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RESUME

La résistance thérapeutique est un des enjeux majeurs dans le traitement des cancers. Ces derniers peuvent
présenter une résistance intrinseque ou qui peut étre acquise pendant le traitement. Dans ce contexte, la protéine
tau, codée par le géne MAPT, pourrait s’avérer étre un contributeur important dans la résistance aux thérapies anti-
cancéreuses. Initialement décrite au niveau neuronal, une littérature abondante a maintenant démontré que
I’expression de son geéne est augmentée dans plusieurs types de cancers et pouvait étre associée a une résistance
aux taxanes. Cet effet a été associé a son role bien connu de régulateur de 1’assemblage et désassemblage des
microtubules. Cependant, des travaux récents ont montré, au niveau neuronal, que tau était une protéine pléiotrope,
impliquée dans plusieurs mécanismes cellulaires. Parmi eux, ses roles dans la protection du génome et le maintien
de la structure la chromatine peuvent étre directement liés a une résistance a d’autres traitements anti-cancéreux.

Dans le premier objectif de cette thése, nous mettons en évidence un effet de résistance de tau a la
bléomycine et a I’irradiation par rayons X. Dans des cellules MCF7 et MDA-MB-231 exprimant MAPT de maniére
endogéne, les cassures double brin de I’ADN générées par ces traitements disparaissent plus rapidement que dans
leurs homologues transfectées stablement avec un shRNA dirigé contre tau (shTau). Nous avons pu expliquer cet
effet par une augmentation des activités de réparation des cassures double brin de type jonction des extrémités
non-homologues (NHEJ) et de recombinaison homologue (HR) dans les cellules tau-positives. D’un point de vue
mécanistique, nous avons établi que tau favorise le transport microtubulaire de la protéine 53BP1 vers le
centrosome améliorant ainsi sa translocation nucléaire. Enfin, en réalisant des xénogreffes des différents clones
MCF7 dans un modele de souris immunodéficiente (SCID), nous avons confirmé in vivo que la protéine tau était
un facteur de résistance a la radiothérapie et la chimiothérapie induisant des cassures double brin (doxorubicine)
et que la diminution de son expression par shRNA améliore I’effet de ces traitements.

Dans le deuxiéme objectif de cette thése, nous démontrons que tau limite I’effet de remodelage de la
chromatine et de réexpression de génes induit par un inhibiteur d’histone déacétylase (TSA). De plus, nous avons
trouvé que tau reconnait et lie spécifiquement les histones H3 et H4 en absence de modifications post-
traductionnelles ou I’histone H4 acétylée. Corroborant les altérations de la chromatine observées dans les neurones
de la dégénérescence lombaire frontotemporale, des mutations de tau suppriment la liaison de tau aux histones et
n’altérent pas le remodelage de la chromatine induite par la TSA. Enfin, nous avons démontré que I’interaction
entre tau et les histones empéchent de nouvelles modifications post-traductionnelles de H3 induites par le
traitement de TSA et maintien la compaction de la chromatine.

Dans le troisiéme objectif de cette thése, nous montrons que I’expression de MAPT dans différentes
lignées de cancers mammaires est associée a une diminution du stress oxydant basal et d’un stress mitochondrial
induit par la ménadione et général induit par I’hydroperoxyde de tert-butyle. Nous avons trouvé une colocalisation
entre tau et la mitochondrie en condition basale et de stress induit. De plus, la morphologie et la localisation

mitochondriales sont modifiées par tau et peuvent constituer un mécanisme de résistance au stress oxydant.



ABSTRACT

Therapeutic resistance is one of the major challenges in cancers treatment. These can display an inherent
resistance of acquired during treatment. In this context, the tau protein encoded by the MAPT gene, could be an
important contributor to anticancer therapy resistance. Initially described at the neuronal level, an abundant
literature has now demonstrated that its expression was increased in several types of cancer and may be associated
with acquired taxane resistance. This effect seems to be related to its well-known role in regulating microtubules
assembly/disassembly. However, recent works have shown that tau at the neuronal level is a pleiotropic protein,
involved in different cellular mechanisms. Among them, its role in genome protection and the maintenance of
chromatin structure can be linked to a resistance to other anticancer treatment.

In the first objective, we highlight a resistance effect of tau to bleomycin and X-rays irradiation. In MCF7
and MDA-MB-231 cells expressing endogenous MAPT, treatments-induced DNA double strand breaks disappear
faster than cells stably transfected with a sShRNA targeting tau (shTau). We have explained this effect by an
increase of non-homologous end-joining (NHEJ) and homologous recombination (HR) DNA repair activities in
tau-positive cells. Mechanistically, we have established that tau enhances 53BP1 transport on microtubules
towards the centrosome and its nuclear translocation. Finally, by using MCF7 clones’ xenografts on
immunodeficient mice (SCID), we have confirmed in vivo that tau protein is a resistance factor to radiotherapy
and chemotherapies-induced double strand breaks (doxorubicin) et that sShRNA-induced expression decrease
enhances these treatments efficiency.

In the second objective, we demonstrate that tau prevents chromatin remodeling and gene re-expression
induced by a histone deacetylase inhibitor (TSA). Moreover, we have found that tau recognizes and binds
specifically histones H3 and H4 with no post-translational modifications or acetylated histone H4. Concomitant
with chromatin alterations observed in frontotemporal lumbar degeneration, tau mutations disrupt its interaction
with histones and supresses TSA-induced chromatin remodeling. Finally, we have demonstrated that tau-histones
interaction prevents further H3 post-translational modifications by TSA and maintain the chromatin compaction.

In the third objective, we show that MAPT expression in different breast cancer cell lines is associated
with a decrease of basal oxidative stress and menadione-induced mitochondrial stress and tert-butyl
hydroperoxide-induced global stress. We have found a colocalization between tau and mitochondria in basal and
stress-induced conditions. Moreover, mitochondria morphology and localization are modified by tau and could be

an oxidative stress resistance mechanism.
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ABREVIATIONS

AA : Acide Aminé

ADN : Acide Désoxyribonucléique
ARN : Acide Ribonucléique

CBD : Corticobasal Dementia
CDB : Cassures Double Brin

CSB : Cassures Simple Brin
CTCF : CCCTC binding factor
DDA : DNA Damaging Agents
EGF : Epidermal Growth Factor
ER : Estrogen Receptor

FTDP-17: Frontotemporal Dementia and

Parkinsonims linked to chromosome 17
GBG : Gliomes de Bas Grade

HAT : Histone Acétyltransférase

HDAC : Histone Deacetylase

HDAC: : Histone Deacetylase inhibitors
HMT : Histone Méthyltransférase

HPC : Hétérochromatine Péricentromérique
HR : Homologous Recombination

IGF : Insulin Growth Factor

ERE : Estrogen Element Response

ER : Estrogen Receptor

HIF-1a : Hypoxia-inducible factor 1a

KO : knock-out

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase
MAPs : Microtubule Associated Proteins
MAPT : Microtubule-associated protein tau
MBD : Microtubule Binding Domain
MCcTN : Microtentacule

SNC : Systeme Nerveux Central

SNP : Systeme Nerveux Périphérique
MTA : Microtubule Targeting Agents

NFT : Neurofibrillary Tangles

NGF : Nerve Growth Factor

NHEJ : Non-Homologous End Joining
PD : Pick’s Disease

PHF : Paired Helical Filaments

PI13K : Phosphoinositide 3-Kinase
PRD : Proline Rich Domain

CIMP : CpG island methylator phenotype
pCR : pathological Complete Response
5-FU : 5-Fluorouracail

6-MP : 6-mercaptopurine

6-TG : 6-thioguanine

MMR : Mismatch Repair

CTCL : Cutaneous T-Cell Lymphoma
PTCL : Peripheral T-Cell Lymphoma
BS : Bloom’ syndrome

DDR : DNA Damage Response

FDA : Food and Drug Administration
HDR : Homology Directed Repair
SSA : Single Strand Annealing

HP1 : heterochromatin protein 1

EROs : espéces réactives de 1’oxygéne
MTX : méthotrexate

SOD : Superoxide Dismutase

OMM : Outer Mitochondrial Membrane
IMS : Inner Membrane Space

NOX : NAD(P)H Oxidases

HPRT :Hypoxanthine-Guanine
Phosphoribosyltransférase

PSP : Progressive Supranuclear Salsy

PTEN : Phosphatase and TENsine homologue

on chromosome 10
TSA : Trichostatine A
IDH1/2 : isocitrate déshydrogénase 1/2



VA : Vinca-Alcaloides

LINAC : Linear Particles Accelerator
OS : Overall Survival

ShRNA : small hairpin RNA

SiRNA : small interfering RNA

miR : micro RNA

VBL : Vinblastine

VCR : Vincristine

VEGEF : Vascular Endothelial Growth Factor
VRL : Vinorelbine

WT : wild-type
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INTRODUCTION
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CHAPITRE 1:

Physiologie et pathologie de la protéine tau

De la neurodégénérescence a la croissance
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En 1975, I’équipe de Marc W. Kirschner isola, a partir de cerveau de porcs, une protéine capable de
polymériser in vitro des monomeres de tubuline en microtubules. Ils proposérent alors d’appeler cette
protéine t (tau) pour sa capacité a induire la formation de tubules (Weingarten et al., 1975). Prés de
quarante-cing ans plus tard, cette protéine fait I’objet d’intenses études. En effet, son implication dans
une pléiade de maladies neurodégénératives appelées tauopathies a permis a la communauté scientifique
de lui attribuer de nouveaux réles au sein de la cellule. De surcroit, son expression, initialement décrite
au niveau neuronal, a été relatée dans des cellules non-neuronales en conditions physiologiques ainsi

gue dans certains tissus tumoraux.

L’introduction de ce manuscrit commence par un état des connaissances actuelles sur tau. Il y sera décrit,
dans un premier temps, la séquence du géne codant tau et ses variants protéiques, les différentes
fonctions qu’elle assure ainsi que son implication dans certains contextes neurodégénératifs. Puis, dans
un second temps, il sera décrit les roles avérés ou potentiels de tau dans différents types de cancers. En
effet, ’expression de MAPT, le gene codant les protéines tau, peut jouer différents roles dans les

tumeurs.

1. Généralités sur tau
a. Legéne MAPT
i. Généralités

Le géne MAPT (Microtubule-Associated Protein Tau) qui code a lui seul les protéines tau, est localisé
sur le bras long du chromosome 17, au locus g21.31 (Neve et al., 1986). D’une longueur de 134 kb, il
est composé de 15 exons numérotés de 0 a 13. Certains de ces exons sont codants quand d’autres ne le
sont pas. Par exemple, ’exon EO retrouvé dans la région promotrice du géne, est transcrit mais reste
totalement non codant (figure 1A). A ce méme locus, se trouvent au moins quatre autres génes. Un géne
STH est retrouvé au sein de ’intron 11 de MAPT et est transcrit dans le méme sens. Ce géne code une
protéine nommée Saitohin, dont la fonction n’est pas encore totalement déterminée (Streffer et al.,
2003). En plus du géne STH, on trouve trois longs ARN non-codants : MAPT-AS1 (MAPT Anti Sens
RNA 1) et RP11-6690E14.4, transcrits en antisens par rapport MAPT et MAPT-IT1 (MAPT Intronic

Transcript 1) transcrit dans le méme sens que MAPT (version GRCh37.p13 du génome humain,
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ensembl.org). Le long ARN MAPT-ASI1 régule négativement la traduction de ’ARNm de MAPT et

limite donc la production de protéines tau (Coupland et al., 2016).

