de clients : (1) ceux dont HSP90 facilite le
repliement en une forme active : c’est le cas des kinases (Boczek et al., 2015; Grammatikakis et
al,, 1999), (2) ceux dont HSP90 favorise 'assemblage en complexes macromoléculaires tels que
les clients du R2TP (cf. section suivante), (3) et enfin une catégorie de clients dont HSP90 aide a
la liaison avec leur récepteur, comme dans le cas des récepteurs aux hormones stéroides (Pratt
et Toft, 1997)(Kirschke et al., 2014; Picard et al., 1990; Pratt et Dittmar, 1998). L'inhibition
d’HSP90 peut avoir différentes conséquences sur ses substrats : certains sont redirigés vers le
protéasome pour y étre dégradés, certains s’agrégent en particules insolubles, d’autres
s’accumulent sous forme inactive mais semblent solubles. Pour le moment, on ignore les
déterminants moléculaires qui dictent quelle sera la conséquence de I'inhibition de HSP90 sur
un substrat donné (Taipale et al,, 2012).

Environ 10% des protéines de la cellule sont des clients d’'HSP90, et environ 60% des
kinases cellulaires sont dépendantes de CDC37 comme adaptateur. Cela fait de CDC37 un des co-
chaperons adaptateurs les plus étudiés. De nombreuses équipes ont tenté, sans y parvenir, de
trouver un motif qui serait reconnu par CDC37,et déterminerait quelle kinase serait ou non prise
en charge par CDC37 pour 'adresser a HSP90 (Taipale et al., 2012).

Les PPlases ont une activité similaire aux protéines chaperonnes. Elles sont capables de
replier les protéines, ici les susbtrats clients d’'HSP90 pour favoriser leur recrutement (Bose et
al,, 1996; Freeman et al.,, 1996; Ou et al., 2001).

D’autres clients de HSP90 sont la TERT (TElomerase Reverse Transcriptase)(Holt et al.,
1999), eNOS (endothelial Nitric Oxide Synthase) (Sessa et al., 1998), des facteurs de
transcription (Sepehrnia et al., 1996) ou des protéines associées a la chromatine comme
Trithorax (Tariq et al., 2009) (Figure 6).

Un nouveau co-chaperon de HSP90 a été identifié par W.Houry en 2005 chez
S.cerevisiae : le complexe R2TP. Ce complexe présente la particularité d’étre composé de 4
protéines : RUVBL1, RUVBLZ2, PIH1D1 et RPAP3. Il interagit avec HSP90 via le domaine TPR de la
protéine RPAP3. Ensemble, HSP90 et le complexe R2TP permettent I'assemblage de machineries
cellulaires. R2TP définit une nouvelle fonction de la protéine chaperonne HSP90 dans le
repliement quaternaire des protéines (voir ci-dessous partie sur le R2TP). La découverte de
nouveaux co-chaperons comme le complexe R2TP a permis d’identifier des substrats d’'HSP90 et

ainsi, de mieux comprendre les effets de I'inhibition de HSP90.
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Steroid signalling

Figure 6 : Représentation de la liste non exhaustive des clients d’HSP90

Issue de (Taipale et al., 2010). Les cercles concentriques représentent les différents niveaux
d’interactants. Au milieu, en orange se situe la chaperonne HP90, ainsi que les deux autres
chaperonnes du complexe précoce HSP70/HSP40. Le réle des co-chaperons HOP et p23 n’a
pas été mis en évidence pour tous les clients, cela reste a démontrer. Le cercle vert indique
les différents adaptateurs connus, notamment CDC37 pour les kinases. Le cercle violet liste
les diverses catégories de clients d’HSP90, dont les adaptateurs sont parfois encore
inconnus. Enfin le dernier cercle nous informe sur les différentes fonctions des clients dans
lesquelles HSP90 se retrouve impliquée. Cette liste des co-chaperons est loin d’étre exhaustive et

I’équipe du Dr. D. Picard s’occupe de la mettre a jour (https://www.picard.ch/download).
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6. Réles dans I'organisme

Du fait de la multitude de ses clients, de son implication dans diverses machineries et voies
signalisations, HSP90 est impliquée dans de nombreuses maladies. C'est notamment le cas des
maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer via la protéine TAU (Karagoz et al.,
2014), certaines infections virales, ou la fibrose kystique, due a une mauvaise conformation du
récepteur CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) (Wang et al., 2006).
Les études portant sur les fonctions de HSP90 ou de ses co-chaperons dans des organismes sont
encore tres limitées. Elles abordent essentiellement deux aspects : le réle de HSP90 dans

1'évolution et dans la tumorigénese.

a) HSP90 et la « canalisation » des mutations.

A partir d'études chez la drosophile, 'équipe de S. Lindquist élabore 1'hypothése que HSP90
serait un « capaciteur évolutif » en « tamponnant les mutations ». Il serait donc un moteur de
I’évolution. Ce concept découle de I'observation que I'inhibition ou des mutations hypomorphes
de HSP90 chez la drosophile font apparaitre des phénotypes absents de la population contrdle et
des parents. S. Rutherford et S. Lindquist ont émis I'hypothese de la « canalisation » : certaines
mutations ne s'exprimeraient pas dans un organisme ou HSP90 serait actif car elle tamponnerait
ces mutations. Son activité chaperonne permettrait d’atténuer, voire de masquer I'effet de ces
mutations, et ainsi de permettre leur transmission. Ceci aboutirait a une plus grande variété
génétique. (Rutherford et Lindquist, 1998). Ces mutations pourraient procurer un avantage
sélectif lors d'un changement environnemental, et étre ainsi sélectionnées. Cette fonction semble
conservée dans les différents organismes testés mais le mécanisme reste encore débattu(Jarosz
et Lindquist, 2010; Queitsch et al.,, 2002; Rohner et al., 2013; Rutherford et Lindquist, 1998).

De récentes études ont remis en cause cette hypothese de la canalisation par HSP90. En
effet, HSP90 controdle la biogenése des machineries qui permettent de réprimer la transposition
d'éléments génomiques mobiles dans les lignées germinales (Gangaraju et al.,, 2011; Karam et al,,
2017; Specchia et al., 2010) :ainsi I'inhibition de HSP90 provoque des mutations transmissibles a
la descendance. Ces résultats remettent en question le réle de HSP90 dans la tolérance
phénotypique a des mutations. Quoiqu'il en soit, un role de canalisateur évolutif reste associé a
HSP90. Ainsi les kinases clientes de HSP90 évoluent plus rapidement que les kinases qui ne sont

pas substrats d'HSP90 (Lachowiec et al., 2015).
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b) Lien entre HSP90 et les cancers

HSP90 s’avére essentielle pour les cellules normales mais encore plus pour les cellules
tumorales, ce qui ouvre une potentielle fenétre thérapeutique. De plus, l'inhibition de HSP90 par
certains de ses inhibiteurs entraine la dégradation de ses clients. Les kinases et les récepteurs
impliqués dans la signalisation des facteurs de croissance constituent une classe importante de
clients d'HSP90. Ces voies sont presque systématiquement suractivées dans les cancers (Moser,
Lang, et Stoeltzing, 2009a) (Figure 8). HSP90 a ainsi été proposée comme cible thérapeutique.

Dans le cancer du sein, HSP90 est tres fortement exprimée dans les cellules cancéreuses
en comparaison avec les cellules normales, et ceci est associé a une diminution de la survie des
individus (Pick et al., 2007). Les délétions de HSP90a ou de TRAP1 (l'isoforme mitochondrial de
HSP90) n’ont pas le méme effet dans un modele murin de cancer du sein, mais aucune n’est
nécessaire pour l'initiation du processus de tumorigéneése. Elles joueraient un réle plutot dans la
progression tumorale (Vartholomaiou et al., 2017). Ces chaperons auraient donc un role direct
sur le cancer.

L’instabilité génétique des cellules tumorales favorise I'apparition de résistance aux
traitements. L’inhibition de HSP90, en limitant la tolérance des cellules tumorales aux mutations,
pourrait contrecarrer I'apparition de ces résistances. Ainsi, 'inhibition a faible dose de HSP90
potentialise les traitements hormonaux de tumeurs du sein (Whitesell et al., 2014).

Une cinquantaine d’essais cliniques ciblant HSP90 sont en cours, mais les effets
secondaires peuvent s’avérer nombreux. Une nouvelle stratégie serait de cibler les co-chaperons
de HSP90 pour restreindre les clients ciblés. Il est donc nécessaire d’élucider leurs mécanismes
d’action au sein d’'un organisme pour pouvoir savoir s'il est possible ou non de les proposer

comme cibles thérapeutiques anticancéreuses.
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Figure 7 : Schéma des voies de signalisations impliquées dans la progression

tumorale
Sont représentées ici les principales voies de transduction des signaux impliquées dans la

carcinogéneése digestive. En rouge sont annotés les clients d’HSP90 (Moser et al., 2009b). HSP90
apparait donc comme un bon candidat pour inhiber la progression tumorale. Si HSP90 est inhibée,
cela aura des répercussions sur toutes les molécules en rouge, et permettrait de réprimer plusieurs

voies simultanément.
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) Quelques modeles murins d’étude de chaperons ou de co-
chaperons

Le knockout de HOP chez la souris entraine une létalité embryonnaire au 10éme jour du
développement. Un des phénotypes est la baisse des niveaux des clients d’"HSP90 (Beraldo et al,,
2013).

Chez la souris, la méthode de « gene trapping » a permis d'isoler une modification du
gene p23 induisant une létalité périnatale. Cette 1étalité est causée par des défauts de la peau et
des poumons malformés (Grad et al., 2006; Lovgren et al., 2007).

Les souris TRAP1-/- sont viables, fertiles et présentent moins de maladies relatives a
I'age. De plus, ces souris ne présentent pas de dysplasie ou de tumeur. (Lisanti et al., 2014)

Les modeles murins d’'HSP90 d’invalidation de a et 3 présentent, contre toute attente,
des phénotypes tres différents :

e la forme constitutive HSP90p : son knockout n’est pas viable, les embryons
meurent au cours du développement embryonnaire aux alentours du 9¢me jour,
suite, entre autres, a un défaut de formation du placenta (Voss et al., 2000).

e laforme inductible HSP90a : 1a délétion de ce géne n’est pas létale, et le premier
phénotype observé est un défaut de spermatogénése (Grad et al., 2010).Par la
suite, d’autres phénotypes y ont été associés comme des défaut dans la
présentation des antigénes par les cellules dendritiques (Imai et al., 2011).

Ces analyses montrent surtout que la perte de HSP90 8 ne peut pas étre compensée par HSP90
o, elles ont donc des roles bien distincts.

Les modeles murins de co-chaperons d’"HSP90 proposés sont des invalidations dans
I'organisme en entier, en général non viables. En I'absence d’invalidation tissu-spécifique, il est
difficile de déterminer la cause a I'origine du phénotype observé. En restreignant I'étude a une
catégorie de clients, I'analyse de I'invalidation d’un co-chaperon permettrait de mieux

comprendre la fonction de HSP90 dans I'organisme.
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B. Le complexe R2TP, co-chaperon d’HSP90

1. Découverte du R2TP

Le complexe R2TP a été identifié chez Saccharomyces cerevisiae par I'équipe de Walid
Houry en 2005 comme un nouveau co-chaperon de la protéine HSP90(Zhao et al., 2005). Grace a
I'association de différentes méthodes (cribles de double-hybride chez la levure, tests de 1étalité
synthétique, expériences de protéomique et co-immuno-précipitations), ils ont pu mettre en
évidence deux nouveaux interactants d’HSP90 : Tah1 et Pih1 pour « TPR-containing protein
Associated with Hsp90 » et « ProteinInteractingwithHsp90 ». Pih1/Nop17 avait été identifée
comme un facteur de la biogenése des snoRNP (small nucleolar RiboNucleoParticles - cf. B.3.a)
(Gonzales et al.,, 2005). Tah1 n’avait jamais été décrit auparavant. Le complexe Tah1-Pih1 lie les
protéines Rvb1 et Rvb2 (RuvB-like protein) pour former le complexe R2TP, capable de lier
HSP90 (voir plus bas). Les protéines Rvb1 et Rvb2 sont tres similaires entre elles et font partie
de la famille des ATPases AAA+. Elles forment des hétéro-hexameres et des hétéro-
dodécameéres(Gribun et al., 2008). R2TP est le premier co-chaperon multimérique décrit pour
HSP90.

Des expériences de protéomique ont montré que le R2TP est conservé chez I'homme et la
drosophile (Benbahouche et al., 2014; Boulon et al., 2008). Chez I'homme, les protéines
homologues sont PIH1D1 (pour Pih1), RPAP3 (pour Tah1), et RUVBL1/RUVBLZpour
Rvb1/Rvb2). Comme chez la levure S. cerevisiae, les protéines humaines PIH1D1/RPAP3
(homologue de Pih1/Tah1) forment un hétérodimeére stable, qui s'associe aux hétéro-hexameéres
de RUVBL1/2 (Figure 4;(Boulon et al,, 2008; Zhao et al., 2008). Enfin, le R2ZTP humain se liea 7
autres protéines, dont la plupart sont de la famille des préfoldines, pour former le complexe
R2TP/Prefoldin-like. La fonction de ces préfoldines est mal connue (Boulon et al., 2010) (Figure
9).

Chezla levure et 'homme, RUVBL1 et RUVBL2 font également partie de complexes
macromoléculaires intervenant dans le remodelage de la chromatine, comme INO80 ou SRCAP.
Dans 1I'étude initiale de 2005, il avait été suggéré que HSP90 aurait une nouvelle fonction, viale
complexe R2TP, sur la chromatine et donc sur I'expression des genes. Cependant, la premiere
fonction décrite duR2TP - et a ce jour la mieux documentée - porte sur I'assemblage d’'une

famille de petites particules ribonucléiques non-codantes: les snoRNP.
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RUVBL1/2

Hsp90

RVB1/2

Préfoldines

Figure 8 : Représentation schématique du complexe R2TP chez I’homme et
Saccharomyces cerevisiae

A) Le complexe R2TP humain : dimére d’HSP90 en jaune, lié par RPAP3. En bleu clair, le complexe
de préfoldines qui est absent chez S. cerevisiae. RPAP3 permet la liaison a PIH1D1 ainsi que
RUVBL1, RUVBL2. B) Le complexe R2TP chez S. cerevisiae : RVB1/2 sont recrutés par Pih1 ; Tahl,
est plus petit que chez 'homme et lie HSP90 et Pih1.
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2. Structure et mode de fonctionnement du R2TP

Le complexe R2TP est globalement conservé de S.cerevisiae a ’homme, en passant par la
drosophile. Il est composé de deux modules: un hétérodimere RPAP3-PIH1D1 (Tah1-Pih1 chez
I'homme), et un multimere des ATPases RUVBL1/RUVBL2 (Rvb1/Rvb2 chez la levure). Les
ATPases portent 'activité catalytique du complexe, et I'hétérodimere RPAP3-PIH1D1 aurait
plusieurs fonctions : recrutement de HSP90, adaptateur des substrats, voire régulateur de
l'activité des ATPases RUVBL1/2(Angel Rivera-Calzada et al., 2017a; Tian et al., 2017) . La
fonction du R2TP dans I'assemblage des snoRNP C/D est conservée de S.cerevisiae a 'homme.
Cependant, le role du R2TP dans l'assemblage des ARN polymérases, des snRNP et des PIKK
n'est pas encore démontré chez S.cerevisiae. La structure en 3 dimensions a haute résolution du
R2TP est difficile a obtenir de facon complete du fait de la grande difficulté a manipuler les

ATPases RUVBL1/RUVBL2.
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Figure 9 : représentation schématique des protéines composant le R2TP chez
I’lhomme et chez S.cerevisiae

adapté de (Kakihara et Houry, 2012).

Chez 'homme comme chez S. cerevisiae, le R2ZTP est composé de quatre protéines.

Les AAA+ ATPases, Rvb1/Rvb2 ( S.c) et RUVBL1 /RUVBLZ (humain) ont des structures tres
conservées.

Tah1 est 6 fois plus petit que son homologue RPAP3. lIs comportent tous les deux des TPR qui leur
permettent de lier HSP90. Le domaine C-ter de RPAP3 est absent de Tah1.

Pih1 est plus grand que PIH1D1 mais comporte les mémes domaines : PIH1 et le domaine CS.
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a) Tahl /RPAP3

Tah1lest une protéine de 111 acides aminés, pour l'essentiel composée de motifs
« Tetra-trico-peptide repeat»appelés TPR. Ces motifs TPR sont formés de 34 aa structurés en
hélice-coude-hélice. IIs ont été découverts initialement dans des protéines régulatrices du cycle
cellulaire, CDC23 et NUC (Sikorski et al., 1990). Ces motifs sont souvent regroupés en domaines
de 3 a 16 répétitions de TPR se terminant par une hélice qui vient fermer la structure. Des
résidus conservés dans certains domaines TPR leur conferent la propriété de lier le motif C-
terminal EEVD des protéines chaperons HSP90 et HSP70 : on parle de « carboxylate
clamp »(Russell et al., 1999). Tah1 ne contient que 3 domaines de TPR (le dernier domaine étant
incomplet), mais ils sont suffisants pour lier le motif C-terminal -MEEVD de la protéine HSP82
('homologue de HSP90 chez S.cerevisiae)(Back et al., 2013; Jiménez et al., 2012; Morgan et al,,
2015). Le mutant de Tah1 est viable mais montre un défaut de survie en condition de pousse

saturante des levures, interprété comme un stress nutritif (Zhao et al., 2008).

RPAP3 est ’homologue de Tah1 chez les mammiferes. C’est la protéine la plus
dissemblable entre le R2TP de levure et de 'homme : elle est 6 fois plus longue que Tah1. Sa
structure comprend :

(i) un domaine N-terminal dont la fonction reste, aujourd’hui encore, inconnue,

(ii) deux domaines TPR permettant de lier la protéine HSP90 (Pal et al., 2014; Quinternet
etal,, 2015)

(iii) un domaine C-terminal conservé, appelé le domaine « RPAP3-Cter », et que j'ai
longuement étudié au cours de ma theése (voir plus loin la partie Résultats 2) pour en élucider le
role.

Il existe 2 isoformes de RPAP3 générés par épissage alternatif de I'exon 12, en aval du
deuxiéme domaine TPR (Yoshida et al,, 2013b). L'isoforme 1 est le plus grand (665 aa), tandis
que l'isoforme 2 est composé de seulement 631 aa. Seul I'isoforme 1 lie PIH1D1, ce qui suggere
que la région apres les TPR est importante pour lier PIH1D1, de maniére analogue a ce qui a été
décrit chez S.cerevisiae (Yoshida et al., 2013a).

Spaghetti est 'homologue de RPAP3 chez D. melanogaster. Spaghetti est essentiel,
contrairement a Tah1 dans la levure : la délétion de Spaghetti est 1étale au stade larvaire.
Cependant, une déplétion a I'age adulte n’entraine pas de phénotype visible dans les tissus
(Benbahouche et al.,, 2014). Cela suggére que Spaghetti, comme Tah1, ne joue pas un réle crucial

pour la croissance cellulaire en absence de stress.
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b) Pihl / PIH1D1

Pih1 est le partenaire de Tah1 dans la levure. Il contient 344 aa et est composé d’'un
domaine PIH N-terminal et d’'un domaine C-terminal « CS » (pour « CHORD et SGT », deux co-
chaperons de HSP90 chez lesquels ce domaine a été caractérisé). Le domaine PIH est similaire a
celui de son homologue humain, et on suppose qu’il assure le méme réle dans la liaison des
adaptateurs et des substrats du R2TP (Horejsi et al., 2014; Pal et al., 2014). Le domaine
désorganisé compris entre les domaines N-ter et C-ter de Pih1 est nécessaire au recrutement
des Rvb1/Rvb2 (Angel Rivera-Calzada et al., 2017b; Paci et al,, 2012). Un tel domaine semble
absent de 'homologue humain. Enfin, le domaine CS est formé par un sandwich de feuillets 3
antiparalléle de 7 brins. Ce domaine lie I'extrémité C-terminale de Tah1 (Pal et al., 2014).

PIH1D1, I'homologue humain de Pih1, est 1égérement plus court que son homologue
Pih de S. cerevisiae (290 aa au lieu de 344). Il présente une organisation similaire avec un
domaine PIH N-terminal et un domaine CS C-terminal. La partie N-terminale (N-ter) de PIH1D1
comporte le domaine PIH, nécessaire a la liaison a TELO2, un adaptateur spécifique d'une classe
de clients du R2TP, les PIKK (Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinases). La résolution de la
structure en cristallographie de cette partie avec le phosphopeptide de TELO2, connu pour
interagir avec PIH1D1(Hoftejsi et al,, 2010a), a permis d’identifier deux résidus de PIH1D1 (les
lysines 57 et 64), présent dans une poche du domaine et impliqués dans la liaison aux sérines
phosphorylées de TELOZ (Hoftejsi et al.,, 2014; Pal et al., 2014). Plus généralement, ces deux
résidus sont impliqués dans la reconnaissance d’'un motif conservé : DpSDD/E (pS signifie que la
sérine est phosphorylée).Ce motif est suffisant pour lier le domaine PIH(Hofejsi et al., 2010a,
2014). Ce motif est présent dans TELO2 mais également dans d’autres protéines, dont certaines
se sont avérées étre des substrats du R2TP (von Morgen et al., 2017). La mutation du résidu K64
du domaine PIH en alanine abolit I'interaction avec TELOZ et, par la méme occasion, avec les
PIKK, mais également avec plusieurs substrats du R2TP (Hofiejsi et al., 2014). Cette étude, ainsi
que les données de protéomiques du domaine PIH faites dans notre équipe (Malinova et al.,
2017) a montré que le domaine PIH de PIH1D1 jouait un réle crucial dans la reconnaissance
d'une série de substrats du R2TP. Il est cependant probable que l'interaction des substrats avec
PIH1D1 ne fasse pas toujours intervenir un motif DpSDD/E.

Le domaine CS en Cter est nécessaire pour la liaison avec le reste du R2TP :
RPAP3/RUVBL1/2 (Hotejsi et al.,, 2014). Les modalités pourraient ressembler au modeéle décrit
chez S. cerevisiae (Pal et al., 2014). Lorsque j’ai débuté ma these, le mode d’association de RPAP3

et des RUVBL1/2 a PIH1D1 était inconnu (cf. Résultats -2).
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) Les protéines AAA+ ATPases : RUVBL1 /2

RUVBL1 et RUVBL2 (respectivement Rvb1 etRvb2 chez la levure) sont des protéines
d’environ 50kDa. Elles sont connues sous divers noms (Pontin/Reptin; Tip48/Tip49; p50/p55),

et elles ont été trouvées dans un grand nombre de complexes protéiques. Elles font partie de la
superfamille des ATPases AAA+ (Adenosine triphosphatase Associated with diverse cellular
Activities), une famille de protéines oligomériques possédant une structure en forme d’anneau
souvent hexamérique, et un site de liaison a I'ATP partagé entre sous-unités adjacentes (Gribun
etal,, 2008).RUVBL1 et RUVBL2 ont des structures tres similaires entre elles, et elles ont tous les
motifs canoniques des ATPases AAA+, y compris les domaines Walker A et B connus pour fixer
les nucléotides et hydrolyser 'ATP, respectivement (Jha et Dutta, 2009) (Figure 9). Cependant,
une caractéristique unique de ces protéines, par rapport aux autres enzymes de cette famille, est
la présence d'une insertion appelée domaine II, qui semble jouer un réle essentiel dans leur
activité (Figure 10 et voir plus bas)(Jha et Dutta, 2009). De nombreuses équipes ont tenté de
résoudre la structure des RUVBL, seules ou ensemble, mais du fait de la difficulté a les
manipuler, ces études ont longtemps donnés des résultats contradictoires. Les deux difficultés
pour I'étude structurale des RUVBL, sont que d'une part, la présence de tags altére I'état
multimérique de ces protéines (Cheung et al., 2010), d'un hexamere vers un dodécameére, et que
d'autre part le domaine II est trées flexible (Matias et al., 2006). Ceci a empéché la cristallisation
des protéines entieres jusqu'a présent.

Une premiere controverse a porté sur I'éventuelle activité hélicase de ces enzymes (Ikura
etal., 2000; Matias et al., 2006; Qiu et al,, 1998). RUVBL1/2 sont en effet proches des protéines
RUVA/RUVB bactériennes dont elles tirent leur nom. RuvA et RuvB sont des hélicases d'ADN
impliquées dans la résolution de structures particuliéres de I'ADN ("holliday junction") crées
lors des processus de réparation de I'ADN (Iwasa et al., 2016). Du fait de leur présence dans des
complexes associés a la chromatine, plusieurs études ont cherché a montrer une activité hélicase
de RUVBL1/RUVBL2 sur des acides nucléiques (Huen et al., 2010; Ikura et al., 2000). Méme s'il
est accepté que les RUVBL se lient aux acides nucléiques via leur domaine II, il est maintenant
admis que leur activité hélicase est minime - voire inexistante.De plus, des analyses
phylogénétiques plus récentes montrent qu'elles ne sont pas les homologues de RuvA/RuvB.

Une deuxieme controverse a porté sur la steechiométrie des complexes, hexamériques ou
dodécamériques. Il est maintenant établi que les formes hexamériques et dodécamériques
existent toutes deux et sont probablement toutes deux importantes biologiquement. L’hexamere
est un anneau composé de trois sous-unités de RUVBL1 intercalées par trois sous-unités de
RUVBLZ2, et le domaine II de ces enzymes est situé au dessous de I'anneau. Le dodécamere est un

dimere d'hexameres, et la dimérisation se fait via les domaines II (Zhou et al., 2017). Enfin, une
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étude récente suggére que la présence d'un substrat entraine a la fois une augmentation de
l'activité ATPasique des RUVBLs et le passage d'une forme hexamériques a une forme
dodécamérique (Zhou et al,, 2017). Dans le dodécamere, le substrat est 1ié au domaine II, pres
de la surface de dimérisation. DLes formes dodécamériques se résolvent en hexameére apres
hydrolyse de I'ATP, ce qui suggere un cycle dans lequel la liaison du substrat entraine la
dimérisation de I'hexamere, vers une forme activée des RUVBL. Cette forme activée serait
compétente pour lier d’autres protéines additionnelles du complee, ce qui stimulerait alors
I'hydrolyse de I'ATP et le relachement de deux sous-unités assemblées (Zhou et al., 2017). Dans
I'ensemble du processus, la flexibilité du domaine II est essentielle. Bien que spéculatif, ce
modele est le plus abouti et permet d'expliquer comment l'activité ATPase conféere une activité
chaperonne aux RUVBL, laquelle serait spécifiquement impliquée dans le folding quaternaire des
protéines.

Il existe un certains nombre d'études structurales sur les RUVBL (Angel Rivera-Calzada
etal., 2017b; Puri et al,, 2007; Snider et al,, 2006; Torreira et al., 2008). Les structures
cristallines a haute résolution ont d'abord été obtenues en tronquant le domaine II, et des
structures a plus basse résolution ont été obtenues par cryoEM sur les protéines entiéres. Plus
récemment, l'utilisation du champignon thermophile Chaetomium thermophilum a permis
I'obtention de structures a haute résolution avec les protéines entiéres. Celles-ci ont confirmé les
modeles hexamériques et dodécamériques proposés, dans lesquels les RUVBL1 et RUVBL2
alternent pour former des anneaux simples ou doubles, avec un domaine II flexible, qui sort de
I'anneau et permet la dimérisation des hexameéres (Lakomek et al., 2015)(Figure 10). Des études
de modélisation ont également bien montré la flexibilité du domaine II et le couplage entre sa
position et I'état de liaison au nucléotide au sein de I'anneau, ce qui pourrait expliquer comment

I'ATP peut réguler 1'échange hexameére-dodécamere (Afanasyeva et al,, 2014).
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Figure 10: Représentation de la structure d’un dimére de Rvb1: Rvb2 chez
Chaetomium thermophilus.

Le monomeére de Rvb1 est dans sa forme lié a I’ATP alors que le monomeére de RvbZ2 est dans sa
forme apo. Les différentes couleurs représentent les domaines de Rvb1 (jaune, orange, rouge) et
ceux de Rvb2 (bleu et vert).

Extrait de (Lakomek et al., 2015)
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Les RUVBL sont des sous-unités constitutives de plusieurs complexes de remodelage de
la chromatine, comme INO80, SWR-C et TIP60. Il est possible que leurs roles dans ces complexes
soient similaires a celui qu'elles jouent au sein du R2TP. Des données suggerent méme que le
R2TP soit impliqué en amont dans l'assemblage de INO80 et TIP60 (Jha et al,, 2013; Jdnsson et
al,, 2004). Dans le cas du complexe INO8O de S. cerevisiae, des études montrent que Rvb1/Rvb2
sont nécessaires au recrutement de la sous-unité Arp5, peut-étre par un mécanisme
d’assemblage similaire a celui décrit ci-dessus (Jonsson et al., 2004). Deux études plus récentes
décrivent les structures a basse résolution des complexes Ino80 et SCR1, obtenues par cryoEM
(Nguyen etal., 2013; Tosi et al., 2013). INO80 est composé d’une téte qui loge Rvb1/Rvb2, d'un
corps et d'un pied. Dans ce modele structural, I'hétéro hexameére Rvb1/Rvb2 est situé loin du
nucléosome, le substrat de INO80. Les données suggerent un changement de conformation des
Rvbs, qui leur permettrait de moduler I'activité de SNF2, le composant catalytique du
remodelage des nucléosome (Jonsson et al., 2004; Tosi et al.,, 2013). Ce changement de
conformation permet le basculement du module "pied" (qui contient Arp8), et ainsi de modifier
la position du nucléosome qui doit étre modifié. Par la suite, les protéines enzymatiques
effectuent les modifications (Figure 11). Les Rvbs, dans ce contexte, permettraient de moduler

I'activité du complexe INO8O (Tosi et al., 2013)( Figure 12).

Figure 11 : Schéma de la structure du complexe Ino80 chez S.cerevisiae

Adapté de(Tosi et al,, 2013)
INO80 est composé de 3 parties : La téte comprenant les Rvb1 / 2, le corps avec 'activité

catalytique « Arp5 module », les2 et SnfZ, et enfin les pieds « Arp8 module ».
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Figure 12 : représentation schématique du réle de Rvb1 et Rvb2 dans
I’assemblage du complexe INO8O
Deux hétéro-hexameres de Rvb1/ Rvb2 viennent former un dodécamere. Ce complexe

recrute la sous unité catalytique d'INO80. L’hydrolyse de '’ATP permet le changement de
conformation deRvb1/2 en un état actif. Un hexamere de Rvb1/2 associé a la sous-unité
catalytique est assemblé au reste des sous unités du complexe INO80 pour former le

complexe mature.

Extrait de (Zhou et al., 2017)



d) La structure du R2TP entier

Tout récemment, la structure tri-dimensionnelle du R2TP de S.cerevisiae a été résolue a
basse résolution par I'équipe de Llorca, en utilisant la cryoEM (Angel Rivera-Calzada et al,,
2017b). Pih1p en est le composant central. Il recrute Tah1 via son domaine CS, et Rvb1/2 via son
motif central, absent de PIH1D1. Rvb1/2sont sous une forme hexamérique et lient Pih1 via leurs
domaines II. Dans le complexe, I'hétérodimere Pih1-Tah1 se situe donc au-dessus de 1'anneau, et
apparalt comme étant dans une position idéale pour réguler la dimérisation de I'hexameére

deRvb.

Hsp90

Rvb1p/Rvb2p

Figure 13 : Représentation de la structure a basse résolution du complexe R2TP
chez S. cerevisiae.

adaptéde(Angel Rivera-Calzada, et al., 2017)
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Si la structure 3D du R2TP deS.cerevisiae commence a étre élucidée, il reste néanmoins de
nombreuses zones d'ombre sur le R2ZTP des mammiféres, du fait que les protéines qui le
composent different sensiblement de leurs homologues, et en particulier RPAP3. Notamment,
nous ne savons toujours pas comment les protéines RUVBL1 et RUVBL2 sont assemblées dans ce
complexe. Est-ce qu’il y a un domaine d’interaction sur PIH1D1 similaire a celui de levure ? 11
semble que non, au vu des données de (Hoiejsi et al., 2014), qui montrent que l'interaction de
PIH1D1 avec les RUVBL se ferait via le domaine CS, donc peut-étre via la protéine RPAP3. 11 faut
ici souligner que, lorsque j’ai commencé ma thése, deux domaines de RPAP3 restaient inconnus
d’un point de vue structural et fonctionnel: les domaines N-terminal et C-terminal.

L’analyse du role joué par le domaine C-terminal de RPAP3 a fait 'objet d’'une partie de
ma thése, en collaboration avec I'équipe de Xavier Manival et Bruno Charpentier a Nancy et de

Pedro Matias a Lisbonne (cf. Résultats - article n°2).
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3. Les substrats du complexe R2TP

a) Les snoRNP (Small nucleolar Ribo-Nucleo-Protein particles)

Ces particules comportent chacune un petit ARN nucléolaire non-codant associé a 4 protéines
conservées. Il existe plusieurs centaines de ces ARN chez I'homme, qui se répartissent en deux
grands groupes: les snoRNP a boites C/D et ceux a boites H/ACA. Ils se différencient par la
présence de motifs conservés sur les ARNs ("boites C/D" ou "boites H/ACA" ; figure 14), qui
dictent le recrutement d'un jeu de 4 protéines conservées. Les snoRNP a boite C/D comprennent
les protéines SNU13, NOP56/NOP58 (deux protéines trés similaires entre elles), et la fibrillarine
(FBL), qui porte une activité méthyltransférase. Les snoRNP H/ACA sont composés des
protéines NHP2, NOP10, GAR1 et de la dyskérine (DKC1), qui a une activité pseudo-uridine-
synthéase. Les snoARNs des deux classes possedent une séquence d'appariement qui guide la
particule vers un ARN cible spécifique (majoritairement des ARN ribosomiques) pour définir le
nucléotide qui sera modifié par 'enzyme associée a la particule - on parle d’ARN guide. Les
snoRNP C/D entrainent une2’-0-méthylation de ce nucléotide, et les H/ACA une pseudo-

uridylation.

Malgré I'apparente simplicité des snoRNP, 'assemblage de ces particules se fait en
plusieurs étapes et passe par des complexes transitoires avant de former la particule mature.
L'importance de ces cofacteurs est soulignée par le fait que, jusqu'a ce jour, aucune équipe n'a
réussi a reconstituer une particule de snoRNP fonctionnelle chez les Eucaryotes, a partir de
constituants synthétisés in vitro (et ce, malgré la petite taille des composants).Des études
détaillées ont en revanche été menées en utilisant le systeme des Archaebactéries, ou des
particules "snoRNP-like", appelées sARN, s'assemblent en complexes fonctionnels in vitro, en
absence de tout facteur d'assemblage (Charpentier, Muller, & Branlant, 2005; Omer, Ziesche,
Ebhardt, & Dennis, 2002).Une protéine clé dans la structure est la protéine NOP5, qui est
I'homologue a la fois de NOP56 et NOP58. Les protéines NOP5, NOP56 et NOP58 comportent
trois domaines: un domaine N-terminal, un domaine coiled-coil et un domaine NOP. Des études
structurales ont montré que les C/D d'Archae ont une structure pseudo-dimérique qui comporte
deux modules. Le premier module est organisé autour de deux motifs C/D présents sur les SARN.
Les motifs C/D sont longs d'une dizaine de nucléotides et se replient en un "K-turn". Ces motifs
C/D permettent la formation d'un complexe ternaire avec L7Ae (I'homologue de SNU13) et
NOPS5, dans lequel d'une part L7Ae contacte NOP5, et d'autre part L7Ae et NOP5 ont tous deux
des contacts base-spécifiques avec I'ARN. Le domaine NOP de NOP5 est suffisant pour assembler
ce complexe ternaire. Le deuxieme module est composé de la fibrillarine associée au domaine N-

terminal de NOP5. Ce module est flexible par rapport au premier comprenant I'ARN, et cette
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mobilité est essentielle pour l'activité catalytique du complexe. Finalement, les deux motifs C/D
présents sur I'ARN permettent la formation d'un pseudo-dimeére, grace a une interaction entre
les protéines NOP5 placées sur chacun des motifs C/D. Cette dimérisation de NOPS5 se fait par
son domaine coiled-coil, et elle est essentielle pour déterminer quelle base de I'ARN cible va étre
modifiée. Dans le systeme Eucaryote, les données disponibles suggerent que la structure du

complexe est similaire, et que NOP58 se lie au motif C/D qui clot I'ARN, tandis que NOP56 se lie

du coté apical (Figure 15).