Le gene MAPT est conservé au cours de 1’évolution. L’homologie entre le géne MAPT d’Homo sapiens
et celui des autres primates varie entre 98 et 100% (Holzer et al., 2004). Chez 1’espéce Mus musculus
(souris), I’homologie entre les orthologues MAPT (H. sapiens) et Mapt (M. musculus) est de 88%
(Poorkaj et al., 2001). La région du domaine de liaison aux microtubules (MBD, Microtubule Binding

Domain) est la plus conservée (Stindermann, Fernandez and Morgan, 2016).

ii. Expression

De maniére générale, I’expression de MAPT n’est régulée que par un seul promoteur présent dans la
région proximale de I’exon EO (anciennement nommé exon -1). Ce promoteur nommé « core promoter »
dans la littérature est enrichie en C + G et exempt de boites TATA ou CAAT (Andreadis et al., 1996;
Sadot et al., 1996). Plusieurs protéines participent a 1’activité de ce promoteur comme les facteurs de
transcription Sp1, AP2 ou encore Nrfl. La transcription de MAPT peut donner 3 transcrits de 2 kb, 6 kb
et 9 kb (pour revue (Caillet-Boudin et al., 2015)). La production de ces transcrits differe en fonction du
tissu et du compartiment cellulaire. En effet, le transcrit de 2 kb est ubiquitaire et produit des protéines
tau majoritairement nucléaires, le transcrit de 6 kb restreint au systeme nerveux central (SNC) produit
des protéines tau axonales méme si cet ARNm a été décrit dans les cellules acineuses pancréatiques
(Vanier et al., 1998). Enfin, un transcrit de 9 kb est uniquement exprimé dans le systéme nerveux
périphérique (SNP) et dans la rétine (Goedert, Spillantini and Crowther, 1992; Nunez and Fischer,
1997). Cette specificité tissulaire a mené Andreadis et ses collaborateurs a émettre I’hypothése de
I’existence d’au moins un autre promoteur pour MAPT (Andreadis et al., 1996). Effectivement, les bases

de données suggérent I’existence d’au moins 6 autres promoteurs (Ensembl databases).

Dans le transcrit primaire, les exons 2, 3, 4a, 6, 8 et 10 peuvent subir un épissage alternatif. Chez
I"'Homme, I’exon 4a est inclus dans le transcrit de 9 kb et est donc retrouvé dans la rétine et dans le SNP.
Dans ce dernier, les deux variants protéiques de 758 et 776 acides aminés (AA) sont nommeés dans la
littérature « Big tau » (Goedert, Spillantini and Crowther, 1992). L’exon 8 est compris dans le transcrit
final chez certains mammiféres, comme le bovin, et semble étre absent des tissus humains (Chen, Liu

and Yen, 1994). L’exon 6 posséde 3 sites d’épissage en 3’ et permet donc la production de trois
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isoformes différentes de tau nommées 6* (exon 6 entier), 6p (cadre de lecture proximal) et 6d (cadre de
lecture distal) et pouvant étre retrouvées dans le SNC (Luo, Leski and Andreadis, 2004). De maniére
intéressante, il a été montré que cet exon 6 pouvait également étre exprimé dans les cellules acineuses
pancréatiques physiologiques et cancéreuses (Vanier et al., 1998). Dans le SNC, les exons 2, 3 et 10
sont concernés par 1’épissage alternatif (figure 1B) et donnent six isoformes majeures possibles (figure
1C). Ces isoformes peuvent posséder 0, 1 ou 2 inserts N-terminaux. Ainsi, on nomme ON, 1N et 2N
lorsqu’il y a exclusion des exons 2 et 3, inclusion de I’exon 2 seulement et inclusion des deux exons,
respectivement. De la méme maniére, I’exclusion ou I’inclusion de I’exon 10, codant le deuxiéme
domaine répété de liaison aux microtubules, donne naissance a des isoformes ayant trois ou quatre
répétitions. On parle alors d’isoforme 3R et 4R, respectivement (Goedert et al., 1989; Andreadis, 2005).
Il est intéressant de noter que 1I’exon 3 ne peut étre inclus dans le transcrit si I’exon 2 ne 1’est pas, alors
que I’inclusion de I’exon 2 ne suppose pas nécessairement celui de I’exon 3 (Andreadis, Broderick and
Kosik, 1995). Dans le SNC, la formation de ces isoformes est régulée suivant un ordre développemental.
La plus petite des six isoformes, appelée donc tau ON3R, est la seule isoforme présente aux stades foetaux
(Couchie and Nunez, 1985; Goedert et al., 1989). Dans les stades adultes, les isoformes 3R et 4R sont
présentes en proportions équivalentes (ratio 1:1) avec une sous-représentation des isoformes 2N. En
effet, I’exon 3 n’est inclus que dans environ 10% des transcrits finaux (Andreadis, 2005). Enfin,
certaines isoformes semblent dépendre de la localisation subcellulaire : les noyaux des neurones

d’hippocampe de souris sont en effet enrichis en isoformes 1N (Liu and Goétz, 2013).
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Figure 1. Gene, transcrit primaire et isoformes possibles de tau. Les exons sont représentes par les encadrés
colorés et les introns par les lignes. Les exons gris sont les exons ou parties d’exons non codants. Les exons verts
sont les exons pouvant étre épissés mais non retrouvés dans les transcrits du SNC. Les fleches indiquent les sites

attestés ou potentiels d’initiation de la transcription. (A) La séquence de MAPT est composée de 15 exons :
I’exon 0 est retrouvé dans la région 5’UTR et est non codant. (B) Les exons 1,4, 5,7, 9, 11 et 12 sont
constitutifs. L exon 13 est divisé en deux exons dont le premier est codant et le second dans la région 3°’UTR est
non codant. Les exons 2, 3 et 10 peuvent subir un épissage alternatif et permettent (C) la formation des six
isoformes majeures de tau retrouvées dans le SNC. L’isoforme la plus longue est la 2N4R et est composée de
441 AA et I’isoforme la plus petite appelée « isoforme feetale » ON3R est composée de 352 AA (pour revue
(Caillet-Boudin et al., 2015)).

b. Les protéines tau
i. Structure primaire

L’isoforme la plus longue de tau présente dans le SNC (2N4R, 441 résidus) est souvent prise comme
modele dans la littérature pour décrire la séquence en AA de tau (Avila et al., 2016; Guo, Noble and
Hanger, 2017). La protéine tau peut étre décomposée en deux région principales : la région N-terminale
(N-ter) et la région C-terminale (C-ter). Ces deux régions possedent différents domaines fonctionnels :
la séquence N-terminale comprend les 150 premiers AA et est codée par les exons 1 a 5 dont la taille
varie selon I’inclusion ou non des exons 2 et 3 (29 AA chacun). La région suivante, codée par I’exon 7

et composée des AA 151 & 243 est une région riche en prolines (PRD, Proline Rich Domain). Egalement
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appelée « domaine de projection », elle permet d’établir une séparation correcte entre les microtubules
(Chen et al., 1992). Le MBD est codé par les exons 9 a 12 (AA 244 a 369) et se trouve dans la région
C-terminale. La présence de la deuxieme région répétée R2 (31 AA) dépend de I’inclusion ou non de
I’exon 10 lors de 1’épissage alternatif et permet la production de I’isoforme 3R (R2-) ou 4R (R2+). Ce
domaine MBD est, comme son nom 1’indique, impliqué dans la liaison de tau avec la tubuline (Lee,
Neve and Kosik, 1989). De cette facon, les isoformes 4R possédent une affinité pour les microtubules
supérieures aux isoformes 3R (Goedert and Jakes, 1990). Enfin, les AA 370 a 441 composent la queue

C-terminale (Mandelkow and Mandelkow, 2012; Avila et al., 2016; Guo, Noble and Hanger, 2017).

1 45 76 103 151 244 275 306 337 369 441
| |
| (
| proline rich domain
] T153)|
Y18 T175
T50 IT71 T123 T181
S69 s184
S$185 3
S191||||S208 S404)||T414/S416
Y197 T205 $409| $413
$198|S202 S412
S199

Figure 2. Les épitopes phosphorylables de la protéine tau 2N4R. Les sites de phosphorylation sont
majoritairement retrouvés dans la région riche en proline et dans la partie C-terminale de la protéine. Bien que la
phosphorylation régule la dynamique des microtubules, un certain nombre de ces épitopes sont anormalement
phosphorylés dans la maladie d’ Alzheimer (Martin, Latypova, Wilson, Magnaudeix, Perrin, Yardin, et al., 2013)
(figure adaptée de (Noble et al., 2013)).

Tout au long de la séquence protéique de tau se trouvent des sérines et thréonines servant de support a
différentes modifications post-traductionnelles. Parmi elles, la phosphorylation a été la plus étudiée
d’une part pour son implication dans la régulation physiologique de la dynamique microtubulaire mais
également pour son altération dans la neurodégénérescence (figure 2) (Noble et al., 2013). D’autres
modifications post-traductionnelles peuvent néanmoins étre citées : la glycosylation, I’acétylation,
glycation, nitration, polyamination, ubiquitinylation ou encore la SUMOylation (pour revue (Martin,

Latypova and Terro, 2011)).
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ii. Autres structures et conformation spatiale

La diversité des protéines provient non seulement de leur séquence en AA, mais également de leur
conformation dans I’espace. Ainsi, une protéine peut avoir une structure secondaire, tertiaire voire
quaternaire. Il a été considéré pendant un temps que la séquence en AA d’une protéine, en fonction de
leur caractére hydrophile ou hydrophobe, détermine sa structure et donc sa fonction (van der Lee et al.,
2014). Seulement, certaines protéines possedent des segments exempts de structure particuliére ou sont
enticrement désordonnées. C’est le cas notamment de la protéine tau. Dés 1977, Cleveland et al, en
tentant de lui caractériser d’éventuelles structures secondaires ou tertiaires, ont montré qu’elle en était
dépourvue (Cleveland, Hwo and Kirschner, 1977). D’autres études utilisant des méthodes de résonnance
magnétique nucléaire (RMN) (Syme et al., 2002), de dichroisme circulaire (Schweers et al., 1994) ou
encore de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) (Schweers et al., 1994; Mylonas et al., 2008)
confirmérent cette absence de structures secondaires ou tertiaires. La protéine tau est donc désordonnée
en solution. Seulement, des études ont montré qu’elle pouvait tout de méme afficher des structures
particuliéres, locales, notamment dans sa liaison avec les microtubules (Mukrasch et al., 2009;

Kadavath, Hofele, et al., 2015).