Box ACA

Box H
5/ ANANNA ACAL_ 3/

Figure 14 : Représentation des ARNs a boites C/D (A) et a boites H/ACA (B)
Extrait de (Reichow et al., 2007)

En bleusont représentés les motifs conservés appelés « boites » , il y a d’'un coté le snoARN a boites

C/D et de I'autre le snoARN a boites H/ACA. En rouge, 'ARN substrat modifié par la particule.
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b) R2TP et assemblage des snoRNP a boites C/D

Historiquement, I'équipe travaillait sur 'assemblage des snoRNP a boites C/D. Cet assemblage
comporte plusieurs étapes qui se déroulent dans différents territoires du noyau (Celine
Verheggen et Bertrand, 2012). Du fait de I'impossibilité de reconstituer une particule in vitro, la
stratégie pour analyser les étapes d'assemblage des snoRNP C/D a principalement reposé sur
'analyse en protéomique des complexes intermédiaires, en les purifiant via un facteur
d'assemblage (NUFIP1, C120RF45...)) ou de sous-unités surexprimées (NOP58, NOP56). Ces
analyses sont complémentées par des cribles en double-hybride chez la levure pour affiner les
interactions, des reconstitutions de complexes in vitro, ainsi que du fractionnement cellulaire et
des expériences d'immunofluorescence. Les tentatives de reconstitution de snoRNP C/D
Eucaryotes in vitro, en utilisant uniquement les protéines coeur, ont permis de dégager des
informations importantes (Omer, et al., 2002).Tout d'abord, comme chez les Archées, le snoARN
a boites C/D se replie selon un« K-turn », qui est lié in vitro par la protéine SNU13.Ce complexe
peut ensuite se lier aux protéines a domaines NOP, et le modele proposé était donc que SNU13
se lie d'abord au snoARN, ce qui permettrait ensuite 'arrimage des 3 autres protéines : Nop56,
Nop58 et fibrillarine. Les études in vivo ont cependant montré que ce modeéle était sans doute
erroné (Bizarro et al., 2014; Boulon et al., 2008). L’hypothese d’'un assemblage grace au systéme
R2TP/HSP90 est supportée par de nombreuses données: (i) des études de protéomique qui
montrent un lien entre les snoRNP C/D et les deux ATPasesRUVBL1 et 2 (Newman et al., 2000),
qui semblent concerner plus particulierement NOP58; (ii) des études d'interactions qui
montrent d'une part des liens entre les protéines coeur des snoRNP et le R2TP (e.g. Pih1 avec
Nop58 (Gonzales et al., 2005), et d'autre part des liens entre des facteurs d'assemblage des
snoRNP et le R2TP (e.g. NUFIP1 avec PIH1D1(Bizarro et al., 2014; Boulon et al.,, 2008; Quinternet
etal, 2015); ZNHIT6 avec RUVBL1/2 (K. S. McKeegan, et al. 2009; R. Zhao et al., 2008), et enfin
des liens entre les différentes protéines du R2TP et les snoARN eux-mémes(Boulon et al.,, 2008;
Kenneth Scott McKeegan, et al., 2007); (iii) des expériences de 1étalité synthétique entre des
protéines du R2TP et des facteurs d'assemblage des C/D (Rothé et al., 2014a); (iv) des
expériences fonctionnelles qui montrent des défauts de formation des particules C/D dans des
mutants du R2TP de S. cerevisiae (pour Rvb1/2, voir(King et al., 2001); pour Pih1 et Tah1
voir(Boulon et al,, 2008; Zhao et al., 2008), et dans des knock-down chez I'homme(Kenneth Scott
McKeegan et al,, 2007; Watkins, et al., 2002).

L’assemblage des snoRNP se fait par 'intermédiaire de complexes transitoires, et donc
nécessite plusieurs étapes faisant intervenir différents cofacteurs. Dans I'assemblage des

snoRNP C/D, au moins 4 facteurs ont été identifiés. Ces facteurs pourraient étre des adaptateurs
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entre le R2TP et les protéines a assembler, et ils pourraient également réguler l'activité des
ATPases RUVBL1/2.

Bcdlest essentiel chez la levure pour I'accumulation des snoRNP C/D(Peng et al., 2003),mais sa
fonction est mal caractérisée bien qu'il interagisse avec les ATPases Rvb1/2 et probablement
régule leur activité( Verheggen, Pradet-Balade, & Bertrand, 2015). Ce facteur est conservé chez
I'homme et s'appelle ZNHIT6.

NUFIP1 est un facteur trouvé chez I'homme lors d’un crible double hybride avec SNU13 (Boulon
et al. 2008). Ce facteur interagit aussi avec ZNHIT3 pour former un complexe trimérique in
vitro(Rothé et al., 2014b).Ces protéines sont conservées chez la levure S. cerevisiae(Rsal et
ZNHIT3). NUFIP1 interagit avec PIH1D1 et cette interaction est également conservée chez la
levure.

C120RF45 est une protéine trouvée chez I'homme lors d'un crible de protéomique avec NOP58.
Cette protéine interagit avec les ATPases RUVBL1/RUVBL2 mais n'est pas conservée dans la
levure.

Des expériences de protéomiques ont permis de définir une voie d'assemblage dans le
systeme C/D humain(Bizarro et al., 2014).Le processus débute par la formation d'un complexe
uniquement protéique, et composé des 7 protéines suivantes: SNU13, NOP58, NUFIP,
ZNHIT3,ZNHIT6 et les ATPases RUVBL1/RUVBL2 (Figure 16).L'idée est que ce complexe se
forme a partir de trois modules ((Bizarro et al., 2014)et des données de 1'équipe non publiées):
(i) le complexe ternaire entre SNU13/ZNHIT3/NUFIP1; (ii) NOP58 néo-synthétisé et associé
avec lechaperon HSP90; (iii) le R2TP. Le R2TP aiderait la formation du complexe a 7 protéines,
d'une part en interagissant avec les deux autres modules, et d'autre part en venant charger les
ATPase RUVBL1/RUVBL2 sur les protéines SNU13 et NOP58 (Figure 16). Dans les étapes
suivantes d'assemblage, le complexe a 7 protéines s'associerait au snoARN, et le facteur ZNHIT3
serait remplacé par la fibrillarine et NOP56. Lors des étapes finales de la maturation des snoRNP
C/D, il resterait a retirer RUVBL1/RUVBL2 ainsi que les facteurs ZNHIT6 et NUFIP1 (Bizarro et
al,, 2014). Au cours de sa maturation, la particule migrerait dans les « corpuscules de Cajal »

avant d’étre adressée vers les nucléoles (Verheggen et al,, 2001, 2002).
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Box C/D snoRNA Box C/D snoRNP

Figure 15 : Structure des particules a petits ARNs nucléolaires a boite
C/D humain

Les motifs de reconnaissances sur I'’ARN sont représentés sur la Figure de gauche par « Box C/D
C’ et D’». A droite : la particule assemblée avec le snoARN et les protéines : SNU13, NOP56/58,
fibrillarine (FBL).
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Figure 16: Modéle d’assemblage des petites particules ribonucléiques non
codantes a boites C/D (snoRNP C/D).

(voir le texte plus haut)

Dans ce modeéle, RUVL1 et RUVBLZ s’assemblent au dimére RPAP3-PIH1D1 pour former le R2TP.
PIH1D1 recrute NOP58 ainsi que le trimére NUFIP-ZNHIT3-SNU13.RPAP3-PIH1D1 est libéré, et le
reste des protéines forme en un premier pré-complexe protéique (2). ZNHIT3 se décroche, et la
Fibrillarine (Fib) et le snoARN a boite C/D sont recrutés sur le pré complexe (3).

ZNHIT6 est libéré et I'ajout d’'une seconde Fibrillarine et NOP56 est la derniére étape de cet

assemblage. Les RUVBL sont libérées pour reformer le R2TP.
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Cas particulier de La particule U4 du complexe d’épissage ("spliceosome»)

Cette particule ribonucléo-protéique est composée d’'un ARN non-codant dit «small nuclear ARN
U4 » (snARN), qui comporte un motif dérivé des boites C/D et également structuré en K-turn et
reconnu par la protéine SNU13. Un autre composant de la particule U4est similaire a ceux des
snoRNP a boite C/D: il s'agit de la protéine PRP31, qui est trés similaire aux protéines NOP56 et
NOP58.L’assemblage des snoRNP C/D implique I'adaptateur NUFIP1, qui permet la liaison entre
SNU13 et le complexe R2TP. Il a été montré que la protéine Prp31 de S. cerevisiae interagissait
également avec Rsal, 'homologue de NUFIP1. De plus, une forme mutée de la protéine PRP31
humaine empéche son incorporation stable dans la particule de U4, mais reste associée au R2TP
et a NUFIP (Bizarro et al,, 2015). Enfin, NUFIP se lie au complexe SMN, connu pour étre impliqué
dans la biogenese des snARN (dont U4) en assurant le chargement des protéines Sm (communes
aux snRNP) sur les snARN. Par conséquent, le systeme NUFIP1-R2TP associé au complexe SMN
faciliterait 'assemblage de la particules snRNPU4 (Bizarro et al., 2015).

46



) R2TP et assemblage des snoRNP a boites H/ACA

Les mécanismes d’assemblages des snoRNP H/ACA ne sont pas non plus complétement élucidés,
mais des interactions entre les protéines de la particule, des cofacteurs et le R2ZTP permettent
d’émettre des hypotheses. Comme pour les C/D, la formation des snoRNP H/ACA fait intervenir
un assemblage purement protéique avant la liaison a ’ARN, mais dans ce cas, la liaison a I'ARN a
lieu pendant sa transcription. L'assemblage des H/ACA fait intervenir deux facteurs spécifiques:
SHQ1 et NAF1. SHQ1 est un chaperon spécifique de la dyskérine, (Grozdanov et al., 2009), tandis
que NAF1 ressemble a la protéine cceur GAR1 et la remplace dans les particules immatures
(Leulliot et al., 2007). SHQ1 se lie a DKC1 tres tot dans la voie de biogenese, et la prend en charge
pour 'assembler avec les protéines NOP10, NHP2 et le cofacteur NAF1. NAF1 lie le domaine C-
terminal de la grosse sous unité de I’ARN polymérase II, et il permettrait le ciblage de
NOP10/NHP2 vers les snoARN H/ACA naissants. La dyskérine se lie de maniére mutuellement
exclusive a SHQ1 et aux H/ACA (Grozdanov et al,, 2009; Yang et al., 2005), SHQ1 serait donc
libéré de maniére concomitante lors de la liaison de la dyskérine a I'ARN. L’étape qui suit serait
la migration du complexe naissant vers les « corpuscules de Cajal », ou NAF1 serait remplacé par
la protéine GAR1 (Darzacq et al., 2006), permettant ainsi la formation d'un complexe fonctionnel
(Lietal, 2011). Les protéines PIH1D1 et surtout RUVBL1/2 sont nécessaires a la dissociation de
SHQ1 de la dyskérine, faisant probablement intervenir le R2TP a cette étape (Machado-Pinilla et
al,, 2012). Les mécanismes d’actions permettant la libération de SHQ1 de la dyskérine ne sont
pas encore bien élucidés. On sait simplement que I'association entre ces deux protéines est
extrémement stable in vitro (Grozdanov et al., 2009).

Il faut noter que ’ARN qui sert de matrice a la télomérase pour allonger les télomeres
comporte des boites H/ACA qui s’associent avec les protéines canoniques des snoRNP H/ACA.
Cet ARN appartient en fait a la famille des scaARN (small Cajal ARN), une famille dérivée des
snoARN, qui s’associe avec les mémes partenaires protéiques que les snoARN mais se localise
dans les corps de Cajal (Jady et al., 2004). L’assemblage de ces particules emprunte
vraisemblablement les mécanismes décrits pour la famille des snoRNP H/ACA et il y a des
évidences solides indiquant que 1'assemblage de la télomérase requiert le R2TP et en particulier
les ATPases RUVBL1/2 (Boulon et al,, 2008; Hoareau-Aveilla et al,, 2006; Li et al., 2010;
Venteicher et al,, 2008; Wang et Meier, 2004).
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Figure 17 : Modéle d’assemblage des snoRNP a boites H/ACA
issu de (Massenet et al., 2017) description voir le texte.

SHQ1 recrute la dyskérine (DKC1). L’étape suivante est I'assemblage des protéines NHPZ et NOP10
grdce au cofacteur NAF1 pour former la particule immature. Le R2TP interviendrait dans la
dissociation de SHQ1 et FBL. Apreés I'incoporation de snoRNA a boites C/D, la protéine cceur GAR1
vient remplacer NAF1. NOPP140 est un facteur qui prend en charge la particule mature a sa sortie

des « Cajal Body » pour I'amener vers le noyau.
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d) Les autres substrats du R2TP

Depuis la découverte du R2TP, d’autres substrats ont été découverts : I'ARN polymérase II, les
PIKK (Phosphatidylinositol-3 kinase related kinases), et les particules associées aux petits ARNs
U4 et U5 de la machinerie d'épissage. Des expériences récentes de protéomique suggerent de
plus 'existence d'un grand nombre de substrats potentiels (Cloutier et al., 2017; Malinova et al,,

2017).

(1) La particule snRNP U5.

Deux études protéomiques ont montré des complexes intermédiaires d’assemblage d’U5. Ceux-ci
sont composés des protéines d’'U5 PRPF8, EFTUD2 et SNRNP200, du complexe HSP90/R2TP, de
son cofacteur ZNHIT2 et d’autres protéines moins caractérisées. Ces études démontrent que le
R2TP prend en charge ces protéines de U5 avant leur assemblage avec le snARN, les stabilise et

favorise la formation de la particule U5 (Cloutier et al., 2017; Malinova et al., 2017).

(2) L’ARN polymérase 2.

Cette enzyme fondamentale est composée de 12 sous-unités qui sont assemblées dans le
cytoplasme avant que le complexe entier ne migre dans le noyau pour y assurer sa fonction.
Notre équipe et celle de B. Coulombe ont montré que les sous-unités RPB1 (la plus grosse sous-
unité du complexe) et RPB8 étaient associées au R2TP dans le cytoplasme de la cellule, avant
leur incorporation avec les autres sous-unités de la polymérase, et que HSP90 stabilisait cette
fraction de RPB1 cytoplasmique(Boulon et al., 2010; Cloutier et Coulombe, 2010). Ces données
s'integrent dans un modeéle ou RPB1 cytoplasmique, néosynthétisé, est pris en charge par
HSP90, via le R2TP. Ceci permettrait son association avec les autres sous-unités de I'ARN
polymérase II, elles-mémes assemblées en pré-complexes grace a d'autres facteurs d'assemblage
spécifiques (Figure 19). L'ARN polymérase Il correctement assemblée peut ensuite étre
importée dans le noyau, en particulier grace a la protéine RPAP2 qui fait la navette entre les
deux compartiments(Forget et al., 2013). Chez la levure S.cerevisiae, ' ARN polymérase Il est
associée dans le cytoplasme avec une protéine qui se place a l'interface d'interaction avec 'ADN
pour diriger son import nucléaire (Czeko etal., 2011).

Ce résultat suggere qu'il existe probablement plusieurs facteurs d'import pour ce complexe
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particulierement gros. Ce modele pourrait étre étendu aux deux autres ARN polymérases, car
des sous-unités de la polymérase I et Il ont été trouvées associées au R2TP(Boulon et al., 2010;
Cloutier et Coulombe, 2010). De plus, l'interaction entre le R2TP et la grande sous-unité de 'ARN
polymérase I augmente lorsque l'assemblage de cette enzyme est bloqué (Boulon et al.,, 2010).

Cependant, le role exact du R2TP reste encore a démontrer (Figure 18).
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Rpb3 subcomplex Rpb1 subcomplex

Cytoplasm

RNA Polymerase Il

Figure 18 : Modele d’assemblage des sous unités de I’ARN polymérase Il

d’aprés (Boulon et al., 2012). Les sous unités de 'ARN polymérase Il forment deux pré-complexes:
un avec RPB1 et I'autre avec RPBZ2. Ces pré-complexes sont tous les deux associés a des protéines
préfoldines (en vert) ainsi que d’autres facteurs d’assemblage dont la fonction est encore
inconnue(en orange). Le pré-complexe contenant RPB1, pris en charge par R2TP, s’assemble avec le
pré-complexe de RPBZ2 pour former un complexe mature de I'’ARN polymérase Il dans le cytoplasme

avant de migrer dans le noyau.
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e) L’adaptateur TTT et I’assemblage des PIKKs

La protéine Tel2 pour « Telomere length regulation protein 2 » a été identifiée chez S. cerevisiae
pour son role dans le maintien de la longueur des télomeres(Lustig et Petes, 1986). Cependant, il
n'y a pas de preuve qu’elle puisse jouer le méme role chez les mammiferes. La délétion
constitutive de son homologue chez la Souris (TELOZ2), est 1étale au stade embryonnaire, cette
protéine est donc essentielle pour le développement (Takai et al., 2007). La délétion
conditionnelle de TELO2 engendre une diminution des niveaux protéiques des six PIKK (PI3-
Kinases-like Kinases) humaines, et ceci sans affecter les niveaux d’expression des ARNm
respectifs (Takai et al.,, 2007). Les PIKK sont des grosses protéines ayant une activité kinase, et
elles jouent des roéles particuliéerement importants dans la physiologie cellulaire: ATM, ATR et
DNA-PKc sont essentiels pour la réparations des cassures de I'ADN; mTOR est un point clé de
controle de la croissance cellulaire en réponse aux nutriments, SMG1 fonctionne dans une voie
de controle qualité des ARNm appelée NMD (Nonsense Mediated Decay), TRRAP fait partie de
complexes de remodelage de la chromatine, et c'est la seules PIKK qui n'a pas d'activité kinase.

L’étude de protéomique de TELOZ2 a permis d’identifier des partenaires tels que des
protéines du R2TP mais aussi de nouveaux acteurs. Ainsi TELO2 agit en complexe avec TTI1 et
TTI2 («TELO2-interacting protein 1 /2 »), mais aussi avec la protéine chaperon HSP90. TELO2
lie préférentiellement les protéines nouvellement synthétisées, suggérant un réle dans la
maturation des PIKKs. De plus, TELOZ2 est nécessaire a l'incorporation de mTOR et ATR néo-
synthétisées dans leurs complexes natifs respectifs (Takai et al., 2010). Le complexe TELO2-
TTI1-TTI2 (TTT) se définit donc comme un nouveau co-chaperon d’"HSP90 spécifique des PIKK.
L’étude de [zumi (Izumi et al., 2010) suggérait également une implication des protéines RUVBL1
et RUVBL2 dans le maintien de la stabilité des PIKK. Enfin, il est apparu que la phosphorylation
de TELOZ2 par la caséine kinase II (CK II) permettait de recruter le R2TP pour stabiliser les PIKK
néo-synthétisées (Hortejsi et al.,, 2010b; Pal et al., 2014). Cette phosphorylation a lieu sur deux
sérines, présentes au sein d'un site consensus pour la kinase Caséine Kinase 2 (CK2; le
consensus est DSDD/E). La mutation de ces sérines en alanines entraine une perte de
I'interaction de TELOZ2 avec le R2TP alors que les liaisons aux PIKK restent intactes. Cette
interaction est essentielle car lorsqu'elle est détruite, les PIKK ne s’accumulent plus dans les
cellules (Hotejsi et al., 2010a). Le complexe TTT serait donc un adaptateur permettant
I'adressage du systéme R2TP/HSP90 aux PIKK, de maniere similaire au complexe

NUFIP/ZNHIT3 pour les snoRNP (Figure 19).
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Figure 19 : Modeéle d’interaction entre le complexe R2TP, HSP90 et TELO2

issu de (Horejsi et al., 2010b). Cette interaction n’est pas encore bien comprise mais il semblerait
que le complexe

Le R2TP/préfoldines et HSP90 sont adressés aux PIKK via TELOZ (TELZ2 sur le schéma). TELOZ est
I'adaptateur spécifique des PIKK. Le point d’interaction avec TELOZ2 sur PIH1D1 est connu : c’est la
lysine 64 qui reconnaft le motif DpSDD de TELZ (voir dans le texte).

Une interaction directe entre HSP90 et TELOZ2 ou HSP90 avec les PIKK n’est pas exclue.

Sur ce schéma, l'intéraction entre HSP90 et RPAP3 est marquée d’un point d’interrogation mais elle

est a présent confirmée.
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Complexe R2TP Adaptateurs Substrats Fonctions cellulaires

Biogénése des
ribosomes

Elongation des
Telomerase RNP téloméres

snRNP U4 Epissage

Transcription

polymérase

RUVBL1 /2 * _— PIKKS

> SsnRNP U5 Epissage

Réparation des
dommages a 'ADN,
Traduction
Transcription

Figure 20 : Schéma représentant les clients d’HSP90 dépendant du R2TP.

A gauche, le complexe R2TP composé des RUVBL1/2, PIH1D1 et RPAP3, associé a HSP90.

En turquoise, une série d’adaptateurs secondaires (NUFIP, TEL2/TTI1/TTI2) spécifiques a des
classes de substrats du R2TP, et en bleu foncé les clients. Ces clients nouvellement identifiés
démontrent des implications jusqu’alors insoupgconnées de HSP90 dans les fonctions cellulaires
correspondantes. L’association de ces co-chaperons et leur mode d’action ne sont pas encore tous

élucidés.
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4, Modele général d’action du complexe R2TP

Lorsque j’ai commencé ma thése, de nombreuses questions restaient en suspens, notamment
(Figure 21):
- Comment PIH1D1, d'une part, et RPAP3/RUVBL1/2 interagissent ?
- Comment sont recrutés les partenaires des substrats recrutés par le domaine PIH1 de
PIH1D1?
- On pensait que la sous-unité annoté B ici était amenée par HSP90 mais on ne savait pas
exactement comment elle était incorporée au complexe final.
- Comment est régulée I'activité des RUVBL1/2 et quelle est leur fonction au sein du
complexe R2TP ?

Mon travail a contribué a répondre a certaines de ces questions.
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Figure 21: Modéle général d’assemblage des complexes macromoléculaires par le
R2TP

Ce shéma représente la vision de I'assemblage des complexes par R2TP avant ma theése.

1) HSP90 s’occuperait du repliement de certaines sous-unités ici (B) qu’elle présente au complexe
R2TP. Le R2TP prendrait en charge directement une autre catégorie de sous unité (A) via le
domaine N-terminal de PIH1D1. 2) Le recrutement des autres sous unité (B) n’est pas clair.
L’interaction entre RPAP3 et HSP90 permettrait le chargement des sous unités B sur le R2TP,
HSP90 serait alors libérée. 3) Le R2TP assurerait I'asssemblage des sous-unités. . Le RZTP et le

complexe AB nouvellement assemblé se dissocient.
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5. Les protéines PIH-like et RPAP3-like.

Il existe d'autres protéines ayant un domaine apparenté au domaine PIH défini chez
Pih1p/Pih1D1 : PIH1D2, PIH1D3, DNAAF2/Kintoun (Figure 22). La variété des protéines a
domaine PIH chez les différents organismes a été corrélée avec la présence de cils mobiles chez
ces mémes organismes (Yamamoto et al., 2010). Ainsi la protéine Kintoun/DNAAF2 a été
identifiée pour son role indispensable dans I'élaboration de cils mobiles (Omran et al., 2008).
Elle permet I'assemblage des dynéines en interaction avec une protéine, DYX1C1, a domaine TPR
comme RPAP3. DNAAF2/DYX1C1 forment un complexe d’assemblage qui recrute le chaperon
HSP70 dans le cytoplasme (Tarkar et al., 2013). Le mode d’action rappelle celui du R2TP dans
I'assemblage de I’ARN polymérase Il : les dynéines, une fois assemblées, migreraient vers leur
site d’action, les cils mobiles (Figure 23).

D’autre part, les génomes des mémes organismes codent également pour des protéines
dont la structure s’apparente a celle de RPAP3 : SPAG1 et CCDC103 (Figure 22). Notamment, ces
protéines comportent des domaines similaires au domaine C-terminal de RPAP3. Ces protéines
ont été identifiées chez des patients présentant des défauts de ciliogénése motile, résultant dans
un ensemble de maladies multifactorielles regroupées sous le nom de "dyskinésies primaires du
cil"(Dong et al., 2014; Panizzi et al.,, 2012; Tarkar et al., 2013).

Enfin les protéines RUVBL1/2 ont été impliquées par plusieurs études dans la
ciliogénese (Raidt et al.,, 2014; Zhao et al,, 2013). Il est donc tentant de proposer que ces
protéines a domaine PIH interagissent avec des protéines a domaines RPAP3-Cter et les
RUVBL1/2 pour former des complexes apparentés aux R2TP. L'intérét pour l'analyse des modes
d'action du R2TP n'en serait que renforcé.

Une partie de mon travail de thése a porté sur I'étude de la structure et de la fonction de
ces complexes potentiels, en collaboration avec 1'équipe "ARN, RNP, maturation-structure-

fonction" du laboratoire IMoPA de Nancy. (cf. section "Résultats 2”).
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Figure 22 : Structure des protéines RPAP3-like et PIH-like (issu du manuscrit n°2)

Le domaine C-terminal de RPAP3 est conservé chez SPAG1 et CCDC103.

Comme RPAP3, SPAG1 et DYX1(1 présentent des domaines TPR connus pour interagir avec les

motifs C-ter des chaperons HSP90 et HSP70.

DYX1C1 est également composé d’un domaine CS, tout comme les protéines a domaine PIH.
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Figure 23: Modéle d’assemblage des dynéines.

Le modeéle que nous proposons est basé sur celui de I'assemblage de I'ARN polymérase Il : dans le
cytoplasme, les différentes sous unités des dynéines seraient assemblées par un complexe R2TP-like.
Ce complexe serait composé d’'un chaperon (HSP70 ou HSP90) relié a une protéine RPAP3-like par
des domaines TPR, d’'une protéine a domaine PIH, et des ATPases RUVBL1 et RUVBLZ.

Les dynéines, une fois assemblées, seraient incorporées dans le cil.
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6. HSP90, les RUVBL et le R2TP dans le cancer.

Du fait de leur role dans le R2TP et les complexes de remodelage de la chromatine, les RUVBL
sont des protéines impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires. En particulier, elles
jouent des roles importants dans la transformation des cellules normales en cellules cancéreuses
(Dugan et al,, 2002; Wood et al., 2000), en particulier dans les hépato-carcinomes (Berasain,
2010; Grigoletto et al.,, 2013; Haurie et al,, 2009; Raymond et al., 2015), et encore dans
I'apoptose. L’activité oncogénique des RUVBL a été mise en relation avec leur role de cofacteur
des facteurs de transcription oncogéniques tel que c-Myc ou la 3-caténine, mais leur mécanisme
d’action dans la tumorigénese reste encore trés mal compris. A cet égard, il est important de
noter que le R2TP intervient dans divers processus biologiques qui sont impliqués dans la
croissance cellulaire et la tumorigénese. La transcription, la biogenese des ribosomes, la
traduction, I'élongation des télomeéres ou encore les dommages a ’ADN, sont autant de fonctions
nécessaires a la prolifération et la croissance cellulaire. Une dérégulation de ce systéme pourrait
entrainer des dommages importants. Certains de ces substrats comme mTOR sont bien connus
pour controler la croissance cellulaire et sont impliqués dans des cancers colorectaux (Gulhati et
al,, 2009). Récemment, un lien entre le R2TP et le complexe TSC a été mis en évidence (Cloutier
etal, 2017; Malinova et al,, 2017). Le TSC est le régulateur principal de mTOR et c'est un
suppresseur de tumeurs bien connu. Comme on le voit, les liens entre le R2TP et le cancer sont
nombreux.

Le R2TP est un cofacteur de HSP90, et cette chaperonne est bien connue pour étre une
cible thérapeutique dans de nombreux cancers: pas moins d'une vingtaine d’inhibiteurs sont en
cours de test cliniques (Jhaveri et al.,, 2012). Le R2TP adresse HSP90 vers des substrats dont
certains sont surexprimés dans des cancers, donc il pourrait étre lui aussi une cible
thérapeutique. HSP90 a de nombreux clients dans beaucoup de voies de signalisations
différentes: cibler le R2TP permettrait de restreindre la déstabilisation a des clients
oncogéniques pour éviter d'affecter les clients de HSP90 anti-oncogéniques. De fait, 'hypothese
d’un role du R2TP dans la carcinogenése via les snoRNP et snRNP émerge (Kakihara et Saeki,
2014).

Une partie de ma these a consisté a mettre au point un systeme d’invalidation du géne
codant pour RPAP3 chez la souris afin d’inactiver le R2TP. Ce modele a pour but de nous
permettre de mieux caractériser la fonction de RPAP3 et du complexe R2TP dans un organisme,
puis en ciblant I'intestin, de I’étudier dans un tissu en prolifération continue. De plus, grace a ce
modeéle, nous pourrons tester ’hypothése de I'implication du RPAP3 et donc du R2TP dans

I’établissement de cancers intestinaux.
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C. Lintestin comme organe d’étude de la prolifération

1. Le role de l'intestin

Chez la souris comme chez I'Homme, le tractus digestif est issu du feuillet embryonnaire
endodermique. Il se compose de deux grandes parties : I'intestin gréle et le gros intestin ou colon
et se termine par le rectum. L’intestin gréle comprend le duodénum, le jéjunum et I'iléon. Le
cOlon est lui aussi divisé en trois parties, le c6lon ascendant, transverse et descendant (Figure 24

et 26).

Estomac

Cae<§m /

Intestingréle :
iléon

Intestin gréle :
¥ duodénum

Rectum

Intestingréle :
jéjunum

Figure 24 : Photo du tractus digestif d’une souris RPAP3*/*,
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L’intestin gréle est un organe d’échange : sa fonction premiere est de digérer les aliments pour
en extraire le maximum de nutriments et d’eau nécessaires au fonctionnement du corps. Ces
fonctions sont assurées par des cellules de I’épithélium appelées entérocytes. Les cellules
intestinales sont en contact direct avec I'extérieur (la lumiere de I'intestin). Afin d’augmenter la
surface d’échange, I'épithélium intestinal forme une succession de villosité. A chaque villosité
sont associées plusieurs invaginations appelées cryptes de Lieberkiihn comme illustré dans la
Figure 25 (Barker, 2014). Ces cryptes abritent notamment, a leur base, les cellules souches
intestinales a 'origine de tous les types cellulaires de I'épithélium. Dans le duodénum, les
villosités sont plus longues que dans les autres parties de I'intestin. La plus grande partie de la
digestion et réabsorption se fait au niveau de l'intestin gréle.

Les villosités rétrécissent le long du tractus pour disparaitre dans le c6lon (Figure 25b et
26). Celui-ci a essentiellement une fonction mécanique de compaction des selles et de leur
excrétion. De fait, les cellules sécrétrices de mucus, les cellules caliciformes, y sont plus
nombreuses que dans l'intestin. Elles sont détectées par un marquage a I'acide périodique de
Schiff (PAS) qui colore les gouttes de mucus en violet foncé (Figure 26).
L'épithélium intestinal est a l'interface entre le milieu extérieur et intérieur: il est donc soumis
en permanence aux agressions des pathogenes contenus dans le bol alimentaire. L'épithélium
doit donc aussi jouer un role dans la défense immunitaire en constituant une barriére. Des
cellules spécialisées assurent un dialogue avec le systeme immunitaire pour répondre a
d'éventuelles attaques et assurer la régénération de 1'épithélium aprés un épisode inflammatoire
(Gerbe et al., 2016).
Toutes ces différentes fonctions (absorption, sécrétion de mucus, réponse a l'agression

pathogeénes...) sont portées par des cellules spécialisées.
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a) Intestin gréle

Villosité

vV HIUY

Figure 25 : Image de I’épithélium de I’intestin gréle (a) avec les villosités et les
cryptes, et en (b) image de I’épithélium au niveau du célon.

Image de microscopie électronique, issue de (Barker, 2014)
Au niveau de l'intestin gréle, I'épithélium est composé d’'un enchainement de villosités et des cryptes

contrairement a celui du c6lon qui ne contient que de cryptes.
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HE PAS

Duodénum

Jéjunum

[léon

Colon

Figure 26: Coloration a I'Hématoxyline-Eosine (panneau HE) et a I'Acide
Périodique de Schiff (panneau PAS) de coupes d'épithélium intestinal de souris.
Les villosités sont plus grandes dans le duodénum, elles rétrécissent au fur et a mesure du
tractus et finissent par disparaitre au niveau du célon. Le marquage au PAS met en
évidence les cellules caliciformes en violet foncé. Ces cellules sont plus nombreuses au

niveau de I'épihélium du colon en comparaison avec l'intestin gréle.
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2. Les différents types cellulaires de I’épithélium intestinal

L’épithélium intestinal est composé de plusieurs types cellulaires :
e Les cellules souches « CBC »a l'origine des différents types de cellules de 1‘épithélium
e Les cellules souches « +4 » ou CP4
e lesentérocytes
e Les cellules sécrétrices
o les cellules caliciformes,
o les cellules entéroendocrines
o les cellules de Paneth
o les cellules Tuft
e les « cup cells » ou cellules en forme de coupe, peu décrites,
e les cellules « M » associées aux plaques de Peyer, des nodules lymphatiques apposés

le long de la paroi intestinale.

(Figure 27)

a) Les cellules souches

Les cellules souches de la base des cryptes sont appelées les CBC pour « Crypt Base
Columnar Cells»(Cheng et Leblond, 1974).Elles sont intercalées de cellules de Paneth. Etant a
'origine de toutes les cellules de I'épithélium, elles sont donc multipotentes. Du fait du
renouvellement rapide de I’épithélium, les CBC entrent en division fréquemment, ce qui les rend
sensibles aux radiations, contrairement aux cellules souches « +4 » que nous verrons apres. Les
cellules CBC se distinguent par 'expression de marqueurs dont les plus connus sont :
LGR5(Barker et al.,, 2007), AScl2 (van der Flier et Clevers, 2009) et Olfm4(van der Flier et al.,
2009a). LGR5, pour « Leucine rich repeat containing G protein coupled Receptor 5 », est un
récepteur transmembranaire aux R-spondines, des agonistes de la voie Wnt. Il est lui-méme
contrdlé par cette voie. Le marqueur LGR5 est exprimé spécifiquement par les cellules souches
CBC, localisées au fond des cryptes mais pas par les autres cellules souches "+4". L'activation de
la voie Wnt est cruciale pour le maintien des CBC.

Plusieurs études ont confirmé le role d’Ascl2 comme marqueur des cellules souches CBC. Ascl2
(pour Achaete Scute-Like2) est un facteur de transcription impliqué dans le devenir des cellules
souche. En son absence, les CBC disparaissent au bout de quelques jours: il est donc nécessaire a
leur maintien(van der Flier et al., 2009b). Ascl2 est aussi un géne cible de la voie Wnt. Sa

transcription est activée par cette voie et subit une auto-activation par la protéine ASCL2.
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Olfm4 (Olfactomedin 4) est lui aussi un marqueur des cellules souches CBC mis en évidence en
2009 (van der Flier et al., 2009a). Chez 'homme, les cellules de la base des cryptes expriment ce
marqueur alors que chez la souris, I'expression est cantonnée aux cryptes de l'intestin gréle.
Mais le signal est localisé a la méme position dans les cryptes coliques humaines et les cryptes
intestinales murines : dans les cellules CBC. Olfm4 est exprimé en réponse a la voie Notch et joue
un role dans I'adhésion tissulaire (Figure 28).

Les cellules souches « +4 » ou CP4 ont été identifiées par Potten (Potten et Hendry,
1975). Ces cellules sont quiescentes jusqu’a ce que I’épithélium ait besoin d’elles, comme dans le
cas d’une perte des cellules CBC. Les cellules souches « +4 « sont alors capables de régénérer la
production des cellules intestinales soit en se dédifférenciant en CBC, soit en se différenciant
directement sans passer par I'état de cellules souches LGR5*. (Tian et al.,, 2012)
Comme I'indique leur nom, elles se situent juste au dessus de la base de cryptes apres les cellules
de Paneth et les CBC en position +4 (Figure 28, en orange). Elles se caractérisent par I'expression
de 4 marqueurs principaux : Bmil (Sangiorgi et Capecchi, 2008; Yan et al,, 2012) , Hopx (Takeda
etal,, 2011), mTERT (Montgomery et al., 2011), Lrigl (Powell et al., 2013).Ces études montrent
que les cellules des cryptes exprimant simultanément ces quatre marqueurs, les "+4", sont
capables de régénérer le stock de cellules souches LGR5+. Certains de ces marqueurs, comme

Lrigl, peuvent aussi étre exprimés par les cellules CBC (Mufioz et al., 2012).
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Figure 27 : Représentation schématique des types cellulaires connus de
I’épithélium intestinal

Schéma adapté a partir de 'article (Gerbe et al., 2012)

Les cellules souches du fond des cryptes, appelées CBC, peuvent donner en se différenciant
pratiquement toutes les cellules intestinales épithéliales représentées ici : les entérocytes, les

cellules sécrétirces : cellules de Paneth, cellules a mucus, les cellules « cups » et « tuft »
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b) Les cellules de I’absorption

Les entérocytes sont les cellules les plus abondantes dans I'épithélium de l'intestin gréle. Elles
sont responsables d'une partie de la digestion du bol alimentaire grace a la libération d’enzymes
dans la lumiére de I'intestin. Elles assurent I'absorption des nutriments et de I’eau. Cette fonction
est assurée par la présence de microvillosités sur la surface en contact avec les aliments. Elles
sont polarisées : le pdle apical présente des microvillosités et le pole basal accueille le noyau. La
membrane des entérocytes présente différents transporteurs de nutriments et eau, notamment
du glucose. IIs permettent aussi I'entrée d’ions dans la cellule, accompagné de glucose, puis le

glucose est déversé dans les capillaires sanguins. Ces cellules ont une durée de vie de 3- 4 jours.

c) Les cellules sécrétrices

Les cellules entéroendocrines sont des cellules polarisées présentant sur leur pole
apical des microvillosités et sur leur pole basal des granules sécrétoires. Elles ne sont pas
regroupées dans un compartiment mais disséminées le long du tractus dans I'épithélium. Elles
se situent en générale dans les cryptes et a la base des villosités. Ces cellules jouent un roéle dans
le dialogue inter-organe au cours de la digestion, via la sécrétion d’hormones. Les hormones
sécrétées sont principalement des hormones peptidiques telles que la sécrétine ou le peptide YY.
Ces hormones agissent sur la digestion mais aussi sur la coordination des mouvements
péristaltiques pour faciliter le passage du bol alimentaire.

Les cellules caliciformes sécretent le mucus qui facilite le passage des aliments le long
du tractus. Ce mucus est stocké dans une vacuole avant d’étre déversé dans la lumiére de
I'intestin. Ces cellules sont peu nombreuses dans 'intestin gréle contrairement au colon, ou elles
sont indispensables. Le mucus a un réle de protection de I'épithélium mais aussi un réle
mécanique en favorisant le glissement des aliments (voire méme des parasites) lors de
I'excrétion. Ce mucus est détecté par un marquage a I'acide périodique de Schiff (PAS) qui colore
les gouttes en violet foncé (Figure 26, PAS)(Gerbe et al., 2012).

Les cellules de Paneth se situent au fond des cryptes de 'intestin gréle, intercalées
entre les cellules souches CBC (Garabedian et al., 1997)(Figure 28). Les cellules de Paneth
expriment le marqueur CD24 a leur membrane. Elles auraient un réle dans le maintien d'une
niche favorable pour le maintien des CBC car elles expriment des facteurs paracrines : signaux
des voies EGF, Wnt, Notch, tous indispensables au maintien des CBC (Sato et al,, 2011).

Cependant, elles ne sont pas indispensables a la survie des CBC ni au maintien de 1'épithélium,
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que ce soit en conditions d'homéostasie, de régénération ou de tumorigenese (Durand et al.,
2012). Les cellules de Paneth assurent aussi un role dans I'immunité au sein de I'intestin. En
effet, elles sécrétent des particules antimicrobiennes et des lysozymes qui préservent l'intégrité
de I’épithélium au regard des pathogenes présents dans les aliments.

Les cellules « Tuft » ont été caractérisées pour la premiere fois dans I'épithélium de la
trachée chez le rat puis dans celui de 'estomac de la souris. Leur fonction n’est pas encore bien
connue mais des études récentes les classent dans la catégorie des cellules sécrétrices. En
réponse a une infection parasitaire, elles sécretent de I'interleukine IL-25 pour initier une
réponse immunitaire de type I, qui favorise la production d'anticorps par les cellules B. Dans le
cas d'une infection par le parasite Helminthe, elles permettent de déclencher la réponse
immunitaire et une hyper-prolifération des cellules caliciformes. La production de mucus qui en

résulte permet alors 1'élimination des parasites du tractus intestinal (Gerbe et al., 2012, 2016).

d) Autres cellules

Les cellules « cup », sont des cellules dont la forme fait penser un verre a pied. Elles
possedent des microvillosités et représentent environ 6% des cellules de I'épithélium intestinal.
Leur fonction est encore méconnue.

Les cellules M, situées entre I'épithélium et les plaques de Peyer, ont un role
d’'interlocuteur entre les cellules intestinales et les cellules immunitaires présentes dans ces
amas. Les plaques de Peyer sont des agrégats de follicules lymphoides situés entre la muqueuse
intestinale et la couche d cellules épithéliales. Ce sont des réservoirs de cellules de 'immunité,
des sentinelles. La fonction des cellules M n’est pas entiérement connue mais elles auraient un
réle dans I'immuno-surveillance de l'intestin en présentant des antigenes aux cellules
immunitaires des plaques de Peyer, pour déclencher éventuellement une réponse immunitaire

(de Lau etal., 2012; Mabbott et al., 2013)(Figure 28).

3. L’épithélium intestinal, une régénération continue

En conditions normales, I'épithélium intestinal est en renouvellement constant, avec une
demi-vie de I'ordre de 5 jours. Ce renouvellement se fait sur le modéle du tapis roulant, avec une
migration des cellules du bas des cryptes vers le haut des villosités. Schématiquement, les
« Crypt Base Columnar Cells », les cellules souches situées a la base des cryptes intestinales et
coliques se divisent de facon asymétrique (Cheng et Leblond, 1974). Une des cellules filles
entretient le stock de CBC, tandis que 'autre donne une cellule progénitrice qui migre dans le
compartiment transitoire d’amplification (TA)(Figure 29). Les cellules progénitrices effectuent

3 ou 4 divisions avant de se différencier et de continuer leur migration vers le haut de la villosité.
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Les CBC et les cellules progénitrices formant le TA peuvent étre identifiées grace a un marquage
anti- Ki67 (un marqueur de prolifération). La Figure 30 montre une section de duodénum. Le
marquage Ki67 (en marron) est cantonné aux cryptes et au compartiment d’amplification. Les
cellules de Paneth, également présentes au fond des cryptes (fleches bleues), se distinguent par
leur absence de marquage (cellules Ki67-), en contraste avec les cellules souches CBC (indiquées
par les fleches orange). En se différenciant, les cellules cessent de proliférer. Pour préserver
I'intégrité de la barriére immunitaire, un phénomene de desquamation a lieu au sommet de la
villosité. Ainsi sont éliminées par apoptose les cellules plus agées, pour faciliter le
renouvellement de I'épithélium. Ce modeéle est évidemment schématique car tous les types
cellulaires qui composent I'épithélium n’ont pas la méme durée de vie : certaines cellules, a
fonction immunitaire, ont un temps de demi-vie plus long que les entérocytes.

En condition d'homéostasie, les cellules souches CBC sont les principales responsables
du renouvellement de I'épithélium. Pourtant Tian et collégues ont montré que I'ablation
spécifique et complete des CBC n’affecte pas 'homéostasie de I'épithélium. (Tian et al.,, 2012).
Dans ce cas, les cellules souches « +4 » sont en attente et interviennent en cas de défaut des
cellules CBC, elles sont donc les gardiennes de I'intégrité de I'épithélium (Li et Clevers, 2010).
Enfin, une plasticité des cellules intestinales peu différenciées, les progéniteurs, situés dans le
compartiment d’amplification, existe. Des études suggerent que ces cellules auraient la
possibilité, en cas de dommage, de régénérer I'épithélium par dédifférenciation (Buczacki et al.,
2013; van Es et al,, 2012a). Ce compartiment constitue donc une autre réserve de cellules
capables de palier a 'absence de cellules souches CBC. En conclusion, le terme de « cellules
souches intestinales » (Intestinal Stem Cells) ne recouvre pas un type cellulaire établi mais un
ensemble de cellules capables de régénérer I'épithélium intestinal selon les besoins. Les cellules
progénitrices et les CBC ont des profils épigénétiques assez proches, ce qui pourrait expliquer
leur plasticité en réponse a des stimuli de la niche(Vermeulen et Snippert, 2014).

En parallele, il existe une compétition entre les différentes cellules souches de chaque
crypte pour repeupler la crypte et la villosité. Chaque CBC ayant le méme avantage sélectif que la
cellule souche voisine, par un phénomene de "dérive neutre" au cours du développement, il y a
une dérive clonale de chaque villosité, dont la population est issue d'une cellule souche unique.
L'architecture de l'intestin, avec des cryptes compartimentées, pourrait limiter la propagation
horizontale d'une crypte a I'autre. Ceci limiterait la progression des tumeurs: si une cellule CBC
subit une mutation lui conférant un avantage prolifératif, elle ne colonisera pas tout I'épithélium

intestinal (Vermeulen et Snippert, 2014).
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Figure 28: schéma de I’organisation des cellules dans I’épithélium de I’intestin
gréle.

Au fond des cryptes se situent les cellules souches CBC (en vert clair) intercalées de cellules de
Paneth(en jaune). Les cellules souches +4 sont représentées en orange. En violet foncé ce sont les
cellules « progénitrices» qui proliférent dans le compartiment d’amplification transitoire avant de
se différencier. Les cellules différenciées sont distinguées par différentes couleurs : en rose les
cellules caliciformes avec leur vacuole de mucus, en vert les cellules entéroendocrines, les «cellules
Tuft» en bleu clair et les entérocytes en violet clair. De plus, sur ce schéma sont représentées en
rouge les cellules « M » au niveau d’un plaque de Peyer contenant des lymphocytes. TA : Transient

Amplifying compartment. (van Rijn et al,, 2016)
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4. Les grandes voies de signalisation impliquées dans la

prolifération et le maintien de I’homéostasie intestinale

a) La voie Wnt canonique

La voie Wnt est étudiée depuis longtemps et a été mise en évidence pour la premiere fois chez la
drosophile sous le nom de Wingless. Cette voie est tres étudiée et possede différentes fonctions
essentielles pour le développement embryonnaire ou I’'homéostasie des tissus, en régulant la
prolifération, la polarité et la différenciation cellulaire(Wodarz et Nusse, 1998).11 y a une forte
conservation de la voie Wnt de la drosophile jusqu’au mammifeéres. En effet, cette voie joue un
role important, entre autres, dans le développement embryonnaire chez les mammiferes (Logan

et Nusse, 2004). Sa dérégulation dans l'intestin ou le foie induit la tumorigeneése.

Modéele de signalisation transcriptionnelle par la voie Wnt

(Figure 30)

Dans les cellules intestinales, c'est la voie de signalisation "canonique" qui est a I'ceuvre.

En absence d’un ligand Wnt, la 3-caténine cytoplasmique est séquestrée par le complexe
effecteur composé de APC (Adenomatous Polyposis Coli) / Axine / Dishevelled (Dsh) / la kinase
GSK-3B/ CK1 a. La phosphorylation de la -caténine par la kinase GSK3-f3 a pour conséquence
son adressage au protéasome et sa dégradation. Dans ce cas, les génes cibles de la voie Wnt ne
sont pas transcrits, ils sont dans un état dit « OFF ».

En présence d’un ligand Wnt, celui est reconnu par le complexe récepteur LRP/Frizzled qui
mobilise 1'axine. Dsh vient alors inhiber la kinase GSK3-[3. Le complexe effecteur est dissocié,
libérant la 3-caténine, stabilisée, dans le cytoplasme. Elle migre ensuite dans le noyau ou elle
forme un complexe avec les facteurs de transcription TCF (T-Cell Factor) et LEF (Lymphoid
Enhancer Factor). Ce complexe active la transcription des genes cibles qui sont alors dans un

état « ON ».
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Figure 30 : Schéma descriptif du mode d’action de la voie Wnt canonique.

La fixation du ligand Wnt sur son recepteur (LPR/Frizzled) entraine l'inactivation par
phsophorylation de la kinase GSK-3f et donc du complexe destructeur (GSK-3 -APC-AXIN-CK1a-
Dsh (non montré ici)). La f-caténine libre est accumulée dans le cytoplasme et peut ainsi migrer
dans le noyau. Elle s’assemble avec des facteurs de transcription tel que TCF / LEF pour activer la
transcription des génes cibles notamment impliqués dans la prolifération (WNT ON state). En
absence d u ligand Whnt, la B-caténine est séquestrée par le complexe destructeur. Elle est
phsophorylée par la GSK-3f5. Cette phosphyrylation est un signal d’adressage au protéasome pour
se dégradation. Les génes cibles ne sont pas transcrits. ( WNT OFF state)

(Paietal., 2017)
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Cas de I’épithélium intestinal :

Sept des 19 ligands Wnt sont exprimés dans I'intestin. Dans le fond des cryptes, on trouve les
ligands Wnt3 , Wnt 6 et Wnt 9B qui sont connus pour activer la voie canonique de Wnt
(Gregorieff et al.,, 2005). Le ligand Wnt3, sécrété par les cellules de Paneth, active la transcription
des genes des cellules souches en se fixant sur leur complexe récepteur. Un gradient de
concentration des ligands Wnt par diffusion est observé, allant des cryptes et diminuant a
I'approche des villosités. Cependant leur expression ainsi que celle de leurs récepteurs Fz5/6/7
LRP5/6 estlimitée aux cryptes, ce qui limite aussi leur action et explique la localisation des
cellules souches dans les cryptes.

Le role de la voie Wnt dans ’homéostasie de I'épithélium intestinal a été montré par différentes
approches (Pinto et al.,, 2003)dont la suppression d’un effecteur TCF4 (voir ci-apres) (van Es et
al,, 2012b; Korinek et al., 1998)et la surexpression d'un inhibiteur de la voie : Dickkopf
homologue 1 (DKK1) (Kuhnert et al., 2004).La délétion de la B-caténine dans I'épithélium des
souris adultes entraine un défaut de prolifération dans les cryptes, suivi d'une diminution du
nombre de cellules intestinales (Fevr et al.,, 2007). DKK1 est un antagoniste de la voie Wnt. Sa
surexpression dans les cellules épithéliales aboutit a une perte du compartiment d’amplification
et des cellules souches, couplé a un défaut de différenciation (Kuhnert et al., 2004).

Chez les mammiferes, il existe plusieurs paralogues de TCF. Dans les cellules souches
intestinales CBC, seul TCF4 est responsable de la transcription des cibles de la voie Wnt (van Es
etal., 2012b). En effet, la déplétion de TCF4 de facon constitutive est l1étale, car I'épithélium des
souris qui naissent ne contient plus que des cellules différenciées. A I'dge adulte, le méme knock-
out de TCF4 entraine une perte du compartiment d’amplification et des CBC des cryptes (van Es
etal, 2012b; Korinek et al., 1998)(Figure 31). Au contraire, la délétion des genes codant pour les
autres paralogues de TCF n'a aucun effet: ceci montre une spécialisation des différents TCF, qui
ne sont pas redondants (du moins pas dans I'épithélium intestinal).

Dans l'ensemble, toutes ces approches ont montré sans ambigiiité que le maintien d'une voie
Wnt active était indispensable au maintien des cellules souches CBC et des progéniteurs du TA.
L'abrogation de la voie Wnt conduit a une perte tres rapide des CBC et une dégradation de
1'épithélium en quelques jours(van Es et al., 2012b; Fevr et al., 2007) entrainant la mort des

souris.

75



Figure 31 : Invalidation de TCF4 dans I’épithélium intestinal.

Figure issue de (van Es et al., 2012b). Dés 3 jours apres l'induction du KO du géne codant pour
TCF4 dans les cellules épithéliales (tous types confondus), une diminution drastique du marquage

K167 est observée suivi d’une perte des cryptes et du compartiment d’amplification.
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b) La voie Notch

La voie Notch est conservée de la drosophile, ou elle a été initialement décrite, aux mammiféres.
Elle controle la capacité de différenciation des cellules. En effet, la voie Notch a principalement
pour fonction de maintenir I'état de progéniteur des cellules souches en assurant une division
asymétrique(Bardin et al., 2010; Guo et Ohlstein, 2015; Leedham et al., 2005; Mellott et al.,, 2017;
Rossi et Desplan, 2017; Zhong et al., 1997).

Mode d’action de la voie Notch dans I'épithélium intestinal (Figure 32)

Les ligands des récepteurs Notch sont des protéines transmembranaires de la famille
Delta/Serrate/Lag?2 : chez les mammiferes les ligands sont Delta 1/2/3 ou Jagged 1, 2. Ces
ligands sont reconnus par le récepteur Notch situé a la surface des cellules voisines. Cette voie
fonctionne par contact entre cellules. Le récepteur Notch est composé d’'un domaine
extracellulaire (NECD pour Notch Extra-Cellular Domain/ECN) et d’'un domaine intracellulaire
(NICD). La liaison du ligand entraine le clivage de Notch par une protéase ADAM/ TACE (TNF-a
ADAM metalloprotease Converting Enzyme) séparant le domaine extracellulaire (NECD) et
intracellulaire (NICD) (Figure 33, B). Le NICD est par la suite pris en charge par le complexe de la
y-sécrétase pour subir un second clivage (c). Le domaine NICD migre alors vers le noyau pour
former un complexe activateur de la transcription avec les co-activateurs MAM (MAsterMind) et
CBP/CSL (CREB binding protein /CBF1, Suppressor of Hairless, Lag-1). Ce complexe active la
transcription des génes cibles. Les génes cibles sont des genes de différenciation comme les
genes de la famille Hes (Hairy Enhancer of Split) tel que Hes1, Hes5 et Hes6,exprimés dans le
compartiment prolifératif des cryptes(van Es et al., 2005; Riccio et al., 2008; Schroder et Gossler,

2002) mais aussi un des marqueurs des CBC : Olfm4.
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Figure 32 : Représentation simplifiée de la signalisation Notch.

issue de (Hayward et al., 2008)

En absence de ligand, le récepteur Notch reste adressé a la membrane plasmique de la cellule
réceptrice. Dans son noyau, les génes cibles de la voie Notch sont réprimés via l'action de
corépresseurs sur le complexe transcriptionnel CSL/CBP.

Si le ligand DSL (Serrate/Jagged/ Delta) est exprimé (a), il est reconnu par la partie externe du
récepteur Notch (ECN) (b). Cette liaison active le clivage de la partie externe par une premiére
enzyme (ADAM -S2) puis celui de la partie interne du récepteur (NICD) par la y-sécrétase (clivage
S§3). Le NICD est adressé au noyau, ot il s’assemble au complexe de la transcription CBP/CSL. Ce

complexe active la transcription des génes cibles par la Polymérase II (Pol I).
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Role de la voie Notch dans I’épithélium intestinal :

La voie de signalisation Notch est essentielle au renouvellement normal de I'intestin par les
cellules souches intestinales. Plus précisément, Notch est impliqué dans la maintenance des
cellules en prolifération, il sert a maintenir la balance entre prolifération et différenciation (van
der Flier et al., 2009a). L’inhibition de la voie Notch par différents moyens (fixation d'anticorps
aux récepteurs Notch1 et Notch2 , inhibition de la y-sécrétase) provoque une baisse de la
prolifération des cellules souches et des cellules progéniteurs (Riccio et al., 2008; Wu et al,,
2010). De fait, la transcription d'0lfm4, un marqueur des CBC, est directement dépendante de
Notch (VanDussen et al., 2012). Dans ces conditions, une augmentation de la différenciation en
cellules sécrétrices, notamment en cellules caliciformes, au détriment des cellules absorbantes
est observée : il y a une hyperplasie des cellules de Paneth, caliciformes et de Tuft (Tian et al.,
2015; VanDussen et al.,, 2012). La voie Notch assure la différenciation des cellules progénitrices
en entérocytes.

En fait, I'équilibre entre prolifération et différenciation en cellules sécrétrices est assuré par une
balance entre les voies Wnt et Notch. Notch est nécessaire au maintien d’un niveau d’activité de
la voie Wnt favorable aux cellules souches et a la prolifération. Dans le contexte d'une inhibition
de la voie Notch, l'inhibition de la voie Wnt (par l'injection d'anticorps dirigés contre le
corécepteur des ligands Wnt Fzd/LRP6) restaure un phénotype sauvage de I'épithélium
intestinal. L'intégration moléculaire des signaux de la voie Notch et Wnt est encore mal connue.

(Tian et al.,, 2015).
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) Autres voies de signalisation en jeu dans I’épithélium

intestinal

La voie BMP : Le gradient de diffusion de cette voie est 'opposé de celui de la voie Wnt. La voie
BMP est active dans les villosités et s’Tamoindrit dans les cryptes. Cette voie aurait pour fonction
de réprimer la voie Wnt dans les villosités pour éviter la prolifération des cellules différenciées.
(Batts et al., 2006; He et al., 2004). La surexpression d'un inhibiteur général de la voie BMP
(noggin) des le développement provoque une malformation de l'intestin, caractérisée par la

formation de cryptes au niveau des villosités (Crosnier et al., 2006).

La voie de signalisation Hedgehog, elle aussi une voie antagoniste de la voie Wnt, permet de
cantonner I'expression de la voie Wnt a la base des cryptes. Les ligands de cette voie sont
exprimés dans le haut des cryptes et activent et maintiennent la différenciation cellulaire en
entérocytes (van den Brink et al., 2004). L’expression d’inhibiteur de cette voie entraine une

défaut dans l'organisation des cellules épithéliales le long de I'épithélium (Madison et al., 2004).

La voie ephrinB (EphB) est impliquée dans I'organisation des compartiments en assurant le
controle de la migration cellulaire au sein de I'épithélium. Les ligands (EphB) et les récepteurs
sont tous deux des protéines membranaires qui fonctionnent par interaction de contact.
L’expression des ligands et récepteurs de cette voie sont soumis au contréle de la voie Wnt. Par

conséquent la voie Wnt régule la migration cellulaire a travers la voie EphB-ephrinB (Kosinski et

al, 2007).
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5. Le cancer colorectal (CRC)

a) Généralités

Le cancer colorectal représente, tous sexes confondus, le troisieme cancer le plus fréquent en
France. L’age moyen du diagnostic est aux alentours de 70 ans mais le cancer survient en général
vers I'dge de 50 ans. L’incidence en France en 2020 devrait atteindre 45 000 nouveaux cas
contre environ 42 000 en 2012 (site de I'Institut National du Cancer, http://www.e-cancer.fr). Il
est donc important de trouver des alternatives pour traiter et dépister le cancer colorectal dont
le nombre de nouveaux cas ne cesse d’augmenter.

Médicalement, on consideére plusieurs stades d'avancement des cancers colorectaux.
Selon le stade, différents protocoles sont appliqués mais le principal traitement reste la
résection chirurgicale, accompagnée ou non de traitement chimique ("adjuvant") en amont ou
en aval. Ces traitements chimiothérapiques utilisent trois types d’agents seuls ou en
combinaison: (i) 5-Fluoro-uracil, (ii) Irinotecan: un inhibiteur de la synthese d’ADN par le
blocage de la méthylation de I'uracile, et (iii) oxaliplatine, qui induite la formation de ponts
intrabrins dans I'ADN. Tous ces traitements conduisent a des catastrophes mitotiques et la mort
des cellules prolifératives dont les cellules cancéreuses.

L’apparition de métastases est un facteur aggravant. En phase métastatique, 'espérences
de vie du patient est d’environ 2 ans. Les métastases sont dues a la dissémination de cellules
cancéreuses issues d'une tumeur primaire vers d’autres organes: souvent les poumons, le foie ou

le cerveau. Dans les cancers colorectaux, les métastases sont principalement hépatiques.

b) Mécanismes intrinséques de la tumorigeneése

Sauf dans 5% des cas (la polypose adénamateuse familiale et le syndrome de Lynch), il n’existe
pas de prédisposition familiale. La tumorigeneése colorectale est due a des mutations somatiques,
avec une activation systématique de la voie Wnt (Muzny et al., 2012). La tumorigeneése est le
résultat d'une série d’acquisitions de mutations, dont la séquence a été proposée par B.
Vogelstein (Jones et al.,, 2008). La premiére étape de la tumorigenese colorectale semble étre une
sur-activation de la voie Wnt: une perte de fonction d’APC est observée dans plus de 80% des
cas, éventuellement accompagnée d'autres mutations dans la voie Wnt. Cette activation de la
voie Wnt produit de petits adénomes. D’autres mutations touchant les genes des voies de
signalisation de KRAS/BRAF favoriseraient le passage du stade hyperplasie/dysplasie a
adénome large mais bénin. Les mutations qui surviendraient par la suite permettraient la
progression de I'adénome vers des tumeurs malignes de type carcinome. Ces mutations touchent

particulierement les voies TGF-B/SMAD4, p53 et PI3K (Jones et al., 2008)(Figure 33).
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On distingue les cancers a instabilité des microsatellites (MSI : Micro Satellite Instability), ainsi
que les cancers hyper-mutés ou non hyper-mutés. La séquence des mutations semblent différer
dans les tumeurs avec une instabilité des chromosomes (CIN : Chromosome Instability) (qui
sont généralement non hypermutées) et les tumeurs avec MSI, généralement hypermutées.
Malgré cette grande hétérogénéité, un consensus de catégorisation a été trouvé et définit 4 sous
types (CMS : Consensus Molecular Subtype) de cancer colorectal basé sur le niveau d’expression
des genes. Le premier groupe, CMS1, englobe les tumeurs a MSI qui présente une hyper-
mutation dont un enrichissement de la mutation BRAF V600E caractérisé et une hyper-
méthylation. Tout ceci associé a de forts infiltrats immunitaires. Les trois groupes suivant sont
associés a des tumeurs présentant des CNI. Le sous-type CMS2 ou sous-type canonique sont des
tumeurs épithéliales dans lesquelles : les cibles de la WNT sont surexprimée et celles de MYC
sont réprimées. On observe aussi une augmentation de I'expression de certanes cyclines et
d’oncogénes: EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), HER2 (Human Epidermal Growth
Factor Receptor-2) IGF2 (insulin-like growth factor 2), IRS2 (insulin receptor substrate 2) et
HNF4A (hepatocyte nuclear factor 4a). La caractéristique principale du sous-type CMS3 est le
changement du programme métabolique ce qui lui vaut le nom de soustype métabolique. La
mutation KRAS, enrichie dans ce groupe, est associée a I'adapation métabolique des cancers
colorectaux. Le dernier sous-type CMS4 ou mésenchymateux est marqué par une activation des
voies impliquées dans la transition épithélio-mésenchymateuse mais aussi dans le maintien des
caractéristiques des cellules souches. De plus, ces tumeurs présentent une surexpresssion des
protéines du modelage de la matrice extracellulaire (MEC) (Dienstmann et al.,, 2017) (Figure 34).
Enfin, certaine cellules du carcinome acquiérent la capacité de migrer et proliférer dans d’autres
tissus pour former des métastases : les mécanismes en jeu sont encore controversés. Cette étape
semble nécessiter peu de mutations (Jones et al., 2008). Deux modeles s’affrontent : celui de
I'acquisition de nouvelles mutations qui favoriseraient la transition épithélio-mésenchymateuse,
et celui ou les mutations seraient déja présentes dans les carcinomes et les métastases
représenteraient simplement I'étape suivante du processus de carcinogenése.

L’acquisition d'un phénotype de type mésenchymateux (transition épithélio-mésenchymateuse
ou EMT en anglais) permettant aux cellules tumorales d’infiltrer le systéme circulatoire
(intravasation) avait été proposée comme la premiére étape de la formation métastatique.
Cependant cette hypothese est remise en cause par des expériences récentes sur des modeles
murins de cancers métastatiques autres que colorectaux (Fischer et al., 2015; Zheng et al., 2015)
et ces études semblent favoriser un role pour 'EMT dans 'acquisition d’'une chimiorésistance
par les tumeurs.

L’autre modéle propose qu'une sous-population des cellules tumorales ait la capacité de migrer

pour initier une métastase (voir d).
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Figure 33 : Séquence des mutations conduisant a la carcinogenése colorectale

Issue de (Jones et al., 2008)

Ici est représenté un modele de séquences de mutations qui favoriseraient la progression
tumorales. Les mutations de la voie WNT surviendrait au tout début de la chaine pour
initier la tumoigenése. Ensuite, il y aurait des mutations qui meneraient a l'inactivation de
voies anti-tumorales tel que CDC4 ou une instabilité des chromosomes mais aussi la
suractivation des voir KRAS et BRAF. L’intervention de nouvelles mutations pousseraient la
tumorigenése vers la carinogenése. L’apparition des métastases n’est pas encore bien
élucidée mais l'expression de génes tels que TGF ou de génes impliqués dans le modelage

de la MEC pourrait étre en jeux.
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Figure 34 : Classification des sous-types de cancer colorectal

(Dienstmann et al., 2017) On distinhue quatres sous-types de cancer colorectal suivant le niveau
d’expression de certains génes mis en cause dans la tumoigenese. Le CMS1 se distingue par la
présence d’instabilité des microsatellites alors que les trois autres présentent une instabilité des
chromosomes. L’aquisition de mutation, le profil de métylation, et les dérégulations
métaboliques sont les criteres sur lesquels cette classification a été réalisée. Le dogme de la

séquence de mutation présentée a la figure 33, semble ne plus étre aussi rigide.
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Actuellement, il y a deux grandes hypotheéses sur 'origine des cancers colorectaux : le
modeéle « Bottom up »ou hiérarchique et le modéle « Top down » ou stochastique (Figure 35).
Le modele stochastique suppose que toutes les cellules épithéliales, différenciées ou non, sont
susceptibles d’acquérir une série de mutations oncogéniques pour se transformer en cellule
tumorale et initier le processus de tumorigenése colorectal (Krausova et Korinek, 2014; Plaks et
al,, 2015a; Rizk et Barker, 2012).Dans ce cas, une expansion latérale peut étre observée. Des
expériences sur des souris ont montré que la réactivation de la voie Wnt dans les cellules
épithéliales différenciées peut conduire a la formation de tumeurs lorsque la voie NF-kB est
également activée (Schwitalla et al., 2013). Physiologiquement, la voie NF-«B est activée en
réponse a une agression par un agent pathogéne, comme c'est souvent le cas dans I'épithélium
intestinal, au contact du milieu extérieur. De fait, les maladies inflammatoires chroniques de
'intestin sont associées a un risque accriit de cancer colorectal(Grivennikov et al., 2010;
Middelhoff et al., 2017)

Le modéle «bottom up» ou hiérarchique suppose que les tumeurs auraient comme origine
des Cellules Souches Cancéreuses (CSC). Ces cellules souches cancéreuses proviendraient de
cellules souches normales ayant accumulé des mutations(Barker, 2014). Ces cellules souches
cancéreuses représenteraient une sous-population distincte au sein de la tumeur, capable de se
régénérer et d’entrer en quiescence. Les CSC peuvent donner directement différents types de
cellules tumorales différenciées ce qui augmente ’hétérogénéité de la tumeur (tumeur
polyclonale). Elles peuvent aussi engendrer des cellules de type progéniteurs qui donneront
différents lignages cellulaires (tumeur monoclonale). Chacun de ces lignages donneraient lieu a
une tumeur composée d'un seul type de cellules tumorales. (Plaks et al., 2015a). Dans ce modéle,
les CSC constituent la cible thérapeutique a éradiquer pour traiter efficacement les patients.
Ces deux modeles ne sont pas exclusifs. Dans les faits, la plasticité des cellules épithéliales
intestinales est telle que des cellules différenciées peuvent subir une dédifférenciation par la

réactivation des genes des cellules souches (Schwitalla et al., 2013).
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c) Hétérogénéité des tumeurs et cellules souches cancéreuses

Les données récentes semblent confirmer, dans les cancers colorectaux, I'existence de cellules
souches cancéreuses (CSC) au sein de la population tumorale (Todaro et al., 2014a). Ces CSC se
distinguent des autres cellules tumorales par plusieurs caractéristiques, notamment leur:

- quiescence

- auto-régénération

- capacité a initier des tumeurs (d’ou parfois la dénomination des CSC en TIC « Tumor

Inducing Cells » ou cellules inductrices de tumeurs)

- résistance a I'apoptose.
L’existence des CSC suppose que leur éradication totale est nécessaire pour éliminer toute
possibilité de rechute. Cependant, du fait de leur quiescence, ces CSC sont résistantes aux
traitements, puisque les thérapies chimiques appliquées aux cancers colorectaux ciblent les
cellules prolifératives par induction de dommages a ’ADN. Des études cherchent a identifier des
composés chimiques pour pouvoir les cibler spécifiquement (Zizza et al., 2016).
D’autre part, il a été proposé que les CSC seraient a I'origine de métastases, selon I’hypothése de
« la graine et du sol ». Ainsi, la dissémination des CSC et leur éventuelle infiltration conduirait a
la formation de métastases lorsqu’elles se retrouveraient dans un microenvironnement

favorable.

L’hétérogénéité intra-tumorale est problématique pour les thérapies. Comme nous 'avons vu
dans la premiére partie de I'introduction, HSP90 permettrait I'accumulation de mutations en
atténuant les phénotypes qui en découlent et ainsi favoriser leur expansion et leur sélection lors
de changements environnementaux. Appliqué au cas du cancer du sein, il a été proposé d’'inhiber
HSP90 a des doses n’induisant pas la déstabilisation de ses cibles, pour freiner 'apparition et la
fixation de mutations dans les cellules tumorales (Queitsch et al., 2002; Rutherford et Lindquist,
1998; Whitesell et al., 2014). Cependant I'impact de ce type de traitement sur les CSC n’a pas

encore été analysé.
d) Microbiote et réponse immunitaire

Le régime alimentaire et le mode de vie (consommation d’alcool et de tabac,
consommation fréquente de viande rouge et charcuteries, manque d’activité sportive...) ont
souvent été incriminés comme facteurs de risque (Chan et Giovannucci, 2010; Dahm et al.,,
2010). Notre régime alimentaire conditionne I'état de notre microbiote intestinal. Le microbiote

est I'ensemble des bactéries commensales présentes dans la lumiere de I'intestin. La flore
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intestinale varie tout au long du tractus digestif et elle empéche les bactéries potentiellement
dangereuses de s’y implanter. Il est donc important de la préserver.

Plusieurs études montrent une différence de la structure de cette flore entre des
individus atteints de cancer colorectal et des individus sains. Les premiers a avoir montré cette
variabilité sont Moore et Moore (Moore et Moore, 1995). L'influence du microbiote sur les
cancers colorectaux s’explique principalement par deux mécanismes :

- les produits sécrétés par les bactéries: ainsi certaines bactéries sous-représentées dans

les microbiotes de patients, sécrétent des butyrates. Ces butyrates diminuent le potentiel
redox de 'intestin, et par la les conditions favorables a 1a mutageneése et la croissance
tumorale. Au contraire, d’autres bactéries opportunistes, présentes chez les patients,
sécretent des toxines mutagéniques.
- les réactions immunitaires qu’elles déclenchent.
Le type de réponse immunitaire déclenché par la présence de bactéries dépend du type
bactérien (Lasry et al., 2016). La réponse immunitaire peut se révéler anti-tumorale, par
exemple lorsque cette réponse implique des lymphocytes CD8+ cytotoxiques (Lévy et al.,, 2015).
Le plus souvent, cependant, une réponse inflammatoire provoque favorise la tumorigenése,
notamment par la sécrétion d’interleukines comme IL-23 et IL-17 ou IL-6 (Grivennikov et al.,
2012). Ainsi les patients souffrant de maladies inflammatoires chroniques intestinales (colites
ulcératives, maladie de Crohn) présentent des risques plus élevés de développer des cancers du
colon (Grivennikov et al.,, 2010; Middelhoff et al., 2017). Chez ces patients, une inflammation
chronique provoque une activation prolongée de NF-«B. NF-kB peut coopérer avec la voie Wnt
pour induire une dédifférenciation des cellules épithéliales en cellules souches cancéreuses
(Schwitalla et al., 2013). Surtout, il induit la sécrétion d’IL-6 et de TNF (Tumor Necrosis Factor),

deux cytokines pro-tumorales.

e) Role des cellules de la niche tumorale

Les cellules tumorales détournent les fonctions du stroma pour créer un microenvironnement
qui permette leur maintien et leur expansion : ce processus est indispensable a la tumorigenése
(Scheel et al., 2011). La croissance de la tumeur nécessite notamment un remodelage de la
matrice extracellulaire, une néo-angiogenése pour apporter oxygene et nutriments et la
sécrétion de facteurs de croissance comme le HGF (Hepatocytes Growth Factor) et les
interleukines pro-tumorales. Les CSC modifieraient ainsi les fibroblastes et les macrophages du
stroma pour qu'ils aient une activité pro-tumorale et créeraient un microenvironnement
favorable: on parle alors de CAF (CAF : Cancer Associated Fibroblaste) et CAM (CAM : Cancer
Associated Macrophages).
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Les CAF sécretent notamment la cytokine CXCL12, un stimulateur de la voie NF-«B dans les
cellules réceptrices, le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) qui favorise la néo-
angiogeneése, et 'HGF, un facteur de croissance des cellules tumorales (Plaks et al., 2015b). Ces
sécrétions favorisent I'activation de la voie Wnt et Notch pour maintenir les caractéristiques de
cellules souches des CSC (Junttila et de Sauvage, 2013; Kalluri et Zeisberg, 2006).