iii. Fonction microtubulaire de la protéine tau

Le cytosquelette d’une cellule est composé de microtubules, de filaments d’actine et filaments
intermédiaires. D’un point de vue morphologique, les microtubules forment un tube cylindrique d’un
diamétre interne de 25 nm. Ce tube est constitué d’un assemblage de dimeres de tubuline a et B formant
des protofilaments (Nogales, Wolf and Downing, 1998). Les microtubules assurent différentes fonctions
au sein des cellules. Parmi elles, nous pouvons noter le fagonnement de leur morphologie, le controle
du trafic intracellulaire en régulant le transport de cargos protéiques ou d’organites entre la périphérie
et le centrosome ou encore la séparation des chromatides sceurs pendant la transition métaphase-
anaphase de la mitose. Les microtubules sont pourvus de plusieurs types protéiques. On retrouve d’une
part des protéines motiles telles que la dynéine et la kinésine qui assurent un transport rétrograde (de la
périphérie vers le centrosome) et antérograde (du centrosome vers la périphérie), respectivement (Vale
et al., 1985; Schnapp and Reese, 1989). On retrouve également un certain nombre de protéines
regroupées dans la famille des protéines associées aux microtubules (MAP, Microtubule-Associated

Proteins). Ces protéines sont connues pour des fonctions polymérisatrices des dimeres de tubuline entre
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eux. Lors de ses travaux, I’équipe de Marc. W Kirschner décrivit tau comme un facteur polymérisateur
des microtubules. En effet, la seule présence de tau, in vitro, est suffisante pour assembler des
monomeéres de tubuline en un microtubule (Weingarten et al., 1975). Depuis, beaucoup de travaux ont
été réalises in cellulo et in vivo et prouvent le role essentiel que joue tau dans 1’assemblage et la
structuration des microtubules (figure 3) (Drubin and Kirschner, 1986; Kanai et al., 1989; Lee and Rook,
1992). Néanmoins, la nature de la liaison de tau avec le microtubule n’est pas totalement ¢lucidée. Kar
et collégues ont montré que tau stabilisait les microtubules en liant la face interne du tubule (Kar et al.,
2003). Dans une autre équipe, cette liaison a été expliquée par un lien formé a I’interface entre tau et les
hétérodimeres de tubuline (Kadavath, Hofele, et al., 2015). D’autres ont montré que tau se fixait a la
fois a travers et tout au long des protofilaments (Santarella et al., 2004). Martinho et ses collaborateurs
guant a eux ont caractérisé la présence d’un pont disulfure entre le mur microtubulaire et tau (Martinho
et al., 2018). La formation de la liaison tau-tubuline suppose également une conformation particuliere.
En effet, bien que tau ne posséde pas de structure particuliere en solution, sa liaison avec la tubuline
suppose une conformation en épingle a cheveux impliquant deux hexapeptides au début des séquences
répétées R2 et R3 du MBD (VQIINK & VQIVYK) (Mukrasch et al., 2009; Kadavath, Jaremko, et al.,
2015).

Stabilized microtubule

Free tubulin dimer

Figure 3. Représentation de ’interaction entre la protéine tau et le microtubule stabilisé. La protéine régule

la dynamique des microtubules. Lorsqu’elle s’y fixe elle les stabilise ; lorsqu’elle s’en détache leur dynamique
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est augmentée. La protéine tau peut lier la face externe et la face interne des microtubules (pour revue (Hervy
and Bicout, 2019)).

La dynamique microtubulaire régulée par la protéine tau dépend de sa fixation sur le microtubule. En
effet, lorsqu’elle se trouve fixée, le cycle dépolymérisation/polymeérisation est ralenti et les microtubules
sont stabilisés. A I’inverse, lorsqu’elle s’en détache, ce cycle est accéléré et les microtubules sont plus
dynamiques (Weingarten et al., 1975; Drubin and Kirschner, 1986; Lee and Rook, 1992). La fixation
ou non de tau aux microtubules dépend de son état de phosphorylation. Un grand nombre d’épitopes de
tau pouvant étre soumis a la phosphorylation sont situés dans les régions PRD et MBD (figure 2). Ainsi,
la phosphorylation de ces différents sites entraine un détachement de tau des microtubules alors que leur
déphosphorylation permet a nouveau la fixation (Noble et al., 2013). Ces cycles de
phosphorylation/déphosphorylation sont strictement régulés par des kinases et phosphatases. Parmi les
kinases se trouvent trois familles : les protéines kinases dirigées contre les prolines (PDPK, Proline-
Directed Protein Kinases) telles que la GSK3p et CDKS5, les protéines kinases non-dirigées contre les
prolines (non-PDPK) telles que Akt, la protéine kinase C ou encore la CaMKII (Ca®*/Calmodulin-
dependant protein kinase 1) et enfin les protéines kinases a tyrosine (TPK, Tyrosine Protein Kinases) (
(pour revue (Martin, Latypova, Wilson, Magnaudeix, Perrin, Yardin, et al., 2013)). Les phosphatases de
tau sont, elles, réparties dans deux familles : les phospho-protéines phosphatases (PPP, PhosphoProtein
Phosphatase) comprenant PP2A, la phosphatase la plus étudiée de tau et la famille de protéines
phosphatases a tyrosine (PTP, Protein Tyrosine Phosphatase) (pour revue (Martin, Latypova, Wilson,
Magnaudeix, Perrin and Terro, 2013)). En conclusion, la phosphorylation de tau constitue une

modification post-traductionnelle essentielle dans la régulation de la dynamique microtubulaire.

Dans I’axone du neurone, il existe un gradient de concentration croissant en tau partant du cone de
I’axone et allant jusqu’a la synapse (figure 4B). Cette différence de localisation de tau joue un role
primordial dans la physiologie neuronale. En effet, au-dela de sa stricte interaction avec la tubuline, tau
interagit également avec les protéines motiles des microtubules : 1a kinésine et la dynéine. Dans 1’axone,
le transport de cargo de la région proximale vers la région distale et inversement est élémentaire pour le
fonctionnement correct des influx nerveux. Aussi, il a été montré que tau favorise la liaison de la dynéine

ala tubuline et a I’inverse empéche la fixation de la kinésine (figure 4A). Ainsi, tau, au niveau synaptique
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est favorable au transport rétrograde et sa faible concentration a la base de 1’axone est plutot favorable

au transport antérograde (Dixit et al., 2008; Chaudhary et al., 2018).
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Figure 4. La protéine tau inhibe la kinésine de type 1, augmente la liaison dynéine-microtubule et favorise
le transport rétrograde. A) Les microtubules sont représentés en jaune/orange et les protéines tau en rouge. Les
familles de protéines motiles des microtubules sont représentés en rouge foncé pour la kinésine-1, vert pour la
kinésine-2 et bleu pour la dynéine (Chaudhary et al., 2018). B) Dans le neurone sain, la forte concentration de
tau dans I’axone distal empéche la liaison kinésine-microtubule et favorise la liaison dynéine-microtubule. Dans
le neurone en dégénérescence, le gradient de concentration est inversé et perturbe le transport de cargo
microtubulaire (Dixit et al., 2008).

Le fonctionnement correct du neurone implique une dynamique microtubulaire et un trafic
intracellulaire strictement régulés. Dans certains contextes neurodégénératifs, la synapse s’appauvrit en
protéines tau qui s’accumulent dans le corps cellulaire provoquant une inversion du gradient de
concentration et une altération du transport de cargo, participant a la mort neuronale (figure 4B) (Dixit
etal., 2008). Cet événement survient en partie lorsque la protéine tau adopte une conformation anormale

qui empéche sa fixation sur la tubuline dans un groupe de pathologies appelées tauopathies.

2. Implication de la protéine tau dans deux pathologies
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a. Les maladies neurodégénératives
i. Alzheimer et tauopathies

En 1901, le neuropsychiatre allemand Alois Alzheimer examine une femme de 51 ans, Auguste
Deter, présentant des troubles mnésiques, de la parole et autres symptdmes psychologiques. L’autopsie
de son cerveau a révélé deux lésions particulieres, une située dans le domaine extracellulaire appelée
« plaques séniles » composée d’agrégat de peptides B-amyloide et une autre au sein du neurone appelée
« enchevétrement neurofibrillaire » (NFT, Neurofibrillary tangles). Il présente alors sa découverte en
1906 a I’occasion de la 37°™ conférence des psychiatres allemands du Sud-Ouest. Quatre années plus
tard, il est proposé que cette pathologie porte le nom de son découvreur : la maladie d’ Alzheimer (MA)
(Cipriani et al., 2011). 1l existe d’autres pathologies présentant les mémes Iésions intracellulaires. C’est
le cas notamment de la paralysie supranucléaire progressive (PSP, Progressive surpanuclear palsy), la
maladie de Pick (PD, Pick disease), la démence corticobasale (CBD, Corticobasal Dementia) ou encore
la démence frontotemporale liée au chromosome 17 (FTDP-17, Frontotemporal dementia and
parkinsonims linked to chromosome 17). En tout, on dénombre prés d’une vingtaine de maladies
similaires (Lebouvier, Pasquier and Buée, 2017). Il fallut attendre 1985 et les travaux de Brion et al pour
identifier la protéine tau comme constituant principal de ces enchevétrements (figure 5A) (Brion et al.,
1985). Ces pathologies portent alors le nom de tauopathies, la MA étant la plus fréquente d’entre elles.
Les mécanismes impliquant la protéine tau et menant a la dégénérescence neuronale sont bien décrits.
Les protéines tau subissent une hyperphosphorylation sur certains de leurs épitopes ce qui entraine une
perte considérable d’affinité pour les microtubules. Celles-ci s’en détachent, acquiérent une
conformation en feuillet f au niveau des deux séquences VQIINK et VQIVYK qui participent au
processus d’auto-agrégation des protéines tau entre elles. En effet, les protéines tau hyperphosphorylées
forment progressivement des oligoméres solubles de tau puis adoptent une structure fibrillaire
observable par microscopie électronique (figure 5B) appelées filaments hélicoidaux appariés (PHF,
Paired Helical Filaments). Les PHF s’assemblent finalement pour former les NFT (figure 5C) (Brion et
al., 1985; Goedert et al., 1988; von Bergen et al., 2000; Mukrasch et al., 2009). Bien que les principales
kinases et phosphatases de tau soient décrites, les évenements menant & cette agrégation restent peu
connus. En plus de I’hyperphosphorylation de certains épitopes de tau, plusieurs mutations rapportées
dans la FTDP-17 notamment participent a la dégénérescence neurofibrillaire. Ainsi, les mutations

P301L, V337M et R406W diminuent 1’affinité de tau avec les microtubules (K4 0.079 uM ; 0.048 uM ;
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0.089 UM respectivement contre un Kq de 0.039 uM pour les WT) rallongeant ainsi le temps nécessaire
a I’assemblage du microtubule. Cette dissociation plus importante entre tau et la tubuline favorise la
déstabilisation des microtubules et promeut 1’agrégation des protéines tau (Hong et al., 1998). Par
ailleurs, il a été montré que la protéine tau peut étre exempte des dix premiers AA de sa région N-
terminale. Des études ont montré que cette troncation de la protéine tau pouvait étre due a une protéolyse
partielle due a I’activité de caspases et calpaines (Derisbourg et al., 2015) ou de I’activité d’un promoteur
alternatif de MAPT (Huin et al., 2017). Des hypotheses naissantes suggerent une initiation de la
traduction au niveau de codons alternatifs comme retrouvé dans certaines maladies neurodégénératives.
Bergen et al ont montré que les séquences peptidiques VQIINK et VQIVYK, également appelées PHF6*
et PHF6, respectivement, étaient pro-agrégatives (von Bergen et al., 2000). Il est suggéré que la
troncation de tau en amont de ces séquences permet de les démasquer et méne a son agrégation. Ces
formes tronquées sont en effet retrouvées chez les patients atteints de plusieurs tauopathies telles que la

MA, la PSP ou encore la CBD et font partie intégrante des PHF (Novék, 1994; Mena et al., 1996; Wray

etal., 2008).
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Figure 5. Mécanismes d’agrégation de protéines tau et neurodégénérescence. A) Dessins précurseurs
d’Alois Alzheimer de fibres retrouvés dans les neurones d’ Auguste Deter (Jellinger, 2006). B) Observation par

microscopie électronique de filaments hélicoidaux appariés de protéines tau (Brion et al., 1985) et C) Modele de
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détachement du microtubule et d’agrégation de la protéine tau dans la neurodégénérescence (modifié de (Mamun

et al., 2020)).