La niche tumorale a également pour but d’échapper a la surveillance immunitaire pour éviter
une réponse cytotoxique des lymphocytes CD8+ mais de modifier le comportement des
macrophages (CAM) pour qu'’ils sécrétent IL-6, TNFo et TGF B (Transforming Growth Factor f3).
[1-6 soutient la croissance tumorale, le TNF& stimule la voie NF-xB dans les cellules tumorales et
participe ainsi a leur transformation, tandis que TGFp recrute des lymphocytes régulateurs
(Treg) pour supprimer la réponse immunitaire (Plaks et al., 2015b). Les CAM participent aussi
au remodelage de la matrice extracellulaire.

Le manque de nutriments et d’'oxygéne (hypoxie) provoque une reprogrammation du
métabolisme des cellules tumorales vers le cycle glycolytique. Ce changement métabolique
participe a la mise en place d’'une hypoxie , qui favorise I'’échappement des cellules souches
cancéreuse au systéme immunitaire (Wei et al., 2011). En aidant a cet échappement, '’hypoxie
participe a la mise en place de 'EMT (Terry et al.,, 2017). Elle induit 'expression de HIF-1a
(Hypoxia Inducible Factor 1alpha) qui provoque la sécrétion de VEGF, une cytokine cruciale
pour le recrutement de cellules endothéliales et la formation de vaisseaux sanguins (Catalano et
al,, 2013; Wei et al., 2011). De plus, 'hypoxie protege les cellules cancéreuses des
chimiothérapies et des rayons. Cet état d’hypoxie induit une stimulation de 'angiogenese par les
cellules souches cancéreuses mais aussi par les cellules endothéliales. En état d’anaérobie, les
cellules produisent des dérivés réactifs d’oxygene appelé ROS en anglais (Reactive Oxygen
Species). Dans la niche intestinale, les ROS proviennent des cellules tumorales qui utilisent la
fermentation pour produire de I’ATP, mais des CAF et des CAM qui expriment des enzymes pour
maintenir un environnement oxydatif (Catalano et al., 2013). Les ROS sont capables de
maintenir les caractéristiques de cellules souches cancéreuses via 'activation du TGF-3 (Anido
etal,, 2010; Pavlides et al,, 2010). Les cellules tumorales se protegent des ROS par I'expression
d'enzymes réductases et notamment, les déterminants de surface des CSC (CD44v6) joueraient

un role dans la stabilisation de ces enzymes (Catalano et al,, 2013; Todaro et al., 2014b).
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f) Modeéle murins d’induction de la tumorigenése colorectale

Dans presque 100% des cas, I'apparition de tumeurs est liée a une sur-activation de la voie Wnt.
Le role des composants de la voie Wnt a été découvert dans des études de cancers colorectaux
héréditaires (FAP pour Familial Adenomatous Polyposis Coli)(Kinzler et al., 1991; Nishisho et al,,
1991). La mutation la plus fréquente est celle du gene Apc (plus de 80% des cas), entrainant une
sur-activation de la voie Wnt. Le complexe APC-Axine-GSK3- -Dsh ne peut plus se former, la 3-
caténine est stabilisée et migre dans le noyau. L’augmentation de la 3-caténine nucléaire
entraine une hausse de la transcription des génes cibles de la voie Wnt. L'un des modéles murin
d’étude de la tumorigénese intestinale est I'invalidation du gene Apc, par mutation ou délétion.
En 1990, une équipe met en évidence lors d’'un traitement avec un mutagene, I'implication du
géne Apc dans I'apparition spontanée d’adénomes intestinaux et coliques : les souris
ApcMin/+développent des adénomes intestinaux tres tot au cours du développement (Moser et al.,
1990, 1995; Su et al,, 1992). D’autres modifications de ce gene ont été proposées pour étudier
son role ou pour permettre I'étude de tumorigénese chez I'adulte : notamment des délétions
inductibles comme l'allele Apcfloxed (Colnot et al., 2004). L’avantage de cet alléle est qu'il est d'une
part inductible -contrairement a Apc¥in- et d'autre part, il entraine le développement
d’adénomes intestinaux mais aussi colorectaux. Ce phénotype se rapproche de ce qui est observé
chez 'homme.

La tumorigéneése est certes initiée par une acquisition de mutations somatiques mais le
cancer est aussi une maladie plurifactorielle car I'environnement peut favoriser son apparition.
Le protocole d'induction chimique par traitement a I'AOM et au DSS de tumorigénese colorectale
associe ces deux facteurs. La tumorigéneése est induite par I'injection d'un carcinogene
Azoxyméthane (AOM) qui entraine une augmentation des méthylations pro-mutagénes de 'ADN,
et favorise I'apparition de mutations. L'inflammation chronique souvent mise en cause chez
I'homme est mimée par des cycles d’exposition a un agent inflammatoire, le sulfate de dextran et
de sodium (DSS), dilué dans I'eau de boisson (Fazio et al.,, 2011; Suzuki et al., 2004; Tanaka et al.,
2003).
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D. Objectifs et déroulement de la thése

1. Objectif principal : RPAP3 pourrait-il étre une cible thérapeutique des
cancers colorectaux ?

L’objectif principal de ma these était de tester si la protéine RPAP3 pouvait étre
envisagée comme cible thérapeutique dans les cancers colorectaux. C’est pour répondre a cette
question que j'ai recu un financement de la Ligue Contre le Cancer. Plusieurs données
suggéraient que le R2TP pourrait jouer un réle dans les cancers colorectaux. En particulier, des
marquages immuno-histochimiques réalisés sur des coupes de tumeurs de patients par nos
collaborateurs, avec un anticorps développé au laboratoire (clone 19B11), montrent que RPAP3
est surexprimé dans 70% des échantillons de tumeurs primaires testés (n=22). Notre hypothese
était qu’'une diminution du niveau de RPAP3 ralentirait la croissance des tumeurs. Comme les
études sur la drosophile montraient une grande résilience des organes a des baisses
d’expression de Spaghetti, son homologue RPAP3 apparaissait comme une cible intéressante
dans le traitement des tumeurs.

Un tel objectif est éloigné de I'expertise du laboratoire d’Edouard BERTRAND.
Cependant, le site de Montpellier regroupe des équipes spécialisées dans la physiologie de
l'intestin et les mécanismes de tumorigenése colorectale. Ceci est concrétisé par un groupe de
travail « SIRIC » sur ce théme, qui a permis de nombreux échanges fructueux. De plus, plusieurs
équipes dans l'institut et sur le site avaient développé une expertise dans les modéles murins
d’invalidation génétique intestinale - notamment par l'utilisation des recombinases Cre sous
contrdle du promoteur de la villine - ainsi que dans les techniques d’analyse de I'intestin. Ainsi,
nous avons particulierement profité de I'expertise des équipes de Philippe JAY (IGF) et Michel

HAHNE (IGMM).

2. Développement de modéles murins d’invalidation de RPAP3 et,
conduite des expériences sur les souris

Pour tester le role de RPAP3 dans la tumorigeneése colorectale, Bérengere PRADET-
BALADE, alors membre de I'équipe d’Edouard BERTRAND, avait initié le développement d’'un
modele murin d’invalidation de RPAP3 (lignée portant I'allele RPAP3wsiconstitutif, codant pour
une protéine tronquée). A partir de cette lignée, j'ai généré des souris portant un alléle
permettant une invalidation conditionnelle (alléle RPAP3fx).

Dans un premier temps, j’ai caractérisé I'effet de I'invalidation de RPAP3 dans l'intestin
en conditions physiologiques, car nous en ignorions les conséquences. Contre toute attente, cette

invalidation s’est révélée délétére pour les souris. ]’ai alors entrepris d’en caractériser les
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mécanismes. Puis j'ai mis en place deux modéles de tumorigenese : un modele d’'induction
chimique avec un protocole alliant un carcinogene AOM avec un agent irritant (DSS) (modele
utilisé par I’équipe de Michael HAHNE a I'lGMM) et un modeéle génétique d’initiation de la
tumorigeneése par I'invalidation d’'une copie du gene APC (modeéle utilisé par I'équipe de Philippe
JAY a I'IGF). Ces deux modeéles étaient déja exploités dans l'institut.

Pour toutes ces expériences, j’ai mis en place les protocoles de génotypage des différents
alleles : RPAP3wtsi, RPAP3/lox, RPAP347. J’ai organisé et suivi les croisements des animaux afin
d’obtenir les lignées avec lesquelles j’ai travaillé, en utilisant les recombinases FlpO, Cre
constitutive (Cre) ou inductible (CreERT?), sous contrdle du promoteur de la Villine (alleles
VilCre ouVilCreER™ ) ou de Lgr5 (allele Lgr5-EGFP-IRES-CreER™?) mais aussi ceux avec la lignée
APCfox pour les expériences de tumorigeneése. Je participe directement a la gestion des
différentes lignées que nous avons, en effectuant les génotypages, en triant les animaux et en
suivant les accouplements nécessaires. Je définis et j’applique les protocoles de chaque
expérience, et, avec I'aide du personnel de I'animalerie ou de I'’équipe de Michael HAHNE, je
procede aux sacrifices et aux prélévements.

Mon projet a permis de mettre en évidence I'importance de RPAP3 dans le maintien de
I’homéostasie de I'épithélium intestinal dans un modele in vivo. Les futures expériences nous
permettront peut-étre de montrer son implication dans les cellules souches et ainsi mettre en
évidence une nouvelle fonction du R2TP chez la souris. Nos résultats en contexte de
tumorigenése suggerent que la délétion d'une copie de RPAP3 a tendance a favoriser la
progression et/ou l'initiation des cancers. Notre stratégie de départ était d’enlever RPAP3 pour
ralentir la prolifération, nos données acquises jusqu’a présent nous questionnent sur les
mécanismes impactés. Cela nous renvoie a l'utilité de la surexpression de RPAP3 observée dans
les cancers colorectaux, peut-étre que RPAP3 a un réle protecteur, suppresseur de tumeur.

Notre animalerie a été victime d’'une contamination par le virus MHV (Mouse Hepatitis
Virus) en février 2015 et il a fallu la fermer, alors que nous venions d’obtenir nos premiers
animaux RPAP3 flox/flox; Vil-Cre-ERT2. Nous avons donc procédé a la redérivation de nos lignées.
Leur élevage n’a repris qu'en décembre 2015. Durant cette année d’arrét, j’ai continué a
génotyper les animaux pour sélectionner les futurs parents des souris redérivées. La toute
premiére expérience d’invalidation de RPAP3 par laVilCreER™ a eu lieu en mars 2016. Les

résultats sur les souris présentés ici ont été obtenus a partir de cette date.
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3. Développement d’un sujet connexe : le role du domaine C-terminal
de RPAP3

J'ai mis a profit 'année d’arrét de I'élevage pour développer un projet axé sur la
compréhension des mécanismes moléculaires du R2TP et la caractérisation de ses interactions.
Le but de ce projet était de caractériser la fonction encore inconnue du domaine C-terminal de
RPAP3 au sein du R2TP mais aussi chez les protéines porteuses de ce domaine (protéines
« RPAP3-like »). Une expérience de protéomique faite par Céline Verheggen avait montré
I'association de PIH1D2 avec SPAG1, validant I'hypothése d’'une conservation du mode de
fonctionnement du R2TP dans des protéines a domaines « PIH-like et « RPAP3-like ». J'ai
participé au développement de ce projet. Nous avons, dans un premier temps, caractérisé les
interactions du domaine C-terminal de RPAP3 ainsi que le role de RUVBL1 et 2 dans la liaison
aux substrats. Puis cette étude, nous a amené a nous questionner sur I'existence de complexes
avec une structure similaires au R2TP, que nous nommons les complexes « R2TP-like ».

J'ai cloné les différents domaines de RPAP3 et étudié leurs interactions avec les autres
membres par la méthode de double hybride. J’ai réalisé la mutagenése du domaine C-terminal en
me basant sur les données structurales de nos collaborateurs et j'ai testé les différents mutants
par double hybride chez la levure Saccharomyces cerevisiae. ]'ai effectué les clonages des
plasmides utilisés pour les cribles réalisés par Hybrigenics. ]’ai procédé aux expériences d’IP
LUMIER pour tester les interactions entre les protéines des « R2TP-like ». Pour les études
protéomiques, j'ai mis en place les différentes lignées stables de cellules HeLa et réalisé les IP
SILAC. Les structures et les interactions in vitro ont été réalisées par nos collaborateurs de
I'IMoPA de Nancy et de I'Université de Lisbonne (capables de produire les Rvb1/2 in vitro).

Mon travail a permis de mettre en évidence la fonction jusqu’alors inconnue du domaine
C-terminal de RPAP3 mais aussi de caractériser la structure du R2TP humain. Ces données
apportent une meilleure compréhension des interactions au sein de complexe R2TP humain.
Grace a ce projet, nous pouvons proposer un modele d’assemblage des substrats du R2TP plus
complet. De plus, ce projet nous a permis de mettre en évidence un complexe apparenté au R2TP
de par sa structure mais aussi sa fonction. Il souleve donc la question de I'existence d’autres

complexes du méme type et leur fonction dans I'organisme et les ciliopathies.
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I1. Résultats

A. Role de RPAP3 dans I’épithélium intestinal et la tumorigénese

1. Introduction

Historiquement, '’équipe s’intéresse a 'assemblage des petites particules ribonucléiques
nucléolaires (en anglais snoRNP). Ces snoRNP sont nécessaires a la production des ribosomes,
eux-mémes responsables de la synthése des protéines. Ces études nous ont permis de
caractériser le complexe R2TP. Il est composé de quatre protéines : RPAP3, qui relie le R2TP a
HSP90; PIH1D1, qui interagit avec RPAP3 et recrute les protéines clientes; et RUVBL1/RUVBL2,
deux AAA+ ATPAses dont la fonction moléculaire est encore inconnue. Le R2TP est tres conservé
de lalevure S. cerevisiae a 'homme (Zhao et al., 2008; Zhao et Houry, 2005). Chez les
mammiferes, on le trouve associé a une série de préfoldines pour former ce qu'on appelle le
R2TP/Prefoldin-like complexe (Boulon et al.,, 2008). Ce complexe recrute le chaperon
moléculaire HSP90 (Heat Shock Protein 90) et stabilise puis assemble plusieurs machineries de
base de la cellule, comme les ARN polymérases (Boulon et al., 2010), plusieurs RNP non-
codantes dont les snoRNP (Bizarro et al., 2014, 2015; Malinova et al,, 2017), et les kinases de la
famille des PIKKs qui comprennent mTOR, TRRAP, ATR, ATM et DNA-PKcs (Horejsi et al., 2010;
Takai et al., 2007; Takai et al., 2010).Toutes ces machineries sont nécessaires au bon
fonctionnement de la cellule car impliquées dans les réparations des dommages de ’'ADN, la
biogenese des ribosomes ou encore la transcription (Boulon, et al., 2012)(Figure 1.A).

Les complexes assemblés par le systéme HSP90/R2TP sont nécessaires a la prolifération,
ce qui fait du R2TP un bon candidat a étudier dans le cadre de I'épithélium intestinal, un organe
en régénération continue. En effet, cette régénération continuelle suppose un contréle de la
synthese protéique (role des ARN polymérases, des snRNP, des snoRNP et de mTOR), du cycle
cellulaire (role de TRRAP dans SAGA), mais aussi une réponse des dommages a ’ADN qui
peuvent apparaitre au cours de la réplication (role d’ATR, ATM et DNA-PKcs) pour ne pas
propager de mutation. Si une mutation apparait dans une cellule souche, elle sera transmise a
toutes ses cellules-filles, ce qui pourrait conduire a des aberrations et a des processus de
transformation cellulaire. Le R2TP pourrait étre un des gardiens de cette intégrité, en contrélant
simultanément ces aspects.

Plusieurs données suggérent un lien entre HSP90/R2TP et la tumorigénese. Tout
d'abord, HSP90 est une cible dans le cadre du cancer, et des drogues la ciblant sont en cours de
test cliniques pour plusieurs types de tumeurs solides tels que les tumeurs rénales, du sein, de la

prostate ou encore pancréatiques (Neckers et Workman, 2012). Ensuite, les AAA+ ATPases
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RUVBL1/2 sont surexprimées dans les cancers hépatiques et colorectaux, et sont nécessaires a
la tumorigenese hépatique (Haurie et al., 2009; Huber et al., 2008). L’étiologie des cancers
hépatocellulaires, comme celle des cancers colorectaux, a pour origine une sur-activation de la
voie Wnt.

Pour tester si ce role des RUVBL1/2 impliquait le R2TP, nous avons établi des
collaborations avec des cliniciens. Grace a un anticorps monoclonal développé au laboratoire,
nous avons vérifié que RPAP3 est surexprimé dans les cancers hépatocellulaires et colorectaux
(données non publiées, obtenues en collaboration avec I'équipe de ]J. Rosenbaum a Bordeaux et
avec I’équipe de N. Rossano a Pescara, Italie). Ces données sont cohérentes avec les données de
transcriptomique établies a partir de tumeurs de patients ainsi que les résultats d'immuno-
histologie disponibles sur le site « Bio-Atlas ». L’ensemble de ces résultats nous a fait postuler
que le R2TP - et plus précisément RPAP3- pouvaient étre une cible thérapeutique dans les
cancers hépatocellulaires ou colorectaux (Boulon etal., 2012).

Nous avons donc choisi d’étudier le réle de RPAP3, comme élément constitutif du R2TP,
dans des modeles murins. Nous avons choisi de concentrer nos études sur I'intestin, au cours de
la tumorigénese mais aussi en conditions physiologiques. De plus, le site de Montpellier
concentre des équipes spécialisées sur ces thématiques et un SIRIC dédié au cancer colorectal.
Nous avons choisi de cibler RPAP3 car :

(1) il sert de lien entre la protéine chaperonne HSP90 (via ses domaines TPR) et ses
partenaires du R2TP : PIH1D1 et RUVBL1/2 ;

(2) sa délétion est viable chez la levure S. cerevisiae (tandis que la délétion de Pih1
affecte plus fortement la croissance des levures), et son knock-down affecte peu la croissance
des organes de Drosophile. L’ensemble de ces données suggérait donc que RPAP3 pouvait avoir
un role de chaperon en conditions de stress cellulaire (compétition cellulaires pour les
ressources nutritionnelles, changement morphogénétiques...). Ces caractéristiques en font un

bon candidat pour cibler les cellules tumorales.
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2. Résultats

Mon travail a contribué a I'élaboration de 'ensemble des figures de ce projet. Les coupes et les
marquages standard (HE, PAS, Ki67) sont effectués par la plateforme locale RHEM, les autres par et
avec Frangois GERBE, de I'équipe de Philippe JAY a 'IGF (Montpellier). ]’ai ensuite analysé les
données avec Bérengére PRADET-BALADE.

a) Role de RPAP3 dans la physiologie intestinale

e RPAP3 est essentiel au développement embryonnaire chez la souris.

Grace a des cellules ES recombinantes générées par le consortium KOMP, nous avons
généré des animaux portant différents alleles de RPAP3: un allele hypomorphe RPAP3wti, qui
code pour une protéine tronquée, et un allele conditionnel RPAP3/x, ou 1'exon 7 de RPAP3 est
flanqué de deux sites LoxP (Figure 2A).

A partir de I'allele RPAP3/ox on obtient I’alléle invalidé RPAP347 par recombinaison avec
une Cre qui reconnait les sites LoxP. Nous avons effectué des croisements afin d’obtenir des
souris homozygotes pour l'allele hypomorphe (RPAP3wsi) sans succes (nombre obtenu/attendu
= 0/12), ce qui suggere que RPAP3 est nécessaire au développement embryonnaire chez la

souris (Figure 2C).

e RPAP3 est exprimé de facon ubiquitaire chez la souris

J'ai procédé dans un premier temps, a I'analyse par Western Blot de I'expression de
RPAP3 chez la souris. Apres avoir extrait les protéines de différents tissus, j’ai pu montrer que
RPAP3 est exprimé au niveau protéique dans tous les tissus adultes testés (données non
montrées). Nous nous sommes demandé dans quels types cellulaires de I'épithélium intestinal

RPAP3 était localisé.

e Mise en évidence de RPAP3 dans les cellules en prolifération de I’intestin

Grace une technique d'immuno-histochimie, j’ai montré que RPAP3 était exprimé dans
I'épithélium intestinal, particuliéerement dans le compartiment d’amplification ainsi que dans les
cellules souches. Les cellules de Paneth, 'autre catégorie de cellules composant la crypte,
n’expriment pas RPAP3 (Figure 1B). L’expression de RPAP3 est cantonnée aux cellules en
prolifération car nous constatons une superposition des signaux des anticorps anti-RPAP3 et
anti-KI67, un marqueur de prolifération. RPAP3, et le R2TP, pourraient avoir une fonction dans
le contréle de la prolifération au sien de I'épithélium intestinal. Afin de tester cette hypothése,
nous avons généré des modeles murins d’invalidation de RPAP3 spécifiquement dans

I’épithélium intestinal et colique.
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e La délétion de RPAP3 entraine une dégradation rapide de I'épithélium intestinal

Nous avons rencontré le méme probléme de 1étalité quand nous avons voulu utiliser
l'allele floxé pour RPAP3avec la Cre sous controle du promoteur de la Villine, exprimée dans
I'épithélium de I'intestin gréle et du colon (souris VilCre ; RPAP3flox/flox)(El Marjou et al., 2004).
L’invalidation constitutive de RPAP3 est 1étale (nombre obtenu/attendu = 0/16) (Figure 2C).
Cela concorde avec nos données chez D. melanogaster ou Spaghetti est nécessaire au
développement.

Afin de palier a cette mortalité, nous avons créé une lignée ou I'invalidation de RPAP3
peut étre induite a I’age adulte dans l'intestin, grace a 'utilisation d’'une Cre inductible par le
tamoxifene (VilCreER™?). Chez ces animaux et leurs contréles, nous avons appliqué un protocole
établi dans I'animalerie du laboratoire, qui consiste en deux injections successives de 2mg d’une
solution de tamoxiféne a une journée d’intervalle (Jour O et Jour 1). Les PCR sur 'ADN
génomique des cellules épithéliales de I'intestin montrent une recombinaison génique
détectable des le 1er jour apres la premiére injection de tamoxiféne. Cette recombinaison est
maintenue pendant au moins 4 jours, ce qui suppose que la recombinaison a bien eu lieu dans
les cellules souches qui peuvent ensuite transmettre cette recombinaison a leurs cellules filles
(Figure S2).

Nous avons procédé a I'invalidation de RPAP3 dans l'intestin et le c6lon dans des souris
dgées d’au moins 6 semaines, age ou le tractus digestif est considéré comme mature. J’ai observé
un phénotype sévere dés 6 jours post-induction dans les souris d'intérét VilCreERT2; RPAP3/lox/flox
avec une perte de poids proche de 20% du poids initial et des signes de souffrance. J’ai ainsi di
sacrifier la plupart des animaux a 8 ou 10 jours. Certains individus plus résistants (parce que
plus corpulents au début de I'expérimentation) ont pu étre analysés 17 jours apreés la premiere
injection de tamoxifene. (Figure 3B et Sup. 3)

Le phénotype est caractérisé par :
e une perte de plus de 20% du poids initial des animaux,
e une distension de l'intestin gréle par I'accumulation de liquide,
e l'effacement de I'axe crypto-villositaire,
e ladisparition de la couche épithéliale,

e unraccourcissement de la longueur de I'intestin gréle d’environ 50%.

Sur les images a jour 8, les cryptes ainsi que le compartiment d’amplification ont presque
totalement disparu. Seules des cryptes résiduelles, positives au K167 - donc vraisemblablement
prolifératives - semblent persister (Figure Sup. 4). Cette destruction expliquerait le gonflement

de I'intestin (Figure Sup. 3) : les échanges avec la lumiére de I'intestin ne peuvent plus se faire, ni
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I'eau ni les nutriments ne sont absorbés. Il en découle la forte perte de poids visible a partir du

jour 6.

e Un phénotype différent entre l'intestin et le c6lon ?
L’invalidation de RPAP3 affecte plus séverement l'intestin gréle que le gros intestin : apres 10
jours de traitement, I'’épithélium colique semble globalement préservé alors que celui de
I'intestin gréle est détruit. Il semblerait que les souris ayant réussi a passer le point critique de
10 jours reprennent alors du poids.(Figure Sup. 3A ). L’épithélium intestinal de ces souris
survivantes a été observé 17 jours apres l'invalidation.
Le phénotype se caractérise par deux choses :
(1) I'épithélium de l'intestin gréle présente des villosités et des cryptes irrégulieres, avec des
villosités polylobées et hyperplasiques (Figure 3 B) qui semblent fonctionnelles,
(2) I'épithélium colique est affecté : une perte de cryptes est observée et une morphologie
également irréguliére (Figure Sup 3D).

Il est possible que I'épithélium intestinal se soit régénéré a partir des cryptes résiduelles
observées a jour 10. Des marquages du Ki67 et RPAP3 sont prévus pour déterminer si cette
régénération est due a des cryptes qui auraient échappé a la recombinaison et seraient donc
RPAP3++("escapers"), ou si une autre voie supplée au manque de RPAP3 (« by-passers »).

Chez les souris ayant réussi a passer le point limite, on observe une distorsion de
I'architecture de I'épithélium colique. La cinétique semble différente entre ces deux parties du
tractus digestif. L’invalidation de RPAP3 affecte donc I'intestin gréles et le clon mais avec une

latence par rapport a I'intestin gréle.

e RPAP3 est essentiel au maintien des cryptes et du compartiment d’amplification

J'ai procédé a une cinétique afin de déterminer la séquence des évenements qui induisent
la dégradation de I'épithélium. Six jours apres le début du traitement, la morphologie et le
marquage Ki67 (un indicateur de prolifération) sont identiques a ceux des controles. Nous
constatons la perte totale du signal Ki67 dans le compartiment d’amplification et les cryptes des
7 jours, dans un épithélium globalement intact. Brusquement apreés 8 jours, il y a une perte
quasi-totale du marquage Ki67 et I'épithélium est tres dégradé (Figure 4B). Nous constatons
également la présence de cryptes prolifératives, circulaires, Ki67+ et potentiellement
hyperplasiques (Figure 4B et Figure Sup. 4B). Les villosités sont affectées, leur morphologie et
intégrité s’estompent.

L’intestin est en renouvellement continu, les cellules différenciées migrent vers le haut
des villosités ou elles meurent par apoptose. Dans les souris VilCreERT2; RPAP3flox/flox, ]a migration

de ces cellules se poursuit, mais ces cellules ne seraient pas remplacées car les CBC ainsi que les
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progéniteurs meurent ou cessent de proliférer (nous n’avons pas détecté de signal pour la
caspase 3, indicatif d’'une apoptose des cellules). Les mécanismes de régénération de
I'épithélium semblent bloqués. RPAP3 agit donc sur le maintien de la prolifération dans les
cryptes intestinales et le compartiment d’amplification transitoire.

Apres un marquage PAS qui met en évidence les cellules caliciformes (responsables de la
production de mucus) je n’observe pas de variation quantitative ni de délocalisation de ces
cellules le long de I'axe crypto-villositaire (ainsi que cela a été décrit pour I'invalidation de
mTOR, par exemple (Zhou et al.,, 2015)). Ceci suggere que les CBC et progéniteurs cessent de
proliférer, sans différenciation massive (Figure 4 et 4 supplémentaire). Par coloration HE et
marquage des lysozymes, je n’'observe pas non plus de disparition des cellules de Paneth (Figure
4.B et 5). Ceci est concordant avec le fait qu’elles n'expriment pas RPAP3 et que ce sont des
cellules qui se divisent rarement (elles sont KI67 négatives). Les cellules de Paneth étant
intactes, on peut supposer qu’elles sécrétent toujours le ligand Wnt3 nécessaire au maintien des
cellules souches. Dans ce cas, les CBC semblent y étre insensibles car les cryptes disparaissent.

La question que nous posons ici est donc le role de RPAP3 dans le maintien des CBC.

e RPAP3, un facteur essentiel au maintien des cellules souches de type CBC ?

Pour vérifier cela, nous allons réaliser des immuno-marquages avec un anticorps anti-
OLFM4, un marqueur spécifique des cellules CBC. Grace a cette expérience, nous pourrons voir si
la délétion de RPAP3 impacte la survie des cellules souches CBC. En parallele, j'ai également
construit une lignée murine ou je peux invalider, de facon inductible, RPAP3 uniquement dans
les cellules CBC. Pour ce faire, j’ai utilisé une lignée “Knock in” ot 1a construction polycistronique
“GFP - IRES -CreERT?” a été introduite en fusion avec la séquence de Lgr5: dans ces souris, les
cellules CBC Lgr5* expriment donc la GFP ainsi que la Cre inductible (Barker et al., 2007).
Cependant, cette Cre est peu pénétrante, dii a son expression mosaique.

L’invalidation de RPAP3 dans les souris Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2; RPAP3flox/flox ne conduit
pas a une altération globale de I'épithélium intestinal, méme apres 11 jours. Je vais procéder a
un marquage GFP pour voir si dans les souris Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2; RPAP3fox/flox e nombre
de cryptes avec des cellules GFP+ est modifié par rapport aux controles Lgr5 GFP-CreER™;

RPAP3*/+,
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b) RPAP3 et la tumorigenése

RPAP3 est nécessaire au maintien de la prolifération. Notre hypothése est que si RPAP3
est surexprimé dans les tumeurs colorectales, peut-étre que son role est de soutenir la
prolifération et la croissance tumorale, comme il le fait pour le TA et les cellules souches.

Du fait de la 1étalité engendrée par la délétion homozygote de RPAP3, nous avons pris le parti
d’utiliser des souris hétérozygotes. L’invalidation d’'une copie du geneRPAP3 en contexte de
tumorigenése pourrait étre un moyen de mimer I'action de drogues, qui diminuent I'activité de
leur cible sans I'abolir complétement. Pour I'étude du réle de RPAP3 dans la tumorigeneése, j'ai
utilisé deux modeles différents :
- 1) un modele génétique ou I'invalidation d’'une copie du géne APC induit des tumeurs
intestinales et coliques,
- 2) un modele chimique « AOM/DSS » qui reproduit les différentes étapes de
carcinogénese colorectale chez '’homme. Ce dernier engendre des adénomes

exclusivement dans le colon.

e Résultats préliminaires de la délétion de RPAP3 dans le modéle d’induction
génétique

Nous avons utilisé un modele pour invalider simultanément une copie de RPAP3 et APC dans
I'épithélium intestinal quand les animaux atteignent 8 semaines. La délétion de I'exon 14 d'un
allele APC permet son inactivation, et cela est suffisant pour favoriser 'apparition d’adénomes
par dérégulation de la voie Wnt (Colnot et al., 2004). Les animaux
d’'intérétVilCreER™2; RPAP3fox/+; AP(flox/*sont comparés a des controlesVilCreER™2; RPAP3+/+;
APCflox/+, Les animaux subissent le méme protocole que pour les expériences sur ’homéostasie
(2 injections consécutives de 2mg de tamoxiféne). Pour I'analyse des tissus, nous regardons 12
semaines apres l'induction.

Nos premiers résultats révelent de grandes disparités au sein de chaque cohorte
(variations interindividuelles), ainsi que d’'une expérience a I'autre, ce qui complique I'analyse.
Les croisements mis en place nous ont donné plus d’animaux d’intérét que d’animaux controles,
nous avons donc relancé de nouveaux croisements pour comparer 'effet d’'une délétion de
RPAP3 dans des fratries. Cependant quelques différences entre les génotypes apparaissent.

La perte d'un allele de RPAP3semble favoriser I'apparition d’adénomes chez la souris. Nous
avons choisi dans un premier temps de diviser nos observations en 3 groupes :

- quand la dysplasie est inférieure a 1% de la surface totale de la section (cas 1),

- quand elle est comprise entre 1 et 5 % (cas 2),

- quand elle est supérieure a 5% (cas 3).
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La premiére observation est que ces dysplasies les plus importantes (>5%) sont observées
uniquement dans le c6lon, et présentent une perte totale de la structure épithéliale (caractérisée
notamment par une absence de cellules caliciformes) suggérant une différentiation carcinogéne.
Nous avons constaté plus de petites dysplasies chez les animaux ne comportant qu'une copie de
RPAP3mais, proportionnellement, moins d’adénomes de taille moyenne correspondant au cas
n°2 sur la Figure 6 du manuscrit. Ces premiéres expériences semblent indiquer que RPAP3
jouerait freinerait I'apparition des tumeurs, mais soutiendrait leur croissance : la délétion d‘une
copie de RPAP3 semblerait ralentir la propagation des petits adénomes en adénomes de taille
moyenne.

Dans le colon, on observe peu d’adénomes : il semblerait que dans ce tissu les 1ésions
progressent presque systématiquement en carcinomes. La faible fréquence de cet évenement
nécessite que nous collections des données sur de plus grandes cohortes pour pouvoir les

interpréter.

e Role de RPAP3 dans la tumorigenése colique induite par traitement chimique
En parallele, j’ai utilisé un protocole d’induction chimique AOM/DSS bien établi et utilisé par nos
collaborateurs (Rochaetal., 2014). Nous avons utilisé un groupe controle, vil-Cre-ER™2; RPAP3
+/+; et un groupe d’intérét, vil-Cre-ERT2; RPAP3 flox/+, Comme pour les expériences précédentes,
les animaux sont agés d’au moins 8 semaines lors de I'invalidation au tamoxiféene. Une semaine
apres l'invalidation, nous débutons le protocole d’AOM/DSS (voir introduction). Les tissus sont
prélevés 65 jours apres le début du protocole. Les analyses sont en cours, mais nos données
préliminaires semblent rejoindre celles des expériences avec le modéle génétique précédent.
Avec ce protocole, tous les animaux présentent un épithélium colique altéré par de I'hyperplasie,
de la dysplasie, de la perte de cryptes et des infiltrats immunitaires. Dans un premier temps, j’ai
analysé quantifié ces parameétres dans une expérience (n=7 pour chaque groupe, lors de cette
expérience). Dans cette expérience, les différences entre les groupes sont faibles mais il apparait
que le groupe ne comportant qu'une seule copie de RPAP3 présenterait plus de dysplasie (Figure
7). Nous allons reprendre ces analyses avec I'aide d’anatomo-pathologistes pour caractériser

précisément les différents types de lésion observés.
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Abstract:

HSP90 is a chaperone with many substrates, targeted via different adaptors called "co-chaperones".
Recent discovery of R2TP, an HSP90 cochaperone, allowed the identification of new HSP90
substrates, which include: snoRNPs, telomerase RNP, the nuclear RNA polymerases and PIKKSs. All
these substrates play key functions in cellular proliferation and tumorigenesis. R2TP is formed of four
proteins: RUVBL1, RUVBL2, PIHID1 and RPAP3, some of which are overexpressed in
hepatocellular and colorectal cancer. To address the roleof R2TP in colon homeostasis
andtumorigenesis, we generated a conditional knockout murine model for RPAP3. The invalidation of
RPAP3 in adult intestine, using an inducible recombinase (vilCreER™; RPAP3""), leads to a drastic
destruction of the epithelium 8 days post-induction, resulting in death after 10 days. We observe a
proliferative defect inCrypt Base Columnar stem cells(CBC cells) and in the Transient Amplifying
compartment, while Paneth cells are not affected. This phenotype is very similar to that described for
the Wnt pathway, which is crucial for intestinal stem cell maintenance. We are now testing the role of
R2TP on the Wnt pathway. In parallel, we address the possibility of a therapeutic window to target
RPAP3 during intestinal tumorigenesis. For this, we use heterozygous animals (vilCreER™; RPAP3"")
in which tumorigenesisis induced either (i) by a chemical treatment, taking advantage of the well-
established AOM/DSS protocol, or (ii) by a genetic model, removing a copy of APC (vilCreER";
RPAP3"*; APC""). These ongoing experiments will address the role of R2TP in intestinal CBC and
its relevance in tumorigenesis.
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"Invalidation of RPAP3 in mouse intestine reveal an unexpected role for R2ZTP

in homeostasis of the intestinal epithelium”

Introduction:

The R2TP complex was first discovered in S. cerevisiae where it was shown to be an
HSP90 co-chaperone [1]. HSP9O0 is responsible for the folding of a many proteins into their
native, active state. Substrate recognition is mediated by a range of adaptors called "co-
chaperones"”, with each adaptor recruiting a range of substrates [2]. R2TP is an unusual HSP90
co-chaperone, since it is specialized in quaternary protein folding, i.e. it enables the
incorporation of substrates into their final, active complex. For instance, R2TP folds the newly
synthesized Rpb1 (RNA Polymerase II largest subunit), so that it can recognize its partners to
ultimately build an active RNA Pol II [3]. The list of identified substrates (also called "clients") of
R2TP is still growing, with some cellular machines particularly important for cell growth. The
first and best-documented R2TP clients are the small nucleolar ribo-nucleo-particles (snoRNPs),
which are required for the maturation of ribosomal RNAs [4-6]. Later on, other substrates have
been described, including the U4 and U5 spliceosomal snRNAs [7,8], the nuclear RNA
polymerases [3,9], and the family of PI3K-like kinases (PIKKs), which comprises mTOR, DNA-PK,
ATR, ATM, and TRRAP [10]. Given the role of all these clients in cell growth and proliferation, it
was hypothesized that R2ZTP mediates part of the pro-tumoural effects elicited by HSP90 [6,11].
Newly identified clients involved in DNA damage response corroborate this possibility [12]. Yet,
despite its potential role to coordinate cellular functions during cell growth and proliferation, no
animal models has yet addressed the specific role of R2TP in tissue function.

In humans, R2TP associates with additional factors to form the R2TP/Prefoldin-like
complex, but little is known about the function of these prefoldins [9]. The R2TP core is
composed of four subunits: PIH1D1 (also called Nop17), RPAP3 (Spag), and RUVBL1 and
RUVBL2 (also called Pontin and Reptin), known to heterodimerize. Unlike PiH1D1 and RPAP3,
which are specific to R2ZTP, RUVBL1 and RUVBL2 are part of numerous complexes [13]. RPAP3
directly binds HSP90 and forms a stable heterodimer with PIH1D1, while RUVBL1 and RUVBL2
are two AAA+ ATPases that form hetero-hexameric and dodecameric structures. The analysis of
snoRNP biogenesis suggests that R2TP functions in a stepwise process where HSP90 stabilizes
clients before their assembly, followed by the recruitment of additional snoRNP components by
R2TP, and ending in the loading of RUVBL1/2 on the client complex [14]. Remarkably, the
precise molecular role of RUVBL1 and RUVBL2 still remains elusive, even though these are

essential enzymes.
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Most of our knowledge about R2TP comes from studies in S. cerevisiae and mammalian
cell lines. Up to now, few studies investigated the role of R2TP in organism or tissue function. In
S. cerevisiae, deletion of either Pih1l or Tah1l (homologs of Pih1D1 or RPAP3, respectively) is
viable: APih1 is sick under normal growth conditions, while the role of Tah1 (the homolog of
RPAP3) seems restricted to stress conditions [15]. We found that knock-down of Spaghetti, the
homolog of RPAP3, in Drosophila, is lethal at early stages but induces no visible phenotype in
tissues [16]. Overall, these data suggest an important role for RPAP3 under stress conditions. In
addition, elevated transcript [17] and protein levels (our unpublished data) in colorectal cancer
(CRC) samples suggest an involvement for R2TP in colorectal cancer.

In this paper, we characterize the role of RPAP3 in the physiology of the murine
intestinal epithelium. For this we generated murine lines in which RPAP3 can be selectively
invalidated in the intestinal epithelium (VilCreER2; RPAP3flox/flox mice). Strikingly, our data show
that RPAP3 is necessary to maintain intestinal epithelium integrity. The phenotype we observe
in VilCreERT2; RPAP3/lox/flox mice is very similar to that observed upon Wnt pathway inactivation
or BRG1 depletion [18]. BRG1 is a central component of a co-activator complex necessary for the
Wnt pathway in intestinal epithelium. We hypothesize that BRG1might be a substrate of R2TP.
In addition, we analyze the effect of RPAP3 heterozygous deletion in two models of CRC, to test
the possibility of a therapeutic window to target RPAP3.
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Results & Discussion
RPAP3, R2TP and the homeostatic epithelium
According to "Potein ATLAs database, RPAP3 was expected to be expressed

ubiquituously and uniformly in most human tissues
(http://www.proteinatlas.org/ENSG00000005175-RPAP3 /tissue). This was also the case for
Pih1D1  (http://www.proteinatlas.org/ENSG00000104872-PIH1D1/tissue). Western blot
analysis of murine tissues confirmed a broad expression of RPAP3 in nearly every tissue tested,
such as liver, thymus, ovary. To gain insight into the physiological role of RPAP3 in mammals,
we decided to focus on intestinal epithelium because (a) intestinal epithelium represent a
chronological view of stem cells cycling to replenish the differentiated cells; (b) published data
suggested an role for RPAP3 in colorectal cancer [17]. Immunostaining of the murine intestinal
tract (Figure 1B) against RPAP3 and Ki67 showed a nearly complete co-staining in the Columnar
Basal Cells (the "active" stem cell of the epithelium) located in the base of the crypts, as well as in
the upper part of the crypt, the "Transitory Amplification” compartment, which represents
cycling progenitors before they differentiate and migrate to the top of the villus (Fig. 1B). In
contrast, adjacent Paneth cells (recognized by their typical punctuated cytoplasmic staining),
which provide a niche for the CBC, were not stained for RPAP3. Furthermore, cells from the
mesenchyme were highly RPAP3-positive. Specificity of the RPAP3-staining was verified using
epithelial from KO animals (see below). This restricted expression pattern suggested that RPAP3
plays a key role in the renewal of the intestinal epithelium.

To address the role of RPAP3 in the turnover of intestinal epithelium, we took advantage
of Embryonic Stem cells (ES cells) generated by the KOMP consortium. Site-specific and unique
recombination at the RPAP3 locus in the ES cell line was verified by Southern blot (Figure 2A
supp) in KOMP ES Cells H10 - but not clone H11 (Supp. Figure 2A). These ES cells were injected
into blastocysts, yielding 8 chimerae, 3 of which transmitted the RPAP3wsi allele (Figl A).
Genotyping was performed by PCR amplification using primers F5, R5, of the mouse tail genomic
DNA (gDNA - Figure Supplemental 2B). In the RPAP3wsi recombinant allele designed by the
KOMP consortium, a strong splice acceptor site is introduced before exon 7. The resulting mRNA
encodes a RPAP3wsi protein with a truncation after the first TPR domain (figure 2B).
Interbreeding of RPAPwsi/+ animals did not yield any homozygous RPAP3wsi/wisignimal,
supporting the idea that the truncated protein is hypomorph, thus leading to homozygous
lethality (Figure 2C).

To generate a conditional knock-out mutant, we crossed the RPAP3wtsi/+ mice with mice
carrying a transgene encoding the Flipase gene (Flpo) [20]. In the progeny, excision of the Flp-in
cassette generated an RPAP3 allele with the exon 7 flanked by loxP sites (Figure 2A).
RPAP3fexencodes a protein identical to the wild-type RPAP3 and indeed, there was neither bias

in transmission nor any obvious phenotype in RPAP3/ox/floxmice. Excision of exon 7 by the Cre
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induces a frame shift with a premature termination codon (PTC). Such mRNA is expected to a
target for degradation by the nonsense-mediated decay (NMD) surveillance pathway. To delete
exon 7 in the intestinal epithelium, we crossed RPAP3fex/*mice with ones carrying a constitutive
Cre under the control of the villin promoter: VilCre[21]. This driver has been abundantly
described: Cre is constitutively expressed in the small and large intestine. Yet, again, we were
unable to obtain homozygous VilCre RPAP3flex/flox animals, suggesting that (i) RPAP347 indeed
generates a non-functional mutant; (ii) intestinal expression of RPAP3 at the early stage of
development is necessary (Figure 2C). To bypass this problem, we used a tamoxifen inducible
Cre under the control of the villine promoter (VilCreER™): tamoxifen triggers the nuclear
translocation of this Cre fused to estrogen receptor (ER), hence allowing the recombination of
floxed genes [21]. We obtained numerous animals homozygous for the RPAP3 floxed allele with
the inducible Cre, with a good transmission of the transgene (VilCreER™2; RPAP3flox/flox)(Figure
2C). Intra-peritoneal injection of tamoxifen yielded an efficient recombination of the
RPAP3/allele in the intestinal epithelium as soon as one day after the first injection, as detected
by PCR amplification of genomic DNA from purified epithelial intestinal cells (Supp. Figure 2).
Nevertheless, in all further experiments, we injected mice (animals of interest as well as
controls) with one dose of tamoxifen at day 0 and day 1, successively to ensure penetrant

recombination (cf. scheme on Figure 3).

To verify the role of RPAP3 in murine intestine, we injected tamoxifen intraperitoneally
of VilCreERT2; RPAP3flox/floxand RPAP3flox/floxlittermates, as controls (Figure 3A). Animal behaviour
and weight was monitored daily. While VilCreERT? RPAP3/ox/flox mice showed no sign of alteration
during the first 6 days, there was a dramatic weight loss from day 7 on, so that we had to
sacrifice most females at day 8 and males at day 10 (Figure 3 SB). In both cohorts, we observed a
massive swelling of the small intestine in VilCreER™? RPAP3flox/flox, filled with liquid at day8 or
even blood at day 10 (Figure Supp. 3C). Besides, small intestines from VilCreERT2 RPAP3fox/flox
animals were shorter than that of the control RPAP3flox/flex (which received the same tamoxifen
injection), while colons were similar (Figure S3B). Hematoxylin and Eosin (HE) staining of the
small intestine at day 8 and day 10 revealed similar profiles: a completely degraded epithelium,
a loss of crypts and villi axis, disappearance of crypts and Paneth cells (recognizable by a
characteristic pink dots in their cytoplasm, see Figure 3B, magenta arrows on Day17 RPAP3/lox/flox
controls). Some characteristic circular, dark crypt-like structures devoid of Paneth cells were
detected (see black arrow on Fig. 3B, Day8 VilCreER™ RPAP3fox/flox). In addition, the proximal
colons from the same animals were also affected, albeit to a much lesser extent, with mostly
enlarged Goblet cells, visible throughout the crypts (Figure S3 C). Collectively, these data show

that RPAP3 is necessary to maintain the integrity of the intestinal epithelium.
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Interestingly, the animals with a higher weight appeared to recover after day 10 and
were analysed at day 17, when they did not show any sign of suffering. HE staining showed
restored tissues, with crypts and villi, yet with irregular morphology (Fig3 B), suggestive of
hyperplasic regeneration of the intestinal epithelium. Interestingly, although the colons of
VilCreER™2; RPAP3fox/flox mice seemed moderately affected, colons at day 17 clearly showed a
hyperplasia with anarchical crypt organization and decreased number of Goblet cells. We are
expecting PAS staining to verify this observation (Figure Supp. 3C).

To characterize the consequences of RPAP3 deletion in the intestine, we performed a
short-time kinetics. Two doses of tamoxifen were injected (as described above) to two-month
old mice with the following genotypes: VilCreERT™ RPAP3fox/flox; VilCreERT? RPAP3flox/+or
RPAP3flex/floxas  controls. Mice were sacrificed every day after the first injection. Immuno-
histological analysis was performed by Hematoxylin and eosin (HE), periodic acid Schiff (PAS)
and Ki67 staining of the three parts of the intestine and the colon. Colon from all animals looked
similar, regardless of their genotype, from day 1 to day 6 (data not shown). In contrast, the small
intestine from VilCreER™2; RPAP3flox/flox mice showed a complete disruption of the villi at day 8,
with altered crypts and the occurrence of closed, circular crypts (Figure 3B, C and supplemental
Fig. 3). This effect was most pronounced in the jejunum (I2), but was also visible in the
duodenum (I1) and ileum (I3) (data not shown). At day 7, the global architecture of the intestine
was not altered but there was a complete loss of the Ki67 staining, in the crypts and the
transitory amplifying compartment (TA) from VilCreER™? RPAP3flox/flox animals. At day 6, the
intestine structure was preserved and Ki67 staining was similar in VilCreERT2; RPAP3flox/floxand
RPAP3flox/flox animals (Figure 4B).

Examination of the crypts revealed a significant loss of the Ki67+ cells (corresponding to
Columnar Basal Cells) at day 7 - except in the circular, irregular crypts (black arrow, see below).
There was no disappearance of the Paneth cells, as observed by HE and PAS staining (figure 3C),
as well as by detection of lysozyme, a specific marker of Paneth cells (Fig. 5). Collectively, these
results suggest that RPAP3 is essential for the maintenance of the proliferative cells in the crypts
and the TA. This is coherent with its pattern of expression (Figure 1B). Loss of the proliferative
cells rapidly results in a degradation of the epithelium of the villi, inability to absorb liquids and
swelling of the intestine, explaining the strong phenotype observed in previous experiment.

Of note, at day 8, the intestine of the VilCreER™ RPAP3f°x/*was very similar to that of the
control RPAP3flox/flox (supplemental Figure 3), suggesting that under normal conditions, one copy
of RPAP3 is sufficient and necessary to ensure the regeneration of the intestinal epithelium.

The phenotype observed suggested a crucial role for RPAP3 in the maintenance of the
survival of the CBC stem cells. To check this, we will perform staining for Olfm4, a marker

specific for the CBC in VilCreERT™ RPAP3/¥/flox. This phenotype is very reminiscent of the
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phenotype described for the KO of TCF4[22]. TCF4 is a critical effector of the Wnt pathway,
which is essential for the maintenance of the CBC and the TA. We will also check if the Wnt
pathway is affected in the epithelial VilCreER™; RPAP3/ox/flox cells by qPCR- (Figure 4 A). In
addition, we generated Lgr5-EGFP-IRES-CreERT™? RPAP3flox/flox gnimals in which the inducible Cre
is under the control of the Lgr5+ promoter, and, as such, expressed only in CBC[23]. This driver
has mosaic expression and HE staining of intestine did not show any gross alteration. We will
perform GFP staining to see if there is a quantitative disappearance of the CBC and Wnt pathway
target genes.

Up to now, neither RPAP3 nor R2TP have been associated with Wnt pathway activation.
To address this question, we will take advantage of the widely used TOP/FOP functional test of
Wnt pathway activity. Briefly, Wnt ligands induce a stabilization and translation of the (3-catenin
into the nucleus, where it activates the transcription of target genes. In the TOP system, GFP is
under the control of a B-catenin responsive promoter. A similar construct, with defective
mutations (FOP) is used to monitor background transcription of the GFP reporter [24].

RPAP3 and R2TP have a growing body of substrates. R2TP interacts with several
subunits from transcriptional co-activators. This is notably the case for BRG1/SMARCA4 ([25]
and our unpublished data), which is a component of the BAF transcriptional co-activator from
the SWI/SNF family. BRG1 interaction with TCF4 is required for the transcriptional induction of
Wnt target genes [18]. We will verify that RPAP3 does indeed interact with BRG1. We will also
test functionally, using in an in vitro cellular system, whether R2TP assists BRG1-containg

complex assembly.

RPAP3 and colorectal tumorigenesis

Activation of the Wnt pathway is central to colorectal tumorigenesis [26], as removal of
one copy of the APC gene, which puts a brake on the Wnt pathway, is sufficient to induce
colorectal tumorigenesis. Given the role of RPAP3 on this pathway and, more generally, in cell
proliferation, we sought to analyze the role of RPAP3 on colorectal tumorigenesis. We reasoned
that there could be a therapeutic window to target RPAP3 during CRC by removing one gene
copy. We decided to test this hypothesis using two different well-established models of
colorectal tumorigenesis:
- (1) a genetic model of APC deletion,
- (2) a chemical induction model, i.e. the colitis-associated carcinogenesis (CAC) in which mice
are subjected to an injection of azoxymethane (AOM), a potent mutagen, followed by three
rounds of dextran-sulphate sodium (DSS) administration in drinking water (Fig 7) [27]. DSS
induces inflammation specifically in the colon, so that this protocol mimics the natural situation,

where colorectal tumorigenesis is supported by colon inflammation.
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In the first model, VilCreER™ RPAP3fox/+ APC flox/+ and controls VilCreERT™ RPAP3+/+ APC
flox/+ 2 month-old mice received two tamoxifen injections and were sacrificed 12 weeks after.
Intestine and colon were removed, fixed and stained for HE. Dysplasia were monitored
according to their surface, with small adenoma (<1% of total volume of the intestinal surface
monitored) barely detectable, « medium » adenoma/dysplasia (1%<T<5% total surface).
Eventually, advanced tumours exceeding >5% of total surface tumours could be observed
sporadically in some colons.

There was a significant difference in the distribution of the different dysplasia observed
in the animals (p<0,0001), yet the frequency of affected animals was about the same in the two
groups, with a high inter-individual variation. In control animals, small and medium dysplasia
mostly occurred in the duodenum (F=69 % of controls animals affected by 1 or more dysplasia
in duodenum). About the same proportion of VilCreERT? RPAP3flox/+ APC flox/+ animals showed
dysplasia in the duodenum, yet the affected animals had more dysplasic lesions (N= number of
dysplasia in all animals/total number of animals*100, N= 96 lesions in duodenum/ 100 controls
vs. 144 in controls - see Figure 6B). This suggested that removal of one copy of RPAP3 supported
the appearance of dysplasia. Accordingly, dysplasia were rarely observed in jejunum or ileum
from control animals (F (I2)=15% - F (I3)=23%) but much more frequently in VilCreER";
RPAP3flox/+; APCflox/+ animals (F (12)=46% - F (13)= 36%).

Interestingly, in duodenum and jejunum, the proportion between « middle » lesions
(surface>1% from total surface) to « small » dysplasia was much lower in the VilCreER™
RPAP3flox/+ APCflox/+ (32% of all lesions are of middle size in small intestine from controls vs. 9%in
VilCreER™? RPAP3fox/*APC flox/+ animals). This suggests that removal of one copy of RPAP3 would
restrict the growth of the dysplasia.

In the colon, dysplasia occurred more rarely and consisted of advanced tumours. We
classified tumors according to size, i.e. Only one out of 13 controls displayed two huge tumours,
one a middle one (n= 15% of population affected), while 7 out of 37 animals of interest showed
such huge tumours (n=20% of the population). The distribution between the different dysplasia
observed in colons is statistically different (p<0,05%), with again smaller dysplasia in animals
lacking one copy of RPAP3 than in the controls. Due to the relative low number of control mice
available it is difficult to draw at present a conclusion for such a final conclusion. We are
currently planning complementary experiments to substantiate these observations.

In parallel, we subjected VilCreER™; RPAP3flox/+and controls RPAP3/ex/flox or VilCreERT?;
RPAP3+/+mice to the AOM/DSS protocol (Figure 7). This treatment induced exclusively lesions in
the colon. In this case, we observed major hyperplasia of the epithelium, probably as a response
to epithelium inflammation induced by DSS, with some dysplasic area, in all animals, regardless

of their genotype. The observed dysplasia appeared to be less aggressive than the one observed
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by APC allele removal (though animals were observed 19 days latter after the beginning of
RPAP3 deletion). We scored the relative area of hyperplasia, crypt loss, infiltration and dysplasia
in the colonic sections. Figure 7 shows results from one experiment (n=7 VilCreER™;
RPAP3fiex/+ys. n=8 control animals). In this experiment, there does not seem to be any major
differences between both mouse cohorts. We are presently analysing additional data (with in
total n= 42 VilCreER™2; RPAP3/ox/+vs. 46 control mice).

In conclusion, at present it appears that removal of one copy of RPAP3 favors the
appearance on adenoma, on the other, it restricts their proliferation. Colorectal tumorigenesis is
the serial accumulation of mutations, which affect primarily the APC and/or the Wnt pathway
and is then followed by additional mutations [28]. In our setting, we only remove one copy of
RPAP3 because the homozygous KO is lethal. Under these conditions, RPAP3 seems to have little
effect on Wnt activation. However, R2TP is known to stabilize ATR, ATM and DNAPK, involved in
the response to DNA damage [29]. We speculate that RPAP3 removal might diminish active ATM,
ATR and DNAPKGcs, and thereby favor the accumulation of mutations leading to the occurrence
of adenoma. To test this, we plan to stain the intestinal sections for yH2AX, a marker of DNA
damage, to see if we detect increased signals upon RPAP3 removal. In contrast, it seems that the
adenoma have a more limited spread, as measured by surface occupancy. It is tempting to
speculate that this results from a decreased metabolism of the tumor, if there is less mTOR,

ribosomal activity and transcription.

Materiel & methods
Mice generation and treatments
Mouse experiments were performed in strict accordance with the guidelines of the

European Community (86/609/EEC) and the French National Committee (87/848) for care and
use of laboratory animals. RPAP3"i/*mice were generated from ES cells obtained from KOMP, as
described in the paper. Mice were bred in an SOPF animal facility and maintained during the
experiment in an SPF animal facility. Naive mice were minimum 6 weeks old and are euthanized
by CO2 and isofloran. To activate the CreERTZ, controls and animals of interest received two
intra-peritoneal (IP) injection of 2Zmg tamoxifen each. The entire small intestine (cut in 3 parts)
and colon were flushed with PBS, then with neutral buffered formalin (4% formaldehyde) and
fix in 24h, dehydrated, and embedded in paraffin.

For colitis-associated carcinogenesis mice were treated as described previously (Rocha et
al EMBO). In brief, mice were intraperitoneally injected with azoxymethane (AOM), followed by
three cycles of 2.5% (w/v) dextrane sodium sulphate (DSS) administered in the drinking water

(Figure 1A). In between the cycles the mice received no treatment for 2 weeks.
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Histology and immunostainings
For histological analysis, tissue sections (4 pm thick) were deparaffinised and rehydrated.

They were stained with Hematoxylin and Eosin (HE), Alcian blue and Periodic Acid Shiff staining
(PAS) for preliminary analysis.

For immunostainings, tissue sections were deparaffinised, rehydrated and subsequently
subjected to heat induced antigen retrieval by immersing them, depending on the antibody,
either in a water bath with a sodium citrate buffer (pH 6) or an EDTA buffer (pH 9).
Immunohistochemistry was performed using a Dako autostainer (Dako, Glostrup, Denmark).
After neutralization of the endogenous peroxidase activity, the sections were incubated with the
following primary antibodies: polyclonal anti Ki67 antibody (clone SP6, Spring Biosciences,
M3064), polyclonal anti cleaved caspase-3 antibody (clone Asp175, Cell Signalling; 9661). They
were respectively used at 1:100 and 1:2000 dilutions with an incubation time of 30 min.
Antibody was visualized using the Envision® system (Dako). Diaminobenzidine (Dako) was
used as the chromogen and the sections were lightly counter-stained with Hematoxylin.

All slides and immunostainings were prepared by RHEM platform and visualized with a
NanoZoomerslide scanner controlled by the NDP.view software (MRI platform).

Others immunostaining : the intestine sections were deparaffinised, rehydrated and heat in
water bath with a sodium citrate buffer (pH6). They were blocked 20 min with a blocking
solution (TBS 1X, 2% serum of secondary antibody specie, 0,1 % Triton).

They were incubate with primary antibody (anti-RPAP3: clone 19B11 1/50; and anti-Ki67
(ab16667; AbCam)). Slides were washed twice times with 0.1% PBS-Tween before incubation
with fluorescent secondary antibodies conjugated with either Alexa 488, cyanin-3, or cyanin-5,
and Hoechst at 2 ug ml-1 in PBS-Triton X-100 0.1%.

For revelation, we used Tyramide Signal Amplification kit (TSA).

Histological grading of AOM/DSS-induced tumors was determined with blinded genotype
according to the described classification of intestinal neoplasia (Washington et al., 2013).
Antibodies, cells and plasmids

RPAP3 was detected by a murine monoclonal antibody developed by the lab. (19B11)

Isolation of epithelial cells from intestine and colon. Intestine and colon were isolated and flushed
with cold PBS. Colon and the 3 intestine fragments were cut open length-wise, then kept in 10 ml
cold wash buffer (PBS, 2% FBS and antibiotics). Tubes were shaked several times by hand to
wash the fragments and put into 15 ml falcon tube containing 10 ml CE buffer (PBS, 1% BSA,
1mM DTT, 1mM EDTA, 5,6 mM glucose). Tubes were placed on a vertical shaker at 37°C for 30
min. After removing tissue, cells were collected by centrifugation at 1410 rpm for 7 min. They

were washed by 10ml wash buffer. Collected cells were split in different tubes depend of the use.
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DNA extraction. Samples are incubated in 200 pl of lysis buffer (KCl 0,5M ; TRIS pH8 5mM ;
Gelatin 5mg/ml : NP40 at 0,45% ; Tween 20 0,45 %) with 4 pl of Proteinase K at 55°C overnight.

Proteinase K was inactivated 5min at 95°C. 1 pl was used for PCR.

Primer genotyping

Name Sequence

F5 GGTGCCACAGTGTGAGTG

RS TGCCTCCTGACTCACTACAG

R6 ACCGTGTCGCTACGTCACTGCG
CREERT2-F TTACGGCGCTAAGGATGACT
CREERT2-R AAGGCCAGGCTGTTCTTCTT
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FIGURE LEGENDS

Figure 1:RPAP3, a core component of the R2TP, is strongly expressed in dividing cellsfrom
the intestinal epithelium (A) Schematical representation of the R2TP co-chaperone with its
partner HSP90 and its substrates, with eventual role in intestine. (B) Immuno-fluorescent co-
staining for RPAP3 (cytoplasmic, white, using 19B11 antibody) and Ki67 (nuclear, red) detect
the same cells in the crypts and the transitory amplification (TA) compartment. Cell nuclei are
labelled by Hoechst dye (blue). On the left is a schematical representation of the intestinal
crypts.

Figure 2 :Murine RPAP3 alleles and their viability (A) Schematic representation of the
different RPAP3 alleles generated and described in this paper; black arrows represent the
primers used to discriminate between the different alleles for genotyping. (B) Mutant RPAP3
proteins encoded by the above-described alleles. (C) Viability and characteristics of the strains
carrying the different RPAP3 alleles: O/E indicates the number of animals obtained (O) as

compared to the animals expected (E) from several crosses.

Figure Supplemental 2: (A) Southern blot of genomic DNA shows a correct recombination of the
wtsi construct at the RPAP3 locus in the H10 clone but not in the H11. (B) PCR on genomic DNA
from intestinal epithelial cells shows that recombination occurs as soon as one day after
tamoxifen injection to the VilCreERT2; RPAP3/lox/floxmice, and persists for at least 4 days
(amplification of a band corresponding to RPAP347). As a control, PCR on genomic DNA from
RPAP3fox/floxmice intestinal epithelial cells amplifies a band corresponding to the floxed,

unrecombined RPAP3 allele.

Figure 3: Invalidation of RPAP3 induces a quick destruction of the intestinal epithelium (A)
Schematic representation of the experimental setting. (B) Hematoxylin and eosin staining (HE)
of the jejunum shows epithelium degradation at day 8, and anarchical villi and crypts at day 17,
in the survivors (see text). Intestinal epithelium from control RPAP3fox/floxmice showed no
alteration, even at day 17 after the first tamoxifen injection. Pink arrows show Paneth cells and
purple arrow, typical circular crypts observed at day 8. The scale is identical for all pictures, with

bar representing 250 pm.

Figure Supplemental 3: Invalidation of RPAP3 induces a quick destruction of the intestinal

epithelium, which compromises the survival of animals (A) Schematic representation of the
experimental setting. (B) Evolution of relative body weight in females (left hand) and males

(right hand) following tamoxifen injection. Length of the small intestine and colon from females
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at day 8 or males at day 10. (C) Small intestine from VilCreERT2; RPAP3/flox/flox animals is swelled
with liquid (left panel, red arrow) or blood (central panel, red arrow), while that of control
RPAP3fiex/flox animals is filled with food (right panel, blue arrow). (D) Hematoxylin and Eosine
staining of the colon shows a mild phenotype at day 8 or 10 but an anarchical organization at
day 17 (compare with that observed in control RPAP3/ox/floxanimals). The scale is identical for all

pictures, with bar representing 250 um.

Figure 4: Invalidation of RPAP3 compromises the CBC and TA cells. (A) Schematic
representation of the experimental setting. (B) Hematoxylin and eosin (HE), periodic acid Schiff
(PAS) and Ki67 staining of jejunum from VilCreERT2;RPAP3flox/floxshows that, at day 7, the Ki67+
cells are absent from the crypts and the transient amplification compartment, leading to a
degradation of the epithelium at day 8. RPAP3fox/floxmice are shown as controls. Scale is identical
for all pictures, with bar representing 100 um. (C) Insets of crypts show specific disappearance
of Ki67+staining in the crypts, but not of Paneth cells (pink arrows). Circular crypts visible at
day 8 (purple arrow) are highly Ki67+. Scale is identical for all pictures, with bar representing

100 pm.

Figure 4 supplemental:Invalidation of RPAP3 compromises the CBC and TA cells. (A)

Schematic representation of the experimental setting. (B) Wider field view from Hematoxylin
and eosin (HE), periodic acid Schiff (PAS) and Ki67 staining of jejunum from VilCreERT
RPAP3fox/floxpresented in Figure 4 (B). Circular crypts visible at day 8 (purple arrow) are highly

Ki67+. Scale is identical for all pictures, with bar representing 250 pum.

Figure 5:Invalidation of RPAP3 does not affect Paneth cells nor B-catenin staining (A)
Lysozyme staining (typical for Paneth cells) in jejunum remains at the bottom of the crypts at
day 6 and day 8 after tamoxifen injection to VilCreERT2 RPAP3flox/flox or controlRPAP3/lox/flox mice.
Scale is identical for all pictures, with bar representing 100 pum. (B) B-catenin staining is still
detectable in the crypts and epithelium from VilCreER2 RPAP3/ox/floxmice jejunum, 6 and 8 days
after the first tamoxifen injection. Scale is identical for all pictures, with bar representing 100

pm.

Figure 6:RPAP3 prevents intestinal tumorigenesis by genetic induction (A) Schematic
representation of the experimental setting. (B) Repartition of the different dysplasia types
(according to their size, relative to the analysed surface) is significatively different in controls
and VilCreERT™? APC flox/+ RPAP3flox/flox mice, with a much higher incidence of small lesions but less

dysplasia of middle size upon removal of one copy of RPAP3. (C) Hematoxylin and eosin staining
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of whole duodenum show multiple adenomas of small (surface <1% of total - black arrows) and
middle size (surface <5% of total - pink arrows). Bar is 5 mm. Inset magnification shows a
typical small adenoma (surface<1% total). Bar is 200 um. (D) HE and PAS staining of whole
colon show typical unique, large dysplasia of advanced grade (surface >5% of total - empty

arrows). Bar is 2,5 mm.

Figure 7RPAP3 prevents intestinal tumorigenesis by AOM/DSS induction (A) Schematic
representation of the experimental setting. (B) Mean repartition of the different aspects of the
colonic epithelium after chemical induction of tumorigenesis. (C) Relative body weight varied
similarly in controls and VilCreERT2 RPAP3flox/flox animals during the experiment (right hand: red
line VilCreERT™2; RPAP3flox/flox blue line control animals, which were eitherVilCreERT; RPAP3f1ox/+or
RPAP3flox/flox), (C) Hematoxylin and eosin staining of whole duodenum shows hyperplasia and
dysplasia. Bar is 5 mm. Insets show HE, PAS and Ki67 staining of the indicated region, with
hyperplasia (black arrow) and dysplasia (purple arrow). All three insets have the same scale,

with bar representing 1mm.
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B. Mise en évidence d’un nouveau complexe tissu spécifique, le

R2SP, apparenté au complexe R2TP

1. Introduction

Le complexe R2TP est un co-chaperon moléculaire de la protéine HSP90 identifié en
2005(Zhao et al,, 2005). Ensembile, ils participent a 'assemblage de complexes
macromoléculaires tels que 'ARN polymérase II, les snRNP U4 et U5, ou encore les snoRNP. Ce
complexe est composé de 4 protéines : deux AAA + ATPases, RUVBL1 et RUVBL2, et un
hétérodimere formé de PIH1D1 et RPAP3. La protéine RPAP3 est composée de deux domaines
TPR impliqués dans la liaison au chaperon HSP90(Back et al,, 2013; Pal et al., 2014), et de
domaines N-terminal et C-terminal : lorsque j’ai débuté ma these, les fonctionset les structures
de ces deux domaines étaient inconnus aussi. PIH1D1 lie RPAP3 et RUVBL1/2 grace a son
domaine CS C-terminal(Hotejsi et al., 2014). Son domaine N-terminal, appelé domaine PIH, est
nécessaire au recrutement de certains substrats, notamment grace a une poche de
reconnaissance des phosphopeptides de type DSDD/E, comme c’est par exemple le cas pour
TELO2 (I'adaptateur des PIKK).

Les protéines RUVBL1 et 2 forment des hétéro-hexameres et des hétéro-dodécameres, et
il semble que leur conformation ainsi que la liaison a leurs partenaires dépendent du nucléotide
lié (ATP, ADP ou Apo). Ce sont cependant des protéines difficiles a manipuler in vitro. Ainsi leur
structure reste controversée et leur fonction exacte est source de questions. Elles ne sont pas
spécifiques du R2TP, car elles sont aussi présentes dans des complexes remodeleurs de la
chromatine tels qu'INO80 ou SWR-C.

Dans le génome humain, deux autres protéines possedent un domaine annoté comme
étant structurellement apparenté au domaine C-terminal de RPAP3 (RPAP3 C-ter like domaine):
SPAG1 (SPerm AntiGene 1) et CCDC103 (Coiled-Coil Domain Containing protein 103). De plus,
SPAG1 comporte trois domaines TPR en aval de son domaine RPAP3-Cter like, cette
organisation rappelle celle de RPAP3 (Figure 4A du papier joint). D'autre part, trois protéines
humaines comportent un domaine PIH, en plus PIH1D1 lui-méme: PIH1D2, PIH1D3 et
DNAAF2 /Kintoun. Chacune de ces protéines présente également un motif CS en C-terminal,
selon une architecture qui ressemble beaucoup a celle de PIH1D1 (Figure 4A du manuscrit
joint). Toutes ces protéines (a part PIH1D2 pour laquelle il n’existe pas de donnée publiée) sont
impliquées dans des pathologies liées a un défaut de ciliogénese, et plus particulierement dans la
formation des dynéines axonémales de cils motiles (Dong et al., 2014; Knowles et al., 2013;
Omran et al,, 2008; Panizzi et al., 2012; Tarkar et al., 2013). Les dynéines sont de gros complexes

protéiques contenant de nombreuses sous-unités. Les cils immobiles (cils primaires)
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contiennent la dynéine 2 pour le transport rétrograde, tandis que les cils mobiles contiennent
des dynéines spécifiques, appelées axonémales. Ces dynéines sont en général spécifiques de
types cellulaires précis (comme les cellules de I'épithélium pulmonaire ou les spermatozoides),
car elles déterminent les propriétés physiques des cils (vitesse de battements, onde du
battement, etc....). L'incorporation des dynéines nécessite des facteurs d'assemblage spécifiques
(Omran et al., 2008). Nous postulons que certains facteurs seraient organisés en complexes sur
le modéle du R2TP : une protéine a domaine RPAP3-Cter like, une protéine PIH et les ATPases
RUVBL1 et 2. Ces complexes assembleraient les dynéines dans le cytoplasme avant qu’elles ne
migrent vers les cils, comme cela a été montré pour Kintoun/DNAAF2(Omran et al., 2008)

(Figure 23).