En raison de I’importance de la protéine tau dans I’étiologie des tauopathies, des modeles animaux et
cellulaires déficients en tau ou possédant ses formes pathologiques ont été développés. De maniére
intéressante, ces modeéles, en plus de la neurodégénérescence caractéristique, possedent également
plusieurs altérations cellulaires et tissulaires notoires (Degiorgis et al., 2020). On retrouve par exemple
une résistance a I’insuline (Marciniak et al., 2017), des altérations dans certaines voies de signalisation
(Perea, Avila and Bol6s, 2018), I’apparition de stress cellulaires (Violet et al., 2014, 2015) ou encore
une accumulation de dommages a I’ADN (Sultan et al., 2011; Zheng et al., 2020). Ces perturbations
corroborent les observations cliniques qui montrent que des patients atteints de certaines tauopathies
affichent également d’autres troubles comme des désordres métaboliques (Watts et al., 2013). Ces
études supposent donc une pléiotropie pour tau. De plus, Gunawardana et collégues ont mis en lumiére
une interactome conséquent de tau (Gunawardana et al., 2015a). Cette étude montre que tau interagit
avec plusieurs protéines impliquées dans le métabolisme des ARN ainsi qu’avec les sous-unités 60S et
40S du ribosome. Sa grande diversité de partenaires protéiques renforce alors 1’hypothése de
I’implication de la protéine tau dans plusieurs mécanismes cellulaires. Par exemple, Chauderlier et al
ont démontré que tau interagissait avec la protéine DDX6, impliquée dans le métabolisme des ARNm
et pouvant intervenir, donc, dans le métabolisme des acides nucléiques (Chauderlier et al., 2018). De
plus, I’étude de Gunawardana a permis de trouver une interaction du domaine N-terminal de tau avec
les histones suggérant un role de tau au niveau de la chromatine. D’autres ont mis en évidence une
interaction de tau avec la phosphatase PTEN (en anglais, « Phosphatase and TENsine homologue on
chromosome 10 ») (Marciniak et al., 2017; Tai et al., 2020) qui intervient dans la voie PI3k/Akt ou
encore la dynéine (Dixit et al., 2008), pour le transport microtubulaire. De maniére intéressante, 1’étude
de Gunawardana montre que la mutation P301L de tau affecte son interaction avec des partenaires liant
sa partie C-terminale prouvant ainsi que cette perte de fonction de tau altére fortement ses fonctions

(Gunawardana et al., 2015b).

ii. Fonctions non-microtubulaires de la protéine tau

1. Modulation de la voie de ’insuline
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Dans leur travaux, Marciniak et al étudierent le réle de la délétion de tau sur le métabolisme glucidique.
Il est admis en effet que des maladies neuronales telles que la MA sont associées a des désordres
métaboliques comme le diabéte de type II et I’obésité (Watts et al., 2013; Kandimalla, Thirumala and
Reddy, 2017). Une résistance a I’insuline est en effet retrouvée chez les patients atteints de ce type de
pathologies neurodégénératives. Dans un modéle murin KO-tau, les auteurs de 1’étude se sont intéressés
a I’activation de la voie de I’insuline. Dans 1’hippocampe de ces souris, la délétion de tau entraine une
diminution significative de la phosphorylation activatrice du récepteur a 1’insuline, du pourcentage de
phosphorylation de la protéine Akt et de ’augmentation des différents facteurs symptomatiques d’un
désordre métabolique. La transfection de cellules de neuroblastome murin N1E-115 avec un plasmide
codant la séquence 1N4R de la tau humaine a permis de montrer que tau diminue la déphosphorylation
de la phosphatidylinositol-3-phosphate par une interaction inhibitrice de la phosphatase PTEN
(Marciniak et al., 2017). Cette étude a donc démontré que la protéine tau, a travers la suractivation de
la voie PI3K/AKkt, joue un r6le primordial dans le métabolisme et la signalisation de I’insuline dans le

cerveau.

2. Neurogenese et fonction neuritique

Peu de temps apres sa découverte dans le SNC et son role dans la stabilisation des microtubules, Drubin
et al ont montré que, pendant I’embryogenése, la protéine tau initie la formation des neurites et contribue
a leur croissance. Ce mécanisme implique la signalisation du facteur de croissance neuronal
(NGF, Nerve Growth Factor) et une polymérisation accrue des microtubules vers la membrane
plasmique (Drubin et al., 1985). Cette observation a été retrouvée par des expériences utilisant des
oligonucléotides antisens de I’ARNm de MAPT dans des cultures primaires de neurones de rats (Caceres
and Kosik, 1990). De maniére intéressante, cette excroissance membranaire qui représente les neurites
dans les neurones a également été retrouvée dans les cellules de tissus reproducteur d’insecte Sf9
montrant que cet effet de tau est valable pour des cellules neuronales et non neuronales (Knops et al.,

1991).

3. Protéine tau et acides nucléiques
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Seulement deux années aprés la découverte de tau par Weingarten et ses collaborateurs en 1975
(Weingarten et al., 1975), Corces et al déterminérent que les MAPS avaient la capacité de lier ’ADN in
vitro (Corces et al., 1980a). Dans une autre étude, ils identifierent la protéine tau parmi ces MAPs
(Villasante et al., 1981). Ces observations furent particuliérement intéressantes lorsqu’on les replace
dans un contexte ou Loomis et collégues identifiérent tau dans le compartiment nucléaire (Loomis et
al., 1990). Depuis, plusieurs travaux se sont focalisés sur le réle nucléaire de tau et les liens qu’elle
entretient avec les acides nucléiques (pour revue (Galas et al., 2019)). Le modeéle actuel dans la littérature
suggere que tau interagit directement avec la molécule d’ADN, précisément au niveau de son petit sillon,
et, a travers cette interaction, induirait une conformation résistante a I’endommagement. Ce mode¢le
suppose alors qu’une cellule possédant tau subirait des le départ moins de dommage que son homologue
dépourvue de tau. Hua et ses collaborateurs ont notamment montré in vitro que la protéine tau était
associée a ’ADN double brin et que cette interaction permettait de protéger I’acide nucléique de la
dénaturation hyperthermique (Hua et al., 2003). Une telle interaction a également été suggérée par
I’étude de Wei et al qui expliquent que le complexe tau-protéine serait protecteur contre la peroxydation
(Wei et al., 2008a). Plus tard, Lu et al confirmeérent cette hypothése et montrérent que la protection que
tau pourrait apporter en s’associant a I’ADN était valable pour une protéine tau principalement
déphosphorylée (Lu et al., 2013). Toutefois, la plupart des études citées précédemment ont été conduites
en dehors d’un environnement cellulaire et pour la plupart en utilisant des protéines tau recombinantes.
Dans ce contexte, les preuves in cellulo ou in vivo d’une interaction directe entre tau et I’ADN ainsi que
le rble de cette interaction ne sont pas totalement élucidées. En effet, aucune séquence spécifique de
I’ADN n’a été identifiée pour interagir avec tau. Toutefois, elle est retrouvée dans des régions précises

du génome.

4. Chromatine et protéine tau

Les modifications de 1’état de la chromatine, compactée pour 1’hétérochromatine ou relaxée pour
I’euchromatine, jouent un réle primordial dans I’expression génique. Briévement, dans une structure
appelée « collier en perles », I’ADN s’enroule autour d’un octamére de protéines histones sur une
longueur de 148 pb. Cette structure appelée nucléosome est composée d’un doublet de chacune des
histones H2A, H2B, H3 et H4. Ces histones ont deux particularités essentielles : leur séquence N-

terminale se trouve en dehors du nucléosome ce qui la rend accessible a plusieurs types d’enzymes et
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cette queue N-terminale possede beaucoup de sites pouvant subir différentes modifications post-
traductionnelles. Par exemple, certaines méthylations modulées par les histones méthyltransférases
(HMT) peuvent, dans certains cas, promouvoir le rapprochement des nucléosomes les uns des autres
permettant le recrutement de facteurs qui favorisent la formation d’hétérochromatine. A I’inverse,
d’autres modifications comme I’acétylation favorisent I’ouverture de la chromatine. Ces modifications
post-traductionnelles d’histones controlent I’expression génique et sont modulées par plusieurs

protéines (figure 6).

Des aberrations chromosomiques sont retrouvées dans plusieurs tauopathies (Moorhead and Heyman,
1983; Rossi et al., 2018). Leur nature peut étre la formation de mutations ponctuelles, 1’apparition
d’aneuploidies et déstructuration de 1’organisation de la chromatine qui ménent a I’expression de génes
initialement non transcrits et une réentrée du neurone post-mitotique dans le cycle cellulaire (Rossi et
al., 2013; Frost, Hemberg, Lewis and Mel B. Feany, 2014). En revanche, la cause de ces altérations
géniques n’est pas entiérement ¢lucidée. Par conséquent, plusieurs études se sont focalisées sur le role

de la protéine tau dans 1’organisation de la chromatine.
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Figure 6. Synthése des mécanismes moléculaires formant I’euchromatine ou ’hétérochromatine.
Représentation simplifiée des modifications post-traductionnelles des histones dans les nucléosomes. Ces

modifications comme 1’acétylation ou la méthylation modifient leur distance les uns des autres et permet la
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formation d’euchromatine associée a I’expression génique ou a la formation hétérochromatine permettant la
répression génique. D’autres mécanismes moléculaires sont impliqués dans ce processus (Created with

BioRender.com).

Les premiéres évidences qui ont démontré une association entre tau et la chromatine sont apportées en
1995 par I’étude de Greenwood et Johnson. En isolant les noyaux de la lignée de neuroblastome humain
LA-N-5, les auteurs ont confirmé les travaux de I’équipe de Binder (Loomis et al., 1990). Non seulement
tau était présente dans le noyau mais était également extraite biochimiquement dans les fractions
chromatiniennes (Greenwood and Johnson, 1995), ce qui a été confirmé par d’autres études qui ont
montré que tau était physiquement associée a certaines régions d’hétérochromatine et leur assurait une
stabilité (Frost, Hemberg, Lewis and Mel B Feany, 2014; Mansuroglu et al., 2016a). Plus tard, en
utilisant un modele murin portant la mutation humaine de tau P301L et un modele de Drosophile portant
la mutation tau®*®W retrouvées dans la FTDP-17, Frost et collégues ont montré que la perte de fonction
physiologique de tau était accompagnée d’une perte des marques H3K9me3 et de la protéine HPlo,
deux constituants caractéristiques de 1’hétérochromatine et donc d’une relaxation de la chromatine ainsi
qu’une réexpression de genes initialement réprimés (Frost, Hemberg, Lewis and Mel B. Feany, 2014).
Ces travaux ont permis d’attribuer a tau un réle dans le maintien de I’hétérochromatine aussi bien dans
des cellules neuronales que non-neuronales. De maniére intéressante, 1’étude de Frost suggére que la
déstructuration de la chromatine pourrait étre induite par des dommages oxydatifs induits par un stress
oxydant (Frost, Hemberg, Lewis and Mel B. Feany, 2014), facteur important dans 1’étiologie des

maladies neurodégénératives et dans les cancers et qui sera décrit plus loin, dans le chapitre 2.

Bien que les fonctions décrites précédemment aient été intégrées dans un contexte neuronal, il n’est pas
a exclure qu’elles soient également valables dans d’autres types cellulaires. En effet, la régulation de la
dynamique des microtubules abondamment décrite dans les axones des neurones a déja été retrouvée
dans d’autres tissus non-neuronaux (Lee and Rook, 1992). Aussi, I’expression de MAPT a été retrouvée
dans plusieurs tissus périphériques sains et pathologiques. L’exercice de ces fonctions dans des cellules
cancéreuses pourrait s’avérer étre un facteur de progression des tumeurs et tau, une protéine impliquée

dans I’agressivité tumorale.

b. Les cancers
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Le cancer est une maladie qui se définit par une croissance anarchique et incontrdlée de cellules dites
anormales. La cellule cancéreuse, a I’inverse de la cellule non-cancéreuse, présente plusieurs
caractéristiques. Hanahan et Weinberg en proposent au moins six : en dérégulant leur production en
facteurs de croissance ou en activant constitutivement des voies de signalisation telles que celles des
PI3k/Akt et des MAPK, les cellules cancéreuses maintiennent leurs signaux de prolifération. Ceci est
en partie d a des mutations gains-de-fonctions de proto-oncogénes tels que AKT (figure 10) ou BRAF
(figure 11). Ces dérégulations sont également accompagnées de mutations perte de fonction de génes
suppresseurs de tumeurs, comme PTEN ou encore TP53, qui ont pour fonction physiologique un arrét
de la croissance ou la mort cellulaire. Des mutations de TP53 sont en effet retrouvées dans plusieurs
types tumoraux et sont responsables d’une résistance a I’apoptose. De maniére intéressante, la nécrose
est également une caractéristique de la masse tumorale et permet le recrutement de facteurs pro-
inflammatoires tels que 1’interleukine-1a (IL-1a) stimulant la prolifération. Les altérations de ces deux
mécanismes de mort cellulaire participent donc a la croissance tumorale. Un autre mécanisme inhérent
aux cellules cancéreuses est I’inactivation de la sénescence qui consiste en un arrét irréversible de la
prolifération. Dans environ 90% des cancers, la télomérase, une ADN polymérase permettant la
réplication des télomeéres est réactivée et permet d’échapper a la sénescence et d’acquérir une
immortalité proliférative. Des mutations et des réarrangements chromosomiques du géne TERT ont été
décrits comme responsable de cette réactivation. Enfin, les cellules cancéreuses ont la capacité de
développer leur propre systeme vasculaire avec I’augmentation d’expression de certains génes tels que
le VEGF ainsi qu’une migration et la formation de métastases pouvant apparaitre par 1’inactivation ou
la mutation de génes comme celui codant la protéine de jonction E-cadhérine (Hanahan and Weinberg,
2011). Ces caractéristiques augmentant le taux de prolifération et une résistance a 1’apoptose sont
principalement acquises par une instabilité génomique importante permettant des expressions géniques

aberrantes.

L’expression du géne MAPT a été relatée dans certains cancers (figure 7). Bien que ses principales
fonctions aient été principalement étudiées dans les neurones, elles peuvent présenter un avantage
sélectif a la cellule cancéreuse. Celles-ci seront décrites dans la partie « Les fonctions établies ou
potentielles des protéines tau dans les cancers, 1.2.b.ii ». En revanche, les mécanismes menant a
I’expression de MAPT dans les cancers ne sont pas clairement définis. Plusieurs hypothéses peuvent

I’expliquer.
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Figure 7. Expression de MAPT dans les cancers. L’ARNm de MAPT est retrouvé majoritairement dans les
gliomes, le cancer rénal, de la prostate et du cancer. Ces données sont recueillies a partir de la base de données
TCGA (The Cancer Genome Atlas). Des études ont rapporté une expression de MAPT au niveau de son ARNm
et de ses protéines dans d’autres types de tumeurs (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000186868-
MAPT/pathology).

i. Mécanismes de surexpression de MAPT
1. Lastimulation oestrogénique

Certaines cellules cancéreuses utilisent des facteurs externes pour croitre. Par exemple, certaines d’entre
elles utilisent des voies de signalisation initiées par des hormones. On parle dans ce cas de cancers
hormono-dépendants, leur croissance nécessitant des stimuli hormonaux. Parmi eux, nous pouvons noter
certains cancers du sein, de I’ovaire ou de la prostate. Cette dépendance aux hormones a permis le
développement de thérapies hormonales afin de ralentir la croissance tumorale (pour revue (Tremont,

Lu and Cole, 2017)).

38


https://www.proteinatlas.org/ENSG00000186868-MAPT/pathology
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000186868-MAPT/pathology

En 1991, les travaux de Ferreira et Caceres ont démontré qu’une stimulation a un cestrogéne, 1’estradiol
178, de culture primaire de neurones hypothalamiques entrainait une augmentation de la croissance
neuritique (dendrites + axones). De maniere intéressante, cette croissance a été expliquée par une
augmentation de 1’expression de tau dans ces neurones. En effet, tau est requis pour la croissance
neuritigue (Liu, Lee and Jay, 1999). Ainsi, les auteurs conclurent que I’estradiol 17f stimulait
I’expression de tau qui permettait la croissance neuritique (Ferreira and Caceres, 1991). Cette étude a
¢été la premiere a établir un lien de causalité entre des stimuli oestrogéniques et I’expression de tau. Plus
tard, des études ont confirmeé cette corrélation dans certains cancers. Dans le cancer du sein notamment,
il a été confirmé que I’estradiol augmentait 1’expression de tau et que cette augmentation était associée
a une plus grande résistance aux taxanes (Andre et al., 2007; lIkeda et al., 2010a). D’aucuns ont suggéré
qu’un élément de réponse aux cestrogenes (ERE) était présent en amont du promoteur de MAPT et
permettait sa régulation (Pentheroudakis et al., 2009; Ikeda et al., 2010a). Méme s’il semble que la
majorité des tumeurs surexprimant tau soit des tumeurs d’organes impliqués dans la reproduction et
donc fortement dépendants des hormones, 1’hypothése selon laquelle les cestrogénes seraient seules et
uniques responsables de 1’expression de tau dans les cellules cancéreuses n’explique pas pourquoi tau
est également exprimée dans des cancers hormono-indépendants (Spicakova et al., 2010; Wang et al.,
2013; Gargini et al., 2020). 1l est donc fort probable que la surexpression de tau dans les cancers soit

multifactorielle.

2. Lastimulation par le NGF

Outre les hormones, les facteurs de croissance constituent les effecteurs extracellulaires les plus
impliqués dans les fonctions cellulaires. Dans un contexte tumoral, les facteurs de croissance tels que
I’EGF, I’'IGF, le VEGF ou encore le NGF interviennent dans les différents stades de la progression
tumorale (Witsch, Sela and Yarden, 2010). A travers une boucle autocrine, il a été montré dans plusieurs
lignées tumorales mammaire que le NGF stimule la prolifération cellulaire par 1’intermédiaire du
récepteur membranaire p75N™R et la voie de signalisation Nf-kB ainsi qu’un effet anti-apoptotique via le

récepteur p140™™A et la voie de signalisation MAP-kinase (Descamps et al., 2001a; Dollé et al., 2003).
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Figure 8. Implication du NGF dans I’expression de MAPT. Pendant la neurogenése, le NGF stimule I’activité
du promoteur de MAPT et conduit & son expression. Dans les neurones, ce processus conduit a la formation des
neurites. Certaines cellules cancéreuses mammaires utilisent le NGF a travers une boucle autocrine pour
proliférer. L’expression de MAPT dans ce type tumoral pourrait alors étre initiée par cette signalisation autocrine

(Created with BioRender.com).

Au cours du développement, dans le cerveau, Drubin et collegues ont établi que la croissance neuritique,
essentielle dans la mise en place de connexions entre neurones, est initiée par le NGF. L’étude montre
que, dans les cellules de phéochromocytome de rat PC12, la stimulation du NGF initie la polymérisation
des microtubules vers la membrane plasmique créant une évagination membranaire expliquant alors la

croissance neuritique. Dans ces cellules, le NGF induit spécifiquement une augmentation d’expression
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de tau, expliquant I’augmentation de la dynamique microtubulaire (Drubin et al., 1985). Bien que le
promoteur principal de tau, fortement actif dans les cellules PC12, ait une spécificité neuronale chez le
rat (Sadot et al., 1996), Andreadis et al ont montré que cette spécificité neuronal du promoteur de tau
¢tait vraie pour le rat et la souris mais pas pour I’Homme. En effet, ce promoteur induit I’expression de
tau dans plusieurs tissus sains ainsi que dans la lignée de neuroblastome humain SK-N-SH (Andreadis
et al., 1996) et IMR32 (Cragg and Kalisch, 2014). A I’instar de la croissance neuritique, la stimulation
autocrine par le NGF pourrait induire 1’expression de tau dans certaines tumeurs mammaires (figure 8).
Il est intéressant de noter que dans les études de Descamps et al et Dollé et al (Descamps et al., 2001a;
Dollé et al., 2003), les auteurs ont montré que les récepteurs au NGF, p75N™R et p140™™*A, étaient
exprimés dans les lignées cellulaires MDA-MB-231, MCF7 et T4A7D qui surexpriment toutes tau
(Spicakova et al., 2010).

3. Régulation épigénétique de I’expression de MAPT

La régulation de I’expression de MAPT pourrait s’effectuer par des modifications épigénétiques de son
promoteur. En effet, dans certaines pathologies telles que la MA ou encore la maladie de Parkinson, une
hypométhylation d’ilots CpG présente en amont de son promoteur a été associée a une augmentation de
son expression (Coupland et al., 2014; Iwata et al., 2014). Par une approche de tri de noyaux issus de
tissus post-mortem, les auteurs d’une de ces études ont pu mettre en évidence une hypométhylation du
promoteur de MAPT aussi bien dans les neurones que dans des cellules non-neuronales telles que des
cellules gliales et de 1’endothélium vasculaire (lwata et al., 2014). De méme, une étude GWAS
(Genome-Wide Association Study) réalisée sur des tissus post-mortem et des biopsies de patients a
montré que MAPT était surexprimé dans une tauopathie rare, la PSP (Hoglinger et al., 2011). En 2016,
Huin et collégues ont établi une corrélation entre une hypométhylation d’un ilot CpG présent dans le
premier intron de MAPT, situé entre les exons 0 et 1 et sa surexpression dans le cortex frontal de patients

atteints de PSP (Huin et al., 2016).
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Figure 9. Mécanisme d’expression de MAPT dans les gliomes de bas grade. La méthylation d’un promoteur
est généralement associée a une répression génique. Dans les gliomes, I’hyperméthylation du promoteur de
MAPT sur I’Tlot CpG26 par les mutations IDH1 empéche le facteur répresseur de transcription CTCF de s’y
fixer. Ce mécanisme induit I’expression de MAPT et la production de protéines tau dans les gliomes de bas

grade (inspiré de (Gargini et al., 2020)) (Created with BioRender.com).