2. Résultats
Mon travail a contribué a I'élaboration des figures : 2A, S2A, 34, S3C, 4B, S4A-B, 5B, S5 et 6A du

manuscrit suivant. Les figures 4B et S4A-B ont été réalisé avec Edouard Bertrand. Pour la figure 64,

jai réalisé les clonages nécessaires pour le crible double hybride.

e Le domaine C-terminal de RPAP3 sert au recrutement des RUVBL1/2 ainsi que de
nombreux clients du R2TP

Nous nous sommes intéressés au domaine C-terminal de RPAP3. La structure en trois
dimensions de ce domaine a été résolue par la technique de RMN par nos collaborateurs de
I'IMoPA a Nancy (Figure 1 et S1 du papier joint). En parallele, avec I'aide de Céline Verheggen
(chercheur dans notre équipe), j'ai réalisé des expériences de protéomique afin de déterminer
les partenaires de ce domaine. Pour cela, j'ai d'abord construit des lignées de cellules HeLa
exprimant de facon stable le domaine C-terminal de RPAP3 couplé a la GFP, grace un vecteur
d’expression « pcDNA5-3xFlag-GFP-RPAP3cter ». Ces lignées ont été générées selon la technique
du Flp-in: nous disposons de lignées de cellules HeLa modifiées ou les constructions sont
intégrées de facon stable a un site de recombinaison génomique « Flp Recombination

Target »(FRT) reconnu par la Flipase. Ainsi le vecteur d’expression est inséré au site FRT, la
protéine est exprimée fusionnée a la GFP. Apres sélection de clones stables, j'ai procédé a
I'analyse des interactants de RPAP3-Cter par immunoprécipitation couplée a de la spectroscopie
de masse quantitative de type SILAC. Cette méthode nous permet de comparer I’enrichissement
des protéines, par rapport a une immunoprécipitation controle, réalisée sur des extraits ne
contenant pas la protéine étiquetée. Pour chaque condition, nous utilisons un milieu de culture
différent. La condition contrdle est la lignée cellulaire parentale, c’est-a-dire la lignée de cellules

HeLa FRT. Cette condition est cultivée dans un milieu dit « 1éger/light » car les acides aminés
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utilisés sont normaux. Les autres conditions sont appelées « medium/ intermédiaire» et

« heavy/lourd » car les acides aminés utilisés sont marqués avec des isotopes non-radioactifs

(« froids ») mais plus ou moins lourds, discriminés lors de I'analyse des peptides par le
spectrophotomeétre. Ici, la lignée RPAP3-Cter a été cultivée en milieu intermédiaire. Les
chromatographies d’affinité de la GFP sont réalisées pour chaque condition séparément, puis
regroupées enfin de protocole. Grace aux différents marquages, on peut distinguer les protéines
issues de chaque culture et calculer un « ratio SILAC ». Ce ratio SILAC correspond a
I'enrichissement d'une protéine dans la condition medium, par exemple, rapporté a la condition
controle : cela indique la spécificité de I'interaction d'une proie avec I'appat. L’autre parametre
que I'on prend en compte est 'abondance de la protéine enrichie (en fonction du nombre de
peptides détectés). Si la protéine est tres abondante, cela renforce la probabilité de I'interaction.
Les résultats de la protéomique du domaine C-terminal de RPAP3 révelent son aptitude a lier les
protéines RUVBL1 et 2, mais aussi de nombreux clients du R2TP : la grande sous-unité de 'ARN
polymérase II, SHQ1 et NOP58 impliqués dans I'assemblage des snoRNP H/ACA et C/D,
respectivement (cf. introduction), PRPF8 qui fait partie de la particule snRNP U5. On trouve
également des protéines qui sont tres probablement des adaptateurs (C120RF45, C20RF44,
ZNHIT2).

Ces résultats SILAC suggerent que I'une des fonctions de ce domaine RPAP3-Cter serait
de permettre 'accrochage des RUVBL1/2 pour former le R2TP. Afin de confirmer cette
hypothese et de déterminer quelles protéines sont en interaction directe avec le RPAP3-Cter, j'ai
réalisé un petit crible double-hybride en testant une série d'interactions deux a deux (Figure
S2A du papier joint).J’ai pu montrer que seul RUVBL2 interagit avec RPAP3-Cter par cette
technique. Nos collaborateurs ont ensuite réalisé des expériences de RMN et de BIACORE avec
des protéines recombinantes pour tester la liaison des RUVBL1 et 2. Ces expériences montrent
que le RPAP3-Cter lie directement RUVBL1 et 2 in vitro (Figure 2B et 2C du papier joint). Cette
interaction n'a lieu qu'avec les protéines sous forme multimérique (données non montrées) et
elle n’est pas influencée par la présence d’ATP (Table 1, Figure S2D).

En parallele, nous avons analysé la contribution de la liaison a I'ATP par une expérience
d’'IP LUMIER du domaine Cter contre 3 mutants connus des RUVBLs. Pour les IP LUMIER, nous
utilisons des vecteurs d’expression ou les protéines d'intérét sont soit fusionnées avec la
luciférase Firefly (FFL) portant une étiquette « 3xFLAG » (appat), soit fusionnées a la Renilla
luciférase (RL) (proie).Ici, le RPAP3 -Cter est fusionné a la 3xFLAG-FFL et les RUVBL a la RL.
Nous effectuons ensuite une transfection transitoire avec les deux vecteurs dans des cellules
HEK293, afin de sur-exprimer les protéines d'intérét. 48h apreés la transfection, nous procédons
a I'extraction des protéines et a une immunoprécipitation de I'étiquette FLAG. Cela nous permet

de précipiter la protéine fusionnée a la FFL (ici le domaine RPAP3-Cter), ainsi que la protéine
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fusionnée a la RL si elle interagit avec le RPAP3-Cter. Grace a I'ajout de leurs substrats respectifs,
nous pouvons ensuite activer tour a tour les deux luciférases et mesurer la luminescence qu’elles
produisent. La mesure de la luminescence dans I'immunoprécipitat reflete la quantité des
protéines immunoprécipitées. Cette expérience est réalisée en plaque de 96 puits, ainsi pour
chaque point, un puits contiendra I’extrait brut (INPUT), le suivant sera incubé avec des
anticorps anti-FLAG pour réaliser I'IP (IP) et le dernier subira une manipulation identique mais
réalisée sans anticorps pour servir de contrdle dans I'expérience(Ct). Pour I'analyse, nous
réalisons d’abord les ratios des coups mesurés dans I'IP rapporté a 'INPUT pour chacune des
deux luciférases (IP/INPUT). Puis la valeur pour la RL (la protéine proie) est rapportée a celle de
la FFL (la protéine appat). Ce ratio représente I'efficacité finale de I'IP, soit I'efficacité de I'IP de
la proie fusionnée a la RL, ramenée a 1'efficacité de I'IP de I'appat (en général autour de 30%-
50%). Le premier mutant des RUVBL que nous avons utilisé est un mutant qui ne lie pas les
nucléotides (K en M dans le motif Walker A), le second ne peut hydrolyser 'ATP mais le lie (E en
Q dans le motif Walker B,) et le dernier est bloqué dans la transmission du signal
conformationnel entre les sous-unités de I'hexamere (mutation du "doigt arginine"). Les
résultats indiquent que l'interaction est beaucoup moins forte avec mutant qui n’est pas capable
d’hydrolyser I'ATP (E->Q; Figure S2D du papier joint). La protéine RPAP3 se lierait donc aux
RUVBL soit sous forme Apo (sans nucléotides), soit apres ’hydrolyse de I’ATP.

e Le domaine RPAP3-Cter lie des clients grace aux par les protéines RUVBL1/2

Les données sur la structure du RPAP3-Cter ont permis de proposer une série d'acides aminés
potentiellement impliqués dans le recrutement de RUVBL1 et 2, et j’ai testé I'ensemble de ces
résidus par double hybride. ]'ai effectué une mutagéneése ciblée du domaine C-terminal basée sur
la structure 3D de ce domaine. Puis, j’ai testé les interactions de chacun de ces mutants avec les
protéines RUVBLI1 et 2. Dans le cas précis, j’ai pu vérifier que I'interaction ainsi détectée entre le
domaine C terminal de RPAP3 et RUVBL2 était spécifiquement abolie par les mutations R623A-
M626A (Mutant 1) et F630A- S632A de RPAP3 (Mutant 2; Figure 3A du papier joint). Ces
résultats ont été confirmés par la technique d'immunoprécipitation quantitative LUMIER. Dans
ce cas, alors qu'environ 12% des protéines RUVBL1 et 5% des protéines RUVBL2 sont co-
immuno-précipitées avec le domaine RPAP3-Cter, cette valeur tombe a des niveaux négligeables
pour les mutants 1 et 2 (Figure 3C). Ces données confirment que les acides aminés R623/M626
etF630/S632 sont nécessaires au recrutement de RUVBL1/2.

J'ai alors répété I'étude protéomique, en utilisant cette fois les mutants 1 et 2 du domaine
RPAP3-Cter, en comparaison avec le domaine sauvage. Chez les mutants (Figure 3D et S3D du
papier joint), les interactions avec les partenaires précédemment identifiés sont toutes perdues

sauf celle avec SHQ1 qui persiste mais qui est nettement plus faible. Ces données confirment
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queR623/M626 etF630/S632 sont nécessaires au recrutement des RUVBL1/2. De plus, ils
montrent que l'interaction entre RPAP3 et ces substrats dépend des RUVBL1/2.

Vraisemblablement, RUVBL1/2 auraient une fonction de recrutement des substrats sur le R2TP.
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e Analyse des complexes R2TP-like dans I’organisme

L’hypothése de I'existence d’autres R2TP-like est renforcée grace aux études des
protéines PIH-like et RPAP3-like. Précédemment, une étude avait en effet montré que DNNAF2
interagissait avec la protéine DYX1C1 pour permettre I'incorporation de dynéines dans le cil,
avec I'aide de HSP70 (Tarkar et al., 2013). DYX1C1 ne comporte pas de domaine RPAP3-Cter like
mais un domaine CS (comme PIH1D1) et un domaine TPR (comme RPAP3; Figure 4A du
manuscrit joint). De plus, I'analyse des banques de données révele I'existence de plusieurs
isoformes de DYX1C1 différant par le motif en aval du domaine TPR. Dans le cytoplasme,
DYX1C1 recrute le chaperon HSP70 par ses domaines TPR pour I'adresser a DNAAF2 afin
d’assembler les dynéines. Ce modéle rappelle celui du R2TP.

SPAG1 et CCDC103 possedent un domaine C-ter similaire a celui de RPAP3. L’étude par
RMN de ces domaines confirme qu'’ils se structurent comme le RPAP3-Cter (données non
montrées), et I'analyse des séquences montre que les acides aminés identifiés précédemment

dans l'interaction avec les RUVBL1/2 sont partiellement conservés.

Afin de valider 'existence de complexes R2TP-like, j'ai d'abord procédé a des études
systématiques d'interaction entre protéines PIH-like et RPAP3-like avec le test LUMIER (Figure
4B dans le manuscrit joint). Dans ces expériences, j'ai également inclus les différents isoformes
de DYX1C1, qui different par leur région C-terminal et le dernier motif du domaine TPR. Ces
expériences permettent de proposer I'existence de plusieurs nouvelles paires PIH-like/RPAP3-
like: SPAG1-PIH1D2; SPAG1-DNAAF2; ainsi DNAAF2-DYX1C1 isoforme «a»; et PIH1D3-DYX1C1
isoforme "c". Les paires contenant DYX1C1 avaient déja été mises en évidence (Olcese et al.,
2017; Omran et al., 2008; Tarkar et al., 2013) mais pas le fait qu'elles soient spécifiques
d'isoformes de DYX1C1. Chez S. cerevisiae, Pih1 reconnait le motif en aval du dernier TPR de
Tah1(Back etal., 2013). Il semble que le motif placé aprées le TPR de DYX1C1 soit également

responsable de l'interaction avec ses partenaires PIH-like. Je n’ai pu identifier aucun partenaire

pour CCDC103.

¢ Un nouveau complexe d’assemblage, le R2SP (RUVBL1/2, SPAG1, PIH1D2)

SPAG1 possede un domaine RPAP3-Cter-like susceptible de lier les RUVBL. Les données ci-
dessus suggérent que cette protéine pourrait former deux complexes R2TP-like, I'un avec
DNAAF2, et l'autre avec PIH1D2.

J'ai donc procédé a des expériences de protéomique quantitative SILAC pour tester cette
hypothese. Pour obtenir une vision large des protéines RPAP3-like et PIH-like, j'ai utilisé

plusieurs protéines comme appats: PIH1D2, PIH1D3, DNAAF2 et CCDC103. Comme
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précédemment, le modeéle consistait a insérer de fagon stable un plasmide codant pour la
protéine d’intérét fusionnée a la GFP dans le génome de cellules HeLa, afin d'obtenir des cellules
qui sur-expriment cette protéine. Il faut cependant noter que les cellules HeLa sont dépourvues
de cils, et qu'elles n’expriment pas toutes les molécules qui nous intéressent: notamment
PIH1D2, CCDC103 et PIH1D3 semblent absentes (d’apres nos données de transcriptomique). Il
peut donc y avoir un biais, et des interactions peuvent étre manquées ou favorisées. Les
résultats des IP SILAC que j'ai réalisées sont présentés dans la Figure 5B du manuscrit joint. Ces
résultats confirment I'existence d'un complexe entre SPAG1, PIH1D2 et les RUVBL. Par analogie
avec le R2TP, nous avons nommé ce complexe le R2SP.

En revanche, je n'ai pas pu mettre en évidence de complexe entre DNAAF2 et SPAG1:
DNAAF?2 est détecté uniquement en liaison avec l'isoforme "a" de DYX1C1, et ce complexe ne
semble pas s'associer avec les RUVBL, comment prédit par I'absence de domaine RPAP3-Cter
like dans DYX1C1. Enfin la protéomique de CCDC103 ne permet d'identifier aucun candidat, et
nous ne détectons pas d'interaction significative avec les RUVBL. PIH1D3 interagit fortement
avec une protéine appelée LRIF1, mais nous ne détectons pas DYX1C1 comme attendu. PIH1D3

ne semble pas non plus s'associer avec les RUVBL.

e Mise en évidence de substrats potentiels du complexe R2SP : la Liprine a2

Par des tests LUMIER, j'ai mis en évidence une interaction entre SPAG1 et la protéine PIH1D2
(Figure 4B du manuscrit joint). SPAG1 possede un domaine C-ter similaire a RPAP3 et elle
interagit avec RUVBL1 et 2 (Figure 4C). De plus, cette interaction est renforcée en présence de
Pih1D2 (Figure 5A), ce qui suggére que Pih1D2 participe a la liaison aux ATPases - directement
ou non. Par des expériences de protéomique SILAC, j'ai confirmé I’existence du complexe R2SP,
et j'ai montré que ce complexe s'associe aussi a la protéine chaperon HSP70. (Figure 4B) SPAG1
contient lui aussi des domaines TPR, et, dans son cas, ces domaines pourraient étre impliqués
dans la liaison a HSP70.

Pour aller plus loin, j'ai cloné les cDONAs de PIH1D2 et SPAG1 dans des vecteurs
permettant la réalisation de cribles double-hybride par la société Hybrigenics. Ces cribles ont été
réalisés sur des banques de testicules et de lignées cellulaires cancéreuses de poumon. Ceci nous
a permis d’identifier des substrats potentiels de ce nouveau complexe (Figure 6A). Parmi ces
protéines se trouvent des molécules impliquées dans différents processus cellulaires comme la
transcription ou I'organisation du cytosquelette. Ces interactions ont été confirmées par IP
LUMIER (Figure ure6B). Afin de déterminer si ces interactions ont une signification
fonctionnelle, Céline Verheggen a réalisé une étude comparative du niveau d'expression des

substrats potentiels entre des cellules HeLa et des cellules HeLa ou Pih1D2 est surexprimé
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(HeLa-PIH1D2-GFP). Ceci a permis de montrer que la présence de PIH1D?2 facilitait I'expression
de certaines de ces protéines (Figure 7A). Nous avons sélectionné la LiprineaZcomme modele
d’étude d’un substrat du R2SP car elle fait partie des protéines candidates les plus dépendantes

de PIH1D2.

e Le R2SP semble étre un complexe d’assemblage spécifique d’un tissu.
Certains des substrats identifiés sont enrichis dans les testicules, ce qui suggére une fonction
spécifique du R2SP dans ce tissu : en effet, le flagelle des spermatocytes n’est autre qu’un cil
motile spécialisé. La méme expérience qu’au paragraphe précédent a été réitérée a 37°C
(conditions de culture classique) et a 32°C, plus proche de la température des testicules. La
stabilisation des substrats candidats du R2SP (mais pas des substrats du R2TP) est plus
prononcée lorsque les cellules sont cultivées a 32°C qu’a 37°C, suggérant une dépendance accrue

a PIH1D2, et donc potentiellement au R2SP a 32°C (Figure 7B).

e Le R2SP favorise I'assemblage de la Liprine a2 avec ses partenaires
Pour vérifier le role de R2SP dans I'assemblage de ses substrats, nous nous sommes focalisés sur
la liprinea2. Les Liprines sont impliquées dans le controle de la migration cellulaire et de
I'organisation des synapses. La liprina2 forme des hétéro-dimeres avec les Liprinesal et a3, et
s'associe également avec les protéines Liprinef32, CAST, GIT1 KIF1A et RIMS1 (les protéines
partenaires de la liprina2). Ensemble, elles forment un complexe qui est présent notamment
dans le cerveau. Pour tester un réle éventuel du R2SPdans le recrutement des protéines
partenaires de la Liprina2, une étude de co immunoprécipitation (IPLUMIER) a été réalisée. Ces
expériences montrent que la sous-unité SPAG1 du R2SP lie plusieurs partenaires de la
Liprinea2. Ensuite, nous avons voulu tester si le complexe R2SP facilite 1'association de la
Liprinea2 avec ses partenaires. Pour cela, des [P LUMIER ont été faites dans des cellules HeLa et
HeLa-PIH1D2. L’association de la liprinea?2 avec ses protéines cibles est favorisée par la
présence de PIH1D2, vraisemblablement dans le contexte du R2SP. Le R2SP favoriserait donc la
formation de la structure quaternaire de la Liprinea2. Nous avons donc montré 'existence d'un
nouveau complexe modulateur de I'assemblage de complexes, mais cette fois spécifique d'un

tissu particulier.
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Summary

R2TP is an HSP90 co-chaperone that assembles important macro-molecular machineries. It is
composed of an RPAP3-PIH1DI heterodimer, which binds the two essential AAA+ ATPases
RUVBLI1/RUVBL2. Here, we resolved the structure of the conserved C-terminal domain of
RPAP3, and we show that it directly binds RUVBL1/RUVBL2 hexamers. The human
genome encodes two other proteins bearing RPAP3-C-terminal-like domains and three
containing PIH-like domains. Systematic interaction analyses show that one RPAP3-like
protein, SPAG1, binds PIH1D2 and RUVBL1/2 to form an R2TP-like complex termed R2SP.
This co-chaperone is enriched in testis and among 68 of the potential clients identified, some
are expressed in testis and others are ubiquitous. One substrate is liprin-a.2, which organizes
large signalling complexes. Remarkably, R2SP is required for liprin-02 expression and for
the assembly of liprin-02 complexes, indicating that R2SP functions in quaternary protein
folding. Effects are stronger at 32°C, suggesting that it may help compensating the lower

temperature of testis.
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The R2TP complex was discovered in S. cerevisiae as an HSP90 co-factor '. R2TP is an
unusual co-chaperone because it appears specialized in quaternary protein folding, and in
particular in the assembly of key cellular machineries important for cell growth . The first
and best-documented R2TP clients are the small nucleolar ribonucleoprotein particles
(snoRNPs), which are required for the maturation of ribosomal RNAs 3. More recently, other

436 the nuclear

substrates were described, including the U4 and US spliceosomal snRNAs
RNA polymerases ~ * °, and the family of PI3K-like kinases (PIKKs), which comprises
mTOR, DNA-PK, ATR, ATM, SMG1 and TRRAP '*'"'?_ Given the role of these clients in
cell growth and proliferation, it was hypothesized that R2TP mediates some of the
tumorigenic effects elicited by HSP90 °. Newly identified clients involved in DNA damage
response corroborate this possibility '*.

In humans, R2TP is composed of a core that associates with prefoldins and additional
factors to form the R2TP/Prefoldin-like complex, recently renamed PAQosome "™ % '*. The
R2TP core is composed of four subunits (Figure 1A): PIH1D1, RPAP3, and the two related
AAA+ ATPases RUVBLI1 and RUVBL2 (also called Pontin and Reptin). RPAP3 directly
binds HSP90 and forms a stable heterodimer with PIHID1 '® 7. These components are
believed to function as adaptor and regulatory factors while RUVBL1 and RUVBL2 are the
catalytic components that likely possess a chaperone activity '*. The analysis of snoRNP
biogenesis suggests that R2TP functions through a stepwise process, where HSP90 stabilizes
clients before their assembly, followed by the independent recruitment of several snoRNP
components by R2TP, and ending in the loading of RUVBL1/2 on the client complex "°. The
precise molecular role of RUVBLI1 and RUVBL2 still remains elusive. Structural studies
showed that they form a hexameric ring typical for this class of enzymes 2% Additionally, they
contain an insertion called domain II, which protrudes from the ATPase ring and forms a

flexible structure whose conformation depends on the presence and nature of bound
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nucleotides 2" ?2. RUVBLI1/2 have been shown to make ATP-dependent contacts with some
cofactors and client proteins > **, suggesting that ATP loading and hydrolysis may act as a
switch to control the binding and release of clients. Accordingly, it has been proposed that
RUVBLI/2 stabilize interactions between subunits of target complexes ', or, alternatively,
that they stimulate the dissociation of specific assembly factors *°. Recent structural analyses
showed that RUVBL1/2 cycle between hexameric and dodecameric forms, with client binding
promoting dimerization of the hexamer, and ATP hydrolysis dissociation of the dodecamer '®.
This provides a first glimpse of how these fascinating enzymes may chaperone their clients.
Structural studies revealed that PIHIDI has two domains. Its N-terminal region
harbors the conserved PIH domain that possesses a phospho-peptide binding pocket
responsible for the recognition of some substrates '® 7. Its C-terminal region folds as a CS
domain and mediates hetero-dimerization with RPAP3 '® " 2. RPAP3 has a C-terminal
domain of unknown function (RPAP3-Cter), and a middle region composed of six
tetratricopeptide repeats (TPR) arranged in two consecutive domains (Figure 1B). Structural
studies showed that they bind HSP90 through five conserved residues forming a carboxylate

clamp, which catches the last C-terminal residues of the chaperone (-MEEVD; "%’

). A recent
cryo-EM structure of the yeast R2TP revealed that a single copy of the Taplp:Pihlp dimer
binds an hetero-hexamer of Rvb1/2p (the yeast homologs of RPAP3, PIHIDI and RUVBLI1/2,

28, 29

respectively ). This interaction involves the DIl domain of the ATPases and the linker

separating the PIH and CS domains of Pih1p ****°,
In this study, we elucidated the 3D structure of the RPAP3 C-terminal domain. We
show that this highly conserved domain binds directly the RUVBL1/2 ATPases. A similar

domain is also present in a human protein called SPAG1, and we demonstrate that it forms an

R2TP-like complex that functions in quaternary protein folding.
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Results

The RPAP3 C-terminal domain is ancient and co-evolved with PIH-domain proteins

While extensive structural studies have been performed with R2TP proteins °, the structure
and function of RPAP3-Cter is unknown. This domain is absent in the S. cerevisiae homolog
of RPAP3, and to clarify the links between this domain and R2TP, we first performed an
evolutionary analysis (Figure 1C). In addition to RPAP3, the human genome encodes two
other proteins harboring a RPAP3-Cter-like domain: SPAG1, which also contains three TPR
domains, and CCDC103, which has a N-terminal dynein attachment domain. Remarkably,
proteins with both an RPAP3-Cter and a TPR domain occur in all eukaryotic lineages (Figure
1C; blue dots in the “RPAP3_C” column). A single such protein was likely present at the root
of the tree, and a duplication event having probably occurred between Amoebozoa and
Opisthokonta (Fungi and Metazoa) generated RPAP3 and SPAG1. Concerning proteins with
PIH domain, the human genome encodes three such proteins besides PIH1IDI1: PIHID2,
PIHID3 and DNAAF2 (also known as Kintoun). DNAAF2 is known to associate with
DYXIC1 *', a CS- and TPR- containing protein that we included in our analysis. Most of the
eukaryotic lineages encode three PIH-proteins and one DYXCI1 ortholog. These proteins are
present in all eukaryotic branches and thus of ancient origin, as previously noted 32,
Interestingly, the duplication of the RPAP3 ancestor is mimicked by a similar contemporary
duplication of the ancestor of PIH1D1, which generated PIH1D1 and PIH1D2. This appears
specific for these genes, because RUVBL1/2, as well as other HSP90 co-chaperone were not
duplicated (Figure 1C and data not shown). Together, this analysis indicates that the ancestral
form of RPAP3 had both TPR and RPAP3-Cter domains, suggesting an important function
for this domain. This protein further co-evolved with the ancestor of PIH1D1, pointing to a

link with R2TP.
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The NMR structure of RPAP3-Cter reveals a new 3D fold

In order to get more information on RPAP3-Cter, we performed structural studies. After
sequence analysis, we expressed fragments 535-665 and 547-665 of human RPAP3. Only the
largest domain, i.e. RPAP3s35.665, showed a high stability and solubility after expression and
purification from E. coli (Figure S1A-B). Using NMR, intensity and distribution of peaks in
the 'H-""N HSQC spectrum revealed a properly folded domain (Figure S1C). We obtained a
well-resolved set of 20 water-refined structures (Table S1), showing that this domain is
composed of 8 a-helices that pack together to form a globular object (Figure 1D-F).
Interestingly, the N-terminal residues 541-548 form a loop that protects several hydrophobic
amino-acids from solvent, including Leu542, Pro543, 1le545 and Pro546 (Figure S1D). This
loop contributes to the solubility of RPAP3-Cter since its truncation in RPAP3s47.¢65 leads to
protein aggregation (data not shown). We submitted our structure to the DALI server to
search for potential structural homologs. No strong candidate could be identified using a top
DALI Z-score below 8, with a mean RMSD and identity percentage of 3.6 A and 9.7%,
respectively. We concluded that RPAP3-Cter adopts a new 3D fold, which could thus

possibly be linked to a new biological function.

RPAP3-Cter associates with RUVBL1/2 and with some R2TP clients

To get insights into the function of RPAP3-Cter, we characterized its partners by performing
a proteomic analysis in human cells. We fused this domain to GFP and stably expressed it in
HeLa cells using site-specific integration with the Flp-In system. Following differential
labeling of GFP-RPAP3-Cter and control cells with isotopic amino-acids (SILAC), whole cell
extracts were immuno-precipitated (IP) with anti-GFP antibodies and pellets were subjected
to quantitative mass-spectrometry analysis (Figure 2A). About 20 proteins associated with

RPAP3-Cter with high abundance (intensity) and specificity (SILAC ratio). The top hits were
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RUVBL1/2, while the others belonged to several classes: (i) known R2TP clients (SHQ1 and
NOP58 for snoRNPs, PRPF8 and other U5 proteins for snRNAs, POLR2A for RNA
polymerase II); (ii) known R2TP cofactors (ZNHIT2) and/or RUVBLI1/2 partners
(C120RF45, C20RF44, DPCD) * ' #. (iii) PAQosome subunit (PFDN2) ?; and (iv)
chaperones (HSP70 isoforms and its regulator BAG2). Overall, these data suggest that
RPAP3-Cter may play an important role in interacting with RUVBL1/2 and with R2TP

clients.

RPAP3-Cter directly binds RUVBL1/2

We then performed pairwise yeast two-hybrid assays (Y2H) between RPAP3-Cter and its
putative partners (Figure S2A). We detected a positive signal with RUVBL2, but not with the
other tested proteins. To determine whether this interaction is direct, we used recombinant
proteins for in vitro binding assays. RUVBL1/2 were co-expressed in E. coli and they purified
predominantly as a dodecamer (see below). We then assessed the binding to RPAP3-Cter
using NMR spectroscopy. We took advantage of the *C-labeling to monitor the effect of
RUVBL1/2 on the methyl groups of RPAP3-Cter. Indeed, methyl groups are adapted to probe
interactions, due to their ability to provide strong signals even at low protein concentrations
and/or at basic pHs *>. The NMR signal of the '*C-labeled RPAP3-Cter decreased
dramatically in presence of the RUVBL1/2 hetero-multimers (Figure 2B), while only minor
effects were seen with RUVBL1 or RUVBL2 alone (Figure S2B). This demonstrated that
RPAP3-Cter bound heteromeric forms of RUVBL1/2.

RUVBL1/2 have been recently shown to cycle between hetero-hexamers and hetero-
dodecamers **, and we thus wished to determine the stochiometry of the interaction. First we
co-expressed RPAP3-Cter with RUVBL1/2 in E. coli, and analyzed the complex by gel-
filtration (Figure 2D-E). The eluting volumes of RUVBL1/2 alone and RUVBL1/2:RPAP3-

Cter corresponded to molecular masses of dodecameric and hexameric forms of RUVBL1/2,
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respectively. Next, we performed mass spectrometry analysis under non-denaturing
conditions (native MS), of either RUVBL1/2 alone, or RUVBL1/2 mixed with recombinant
RPAP3-Cter (Figure 2F). In the free state, RUVBL1/2 formed hetero-hexameric and hetero-
dodecameric complexes, but hexameric forms became largely dominant upon RPAP3-Cter
binding. Note also that one hexamer can bind multiple RPAP3-Cter domains. These data thus
demonstrate that RPAP3-Cter binds predominantly RUVBL1/2 hetero-hexamers.

Next, we analyzed the binding of RPAP3-Cter to RUVBL mutants altered in their
ATPase cycle. For this, we turned to LUMIER interaction experiments. This is a quantitative
co-IP assay where the prey and bait proteins are respectively fused to Renilla luciferase (RL)
and FLAG-tagged Firefly luciferase (3XxFLAG-FFL). Following transient expression in
human HEK293 cells, the bait is IP'ed with anti-FLAG antibodies, or without antibodies as
control. The RL and FFL luciferase activities are then measured in the input and pellet, and
the co-IP efficiency is expressed as the percent of prey co-immuno-precipitated, relative to
that of the bait, providing a direct measurement of binding efficiencies (Figure S2D). In these

3 expected to prevent

experiments, we used canonical mutations of AAA+ ATPases
nucleotide binding (K to M mutant in the Walker A domain), nucleotide hydrolysis (E to Q in
the Walker B domain), or coupling between adjacent monomers (R to E in the "Arg finger").
Note that the effect of several of these mutations has been previously established using the
Chaetomium thermophilum orthologs of RUVBLI and RUVBL2 *. Interestingly, while the
K-M and R-E mutations had little effects on the association of either RUVBL1 or RUVBL2
with RPAP3-Cter, the E-Q mutations strongly diminished binding (Figure S2D). Taken
together, these data indicated that RPAP3-Cter made a direct high affinity interaction with

hexameric RUVBL1/2. This interaction did not require nucleotide and was weakened in

mutants deficient in ATP hydrolysis.
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RPAP3-Cter mutants that do not bind RUVBLI/2 loose association to R2TP clients

Our proteomic analysis of RPAP3-Cter showed that it binds not only the RUVBL1/2 ATPases,
but also a range of R2TP clients. In order to test whether RPAP3-Cter binds these other
partners independently of the RUVBL ATPases, we generated a series of RPAP3-Cter
mutants. Structure-guided mutations were used to select solvent-exposed residues potentially
involved in RUVBL1/2 interaction (Figure S3A-B). Alanine mutants were screened by Y2H
assays, and two of them indeed lost interaction with RUVBL2 (Figure 3A): R623A-M626A
(Mutl), and F630A-S632A (Mut2). Both mutants localized in the nucleoplasm and the
cytoplasm, and were excluded from nucleoli. This is similar to wild-type RPAP3-Cter (Figure
S3C), suggesting no major alteration of the mutants. The mutated residues are highly
conserved across evolution (Figure S3D). They were located next to each other in the 3D
structure of RPAP3-Cter (Figure 3B), suggesting that they may constitute a conserved binding
site for RUVBL1/2. To confirm the Y2H data, we performed LUMIER interaction assays,
which demonstrated that both RPAP3-Cter Mutl and Mut2 lost interaction with RUVBL1 and
RUVBL2 (Figure 3C). Next, we performed SILAC quantitative proteomic analyses of the
RPAP3-Cter mutants, by fusing them to GFP and stably expressing them in HeLa cells using
the Flp-In system. Remarkably, both mutants lost all of the previously identified partners of
RPAP3-Cter (Figure 3D-E), with the exception of SHQ1, which remained weakly bound to
RPAP3-Cter Mutl. Taken together, these data suggest that RUVBL1/2 are required for the

association of RPAP3-Cter with its other partners.

Gene paralogs and alternative splicing generate a diversity of RPAP3-like: PIH-like hetero-
dimeric complexes

As described above, the human genome encodes two other proteins bearing RPAP3-Cter-like
domains, SPAG1 and CCDC103, and three containing PIH domains, PIH1D2, PIH1D3 and

DNAAF2 (Figure 1C, Figure 4A). This raised the possibility that these proteins could form
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R2TP-like complexes, by associating to each other and with RUVBLI1/2 through their
RPAP3-Cter-like domains. To test this possibility, we first performed systematic pairwise
LUMIER co-IP assays between RPAP3-like and PIH-like proteins (Figure 4B). In these tests,
we also added DYXI1C1 because this protein associates with DNAAF2 *', and bears some
structural features of RPAP3 and PIHID1 (e.g. TPR and CS domains), although it lacks PIH
and RPAP3-Cter domains. We also included the known splicing isoforms of DYX1C1 and
RPAP3, including the RPAP3 isoform 2 that does not interact with PIHID1 **. Finally, to test
the possible functions of these proteins as chaperone, we included HSP70, HSP90 and STIP1,
a factor that promotes the transfer of clients from HSP70 to HSP90 *°. These proteins were
fused at their N-termini to Renilla luciferase or to 3XFLAG-Firefly luciferase. The plasmids
were transiently transfected in HEK293 cells, and FLAG IPs were performed (Figure 4B). As
above, the interaction strength was expressed as the fraction of co-IP'ed prey protein
normalized to that of the bait. Negative controls were done using four unrelated proteins,
which were tested against all the RPAP3-like and PIH-like proteins (Figure S4A). This
allowed us to rigorously identify specific interactions (see Methods). These experiments
revealed that all the TPR-containing proteins interacted with HSP70, HSP90 and STIPI,
although the co-IP efficiency was low (Figure 4B and S4B). This could be due to a low
affinity of these interactions, or to the fact that HSPs have many partners that potentially
compete with baits in extracts. Most interestingly, we uncovered three strong associations
between RPAP3-like and PIH-like proteins (30-40% of co-IP efficiencies): RPAP3-iso-1 with
PIHID1, DYXI1Cl-iso-a with DNAAF2, and SPAG1 with PIHID2. Two other strong
interactions were found, between DYX1Cl-iso-c and PIH1D3, and between DNAAF2 and
SPAGI, although the IP efficiencies were 5-10 times less than for the previous couples (4-8%

of co-IP efficiencies). Finally, a number of weak but significant interactions were also found
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(Figures 4B and S4C), suggesting that additional PIH1D1-like/RPAP3-like pairs may also

form, albeit at low efficiencies.

SPAGI binds RUVBLI/2 and this interaction is facilitated by PIHI1D?2
We then tested whether SPAG1 and CCDCI103 could bind RUVBLI1/2, using LUMIER
assays (Figure 4C). SPAG1, RPAP3-iso-1 and iso-2 interacted with both RUVBL proteins,
while CCDC103 did not. Surprisingly however, the isolated C-terminal domain of SPAGI
failed to interact with RUVBL1 or RUVBL2. The C-terminal domains of RPAP3, SPAG1
and CCDC103 have an overall identity of only 25%, and the sequence differences may
modulate their affinity for RUVBL1/2, from a high affinity binding for RPAP3-Cter, to a low
or no binding for SPAG1-Cter and CCDC103-Cter. Indeed, the amino-acids required for the
binding of RPAP3-Cter to RUVBL1/2 are not strictly conserved in SPAG1 and CCDC103
(Figure S3B). Since the full-length SPAG1 protein bound better to RUVBL1/2 than the
isolated SPAG1-Cter domain, we further tested whether its PIH1D2 partner would enhance
binding. We repeated the LUMIER binding assay in presence of a co-expressed, untagged
PIH1D2 protein (Figure 5A). Indeed, co-expression of PIHID2 increased the binding of
SPAG1 to RUVBLI and RUVBL2 by nearly 3-fold, achieving a binding efficiency similar to
that of full-length RPAP3. Taken together, these data indicate that SPAG1 binds RUVBL1/2
and that the binding determinants likely include several regions within SPAG1 and PIH1D?2.
This result prompted us to test whether the PIH-like proteins would interact with
RUVBLI1/2. LUMIER assays indicated that significant interactions could be detected (Figure

S4C), but these interactions were however weak (5-20 fold weaker than with RPAP3).