En plus des maladies neurodégénératives, les altérations de méthylation des séquences promotrices de
génes sont fréguemment retrouvées dans les cancers. Ces modifications épigénétiques modulent
I’expression de différents geénes et sont associées a la progression tumorale ou encore a la résistance aux
thérapies. On estime qu’environ la moitié des génes humains possédent des flots CpG au sein de leur
promoteur. Il aujourd’hui admis I’hyperméthylation de ces ilots CpG est caractéristique des cellules
cancéreuses en comparaison avec les cellules saines dont les Tlots CpG sont hypométhylés (Herman and
Baylin, 2003). Shin et collégues ont notamment montré que 1’expression de la méthyle transférase
DNMT1 était plus importante dans les tumeurs mammaires de type triple négative et plus faible dans
les celles de type luminal A (Shin, Lee and Koo, 2016) menant a la modulation de 1’expression génique

(Kim et al., 2019).

Dans les gliomes de bas grade (GBG), des tumeurs cérébrales touchant principalement les jeunes
adultes, des méthylations aberrantes d’ilots CpG de certains genes ont été rapportées. En effet, le

phénotype méthylateur des Tlots CpG (CIMP, CpG island methylator phenotype) caractéristique de
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I’extinction de I’expression génique peut également étre associé & une réexpression génique via
’altération de liaison du répresseur transcriptionnel CTCF (CCCTC binding factor). Dans les GBG, une
forte association a ét¢ démontré entre ce phénotype CIMP et des mutations de I’isocitrate
déshydrogénase 1 et 2 (IDH1/2) (Flavahan et al., 2016). De maniere intéressante, Gargini et al ont
récemment montré une forte augmentation de la méthylation des Tlots CpG présents dans la région
5’UTR de MAPT dans les GBG présentant des mutations de 1’enzyme IDH1/2 (Gargini et al., 2020).
Aussi, I’analyse de la séquence de MAPT a permis de mettre en évidence la présence d’un site de liaison
du facteur CTCF dans I'ilot CpGzs. Cette hyperméthylation, généralement associée a une faible
expression génique est ici responsable d’un défaut de liaison du facteur CTCF et est donc inductrice de
I’expression de MAPT (figure 9). Enfin, dans les gliomes, le travail de Zaman et al a montré que
I’hyperméthylation du promoteur de MAPT était fortement associée a une diminution de son expression

(Zaman et al., 2019).

Bien que tous ces éléments ne restent que des hypothéses quant a I’expression de MAPT dans les cancers,
I’adoption de 1’une ne signifie pas nécessairement 1’exclusion des autres. En effet, en fonction du type
de tumeur, des différents stimuli externes et du tissu dans lequel la tumeur se trouve, ’expression de

MAPT peut étre expliquée par différents mécanismes

ii. Quelles espéces de tau retrouve-t-on dans les cancers ?

Spicakova et collaborateurs ont étudié le réle de tau dans la résistance aux taxanes dans différentes
lignées cellulaires de tumeurs mammaires. Dans leur étude, les auteurs ont montré que les six isoformes
principales de tau du SNC sont retrouvées dans ce type tumoral (Spicakova et al., 2010). Cependant,
aucune étude a ce jour n’a cherché la présence d’autres isoformes dans les cancers. Nous ne pouvons
donc exclure que les exons 43, 6 et 8 de MAPT puissent étre inclus dans les transcrits finaux (figure 1).
Effectivement, les travaux de Andreadis en complément des databases ont permis de mettre en évidence
I’inclusion de plusieurs exons dans les tissus périphériques (Andreadis et al., 1996). De plus, les études
de Loomis et al ont permis de montrer que I’isoforme 1N4R était I’isoforme majoritaire dans les noyaux
de cellules de neuroblastomes SH-SY5Y (Loomis et al., 1990). L’analyse des isoformes de tau dans les

cancers n’a pour le moment pas été effectuée.
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iii. Les fonctions établies ou potentielles des protéines tau dans les cancers

La protéine tau, nous I’avons vu, a été largement étudiée dans les neurones en raison de son implication
dans la MA et d’autres tauopathies. De ce fait, trés peu d’études ont été réalisées sur I’effet de tau sur la
croissance tumorale. Les paragraphes qui suivent visent donc a faire un état des lieux des différentes
fonctions qui ont été attribuées a tau. Bien que certaines des fonctions qui seront décrites ont été
appliquées a un contexte tumoral, d’autres n’ont été étudiées pour le moment que dans un contexte

neurodégénératif.

1. Effets de tau sur la croissance tumorale

La croissance tumorale est définie par une prolifération importante due notamment a un échappement
aux points de controles du cycle cellulaire ainsi qu’une résistance a 1’apoptose. La cellule cancéreuse se
divise alors indéfiniment. Un certain nombre d’éléments cellulaires participent et favorisent cette
croissance tumorale. Parmi les éléments les plus connus, les voies de signalisation PI3k/Akt et MAPK
sont impliquées dans plusieurs processus cellulaires permettant la survie ou la mort cellulaire. Dans les
cancers, ces voies de signalisation sont souvent altérées et favorisent cette croissance. Certains travaux

ont permis de démontrer que tau pourrait jouer un r6le dans ces voies de signalisation.

a. PI3k/Akt : la voie de I’insuline

Brievement, la voie de signalisation PI13k/Akt est considérée comme une voie pouvant étre impliquée
d’une part dans le cycle et la croissance cellulaires et d’autre part dans 1’apoptose. Au départ de cette
voie, on trouve un récepteur transmembranaire a domaine tyrosine kinase (RTK) stimulé par des facteurs
externes, tels que les facteurs de croissance. La fixation du ligand sur son récepteur induit un changement
conformationnel du récepteur qui méne a ’autophosphorylation de ses domaines intracellulaires. La
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3k) est composée de 2 sous-unités : le peptide p85, comprenant un
domaine régulateur ainsi que le peptide p110 qui posséde une fonction catalytique. Alors que p85
interagit avec les domaines phosphorylés du récepteur, p110 phosphoryle le lipide membranaire
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate  (PIP2) qui devient alors le second messager cellulaire

phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3). A partir de 1a, PIP3 active la protéine Akt (également
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nommée PKB) notamment par la phosphorylation de PDK1/2. La protéine Akt activée intervient alors
dans plusieurs processus cellulaires (figure 10). Par exemple, il a été montré que Akt phosphoryle la
protéine p21%aferl syr sa thréonine 145 libérant ainsi la protéine PCNA d’un complexe
p21/PCNA/CDK/Cyline et entraine donc la réplication de I’ADN (R0ssig et al., 2001). Alors que
certaines études attribuent & Akt un réle anti-apoptotique (Peruzzi et al., 1999) d’autres lui ont trouvé
un roéle pro-apoptotique (Kauffmann-Zeh et al., 1997). Néanmoins, les effets de la voie PI3k/Akt dans

la majorité des cancers sont associés a 1’agressivité tumorale (Chang et al., 2003).
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Figure 10. Implication de la protéine tau dans I’activation constitutive de la voie de signalisation PI3k/Akt.
La voie des PI3k/Akt peut étre initiée par des facteurs de croissance. Elle entraine 1’activation de la protéine
effectrice Akt qui permet ’expression de différents genes cibles. Cette voie est régulée négativement par la
protéine PTEN. L’activité de cette phosphatase est inhibée par la protéine tau ce qui entraine une activation

constitutive de la voie (modifié de (Molinari and Frattini, 2013)).

Une fois activée, Akt peut diminuer I’expression de génes codants des protéines pro-apoptotiques telles
gue Bad et la procaspase 9 (Datta et al., 1997) ainsi que FKHRL1 (Brunet et al., 1999). Dans le contrdle
du cycle cellulaire, une inhibition de la glycogéne synthase kinase 3 (GSK-3) par Akt a été associée a
une translocation nucléaire du facteur de transcription -caténine et permettant I’expression du geéne

codant la cycline D1 (Fresno Vara et al., 2004). Plusieurs altérations de cette voie peuvent étre
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notées dans les cancers et font d’Akt une protéine clé dans la progression tumorale. Par ailleurs, le
récepteur membranaire ErbB2/Her2 est sur-représenté dans les cancers mammaires de phénotype Her2+
(Ruiz-Saenz et al., 2018), le géne codant P13k est amplifié dans plusieurs cancers de 1’ovaire et cervical
(Testa and Bellacosa, 2001; Fresno Vara et al., 2004) mais aussi Akt2, un membre de la famille des
protéines Akt, qui est amplifié dans certains cancers mammaires et ovarien (Bellacosa et al., 1995).
Cette voie de signalisation est régulée négativement par PTEN, considéré donc comme un géne
suppresseur de tumeur. En tant que phosphatase, PTEN agit en opposition a P13k et retire le groupement
phosphate de PIP3 pour reformer le lipide PIP2. Ainsi, le fonctionnement de la voie PI13k/Akt résulte
d’un équilibre entre I’action de PI3k et celle de PTEN (Molinari and Frattini, 2013). Par consequent,
des mutations perte-de-fonctions de PTEN ont été retrouvées dans plusieurs tumeurs solides et
permettent une activation constitutive de la voie PI3k/Akt favorable a la croissance tumorale (Milella et
al., 2015). Dans les carcinomes adénoides kystiques, une forme rare de tumeurs touchant notamment les
glandes salivaires, la suractivation de la voie PI3k/Akt/IKKa/Nf-kB active I’expression de genes anti-

apoptotiques et promeut donc la survie et la croissance tumorale (Sun et al., 2010).