Human cells contain several complexes related to R2TP
The LUMIER assays indicate that SPAGI can interact with PIHID2 and RUVBL1/2, and it

might thus form a complex similar to R2TP. To obtain direct evidence that this complex
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exists, and to determine whether additional R2TP-like complexes may form, we turned to
quantitative SILAC proteomics. To obtain a broad view of these complexes, we fused GFP to
PIH1D2, PIHID3, DNAAF2 and CCDC103, stably expressed the fusions in HelLa cells and
used them as baits in proteomic experiments (Figure 5B and Table S3). We did not find any
partner for GFP-CCDC103. For GFP-PIH1D3, we found a strong association with LRIF1, a
nuclear factor enriched in testis. Only minute amounts of RUVBLI1/2 were detected, in
agreement with the weak interaction observed in the LUMIER assays. DYX1Cl-iso-c was
also not detected, possibly because of its low abundance in HeLa cells (Gtex dataset, *’). For
GFP-DNAAF2, we found a strong association with DY X1C1-iso-a, and again a weak binding
to RUVBLI1 and RUVBL2 that agreed with the LUMIER assays (Figure 4B and S4C). In the
GFP-PIH1D2 IP, the three most prominent proteins were SPAG1, RUVBL1 and RUVBL2,
all found with both a high specificity and abundance (Figure 5B). HSP70 and its regulator
BAG?2 were also significantly enriched. This indicated the existence of an R2TP-like complex
containing PIH1D2, SPAG1, RUVBL1/2, which associated with the HSP70 chaperone. The
other GFP-PIH1D?2 partners found in this experiment were involved in a variety of processes,
ranging from metabolism to RNA processing, and may represent clients of this novel
chaperone system. No prefoldin nor prefoldin-like complexes were detected, but we note that
an interaction of SPAG1 with WDR92 has been previously described >*.

Collectively, the LUMIER and proteomic data thus defines three types of complexes
related to R2TP (Figure 5C). A first complex is composed of RPAP3-iso-2 in association with
RUVBL1/2. This complex is identical to the canonical R2TP except that it lacks PIHID1, and
was thus termed R2T. A second complex comprises SPAG1, PIHID2 and RUVBL1/2. This
complex shares an organization similar to R2TP and was termed R2SP. Another related
complex could form with SPAG1, DNAAF2 and RUVBL1/2 (i.e. an R2SD complex).

However, this complex remains hypothetical since it was detected in the LUMIER but not in
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the proteomic experiments. Finally, we observed two heterodimers containing a PIH-like
protein  associated with a DYXICl isoform: DNAAF2/DYXI1Cl-iso-a and
PIHID3/DYXI1Cl-iso-c. These interactions were previously reported *" ** but the isoform
specificity of DYX1C1 was not known.

The occurrence and composition of these complexes is nicely corroborated by our
evolutionary analyses (Figure 1C). The parallel duplication leading to RPAP3 and SPAGI1 on
one side, and PIHID1 and PIHID2 on the other, is consistent with their respective
incorporation into R2TP and R2SP. Similarly, some species contain an RPAP3 ortholog but
lack a PIHID1/PIH1D2 gene, thus mirroring the existence of R2T in human cells. The
frequent co-occurrence of DYX1C1 with either DNAAF2 or PIHID3 is also consistent with

the association observed for the human proteins.

R2TP-related factors localize to various cellular compartments and are enriched in testis.
To gain insights into the function of these R2TP-related complexes, fluorescent microscopy
was performed with the stable cell lines expressing the GFP-tagged proteins. The different
proteins localized to different cellular areas, suggestive of specialized functions (Figure S5).
Interestingly, DY X1C1-iso-c was nuclear and concentrated in punctate structures, as did its
partner PIH1D3. It is also worth noting that RPAP3-iso-2 was mainly nuclear while RPAP3-
iso-1 was mainly cytoplasmic. Thus, alternative splicing determines not only the partners but
also the localization of these proteins.

Next, we examined existing data to determine in which tissues these factors are
expressed (Gtex dataset °’; Figure S6A). The expression patterns of RUVBL1, RPAP3 and
PIHIDI1 looked similar to each other, with a rather ubiquitous expression. DNAAF2 and

SPAG1 were also broadly expressed, but with a moderate enrichment in testis. Interestingly,
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PIH1D2, PIH1D3 and RUVBL2 were highly expressed in testis, suggesting an important role

in this organ.

PIHID?2 has both ubiquitous and testis-enriched partners
To characterize the function of R2SP, we first searched for partners by performing yeast two-
hybrid screens using PIHID2 as bait. Given its expression pattern, we screened human
libraries from lung cancer cell lines and from testis (Figure 6A). The screens revealed a total
of more than 60 potential partners (46 from the lung cancer library and 32 from testis; Figure
6A and Table S4). Nine proteins were found in both libraries, including SPAG1, indicating
the high quality of the screens. These PIH1D2 partners are involved in a variety of function,
ranging from DNA metabolism, transcription and RNA processing, and up to cytoskeletal
organization, membrane-related processes and trafficking.

To validate these interactions, we selected 16 proteins and tested them in LUMIER
assays (Figure 6B). Taken together, these data demonstrated that PIH1D2 has a range of
partners involved in a variety of nuclear and cytoplasmic processes. Some partners were

enriched in testis and others were ubiquitous (Gtex dataset, *'; Figure 6B).

R2SP promotes the expression of some of its partners and their incorporation into large
molecular assemblies

Next, we tested whether R2SP has any chaperone activity toward its partners. Since PIH1D2
is poorly expressed in HeLa cells, in contrast to the other components of R2SP (Figure S6B),
we generated HeLa cells that stably expresses GFP-PIH1D2, and which thus have a fully
assembled R2SP complex (see Figure 5B). To measure its chaperone activity, we fused to
Firefly luciferase the PIH1D2 partners identified previously and transiently transfected them
in HeLa-PIH1D2 and parental HeLa cells. Remarkably, five proteins were significantly more

expressed in presence of GFP-PIH1D2, reaching a threefold increase in one case (Figure 7A).
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These were PPFIA2 (liprin-a2), ZBTB1, TCP11, PATL1 and PIK3CB. In contrast, the
expression of a broad series of control proteins, including unrelated factors (Alix, FFL) or
known R2TP-substrates (EFTUD2, PRPF31, NOP58), was identical in both cell lines (Figure
7A). Next, we repeated the experiments at 32°C, the optimal temperature of testis where
PIH1D2 is highly expressed. We observed that the effects of R2SP were generally more
important at this temperature. Taken together, this suggested that R2SP enhanced expression
of some of its partners and had a stronger effect at the unusual temperature of testis.

Since R2TP is involved in the assembly of target complexes °, we hypothesized that
R2SP could do the same. To test this possibility, we focused on liprin-a2 (PPFIA2). Indeed,
this is the strongest binder of PIH1D2, and it is also the most sensitive to the presence of
PIH1D2. In addition, liprins are important scaffolding molecules that bring together a diverse
set of factors in order to control cell adhesion, cell migration, and organization of the active
synaptic zone **. Liprins possess a long coiled-coil domain at their N-terminus, followed by a
linker and three Sterile Alpha Motif domains (SAM). The coiled-coil domain of liprin-a:2 can
dimerize or heteromerize with liprin-a.1 and o3 *°. This domain also binds to CAST (a calpain
inhibitor), GIT1 (an Arf GTPase activating protein), KIF1A and RIMSI1, a protein involved in
the docking of exocytic vesicles **!. The SAM domain of liprin-0.2 interacts with the kinase
CASK, as well as with the tyrosine phosphatases LAR (PTPRF), PTPRD and PTPRS *. In
addition, it can simultaneously interact with liprin-B to organize higher order molecular
assemblies *'.

We first determined whether R2SP could interact with the partners of liprin-a2. We
fused liprin-at1, liprin-B2 (PPFIBP2), CASK and RIMSI to Renilla Luciferase and to flagged
Firefly-Luciferase, and performed LUMIER assays with R2SP subunits (Figure 7B). Indeed,
CASK, liprin-B2 and RIMSI interacted with SPAG1. Next, we tested whether R2SP would

facilitate the association of liprin-o.2 with its partners. FLAG-FFL-liprin-o2 was transfected
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in HeLa and HeLa-PIH1D2 cells, and LUMIER IPs were performed with RL-tagged liprin-o.2
partners. Of note, a larger amount of the FLAG-tagged liprin-o2 plasmid was transfected in
HeLa cells to compensate for its lower level of expression in this cell line, such that a similar
ratio of bait over preys was obtained in HeLa and HeLa-PIH1D2 cells (data not shown). The
efficiency of co-precipitation of liprin-al by liprin-ai2 was similar in HeLa and HeLa-
PIH1D?2 cells. In contrast, liprin-f2, CASK, RIMS1 and PTPRS were all co-precipitated more
efficiently by liprin-02 in HeLa-PIHI1D2 cells (2.3 to 3.9 fold; Figure 7C). These data
demonstrate that the presence of PIH1D2, and thus of a full R2SP complex, promotes the
association of liprin-ai2 with several of its targets. This indicates that R2SP is involved in

quaternary protein folding.
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Discussion
The C-terminal domain of RPAP3 is a RUVBL1/2 binding module
R2TP is a conserved HSP90 co-chaperone that is involved in the assembly of key cellular

3. S. cerevisiae and human R2TP share a similar organization but striking

complexes
differences distinguish their RPAP3/Tah1p subunit. Human RPAP3 contains two central TPR
domains that bind HSP70 and HSP90, and a C-terminal domain, which is shown here to adopt
a novel helix-bundle fold and to bind RUVBL1/2 hexamers. In contrast, S. cerevisae Tahlp is
six times smaller than human RPAP3 and consists of a single short TPR domain that
functions as an adaptor between Hsp90p and Pihlp '™ ?’. In particular, Tahlp lacks the
RPAP3-Cter homology domain and consequently, the RUVBL ATPases are mainly recruited
by Pihlp in yeast ***°. This structural difference likely translates into different functions. In S.
cerevisiae, TAHI knock-out displays much milder phenotypes than that of PIHI *, while
Drosophila and mouse RPAP3 are essential genes (** and unpublished observations).

The PIH domain of PIHIDI recruits some client proteins via a phosphopeptide-
binding pocket that binds DSpDD/E motifs '®'”. We show here that RPAP3-Cter binds a
large number of R2TP clients and is thus also involved in client recruitment. Interestingly,
binding of these clients is lost in RPAP3 mutants that no longer bind RUVBL1/2. RPAP3-
Cter could make cooperative interactions with RUVBL1/2 to bind the clients, or it may only
bind the ATPases, which would in turn recruit the clients. An interesting possibility would be
that RPAP3-Cter maintains the ATPases in a conformation suitable for client binding, in a
manner analogous to CDC37 for HSP90 *. In agreement with this idea, RPAP3-Cter has
different affinities for RUVBL mutants locked at different stages of their ATPase cycle.

It was recently proposed that the RUVBLs cycle between single and double ring
structures and that this may give them chaperone activity '*. Interestingly, dimerization of the

hexameric rings involves their DII domains, and a recent cryo-EM structure of the S.
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cerevisiae R2TP complex revealed that the Tah1p:Pih1p heterodimer also associates with this
domain. The position of Tahlp:Pihlp thus appears ideal to regulate the formation of double
ring structures. Given the very different interaction of human RPAP3-PIHID1 with
RUVBLI1/2, it will be interesting to determine whether a similar structural arrangement is

conserved in human R2TP.

Human cells express a variety of complexes related to R2TP
SPAG1 has an organization similar to RPAP3, with several TPR domains preceding the
RPAP3-Cter-like domain. Remarkably, we show here that SPAG1 binds RUVBL1/2 and
forms an R2TP-like complex with PIH1D2, which we termed R2SP. Our two-hybrid screen
shows that a short region downstream the TPR of SPAG1 is sufficient for PIHID2 binding
(Table S4). Interestingly, the difference between the two isoforms of RPAP3 occurs at a
similar location, and this region determines binding to PIHID1 (** and Figure 4B). This is
reminiscent of the binding of yeast Tahlp to Pihlp, where a short C-terminal region of yeast
Tahlp, located immediately downstream the TPR interacts with the CS domain of Pihlp '7?’.
Taken together, these data suggest a model in which PIH-like and RPAP3-like proteins
interact via an interface composed of a CS-domain on one side and a short peptide
downstream the TPRs on the other. This type of interaction may also extend to DYXI1CI
since its three isoforms, which differ in the TPR domain and the downstream flanking region,
interact with different PIH partners.

Our interaction assays indicate that cells may contain other related complexes. First,
an R2T complex that contains RPAP3-iso-2 and RUVBL1/2 but lacks a PIH1-like component.
Interestingly, this complex appears mainly nuclear and may be specialized in nuclear

functions. Second, an R2SD complex composed of SPAGI, DNAAF2 and RUVBL1/2. This

complex was not detected in our proteomic analyses and may thus form only in specific cell
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types. Finally, DYX1C1 isoforms associate with DNAAF2 and PIH1D3 but apparently
without binding the RUVBLs. We also do not exclude the possibility that additional proteins
may be present, as the prefoldins in the case of R2TP. Overall, this study highlights the
variety of R2TP-like complexes.

With the exception of PIH1D?2, all the R2TP-related proteins analyzed here have been
previously linked to the formation of cilia and to the assembly of axonemal dyneins *"* %,
Such a function is consistent with our and previous evolutionary analysis, which showed a
loss of these proteins specifically in species lacking cilia (Figure 1C and *?). However, several
lines of evidence suggest that they have additional functions: (i) R2SP interacts and is
involved in the biogenesis of proteins unrelated to cilia function; (ii) the strongest proteomic
partner of DNAAF2 is RTF1, which is a nuclear protein involved in transcription; (iii) a
CCDC103 two-hybrid screen performed with a testis library revealed only a few proteins
related to cilia function (see Table S4); (iv) GFP-tagged PIHID3 and DYXI1Cl-iso-c are
predominantly nuclear, with an accumulation in uncharacterized nuclear dots. In the future, it

will be interesting to characterize the various functions of these R2TP-related proteins and to

determine the balance of direct and indirect effects in cilia formation.

R2SP is involved in quaternary protein folding and has tissue-specific functions

R2SP is enriched in testis and this could be due to two reasons: (i) it has testis-specific clients;
(i1) it helps ubiquitous proteins to adapt the particular environment of testis. Our data suggest
that both possibilities occur, since some putative clients of R2SP are enriched in testis while
others are ubiquitous. Interestingly, the requirements of some clients for R2SP increase at
32°C, the temperature of testis. This suggests that proteins selected to function at 37°C may

require additional help to function at 32°C.
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In the case of liprin-02, we show that R2SP is required for its expression and for its
association with some partners. Interestingly, the R2SP subunit SPAG1 binds several liprin-
o2 partners while PIH1D2 binds liprin-0.2 itself. This suggests a model in which the proteins
to be assembled are brought together by R2SP, thus giving them the possibility to interact
with each other and to access the chaperoning activity of the RUVBL1/2 ATPase (Figure 7D).
The independent recruitment of multiple subunits of given complexes may be a general
mechanism of action for this class of chaperones.

Liprin-a2 is a conserved scaffolding protein that is expressed at high levels in the
brain and to a lesser extends in testis (Gtex Portal, *"). It plays an important role in neurons,
where it participates to the organization of the synaptic active zone and in the coordinated
exocytosis of pre-synaptic vesicles *°. Interestingly, the acrosomal reaction also requires the
simultaneous exocytosis of a large number of vesicles, and this process is also dependent on
liprins *’. A parallel has been thus drawn between the synapse and the acrosome, leading to
the term "acrosomal synapse" **. Since PIHID2 is also expressed in the brain, it will be
interesting to determine whether R2SP participates to synaptic transmission, through its action

on liprins.
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METHODS

Cell culture

HeLa and HEK293 cells were grown in Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)
containing 10% fetal bovine serum (FBS), glutamin (2.9 mg/ml), and penicillin/streptomycin
(10 U/ml), at 37°C, 5% CO2. For SILAC, a 3x-FLAG-GFP tag was fused at the N-terminus
of the indicated proteins and the fusions were stably expressed in HeLa H9 cells by Flp-In
recombination, using the CMV promoter to drive expression *. Clones were selected in
hygromycin (150 pg/ml), picked individually and characterized by Western blots and

fluorescence microscopy.

Plasmids and cloning

DNA cloning was performed using standard techniques and with the Gateway™ system
(InVitrogen). For pairwise two-hybrid tests, plasmids were based on pACTIl and
PAS2AA {Hallais, 2013 #5218}. For the LUMIER assays, the baits and preys were expressed
in HEK293 cells from the CMV promoter for the 3XxFLAG-FFL fusions, or from the mouse
L30 promoter for the RL fusions. The cDNAs were all of human origin except for RUVBLI
and RUVBL2, which were from mouse. Plasmids for in vitro expression in Escherichia coli

are described below. Detailed maps and sequences are available upon request.

Purification of the human RUVBLI-RUVBL?2

Full length RUVBL1/RUVBL2 construct were purified as in *° without adding ADP and with
an extra final Superose 6 XK 16/70 (GE Healthcare) equilibrated in 20 mM Tris—HCI pH 8.0,
150 mM NaCl, 5% glycerol, 2 mM MgCl, and 0.5 mM TCEP, which resulted in a stable

dodecameric complex eluting as a single peak (data not shown).
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Purification of the human RUVBLI-RUVBL2- RPAP3 535465 complex

RUVBLI1, RUVBL2 cloned in the pETDuet vector (Novagen), and RPAP3-Cter cloned in a
custom pET-Based vector, were co-transformed and co-expressed in E. coli (DE3) pRARE2,
during 24 h at 30 °C in EnPresso® B animal-free Media (BioSilta), by adding 100 uM of
IPTG, in a New Brunswick™ Innova® 44R Shaker at 225 rpm. RUVBL1 protein is the same
as in °, RUVBL2 changes to an C-terminal FLAG_FHS Tag °' preceded by a Human Rhino
3C cleavage site (HRV-3C), and RPAP3s35.¢65 carries no tag.

The RuvBL1-RuvBL2-RPAP3535.665 (RIR2R3) complex was purified in a similar manner as
in > but: in the presence of ADP, and replacing the FlagTrap by a Hydrophobic interaction
column (HIC), followed by the Superose 6 column. Peak fractions collected from Histrap
were incubated with 5 mM CaCl, during 1 hour and loaded onto an HiPrep ™ Octyl FF 16/10
column (GE Healthcare) equilibrated in Buffer C (20 mM Tris—HCI pH 8.0, 200 mM NaCl,
5 % glycerol, 2 mM MgCl,, 5SmM CaCl,, 0.5 mM TCEP, 300 pM ADP). Bound proteins were
eluted using Buffer D (Buffer C without CaCl,, supplemented with 5 mM EDTA). To remove
FLAG_FHS tag the collected samples were incubated 18 h at 4° C with 1% (w/w) HRV-3C
protease (Thermo Fisher Scientific).

To separate oligomeric species, FLAG FH8 and protease, we used the Superose 6
equilibrated in 20 mM Tris—HCI pH 8.0, 150 mM NacCl, 5% glycerol, 2 mM MgCl,, 0.5 mM
TCEP and 400 uM ADP, which resulted in a stable R1/R2 hexameric complex bound to
RPAP3-Cter eluting as a single peak (Figure 2F). The peak fractions were pooled and
concentrated to final 12.5 mg/ml using a 10 kDa Cut-off Amicon Ultra centrifugal filter
(Millipore). All purification steps were carried out at room temperature and were monitored

by NuPage Bis-Tris gels (Invitrogen NP0302).

Purification of RPAP3535.665 and NMR sample preparation
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Overexpression, purification and sample conditions of soluble *C/"*N-labeled RPAP3s35.665
domain were done with previously described methods *?. Briefly, recombinant protein
domains were overexpressed in a minimal M9 medium complemented with ’N-NH,CI and
C-d6-Glucose and purified on TALON beads with a cleavable 6xHis-tag in 25 mM HEPES,
pH 7.5, 300 mM NaCl. A final size exclusion chromatography performed in 10 mM NaPi, pH
6.4, 150 mM NaCl and 0.5 mM TCEP provided '°N/"*C-labeled samples at a concentration of

1 mM.

NMR structure calculation

Classical 3D NMR spectra were recorded at 298K on a 600 MHz AVANCE III spectrometer
equipped with a cryoprobe. This permitted to obtain almost complete 'H, *C and "N
resonance assignments of RPAP3s35.665. Chemical shifts were referenced to DSS and derived
into dihedral angle restraints with TALOS-N **. Automated procedure of CYANA 3.97 ** was
then used to derive distance restraints from 2D 'H-'H NOESY and 3D "N- and "C-
NOESYHSQC spectra, all recorded with a mixing time of 120 ms. The final sets of dihedral
angle and inter-proton restraints were carefully checked and used to generate 100 CYANA
structures, which were refined in explicit water using the AMBER-based Portal Server for
NMR structures (AMPS-NMR; *> *. The 20 structures with the lowest constraint energies
were selected as the most representative. In the final set of structures, 94.3% and 5.7% of the
residues lie respectively in the most favored and allowed regions of the Ramachandran plot.
All 3D structures were drawn with Pymol *’. 3D coordinates and NMR chemical shifts of
RPAP3s35.465 were deposited in the Protein Data Bank and in the Biological Magnetic

Resonance Data Bank under respective entry codes 6EZ4 and 34200.

NMR interaction experiments
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1D METHYL-SOFAST-HMQC spectra were recorded to monitor the binding of unlabeled
RUVBL proteins to B(C-labeled RPAP3535.665. The '"H dimension was edited, which permitted
to only detect 'H nuclei attached to *C nuclei. Interaction experiments were performed at
298K and at 600 MHz in the RUVBL1/2 buffer (20 mM Tris—HCI pH 8.0, 250 mM NaCl, 5%
glycerol, 2 mM MgCl,, 0.5 mM TCEP). RUVBL1 was N-terminally tagged with a
6xHistidine and RUVBL2 with a 3xFLAG. Concentration of *C-labeled proteins was around
10 pM. Protons attached to "*C nuclei lying between 5 and 35 ppm were selectively excited
on a band width of 3 ppm and centered at 0 ppm. The relaxation delay was set to 150 ms and
the number of scans to 2048. The final concentration ratio between unlabeled and labeled

proteins was 1:1 (one monomer of RPAP3-Cter and one heterodimer of RUVBL1/2).

Non-denaturing mass spectrometry analysis

For non-denaturing mass spectrometry analysis, samples were buffer exchanged against
ammonium acetate (150 mM, pH 8.0) buffer (Sigma, St. Louis, MO, USA), using Zeba Spin
desalting columns (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA). Sample concentrations
were determined by UV absorbance using a NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, France). Mass spectrometry analyses were carried out on a hybrid
electrospray quadrupole time-of-flight mass spectrometer (Synapt G2 HDMS, Waters,
Manchester, UK) coupled to an automated chip-based nanoelectrospray source (Triversa
Nanomate, Advion Biosciences, Ithaca, U.S.A.) operating in the positive ion mode. Mass
spectrometer calibration was performed using singly charged ions produced by a 2 mg/mL
solution of cesium iodide in 2-propanol/water (1v/1v) over the m/z range 1,000-20,000.
Instrumental parameters have been optimized to get optimal high m/z ion transmission
without dissociation of weak non-covalent interactions by raising the backing pressure to 6
mbar and the cone voltage to 100 V. Data interpretation was performed using MassLynx 4.1

(Waters, Manchester, UK).
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SPR interaction experiments

RPAP3-Cter protein was immobilized onto CMS5 (Series S) sensor chips using standard amine
coupling. HBS-N, which consisted of 10 mM Hepes, pH 7.4, 0.15 M NaCl, was used as the
background buffer. The carboxymethyl surface of the chip was activated with 20 mM EDC
and 5 mM NHS for 1.5 min. RPAP3s35.665 was diluted in 10 mM Sodium Acetate, pH 5.5, to a
concentration of 1 pug/ml. The protein was coupled to the surface with a 1 to 2 min injection
time at a flow rate of 10 pl.min™. The remaining activated groups were blocked with a 5
minute injection of 1.0 M ethanolamine, pH 8.5. Typically, 100 = 10 response units (RU)
were obtained for the immobilization of RPAP3-Cter protein. Negative controls were
performed by immobilizing either Bovine Serum Albumin (BSA, Thermo Fisher Scientific)
or human Cyclophilin D43.207 (CypD) with the same RU levels as RPAP3-Cter. CypDas.207 is a
22 kDa in-house purified protein with similar size to RPAP3-Cter and confirmed to be active
through binding to Cyclosporin A. The RUVBL1-RUVBL2 complex was directly dissolved
in running buffer (20 mM NaKPi pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM MgCI2, 1 mM DTT, 0.05%
P20). The RUVBL1-RUVBL2 complex was tested at 10 different concentrations using a 2-
fold dilution series, with the highest concentration tested being 75.2 nM. Interaction analysis
cycles consisted of a 300 second sample injection (30 pl.min™'; association phase) followed
by 600 second of buffer flow (dissociation phase). All sensorgrams were processed by first
subtracting the binding response recorded from the control surface (reference spot), followed
by subtracting of the buffer blank injection from the reaction spot. All datasets were fit to a
simple 1:1 Langmuir interaction model (one molecule of RPAP3 binding one hexamer of
RUVBLI1/2), to determine the kinetic rate constants. Experiments were performed on a
Biacore 4000 (Biacore AB, GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden) at 25 °C and the

interactions were evaluated using the provided Biacore 4000 evaluation software.
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SILAC proteomics
SILAC experiments were performed as previously described ’. HeLa cells were grown for 15
days in each isotopically labeled media (CIL/Eurisotop), to ensure complete incorporation of
isotopically labeled arginine and lysine (light label (KORO, L) or semi-heavy label L-Lysine-
HCI (*H4, 96-98%)/L-Arginine-HCl (*C6, 99%) (K4R6, M) or L-Lysine-2HCI (**C6, 99%;
N2, 99%)/L-Arginine-HCI (°C6, 99%; '"N4, 99%) heavy label (K8R10, H) (percentages
represent the isotopic purity of the labeled amino acids). Three 15-cm diameter plates were
used per SILAC condition. Cells were rinsed with PBS, trypsinized and cryogrinded in lysis
buffer (0.5% triton X-100, 20 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl, protease inhibitor
cocktail). Extracts were incubated 20 min at 4°C and clarified by centrifugation for 10 min at
20,000 g. For all IP experiments, extracts were pre-cleared by incubation with Protein G
Sepharose beads (GE healthcare) for 1 h at 4°C. The control was extracted from the SILAC
light condition prepared from H9 HeLa cells that did not express the GFP fusion. Each extract
was then incubated with 50 pl of GFP-Trap beads (ChromoTek) for 75 min at 4°C, washed
five times with lysis buffer, and beads from the different isotopic conditions were finally
pooled. Bound proteins were eluted by adding 1% SDS to the beads and boiling for 10 min.
The eluate was then reduced with DTT (BDH 443553B, 10 mM) at 95°C for 2 min
and alkylated using iodoacetamide (Sigma 11149, 50 mM) for 30 min in the dark. Proteins
were separated on SDS/PAGE, the lanes of interest were cut in 10 slices, and proteins were in
gel-digested with trypsin in 20 mM NH4HCO; (Trypsin Gold, Promega V5280). Peptides
were extracted from gel pieces and resuspended in 0.1% formic acid/2% acetonitrile solution
before being analyzed by mass spectrometry. Peptides were analyzed by nano-flow liquid
chromatography coupled to Fourier transform tandem mass spectrometry (nanoLC-FT-
MS/MS) using a LTQ Velos Pro Orbitrap Elite mass spectrometer coupled to an Ultimate

3000 (Thermo Fisher Scientific). Desalting and pre-concentration of samples were performed
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on-line on a Pepmap precolumn (0.3 mm 10 mm, Thermo Fisher Scientific) in buffer A (2%
acetonitrile, 0.1% formic acid). A gradient consisting of 2-40% buffer B (B = 99.9%
acetonitrile with 0.1% formic acid; 3-33 min), 40-80% B (33-34 min), 80-0% B (49-50
min), and equilibrated for 20 min in 0% B (50-70 min) was used to elute peptides at 300
nL/min from a Pepmap capillary reversed-phase column (0.075 mm x 150 mm, Thermo
Fisher Scientific). Mass spectra were acquired using a top-20 collision-induced dissociation
(CID) data-dependent acquisition (DDA) method. The LTQ-Orbitrap was programmed to
perform a FT full scan (60,000 resolution) on 400—1,400 Th mass range with the top twenty
ions from each scan selected for LTQ-MS/MS. FT spectra were internally calibrated using a
single lock mass (445.1200 Th). Target ion numbers were 500,000 for FT full scan on the
Orbitrap and 10,000 MSn on the LTQ. Data were acquired using the Xcalibur software v2.2.
Protein identification and quantitation were performed using the program MaxQuant (version
1.5.2.8; http://www.maxquant.org/). Few parameters were not default: database: human
reference proteome set (canonical isoforms downloaded from Expasy on May 29" 2017);
enzyme specificity trypsin/P; variable modifications: methionine oxidation and protein N-
Acetylation; Fixed modifications: Cysteine carbamidomethylation; MS/MS tolerance: 0.5 Da;
False Discovery Rate (FDR): 1%. In addition to the FDR, proteins were considered to be
identified if they had at least two peptides including one unique/Razor peptide and they were
considered quantified if they had at least one quantified SILAC pairs. Proteins labeled as
REV (non-real proteins from the reverse database) and CONT (contaminants) were
automatically discarded, as well as proteins that did not show any SILAC M/L, H/L and H/M
ratio. B Significance calculation were done with the software Perseus v1.4.2 as previously

described ** to highlight statistically significant protein ratios (pvalue<0.05).

LUMIER assays
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HEK293 cells were seeded in 24-well plates and transfected with 450 ng of the RL fusion and
50 ng of the 3xFLAG-FFL fusion, with 1 pul of JetPrime (PolyPlus), as recommended by the
manufacturer. 48 hours later, cells were extracted for 15 minutes at 4°C in 450 pl of HNTG
containing protease inhibitor cocktail (Roche), and spun down at 4°C and at 20,000g for 15
minutes. The IP was performed in duplicated, by putting 100 pl of the extract in each of four
wells in a 96-well plate, with two wells being coated with anti-FLAG antibody (see below),
and two control wells without antibodies. Plates were incubated for 3h at 4°C, and then
washed 5 times with 300 pl of ice-cold HNTG, for 10 minutes at 4°C for each wash. After the
last wash, 10 ul of PBL buffer (Promega) was added in each well. To measure the input, 2 ul
of extract and 8 ul of 1xPBL buffer was put in empty remaining wells. Plates were then
incubated 5 minutes at room temperature, and FFL and RL Iuciferase activities were
measured in IP and input wells, using the dual luciferase kit (Promega). Every transfection
was performed at least twice as independent replicates. Co-IP efficiency was defined as the
RL/FFL ratio in the pellet, divided by the RL/FFL ratio in the input. Unless otherwise stated,
statistical significance was evaluated using Z-test assaying whether the co-IP efficiency in the
anti-FLAG IP was more than 6 times higher than the mean values obtained in the control IP,
done without antibodies. This threshold of 6 corresponds to the mean plus two standard
deviations of the FLAG/control fold difference obtained with a set of 36 assays done with
non-interacting proteins (see Figure S4A). It ensures that only specific interactions are
identified.

To coat the wells of the 96-well plates with M2 anti-FLAG antibodies, High-binding
plates were used (Lumitrac, Greiner), and 70 pl of M2 antibody (10 pg/ml in 1x PBS; F1804
Sigma-Aldrich) was put in each well and incubated overnight at room temperature in the dark.
The next day, wells were blocked with 300 ul of blocking buffer, for 1 hour at room

temperature. IP control wells were treated the same way except that no antibody was put in
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the well. Blocking buffer was 3% BSA, 5% sucrose, 0.5% Tween 20, 1x PBS). HNTG buffer
was 20 mM Hepes-KOH pH 7.9, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 1 mM

MgCl2, 1 mM EGTA.

Luciferase assays

H9 Hela cells were grown on 24-well plates and co-transfected with plasmids expressing a
Flag-tagged Firefly luciferase (FFL) in fusion with the protein of interest, and with a plasmid
coding Renilla luciferase as control (RL). After 48 h, cells were extracted in 100 ul of 1x PLB
buffer (Promega) and incubated at 4°C for 15 minutes. RL and FFL activities were measured
on 96-well plates using 10 pl of cell extract and the dual-luciferase assay kit (Promega).
Values obtained for FFL were normalized to RL values. Experiments were done at least in

triplicate.

Microscopy

HeLa cells expressing the GFP-fusion of interest were plated on glass coverslips, fixed one
day later, and mounted in Vectashield containing DAPI (Vector Laboratories). Cells were
imaged using an upright epifluorescence microscope (Zeiss Axiolmager Z1,) with a x63 oil
objective (NA 1.4). Images were captured with a sCMOS camera (Hamamatsu) and mounted

in Photoshop.

Genomes and Sequence analyses

Sequences were retrieved from the NCBI annotated databases (nr and EST,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), using NCBI PHI-BLAST as well as BLAST and Annotation
search tools available in the Geneious 9.1.8 software package (Biomatters,

http://www.geneious.com/). Amino acid sequences were aligned using MAFFT v7.017 *°.
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Orthology was determined by reciprocal BLAST analysis and domain architecture. The 288

accession numbers used for the Figure are listed in Table S5.

Pairwise yeast two-hybrid assays

Plasmids pACT2 and pAS2AA were introduced into haploid Saccharomyces cerevisiae strains
(Y187 and CG1945, respectively). Strains were crossed and diploids were selected on —Leu
—Trp selective media and then plated on triple selective media (—Leu —Trp —His). Growth was
assessed visually after 3 days at 30°C. The strength of interactions was evaluated by
comparing the number of clones growing on —Leu —Trp (selection of diploids) and —Leu —Trp

—His plates (selection for interaction).

Yeast two-hybrid screens

Yeast two-hybrid screening was performed by Hybrigenics Services, S.A.S., Paris, France
(http://www.hybrigenics-services.com). The coding sequence for full-length (1-315) PIH1D2
(NCBI reference NM_138789) was PCR-amplified and cloned into pB27 plasmid as a C-
terminal fusion to LexA (LexA-PIH1D2). The construct was checked by sequencing the
entire insert and used as a bait to screen two random-primed cDNA library constructed into
pP6 plasmid. The first one was a made from human testis cDNAs, and the second one from
cDNAs made from three human lung cancer cell lines: A549, H1703 and H460. pB27 and
pP6 derive from pBTM116 *° and pGADGH ' plasmids, respectively.

As many as 31 and 51 million clones were screened for the human testis and the
human lung cancer library, respectively. This represents 3-fold and 5-fold the complexity of
the respective libraries. Screening was done using a mating approach with YHGX13 (Y187
ade2-101::loxP-kanMX-loxP, Mata) and L40AGal4 (Mata) yeast strains, as previously

described **. For the testis, screen, 182 His+ colonies were selected on a medium lacking
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tryptophan, leucine and histidine, while for the lung cancer library, 345 His+ colonies were
selected on a medium lacking tryptophan, leucine and histidine and supplemented with 50
mM 3-aminotriazole to maintain a strong selectivity. The prey fragments of the positive
clones were amplified by PCR and sequenced at their 5° and 3’ junctions. The resulting
sequences were used to identify the corresponding interacting proteins in the GenBank
database (NCBI) using a fully automated procedure.

A confidence score (PBS, for Predicted Biological Score) was attributed to each
interaction as previously described ®. This score relies on two different levels of analysis.
Firstly, a local score takes into account the redundancy and independency of prey fragments,
as well as the distribution of reading frames and stop codons in overlapping fragments.
Secondly, a global score takes into account the interactions found in all the screens performed
at Hybrigenics using the same library. This global score represents the probability of an
interaction being nonspecific. For practical use, the scores were divided into four categories,
from A (highest confidence) to D (lowest confidence). A fifth category (E) specifically flags
interactions involving highly connected prey domains previously found several times in
screens performed on libraries derived from the same organism. Several of these highly
connected domains have been confirmed as false-positives of the technique and are tagged as
F. The PBS scores have been shown to positively correlate with the biological significance of

. . 64, 65
interactions .

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Statistical tests were done with excel.
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Figure Legends

Figure 1. Solution structure of the C-terminal domain of human RPAP3

A-Schematic representation of the human R2TP complex.

B-Domain architecture of RPAP3 (numbering corresponds to amino-acids of isoform 1).
C-Conservation of RPAP3 and PIH repertoires across Eukaryotes. Members in which TPR
(pfam 13414) or Dynein attachment (pfam 15867) domains are associated to the canonical
RPAP3 C are colored as indicated at the left. Clades or species that have lost flagella or in

which cilia are not motile are in grey background. Members that were not found are indicated

nyn

by "x
D-Backbone view of the superposition of the best 20 NMR structures of human RPAP3-Cter,
with o-helices indicated in violet.

E-Sequence of RPAP3-Cter, with corresponding o-helices.

F-Backbone orthogonal views (180°C) of RPAP3-Cter structure in ribbon representation with

corresponding a-helices.

Figure 2. RPAP3-Cter interacts with RUVBL1/2 hexamers.

A-SILAC proteomic analysis of RPAP3-Cter. The graph depicts the proteins identified in
anti-GFP immuno-precipitates of HeLa cells expressing GFP-RPAP3-Cter. Each dot is a
protein and the color code is indicated below the graph. x-axis: protein abundance (Log10 of
signal intensity); y-axis: enrichment over a control IP (Log2 of SILAC ratio).

B-NMR interaction analysis of RPAP3-Cter with recombinant RUVBL1/2 complex. The
graph depicts 1D NMR METHYL-SOFAST-HMQC spectra in the methyl region of C-
labeled RPAP3-Cter alone (top lane) or mixed with recombinant RUVBLI1/2 complex
(bottom lane). Intensity of the NMR signal (arbitrary units, y-axis) is plotted against the 'H

chemical shift (in ppm, x-axis).
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C-SPR binding assays of RPAP3-Cter with RUVBL1/2. The graph depicts the response upon
injecting the RUVBL1/2 complex (t=0s), or upon washing (t=300s), on immobilized RPAP3-
Cter. x-axis: time (s); y-axis: response (arbitrary units). These data have been obtained with
the same batch of RUVBL1/2 complex as in the control experiment (Figure S2C).

D-Native mass spectrometry analysis of recombinant RUVBL complexes. The upper mass
spectrum presents the purified RUVBL1/2 complex. The bottom mass spectrum presents the
same complex after addition of RPAP3-Cter. y-axis: signal intensity; x-axis: m/z. Insets:
zoom over the 8000-9000 m/z region. Schematics depict the complex observed. Blue:
RUVBL proteins; red: RPAP3-Cter.

E-Chromatographic analysis of the RUVBL complexes. The graph depicts the chromatograms
of purified RUVBL1-RUVBL2 (dashed grey, left y axis) or RUVBL1-RUVBL2-RPAP3-Cter
(black line, right y axis), on a Superose 6 16/70 XK. x-axis: elution volume; y-axis:
absorbance.

F-Electrophoresis of the purified RUVBL1-RUVBL2-RPAP3-Cter complex. The gel shows
the peak fraction of the complex eluted from the column (black line in E), with a purity
estimated to ~95 %. Lane 1: Precision Plus Protein Unstained Standards (Biorad); Lane 2:
denatured RUVBL1-RUVBL2-RPAP3-Cter complex. Black arrow: RUVBLI1 and RUVBL2

(52 and 53 kDa, respectively); grey arrow: RPAP3-Cter (15 kDa).

Figure 3. The RPAP3 C-terminal domain interacts with R2TP clients via RUVBL1/2
multimers.

A-Yeast two-hybrid analysis of interactions between RUVBL2 and RPAP3-Cter mutants.
Alix is a negative control. ***: strong interaction; **: medium; *: weak; -: no interaction.
B-Molecular surface representation of RPAP3-Cter structure, with the location of the mutants
loosing interaction with RUVBL1/2 indicated in red. Blue: mutated residues not involved in

RUVBL1/2 binding.
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C-LUMIER assay showing the in vivo interaction between RPAP3-Cter and RUVBL1/2
mutant proteins. Top panel: schematic representation of the assay. Bottom panel: graph
plotting the IP efficiency of the indicated proteins. The values are the IP efficiencies of the
co-precipitation of the RL fusion proteins (IP/Input), normalized by the IP/Input values
obtained with the anti-FLAG IP of the 3xFLAG-FFL fusion protein. Error bars: standard
deviation. Stars: values significantly greater than six-times the mean value obtained in the
control IPs without anti-FLAG antibody (Ct). **: p-value<0.001 (Z-test).

D, E-SILAC proteomic analysis of the partners of RPAP3-Cter-Mutl and RPAP3-Cter-Mut2,

repectively. Legend as in Figure 2A.

Figure 4. RPAP3-like and PIH1-like proteins interact with each other.

A-Architecture of the human proteins containing a RPAP3-Cterminal domain (RPAP3-C), or
a PIH domain (PIH). Coiled-coil (CC), CHORD-containing proteins and SGT1 domain (CS)
and TPR domains (TPR) are also indicated. Different splicing isoforms of RPAP3 and
DYXICI1 are shown, with their variable domains in hatched violet (RPAP3), or yellow
(DYXIC1).

B-Summary of pairwise LUMIER interaction assays between the indicated proteins. The
values are the efficiencies of the co-precipitation of the RL fusion proteins (IP/Input),
expressed in percent of the efficiencies obtained with the 3xFLAG-FFL fusions. p-values are
shown in Figure S4C.

C-LUMIER interaction assays between RL-RUVBL1/2 and RPAP3-like proteins tagged with
3xFLAG-FL. Legend as in Figure 3C. Stars: values significantly greater than six-times the

mean value obtained in the control IP (Ct). **: p-value<0.001 (Z-test).

Figure 5. Identification of R2TP-like complexes.
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A-LUMIER interaction assays between SPAG1 and RUVBLI1/2. Legend as in Figure 3C
excepted that an untagged PIH1D2 was co-expressed (lanes '+'), or SMD1 as control (lanes '-').
B-SILAC proteomic analysis of the partners of GFP-PIH1D2, GFP-DNAAF2, GFP-
CCDC103, and GFP-PIH1D3, performed in HeLa cells. Legend as in Figure 2A. The color
code is indicated between the graphs.

C-Models of possible R2TP-related complexes.

Figure 6. Identification of PIH1D2 partners.

A-Results of yeast two-hybrid screens using human PIH1D2 as bait and performed with
human libraries from lung carcinoma cell lines and testis. The color of the lines indicate the
strength of the Y2H interaction (PBS score). A: red; B: dark blue; C: green; D: light blue.
Lines with two dots indicate that the prey was found in the two libraries.

B-Validation of the hits found in the yeast two-hybrid screens by LUMIER co-IP assays. The
graph depicts the results of LUMIER co-IP assays performed with the indicated proteins.

Legend as in Figure 3C, with '*' indicating a p-value <0.05, and '**' a p-value<0.001.

Figure 7. The R2SP complex promotes the stabilization of its clients and the assembly of
liprin-0i2 complexes.

A-R2SP enhances expression of some of its clients. The graph depicts the relative expression
levels of the indicated FFL-fusion proteins in HeLa cells expressing PIH1D2, versus parental
HeLa cells not expressing it. Dark blue: experiment performed at 37°C; light blue: experiment
performed at 32°C. Values are normalized by the mean of controls (left); **: p-value <0.02
with a t-test involving all the control samples (n>=3).

B-Binding of PPFIA2-related proteins to SPAG1 and PIH1D2. The graph depicts LUMIER
interaction assays between the indicated proteins. Legend as in Figure 3C, with "*' indicating a

p-value <0.05, and '**' a p-value<0.001.
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1033  C-R2SP promotes association of liprin-a2 (PPFIA2) with its partners. The graph depicts
1034 LUMIER interaction assays between PPFIA2 and its partners, in HeLa cells expressing or not
1035 PIHID2. Legend as in Figure 3C, with single black stars indicating a p-value <0.05, and
1036  double black stars a p-value<0.001 (Z-test comparing values of the FLAG IPs with six-times
1037  the mean value obtained in the control IP). Orange stars: comparison of HeLa and HeLa-
1038  PIHI1D2 cells. Single star: p-values <0.05; double stars: p-values < 0.005 (t tests).

1039  D-Assembly of liprin-o2 complexes by R2SP.

1040
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Table 1: NMR statistics.

RPAP3535 665
NMR distances and dihedral constraints
Distance constraints
Total NOEs 3707
Short range (|i —j| < 1) 1704
Medium-range (|i —j| <5) 1033
Long-range (|i —j| 2 5) 970
Total dihedral angle restraints 230
) 110
\ 120
Structure statistics
Violation occurences
Distance constraints (> 0.2 A) 0
Dihedral angle constraints (> 5°) 1.30+1.26
Violations
Mean distance constraints (A) 0.10+0.03
Mean dihedral angle constraints (°) 6.70 £ 1.94
Max. dihedral angle violation (°) 9.99
Max. distance constraint violation (A) 0.14
R.m.s. deviations from idealized geometry
Bond lengths (A) 0.013
Bond angles (°) 1.8
RMSD to best structure (A)
All backbone atoms 0.98 +0.38
All heavy atoms 1.33+0.29
Backbone atoms in secondary structures 0.37£0.05
Heavy atoms in secondary structures 0.94 +0.07
Ramachandran statistics
Residues in most favoured regions (%) 94.3
Residues in additional allowed regions (%) 5.7
Residues in generously allowed regions (%) 0.0
Residues in disallowed regions (%) 0.0

Maurizy et al.




Table 2 — RuvBL1/2:RPAP3-Cter affinity and kinetic interaction parameters
determined by SPR

His RuvBL1 Flag RuvBL2 interaction with immobilized RPAP3-Cter

Kp kq K. .
(M) 8) M's™ "
4,18x10° + 1,96x10~° 1,12x10° + 2,58x10™* 2.97x10° + 6.35x10*% 3

* n- stands for triplicates

Maurizy et al.



I11.Discussion

A. Caractérisation de la fonction du domaine C-terminal de RPAP3

La structure du complexe R2TP chez S. cerevisiae a basse résolution vient tout juste
d’étre publiée mais celle du R2ZTP humain présente toujours des zones d’ombre. Nos données sur
le domaine C-terminal de RPAP3 (article n°2) clarifient 'organisation du R2TP humain: RPAP3
C-ter lie directement les RUVBL1/2. D’autre part, on savait que RPAP3 recrutait directement
HSP90 via ses domaines TPR (Pal et al., 2014; Quinternet et al., 2015)et PIH1D1 par un fragment
situé apres le TPR2 (données non-publiées de nos collaborateurs). Ceci en fait un élément
central, constitutif du R2TP (Figure 35).

De plus, les données sur les interactions dans les extraits cellulaires entre le domaine C-
ter de RPAP3 et les RUVBL1/2 nous permettent de préciser le mode de fonctionnement du
complexe R2TP et de proposer de nouvelles fonctions pour les RUVBL1/2.Dans le cas des
snoRNP a boites C/D, on constate que NOP58 est recruté par le domaine RPAP3-Cter (article 2
Figure 2A), alors que le domaine N-ter de PIH1D1 lie SNU13 et la fibrillarine(Malinova et al.,
2017). 11 en est de méme pour les sous-unités des snoRNP a boites H/ACA : SHQ1, le chaperon de
la dyskérine (et possiblement aussi celle-ci) est recruté par RPAP3-Cter tandis que NHP2 lie le
domaine PIH de PIH1D1. Ceci suggere que, pour assembler les snoRNP, le R2TP recrute de
maniére indépendante, les différentes sous-unités concernées. Ces sous-unités seraient
stabilisées par HSP90 puis remodelées par RUVBL1/2 (Figure 35).

Les fonctions des domaines N-terminal et C-terminal de RPAP3 sont encore méconnues.
Les expériences in vitro de nos collaborateurs montrent que le domaine C-terminal interagit
directement et de fagon tres stable avec les protéines AAA+ ATPase RUVBL1/2 sous forme
dodécamérique (deux hétéro-hexameres superposés) (article 2, Figure 2 B, C). L’absence
d’interaction des clients dans les mutants du domaine RPAP3 C-ter n’interagissant plus avec
RUVBL1/2 suggere que ces clients sont liés a RPAP3 via RUVBL1/2. Le role exact de ces AAA+
ATPases reste encore incompris. Le domaine RPAP3-Cter pourrait maintenir les RUVBL (sous
forme RUVBL-Apo ou RUVBL-ADP) dans une conformation favorable a leur aux substrats. La
forme liée a 'ATP (mutant E->Q), qui ne lie plus RPAP3(article n°2, Figure 2 D) pourrait étre une
forme activée des RUVBL, dans laquelle elles interagiraient uniquement avec leurs substrats. Le
role de RPAP3, sur le modele HOP, serait de maintenir les RUVBL dans une conformation
ouverte pour recruter les substrats, apres leur stabilisation par HSP90. L’arrivée de I'ATP
déplacerait RPAP3 tandis que I'hydrolyse d’ATP provoquerait une dissociation de I'hétéro-

hexameére de RUVBL. Cette dissociation induirait un changement de conformation du substrat.
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Cela expliquerait que, en biochimie, on détecte plus facilement 'interaction des substrats avec

RUVBL1/2 qu'avec RPAP3/PIH1D1.

RUVBL1 /2

PIH1D1

A B

EBL ZNHIT3

Figure 36 : Représentation des interactions au sein du R2TP au cours de
I’assemblage des snoRNP a boites C/D

RPAP3 lie HSP90 grdce a son domaine TRP, PIH1D1 via un fragment situé apres le TPRZ2, et
RUVBL1 et 2 par son domaine C-terminal.

L’hétéro-hexamére de RUVBL1 et RUVBL?Z lie le substrat NOP58, une protéine des snoRNP a boites
C/D. PIH1D1 lie la fibrillarine(FBL) et SNU13, grdce a son domaine N-terminal (domaine PIH),
d’autres protéines des snoRNP a boites C/D. Enfin, PIH1D1fixe RPAP3 par son domaine C-terminal
appelée domaine CS.
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HSP90
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v

h ? d
RPAP3, PIH1D1

Figure 37 : Assemblage des complexes macromoléculaires par le R2TP

v

1) HSP90 s’occuperait du repliement de certaines sous-unités ici (B) qu’elle présente au complexe
R2TP. Le R2TP prend en charge directement une autre catégorie de sous unité (A) via PIH1D1.
RUVBL1 et RUVBLZ2 seraient maintenues en conformation apo par RPAP3 par son domaine C-
terminal pour favoriser I'interaction avec les substrats. 2) L’interaction entre RPAP3 et HSP90
permettrait le chargement des sous unités B sur les ATPases.Le substrat livrée, HSP90 serait
libérée. 3) A I'arrivée de 'ATP, RPAP3 et PIH1D1 quitteraient le R2TP. Les RUVBL1/2 assureraient
I'incorporation des substrats ainsi que le changement de conformation nécessaire grdce a
I'hydrolyse de 'ATP. 4) RUVBL1/2 lié a ADP ou apo et le complexe AB nouvellement assemblé se
dissocieraient. Les ATPases seraient alors recylées pour reformer du R2TP. Certaines étapes restent

encore a élucider.
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B. Mise en évidence d’un nouveau complexe tissu-spécifique, le R2SP,
apparenté au R2TP

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, 'organisme humain possede d’autres
protéines similaires a RPAP3 et PIH. Nous n’avons pu mettre en évidence que certaines paires
d’interactions telles que SPAG1-DNAAF2 mais pas de complexe avec les RUVBL1/2. Certaines de
ces protéines sont peu ou pas exprimées dans les cellules HeLa, ce qui peut expliquer les
différences des résultats obtenus par protéomique SILAC (ou seule la proie est surexprimée) et
les tests d’interactions LUMIER (ou les deux partenaires sont co-exprimés). Les ARNm de
DNAAF?2 et de SPAG1 dans les cellules HeLa sont exprimés a des niveaux similaires. Dans les
expériences d’IP SILAC en cellules HeLa, cependant, nous ne détectons pas DNAAF2 dans les IP
de SPAG1. La formation de cette paire dépend peut-étre des conditions de culture ou des cellules
utilisées. Notons aussi que les cellules HeLa, dépourvues de cil, ne sont sans doute pas le
meilleur systéme pour étudier des protéines impliquées dans la ciliogénése. Cependant, ce
systéme nous permet des comparer les résultats d'IP entre des protéines exprimées dans des
tissus différents. L'idéal serait de disposer d’un systeéme cellulaire cilié et compatible avec le
protocole d’IP SILAC.

L’étude en protéomique de PIH1D2 nous a permis de confirmer I'existence d'un nouveau
complexe d’assemblage: le R2SP. R2SP semble fonctionner sur le méme modele que le R2TP.
L’autre fait intéressant est la tissu-spécificité de ce complexe. En effet, SPAG1 et PIH1D2 sont
tous les deux exprimés dans les testicules. Grace au crible de double hybride et a des
expériences en cellules, nous avons mis en évidence un substrat du R2SP : la Liprine a2. PIH1D2
n’avait pas été mis en évidence dans des ciliopathies, contrairement a son partenaire SPAG1.
L’assemblage de la Liprine a2 avec ses partenaires montre que la fonction du R2SP n’est pas
limitée a la ciliogéneése.

Certains tissus présentent des conditions de températures, ou de pH particulier qui
pourrait nécessiter 'aide de complexes d’assemblage spécifiques. Ainsi, le R2SP semble plus
efficace sur la Liprine a2 a 32°C qu’a 37°, soit a la température des testicules.

HSP90 a est induite sous I'influence de stress comme les chocs thermiques, et sa délétion
engendre notamment un défaut de la spermatogénese (Grad et al., 2010). Il est possible que
cette chaperonne soit associée a un complexe de type R2TP dans cet organe pour assembler des
complexes macromoléculaires ou les dynéines du flagelle des spermatozoides nécessaires au

déroulement de la spermatogenese.
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C. Ciliogenese motile et les complexes apparentés au R2TP

Les protéines de type RPAP3 et PIH avaient toutes été mises en cause dans des maladies liées a
la ciliogéneése (sauf Pih1D2, exempt de publication), et plus particuliéerement dans I'assemblage
des dynéines des cils (Dong et al., 2014; Knowles et al., 2013; Omran et al., 2008; Panizzi et al,,
2012; Tarkar et al., 2013). D’autre part, les données d'immunofluorescence montrent une
localisation cytoplasmique, hors du cil, pour la plupart de ces protéines (Tarkar et al,, 2013). Le
modele que nous proposons est que ces complexes R2TP-like sont impliqués dans 'assemblage
de dynéines dans le cytoplasme, avant leur adressage aux cils. De fait, quelques études ont
dressé un parallele entre la base du cil motile et les pores nucléaires (McClure-Begley et
Klymkowsky, 2017; Torrado et al., 2016). Le modele d’action de ces nouveaux complexes (dont
le R2SP) pourrait ressembler a celui proposé pour 'assemblage de '’ARN polymérase Il par le
R2TP: les sous unités de 'ARN polymérase Il sont assemblés par le R2TP dans le cytoplasme, le
complexe mature migre ensuite vers le noyau pour accomplir sa fonction (Figure 23). Il est
possible que le R2SP ait aussi des substrats impliqués dans la ciliogenése : le R2SP aurait des
substrats différents suivant les tissus. Les autres complexes de type R2TP semblent impliqués
dans des ciliopathies mais pourraient I’étre aussi dans d’autres processus. La mise en évidence
de protéines similaires a RPAP3 questionne sur la redondance fonctionnelle de ces protéines.
SPAG1 est, d’apres les banques de données, exprimé dans l'intestin, tout comme DYX1C1

(https://www.proteinatlas.org) mais, dans notre modele murin d’invalidation de RPAP3, il ne

semble pas y avoir de compensation. Ces données suggerent que les différents « R2TP-like » ont

chacun des substrats spécifiques.

Il est donc important d’arriver a mieux les caractériser pour mieux les comprendre tout comme

le R2TP.

Notre étude ouvre donc des perspectives sur la fonction des RVBL1 et 2 qui ont trouvé ici de
nouveaux partenaires, mais aussi sur la compréhension du mode d’action du R2TP et des

complexes associés.

D. Role de RPAP3 dans le maintien des cellules prolifératives de
I’épithélium intestinal et de la voie Wnt

Nos résultats chez les souris Vil-Cre-ERTZ2; RPAP3 flox/flox montrent que RPAP3 est essentiel pour
la prolifération des CBC et du TA. Nous cherchons a savoir si ce phénotype intrinseque aux

cellules souches CBC. L’absence de phénotype visible par coloration HE sur I’épithélium dans le
modeéle d’invalidation de RPAP3 dans les CBC (Lgr5-GFP-IRES-CreERTZ2) peut s’expliquer par la

I'expression mosaique de cette construction (Barker et al., 2007). Une autre explication est que
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les cellules CBC ne sont pas irremplacables (H. Tian et al., 2011) ainsi si elles sont éliminées par
la délétion de RPAP3, les progéniteurs situés dans le TA ou les cellules "+4" prendront le relai
afin de préserver l'intégrité de I'épithélium. Lorsque la Cre est sous contrdle du promoteur de la
Villine, toutes les cellules de I'épithélium sont touchées donc la compensation ne peut pas avoir
lieu. Nous montrons ici un role potentiel de RPAP3 dans la prolifération cellulaire, ceci supporté
aussi par le fait que les cellules de Paneth, qui ont un temps de renouvellement plus long que les
autres cellules de I'épithélium, ne sont pas affectées. Ces données aménent aussi a se demander
si les cellules 4+, qui sont des cellules quiescentes, sont elles aussi affectées par la délétion de
RPAP3 ou non. RPAP3 serait nécessaire au maintien de toutes les cellules souches en préservant
leurs caractéristiques. Il est important de comprendre la cascade d’événements aboutissant au

phénotype drastique observé dans 1'épithélium intestinal.

RUVBL1/2 ont été décrites comme interagissant physiquement avec la 3 caténine(Bauer
etal, 1998, 2000). Sile R2TP assure 'assemblage des complexes régulateurs de la transcription
de la voie Wnt, les RUVBL auraient pour role de recruter ces protéines et de modifier leur
conformation pour mieux les insérer dans le complexe. Le phénotype observé ressemble a celui
décrit pour la délétion de TCF4, qui code pour un cofacteur transcriptionnel de la $-caténine
(van Es, Haegebarth, et al., 2012). La délétion du gene d’un autre cofacteur de cette voie, BRG1
(aussi appelé SMARCA4), dans toutes les cellules épithéliales (avec la VilCreER™?) entraine lui
aussi une perte des cellules souches ainsi que du TA, proche de mes observations (Holik et al.,
2013). BRG1 est une unité centrale d’'un complexe remodeleur de la chromatine appelé
BRG1/BAF de la famille de SWI/SNF (W. Wang et al., 1996). Ces complexes sont recrutés par des
facteurs de transcription aux promoteurs de genes pour permettre une transcription efficace par
la polymérase II. Plusieurs études ont montré que BRG1 était nécessaire a I'activation
transcriptionnelle par la 3-caténine (N Barker et al., 2001; Park et al,, 2009). L'ensemble de ces
données suggere que le R2TP pourrait assembler le complexe associé a BRG1 ou I'interaction
entre 3 caténine/BRG1/TCF4. Une fois assemblé dans le cytoplasme les partenaires migreraient

vers le noyau au promoteur des génes cibles de la voie Wnt.

TRRAP (une PIKK) est une des sous unités des complexes co-transcriptionnels SAGA et
TIP60, dont font également partie les protéines RUVBL1 et RUVBL2. TRRAP, comme els autres
PIKK, est assemblée avec ses partenaires par le R2TP via TELO2 ((Takai et al., 2010)et nos
résultats non-publiés). Chez la drosophile, il a été montré que 'homologue de TRRAP (Nipped-
A), était nécessaire a la prolifération des cellules souches intestinales (Tauc et al., 2017). Bien
que la drosophile et la souris soient des organismes assez différents, il est possible que le role de
TRRAP, cible du R2TP, soit aussi conservé chez la souris. Ceci suggérerait que SAGA ou TIP60

soient recrutés par la B-caténine pour activer la transcription de ses génes cibles. L’absence de
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RPAP3, empéchant I'assemblage de SAGA et TIP60, entrainerait la perte des cellules souches

intestinales.

E. Réle deRPAP3 dans I’épithélium du célon

Curieusement, I'épithélium colique est affecté plus tardivement que l'intestin. Il a déja
été suggéré que la VilCreERT2était moins pénétrante dans le c6lon que dans l'intestin gréle, le
phénotype serait donc moins tranché. Cela pourrait aussi s’expliquer par une cinétique
différentielle de renouvellement de I'épithélium du c6lon par rapport a I'intestin gréle. Le
renouvellement de I'épithélium colique se feraiten 5 a 7 jours contre 3 a 5 jours pour 'intestin
(Nick Barker, 2014). Cela peut varier en fonction des agressions par les pathogenes et agents
extérieurs présents dans la lumiere intestinale. Une troisieme hypothése serait une sensibilité
différentielle du c6lon par rapport a l'intestin gréle. Ainsi, Holik et ses collaborateurs observent
que la délétion de BRG1 entraine un phénotype drastique dans l'intestin gréle et rien d’apparent
dans I’épithélium du c6lon. Cela s’explique par I'expression dans le c6lon de Brahma (Brm), un
homologue de BRG1 capable de compenser sa perte (Holik et al., 2013). Si on suppose que nos
observations s’expliquent par un effet de R2TP sur 'assemblage de BRG1 avec TCF4 et 8
caténine, Brahma pourrait compenser I'absence de BRG1 au niveau du célon et sauver le
phénotype de prolifération via la voie Wnt. Ce modeéle sous-entend que Brahma ne serait pas
substrat de R2TP.

Dans un premier temps, je vais vérifier le role de RPAP3 sur la voie Wnt. Pour ce faire, afin
d’adresser la question d’un point de vue moléculaire, nous utiliserons le systeme TOP/FOP dans
des lignées cellulaires de type HCT116 (une lignée humaine d'origine tumorale colique)
modifiées par CRISPR - Cas9 ou la délétion de RPAP3 peut étre induite par une dose d’auxine ou
par siRNA. Dans ce systeme, 'activation de la voie Wnt induit I'expression de la GFP sous
rapporteur TOP, alors que des mutations dans le rapporteur FOP permettent de mesurer le
niveau basal de fluorescence. Avec cette expérience, nous pourrons vérifier si RPAP3 affecte ou
non l'activité de la voie Wnt.

Le phénotype observé dans le célon a jour 17 pourrait résulter de la déstabilisation d'un
autre substrat du R2TP, par exemple mTOR. mTOR est connu pour jouer un role dans la
prolifération cellulaire. En fait, mTOR semble surtout jouer un réle dans la régénération de
I'épithélium intestinal : sa délétion constitutive dans I’épithélium intestinal n’est pas létale
(Sampson, Davis, Grogg, & Zheng, 2016). Plusieurs études ont montré I'implication de mTOR
dans la différenciation des cellules de Paneth mais aussi des cellules a mucus (Sampson et al,,
2016; Yilmaz et al,, 2012; Y. Zhou, Rychahou, Wang, Weiss, &Evers, 2015). De plus, cette
régulation se ferait via la voie de signalisation de Notch (Yilmaz et al., 2012; Y. Zhou, Rychahou,

Wang, Weiss, &Evers, 2015). Un des phénotypes de I'inhibition de la voie Notch est la
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différenciation massive des cellules progéniteurs en cellules sécrétrices de type cellules a mucus
(H. Tian et al., 2015). Nos données montrent une perte de la prolifération sans différenciation
massive. L’effet de RPAP3 sur le maintien des CBC et du TA ne semble donc passer ni par la voie
Notch ni par mTOR dans l'intestin gréle. Cependant, a jour 17, il semble qu'il y ait une
augmentation du nombre de cellules a mucus dans le colon. Nous attendons le marquage PAS
pour confirmer I'observation faite en HE. Si elle est avérée, la délétion de RPAP3 pourrait affecter
des voies de signalisation différentes dans I'intestin et dans le c6lon. Cependant I'effet que nous
observons pourrait aussi bien étre dii a un substrat encore inconnu du R2TP. Nous avons
découvert récemment dans nos études de protéomiques du domaine N-ter de PIH1D1 de

nouvelles protéines qui n’étaient pas encore caractérisées comme des clients du R2TP.

F. Régénération du I’épithélium intestinal apres l’invalidation de RPAP3

La régénération de I'épithélium visible a jour 17 pourrait s'expliquer par les cryptes résiduelles,
visibles a jour 10. Ainsi les premiers jours, lorsque I'épithélium est détruit, ces souris puiseraient
dans leurs réserves jusqu’a la régénération de I'épithélium. Le renouvellement se régénérant en
quelques jours, 7 jours apres I'état critique, I'épithélium pourrait étre opérationnel. Cela
expliquerait la chute de poids jusqu’a jour 10 puis la remontée progressive, peut étre au fur et a
mesure que I'épithélium se renouvelle. Cependant, le tissu observé a jour 17 ne semble pas étre
un tissu normal. Les villosités sont dédoublées, certaines cryptes semblent se superposer. Cette
régénération semble désorganisée. Je vais procéder a des marquages anti-RPAP3 pour vérifier si
cette architecture anarchique est due a une régénération par des cellules souches ou RPAP3
n’aurait pas été oblitéré (« escapers »). Si RPAP3 n’est pas détecté dans ces cryptes, cela suggere
que certaines cellules souches se sont affranchies de la dépendance a RPAP3. Cela pourrait

expliquer la prolifération désorganisée, RPAP3 permettant un controle de la prolifération.

Chez S.cerevisiae, le mutant Tah1 n’est pas 1étal, son homologue chez D. melanogaster,
Spaghetti, est essentiel pour le développement larvaire mais pas pour I'organisme adulte. Chez la
souris RPAP3 est nécessaire au stade embryonnaire et chez I'adulte. Mes expériences en
biochimie montrent un réle central de RPAP3 au fur et a mesure que la complexité de

I'organisme augmente.

G. La perte d’'une copie de RPAP3 favoriserait la tumorigenése

Nos expériences d’induction génétique de la tumorigenése colorectale et intestinale
présentent beaucoup d’hétérogénéité interindividuelles mais aussi entre les différentes
expériences, rendant I'analyse plus délicate. Cependant nous avons pu dégager des tendances.

Chez les souris VilCreERT™2 ; RPAP3 floxed/+ ; AP( floxed/+, {] y aurait plus d’adénomes que chez les
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souris controles VilCreER™ ; RPAP3+/+; APC floxed/+. En revanche, ces adénomes seraient de tailles
inférieures a ceux détectés chez les controles. La délétion d'une copie de RPAP3 favoriserait
I'apparition des adénomes mais limiterait leur croissance. Cette tendance est a confirmer par de
nouvelles expériences avec plus d’animaux contrdles.

Une de nos hypotheses serait qu'une baisse de la quantité de complexe R2TP pourrait
déséquilibrer I'assemblage des machineries clientes. Comme les PIKK font partie de ces clients,
il est possible que la délétion de RPAP3 entraine une diminution de leur fonction, notamment
ATR, ATM et DNA-PKcs, impliquées dans la réparation de 'ADN. Dans notre cas, le systeme de
réparation des cassures de ’ADN serait moins efficace, favorisant I'apparition de mutations et la
transformation cellulaire. De fait, 6% des patients présentent une mutation inactivatrice d’ATM
(Muzny et al., 2012). Une fois les cellules transformées, la délétion de RPAP3 provoquerait une
baisse de mTOR et une diminution de 'activité de la voie Wnt, ce qui ralentirait la prolifération
des cellules transformées et limiterait la taille des adénomes. Dans un premier temps, RPAP3

serait donc un frein a la tumorigenése puis il soutiendrait la croissance tumorale.

Dans les expériences d'induction chimique AOM/DSS, les tissus des animaux controles et
d’intérét sont tous affectés. Il nous faut définir une stratégie d’analyse pour pouvoir mieux les
considérer. Une des solutions seraient de classer selon la gravité, le grade des tumeurs et
I'occurrence plutdt que la surface. Nos premieres analyses basées sur les surfaces suggéraient
des hyperplasies plus importantes chez les animaux VilCreER™? ; RPAP3 floxed/+que chez les

controles, mais cette tendance n’est pas significative. Les coupes sont en cours d’analyse.

L’'importance de ce projet repose aussi sur le fait qu’il y a peu de modele murin de co-
chaperons d’"HSP90. Les inhibiteurs d’'HSP90 engendrent des effets anti-tumoraux mais aussi
oncogéniques notamment via la déstabilisation des kinases. Ce modele d’invalidation in vivo
nous permet de restreindre notre étude a un sous-groupe de substrats de HSP90. Cependant,
méme au niveau du R2TP, I'activité du complexe apparait pléiotropique : importante pour la
prolifération et le maintien de la voie Wnt, nécessaire pour limiter 'apparition de mutations
potentiellement oncogéniques, impliqué dans la croissance et la prolifération cellulaire par
mTOR et TSC. Il est donc important de poursuivre les études moléculaires et physiologiques en

parallele car elles sont complémentaires pour comprendre les phénotypes observés.
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IV.Perspectives

A. R2TP, complexes apparentés R2TP-like et ciliogenese

Il nous reste a comprendre comment le R2TP choisit les substrats pour former les
bonnes paires lors de 'assemblage. Est-ce que RUVBL1 et 2 ont un réle dans cette sélection ? Le
modeéle d’action du R2TP est il applicable a I'assemblage de la Liprine a2 par exemple, par le
R2SP ? Les autres complexes existent-ils vraiment ? Pour le montrer, il faudrait changer de
systeéme cellulaire pour des cellules ciliées, ou changement les conditions de cultures pour créer

un stress et peut-étre ainsi stimuler la formation de ces complexes.

A court terme, in vivo il nous faut comprendre les mécanismes en jeux dans la perte des cellules
souches et du compartiment d’amplification. A long terme, il serait intéressant de savoir si
RPAP3 et PIH1D1 sont impliqués dans la ciliogenese, en comparaison avec leurs protéines
apparentées. Des données non publiées chez la drosophile montrent une stérilité chez les males
suite a I'invalidation de Spaghetti (homologue de RPAP3).SPAG1 a été mis en évidence dans la
spermatogenese. Le développement d'un modele d’invalidation de RPAP3 dans la
spermatogenése pourrait nous apporter des informations sur les fonctions du R2TP, et sur la
possibilité des protéines a domaines RPAP3-Cter de se compenser I'une I'autre. Pour ce faire, il
faudrait combiner 'allele RPAP3 floxé a une Cre exprimée dans les testicules, au cours de la
spermatogenese. Est-ce que nous avons des complexes qui sont spécifiques de certains tissus ou
est ce que ces protéines peuvent s’assembler différemment pour former des complexes

« hybrides » ? Dans un premier temps, nous pourrions observer la fécondité des males invalidés
pour RPAP3 au cours de la spermatogenese. Dans le cas avéré d’une stérilité, la premiere étape
serait de comprendre d’ou elle vient, est 'assemblage des dynéines qui est affecté comme dans
le cas des mutants SPAG1 et PIH1D3.1l faudrait dans un premier temps vérifier I'interaction entre
RPAP3 et les dyénines mais aussi avec la protéine PIH1D3 par exemple. Est-ce qu'un défaut d'un
complexe RPAP3-PIH1D3-RUVBL1/2 pourrait étre impiqué dans ce phénotype de stérilité ?
Nous n’avons pas montré d’intercation entre PIH1D3 et les RUVBL mais peut étre est ce parce
qu’elles sont recrutées par le domaine C-ter de RPAP3. Cela nous permettrait de montrer une
fonction de RPAP3 et du R2TP dans I'assemblage des dynéines et pourquoi pas, I'existence de

complexe apparentés au R2TP.

B. Réle du R2TP dans d’autre tissus

S’il s’avere que la voie Wnt est impliquée dans le phénotype observé, I'étude de RPAP3

dans un tissu au renouvellement moins rapide mais ou cette voie est aussi importante comme
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pour le foie, pourrait nous renseigner sur la spécificité tissulaire de cette protéine. Le foie est un
organe qui a une grande capacité de régénération en cas de dommages. En temps normal, la
durée de vie des cellules hépatiques est de 200 a 300 jours contre une semaine environ pour les
cellules intestinales. De plus, les métastases du cancer colorectal sont principalement au niveau
du foie.Nous pouvons utiliser I'allele RPAP3 floxé avec une Cre spécifique du foie. Est-ce que les
cellules souches du foie sont affectées et quand quel délai? Si 'on procede a une hépatectomie

partielle, est ce que le foie est capable de se régénérer en absence de RPAP3 ?

Le R2TP, de par sa fonction, est ubiquitaire. Il est cependant possible qu’il ait des substrats
différents suivant 'organe ciblé. L’étude de I'invalidation de RPAP3 dans différents types
d’organes, exposé a des stress différents pourrait nous aider a découvrir de nouveaux substrats

et fonction du R2TP.
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