Récemment, une étude réalisée sur la neurodégénérescence observée dans la MA a mis en évidence un
lien entre tau et la voie PI13k/Akt. Les auteurs ont en effet montré que des souris déficientes en tau (KO-
tau) exhibaient de sévéres altérations de la signalisation a ’insuline. A I’inverse, la surexpression de
I’isoforme 1N4R de tau dans les cellules de neuroblastome N1E115 était plus sensible a I’insuline. Par
coimmunoprécipitation (ColP), les auteurs ont décelé une interaction directe entre tau et PTEN. Les
effets d’une telle interaction ont été élucidés par une approche par BRET (Bioluminescence Resonance
Energy Transfer) et montrent que tau inhibe I’activité phosphatase de PTEN (Marciniak et al., 2017).
Ce nouveau role attribué a tau a été confirmé plus récemment par les travaux de 1’équipe de Tai qui ont
montré, dans les comportements de type autistiques, une suractivation de la voie de signalisation
P13k/Akt/mTOR par tau. Dans cette étude, les auteurs ont montré par des techniques de PLA (Proximity
Ligation Assay) et BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation) une interaction directe entre
PTEN et le PRD de tau résultant en une diminution de la conversion de PIP3 en PIP2 (Tai et al., 2020).
De maniere intéressante, Schroeder et al ont établi une corrélation entre des délétions de PTEN et de
fortes concentrations de tau dans les cancers prostatiques (Schroeder et al., 2019). Ces derniéres études
montrent que la protéine tau, dans certains cas, peut maintenir une activation constitutive de la voie
PI3k/Akt (figure 10). Dans certains cancers, I’expression de MAPT pourrait ainsi résulter d’une
activation de cette voie. L’ensemble de ces études menées sur les dérégulations de la voie PI3k/Akt dans
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les cancers ainsi que les relations que tau entretient avec cette voie permet d’émettre I’hypothése d’un

effet de tau sur la croissance tumorale.

b. Tau et les MAP-kinases

La voie de signalisation des MAPK fait également partie des voies les plus étudiées car fréquemment
dérégulées dans les cancers. Brievement, cette voie de signalisation peut étre définie par trois cascades
de signalisation distinctes : la voie des protéines ERKs (Extracellular-signal Regulated Kinases)
comprenant les protéines ERK1 et ER2, la voie JNKs (c-Jun N-terminal kinases) comprenant les
isoformes JNK1, JNK2 et JNK3 et la voie p38/SAPKs MAPKs (Stress-Activated Proteins Kinases)
impliquant les protéines p38a, p38f, p38y, and p385. A I'instar de la voie PI3k/Akt, les voies MAPK
commence au niveau d’un récepteur membranaire activé par des facteurs de croissance, des facteurs

mitotiques, des cytokines ou encore des facteurs de stress (figure 11) (pour revue (Morrison, 2012)).
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Figure 11. Les voies des MAP-kinases. L’activation du récepteur débouche sur une cascade de

phosphorylations de protéines MAPKKK, MAPKK et MAPK jusqu’a la transcription de genes cibles. La voie
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ERK est principalement activée par des facteurs de croissance et méne a une augmentation de la croissance et de
la différentiation cellulaire. La voie JNK est généralement associée aux réponses au stress (rayonnements
ionisants générant stress oxydant et endommagement de I’ADN) mais est également sensible aux facteurs de
croissance et régule 1’apoptose, I’inflammation et le métabolisme cellulaire. Enfin, la voie p38 est régulée par les
facteurs de stress environnementaux mais aussi par les cytokines et contréle alors des processus tels que

I’inflammation, 1’apoptose, la progression du cycle cellulaire et la différentiation (Morrison, 2012).

Tout comme la voie PI3k/Akt, des mutations dans plusieurs genes impliqués dans les voies MAPK ont
été retrouvés dans certains cancers. Parmi eux, des mutations de Ras sont retrouvées, selon la database
COSMIC, dans plus de 30% des tumeurs solides. Les génes K-RAS (Kirsten Ras), H-RAS (Harvey RAS)
et N-RAS (Neuroblastoma RAS), sont souvent mutés dans les cancers colorectaux et font partie des cibles
de traitements thérapeutiques en raison de leur implication dans I’agressivité de la tumeur (pour revue
(Fang and Richardson, 2005)). Le facteur de croissance NGF est un des initiateurs de cette voie et est
notamment impliqué dans la croissance des carcinomes mammaires. En effet, il a été montré que
plusieurs lignées cellulaires de cancers du sein exprimaient les récepteurs membranaires du NGF : TrkA
et p75NTR et favorisaient la croissance tumorale a travers la voie MAPK (Descamps et al., 2001b;
Retamales-Ortega et al., 2017; Gao et al., 2018; Di Donato et al., 2019). Il est intéressant de noter que
le NGF a été historiquement décrit dans le développement des réseaux neuronaux et dont 1’action
entraine une augmentation d’expression de tau (Drubin et al., 1985). Dans leur étude, Leugers et al ont
mis en évidence une augmentation d’expression de MAPT par le NGF et ont démontré un effet activateur
de tau sur les protéines MEK1 et ERK1/2 (Leugers and Lee, 2010). Corroborant cette étude, Perea et
collégues ont confirmé un effet potentialisateur de tau sur la voie MAPK dans les cellules microgliales.
En utilisant des modeéles murins et des cultures primaires de microglie, les auteurs de 1’étude ont mis en
évidence que des pré-traitements de protéines tau extracellulaires permettait un relargage de cytokines
pro-inflammatoires & travers I’activation de la voie p38/MAPK (Perea, Avila and Bolds, 2018). Aucune
des études de Leugers et al et Perea et al ne décrit pourtant un mécanisme précis par lequel tau
participerait a ’activation de la voie MAPK. De plus, I’étude de I’interactome de tau (Gunawardana et
al., 2015a) ne montre pas d’interaction de tau avec les protéines clés impliquées dans cette voie (MAPK,
Ras, Raf, MEK, ERK, JNK, p38). En revanche, il existe des transactivations réciproques entre les voies

P13k/Akt et MAPK (Braicu et al., 2019) qui pourrait expliquer I’effet de tau sur la voie MAPK.
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Des travaux publiés en 2016 ont montré que la simvastatine, un médicament utilisé pour la diminution
des taux de LDL et triglycérides sériques, pouvait induire I’apoptose dans certains cancers du sein. Dans
cette étude, les auteurs ont mis en évidence une altération par la simvastatine des voies PI3k/AKkt et
MAPK menant a la mort cellulaire. Alors que toutes les lignées utilisées confirmérent 1’effet dose-
dépendante de ce composé, les cellules MCF7 et T47D affichérent une faible activité apoptotique, un
peu plus élevée dans la lignée MDA-MB-231 et quasiment totale dans la lignée BT-549. De maniere
intéressante, les lignées MCF7 et T47D expriment fortement tau, la lignée MDA-MB-231 I’exprime a
des taux plus bas alors que la lignée BT-549 en est dépourvu (Spicakova et al., 2010). Dans leur
discussion, les auteurs expliquent cette hétérogénéité de réponse a la simvastatine par le caractére
cestrogeno-dépendant des cellules MCF7 et T47D (Wang et al., 2016). Toutefois, la possible implication
de tau dans les voies MAPK et PI3k/Akt dans ces cancers pourrait également intervenir cette résistance

a la simvastatine.

En conclusion, des études menées principalement dans un contexte neuronal ont montré que tau est un
régulateur positif des voies ERK/MAPK et p38/MAPK ainsi que de la voie PI3k/Akt. Celles-ci
favorisant la croissance et la survie des cellules cancéreuses, il serait intéressant de déterminer le role

exact que tau joue sur ces voies de signalisation dans un contexte cancérologique.

c. Evasion métastatique et invasion tissulaire

Afin d’évaluer I’évolution d’un cancer, la nomenclature universelle utilisée est basée sur leur
différenciation, le grade et leur extension hors du tissu d’origine, le stade. Briévement, le grade définit
des caractéristiques histologiques telles que le degré de différenciation, 1’activité mitotique ou encore
I’extension de la nécrose. Des scores sont attribués par les anatomopathologistes en fonction de chaque
type de cancer. Par exemple, le score de Scarff-Bloom-Richardson définit les adénocarcinomes
mammaires quand le score de Gleason caractérise les adénocarcinomes prostatiques. En plus du grade,
le stade des tumeurs permet d’évaluer leur potentiel d’extension. On définit alors par la lettre T I’étendue
de la tumeur au niveau des tissus voisins, la lettre N pour I’atteinte ganglionnaire dans la région de la
tumeur et M pour les métastases. On attribue ensuite un chiffre qui suit chacune de ces lettres pour ainsi
obtenir TO a T4, NO a N3 et MO ou M1. Plus le chiffre est élevé, plus le parametre considéré est grave.
L’expansion d’une tumeur de son site d’origine aux tissus et ganglions proximaux jusqu’auX organes

distaux constitue un critére de gravité important.
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Figure 12. Modéle de I’implication de la protéine tau dans la formation des microtentacules nécessaires au
processus métastatique. La protéine tau interagit avec la protéine Src ce qui entraine la dépolymérisation de
I’actine corticale. Le renforcement d’un réseau microtubulaire par tau permet une évagination de la membrane

plasmique alors démasquée. Modifié de Matrone et al., 2010 (Matrone et al., 2010).

Ainsi, la formation de métastases représente généralement des cancers agressifs. Ces dernieres
démarrent avec I’invasion de cellules tumorales dans les systemes vasculaire et lymphatique. On parle
dans ce cas de cellules tumorales circulantes (CTCs). Une fois en suspension, les cellules peuvent
adhérer aux cellules endothéliales pour envahir un organe cible. A cette fin, les CTCs modifient leurs
filaments d’actine, filaments intermédiaires et leurs microtubules de fagon a ce que la cellule en
circulation puisse se rattacher au tissu cible. Ce processus passe notamment par une polymeérisation
accrue des microtubules vers la membrane plasmique, formant une évagination en une structure appelée
microtentacule (McTN) (Fife, McCarroll and Kavallaris, 2014). Cet événement n’est pas sans rappeler
le processus de formation des neurites au cours du développement du cerveau embryonnaire. En effet,
Drubin et collegues montrent dés 1985 que le neurone en formation, stimulé par le NGF, augmentait

I’expression de tau qui entrainait alors une augmentation de la dynamique de polymérisation des
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microtubules vers la périphérie de la cellule, créant ainsi 1’évagination (Drubin et al., 1985). A ’instar
de la neurogenése, un role similaire a été démontré pour tau dans le processus métastatique. Dans leur
étude, Matrone et al ont montré que tau était essentiel dans la polymérisation des microtubules dans les
MCcTNSs. De plus, les auteurs rapportent une expression de MAPT dans 52% des patients présentant des
métastases dont 26% affichant méme une surexpression. Ces résultats montrent que tau participe
activement au processus métastatique au travers du rattachement des cellules circulantes sur leur tissu
cible (figure 12) (Matrone et al., 2010). Récemment, une étude rétrospective a évalué la présence de
différents biomarqueurs significativement augmentés dans le sérum de patients ayant présenté des
métastases cérébrales. Les résultats de cette étude ont montré que les patients ayant des cancers non
métastatiques avaient une concentration médiane de tau sérique de 1,16 pg/mL contre 1,56 pg/mL pour
les patients avec métastases cérébrales. De plus, les statistiques prédirent pour les patients avec
métastases une augmentation du risque d’avoir des concentrations de tau sériques atteignant des
concentrations au-dela de 3,17 pg/mL. Les auteurs conclurent tout de méme que ces résultats devront
étre reconfirmées (Darlix et al., 2019). L’expansion d’une tumeur jusqu’a des organes distants du tissu
d’origine est caractéristique d’un stade avancé. Les récentes études réalisées sur I’invasion métastatique

témoignent que tau joue un rdle important dans ces tumeurs agressives.

d. Protéine tau et angiogenése

Les études réalisées sur les tauopathies font état d’un certain nombre d’altérations, dont 1’'une d’entre
elle constitue la vascularisation cérébrale (Albrecht et al., 2020; Nichols et al., 2021). Dans leur étude,
Bennett et collégues ont généré des souris transgéniques Tg4510 porteuses de la mutation P301L de tau
afin d’étudier I’impact de cette perte de fonction de tau sur la vascularisation. Les auteurs ont alors
remarqué que la mutation P301L était associée a une augmentation de la vascularisation générale mais
dont le diamétre des capillaires était fortement réduit. La conséquence directe de cet événement est une
morphologie anomale de la vascularisation et des mouvements de vaisseaux sanguins perturbés. En
complément de cette observation phénotypique, cette étude met en évidence une augmentation du géne
PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1) chez ces souris transgéniques P301L ainsi que dans les
cerveaux AD dans lesquels on observe une perte-de-fonction de tau (Bennett et al., 2018). La fonction
de PAI-1 a été rapportée comme étant pro-angiogénique dans certains cas (McCann et al., 2019) et anti-

angiogénique dans d’autres (Stefansson et al., 2001). Autrement dit, des altérations de la vascularisation
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semble étre une conséquence d’une perte de fonction de tau. Dans les cancers, I’angiogenése constitue
un parameétre d’agressivité important. Bien qu’un faible nombre de travaux ne se soit consacrés a I’¢tude
des mécanismes impliguant tau dans les cancers, ceux de Gargini et al dans les GBG et les glioblastomes
mettent en exergue un effet intéressant de tau. Dans ces tumeurs, le récepteur a ’EGF (EGFR) est recyclé
par la voie endolysosomale. Les auteurs ont montré que la protéine tau, dans ces tumeurs, altére ce

recyclage et par consequent limite I’angiogenése (figure 13).
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Figure 13. Effet de tau dans le processus d’angiogenése dans les gliomes de bas grade. Le récepteur a ’EGF
est freqguemment surexprimé dans les tumeurs cérébrales. La protéine tau entraine une hyperstabilisation des
microtubules qui perturbe le recyclage intracellulaire de ce récepteur qui est alors dégradé. La signalisation sous-
jacente impliquant le facteur de transcription Nf-kB et les protéines YAP/TAZ est inhibée ce qui limite le

déclenchement de 1’angiogenése (Gargini et al., 2020) (Created with BioRender.com).

Les gliomes surexprimant tau ont un réseau microtubulaire hyperstable d’une part en raison du réle
direct de tau mais également parce que les microtubules deviennent acétylés. Cette absence de motilité
des microtubules méne a une séquestration de I’EGFR présent dans les endosomes pour y étre dégradé
en suivant la voie endolysosomale. Cette dégradation plus importante se traduit par une diminution de
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la quantité de ce récepteur chez les patients ayant des gliomes tau positifs et naturellement par une
diminution de la voie de signalisation sous-jacente (figure 13). En effet, les auteurs ont montré dans un
modele de xénogreffes de souris que cette baisse d’activité du récepteur a I’EGF était associée a une
plus faible proportion de vascularisation autours du gliome. Dans cette étude, la protéine tau est
défavorable a I’angiogenése et associée a une meilleure survie des patients (Gargini et al., 2020). La
principale protéine impliquée dans la déacétylation de la tubuline est I’histone déacétylase 6 (HDACH).
Perez et ses collégues ont montré dans les cerveaux de patients Alzheimer et dans des modeles de souris
déficientes en tau que les microtubules étaient hyperacétylés. Les auteurs de ce travail ont associé cette
hyperacétylation a un effet inhibiteur de tau sur ’activité déacétylase de HDACG6 (Perez et al., 2009).
La protéine tau dans les tumeurs cérébrales semble donc défavorable a I’angiogenése. A ’inverse, la
diminution de HDACS6 dans des cellules de carcinome hépatique promeut I’angiogenése et est associée
a un mauvais pronostic pour les patients (Lv et al., 2016). Cette fonction inhibitrice de tau peut donc
étre favorable aux patients dans certains types tumoraux et défavorable par I’intermédiaire de I’activité
de HDAC6 dans d’autres. Cependant, les mécanismes cellulaires menant a I’angiogenése sont divers et
variés et n’impliquent pas uniquement les microtubules et la protéine HDACSG. Le role de tau dans le
processus angiogénique dans les cancers n’est pas totalement clair et mérite donc d’étre étudié¢ de

maniére plus approfondie.

Le niveau d’agressivité d’une tumeur peut donc &tre définit par ses voies de signalisation, son caractére
invasif ou sa propension a générer une angiogenése. Toutefois, d’autres paramétres sont a prendre a
compte. En effet, les traitements thérapeutiques administrés aux patients peuvent, dans certains cas,
s’avérer inefficaces. Ce phénoméne appelé résistance thérapeutique peut étre de nature intrinseque a la
tumeur ou acquise a la suite d’un traitement. Les causes de ces résistances sont majoritairement dues a
des modifications génétiques, épigénétiques et du microenvironnement dans lequel la tumeur réside
(voir Chapitre 2, 1. Généralités sur les thérapies et les résistances). Les fonctions de tau établies dans
les neurones peuvent, pour certaines d’entre elles, constituer des mécanismes de résistance a différentes
thérapies anticancéreuses. En effet, la fonction microtubulaire de tau a été associée a une résistance aux
taxanes, des molécules utilisées comme poison du fuseau mitotique (voir Chapitre 2, 2. b. ii. Présence
de protéines associées aux microtubules). Toutefois, les autres fonctions qu’elle assure en particulier
celles dans la stabilit¢ génomique et 1’organisation de la chromatine peuvent également réduire
I’efficacité de certains traitements. Le chapitre suivant a pour but d’introduire la protéine tau et certaines
des fonctions qu’elle assure dans un cadre de résistance thérapeutique.
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CHAPITRE 2 :

La protéine tau et la résistance thérapeutique

La survie des tumeurs
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Bien que nous progressions dans la compréhension des mécanismes menant a la cancérogenése, la prise
en charge des cancers reste un enjeu majeur. Une fois établit, le choix des thérapies dépend du type de
cancer, de son stade, son grade, le tissu d’origine et d’autres facteurs. En complément de la chirurgie,
plusieurs traitements existent pour traiter un cancer: la chimiothérapie, la radiothérapie,
I’hormonothérapie, I’immunothérapie ou encore les thérapies ciblées. Ces thérapies visent a altérer une
ou plusieurs fonctions cellulaires ou endommager directement des composants de la cellule tumorale.
Bien que ces thérapies soient efficaces dans beaucoup de cas, certains cancers affichent cependant une

résistance intrinséque ou acquise a ces traitements.

Ce deuxiéme chapitre vise donc a présenter les thérapies existantes et les résistances qui leur sont
associées. D’abord, les différentes chimio- et radiothérapies employées dans le traitement des cancers
seront passees en revue. Puis, pour chacune de ces thérapies, les différents mécanismes de résistance
mis en place par la cellule cancéreuse seront décrits. Nous verrons a travers ce chapitre comment la
protéine tau peut intervenir directement ou indirectement dans plusieurs de ces mécanismes de résistance

thérapeutique

1. Généralités sur les thérapies et les résistances

Jusqu’a la premicre moiti¢ du XXe siécle, la chirurgie restait le meilleur moyen de traiter un cancer.
Cependant, elle ne permettait pas de traiter les cancers hématologiques ou métastatiques et avait donc
un faible taux de réussite. La radiothérapie arriva presque immédiatement apreés la découverte des rayons
X par Wilhelm Rdéntgen en 1895 et se développa 50 ans plus tard avec la création des accélérateurs
linéaires a particules (LINAC, Linear Particles Accelerator). Cette avancée majeure dans le traitement
des cancers restait tout de méme limitée a un effet local ou régional. Dans les années 1940, deux
pharmacologistes, Louis Goodman et Alfred Gilman testérent ’effet de moutardes azotés et de
molécules de la famille des antifolates sur des souris porteuses de tumeurs lymphoides. Les résultats
étant concluant, ils réalisérent une premicre injection chez un patient atteint d’un lymphome non
hodgkinien. Ils observérent une régression de la masse tumorale. Cette rémission, cependant, ne dura
que quelques semaines puisque le cancer revint naturellement. Ce premier traitement marqua le début
de I’¢ére de la chimiothérapie. Il permit également, de maniére fortuite, de mettre en évidence le principe

de résistance thérapeutique (Chabner and Roberts, 2005).
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Depuis, les décennies qui suivirent virent ’avénement de chimiothérapies et de radiothérapies dont
I’efficacité sur les tumeurs est de plus en plus importante (figure 14). En paralléle, nous découvrons
fréguemment des mécanismes de résistance thérapeutique qui contrebalancent les effets positifs apportés
par ces traitements. Certains sont généraux a plusieurs thérapies alors que d’autres sont inhérents a un

type de traitement.
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Figure 14. Evolution des thérapies anti-cancéreuses. La chimiothérapie conventionnelle commence dans la
période d’aprés-guerre avec Louis Goodman et Alfred Gilman qui remarquerent un effet antinéoplasique de
certains gaz moutarde. Depuis, un nombre important de molécules, naturelles ou synthétiques, ont été ¢

v.033développées et approuvées dans le traitement des cancers (figure de (Chabner and Roberts, 2005)).

La radiothérapie consiste en I’application locorégionale de rayonnements ionisants. Les premicres
radiothérapies utilisaient la désintégration de noyaux radioactifs tels que le radium, le cobalt ou encore
le césium. La source radioactive est alors placée dans une zone stratégique de la tumeur afin d’émettre
ses rayonnements sur les cellules cancéreuses et limiter I’impact sur les cellules saines. Cette méthode
appelée curiethérapie ou brachythérapie est encore utilisée aujourd’hui pour les cancers du sein, de la
prostate, du col de I’utérus ou de la peau. La radiothérapie dite externe utilise des rayons de haute énergie
dont la source est extérieure a I’organisme. Elle s’est notamment développée a la fin des années 1940

grace a I’apparition des LINAC et génére des faisceaux d’électrons appelés rayons X.

La chimiothérapie consiste en 1’utilisation de molécules naturelles ou synthétisées en laboratoire pour

agir sur la tumeur. Elle est une thérapie dite systémique puisqu’elle agit sur I’ensemble des cellules de
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I’organisme. Cependant, la nature proliférative incontrolée des cellules cancéreuses les rend
particuliérement sensibles a ce type de traitement. Aujourd’hui, la chimiothérapie conventionnelle
comporte deux familles principales de molécules: (1) les agents ciblant les microtubules (MTA,
Microtubule targeting agents) fixent la tubuline libre ou dimérisée afin de bloquer la dynamique
microtubulaire et (2) les agents endommageant I’ADN (DDA, DNA Damaging Agents) qui ciblent
directement la séquence nucléotidique et génerent des dommages a I’ ADN. Les types de dommages les
plus recherchés par ce type de traitements sont les cassures double brin (CDB) d’ADN puisqu’ils sont
les plus toxiques pour la cellule. D’autres types de molécules peuvent également &tre utilisées dans le
cadre de thérapies ciblées telles que les hormones dans I’hormonothérapie, les immunoglobulines dans
le cadre de I’immunothérapie ou encore des épidrogues qui ciblent des mécanismes épigénétiques. Seul
ce dernier type de traitement sera décrit en plus de la chimiothérapie conventionnelle et de la

radiothérapie dans les pages suivantes.

Bien que ces thérapies soient pour la plupart efficaces contre la tumeur, certaines d’entre elles affichent
tout de méme une résistance a plusieurs types de traitement. Parmi les résistances a plusieurs molécules
(en anglais, « Multidrug resistance ») les plus fréequemment retrouvées dans les cellules cancéreuses,
nous trouvons les pompes d’efflux. Celles-ci permettent un transport actif, par hydrolyse de I’ATP, des
molécules présentes dans le cytosol vers le domaine extracellulaire. Dans les cancers, nous pouvons
retrouver des pompes de type P-gp (en anglais, « P-glycoprotein »), BCRP (en anglais, « Breast cancer
resistance protein ») ou encore MRP1 (en anglais, « Multidrug resistance-associated protein 1 »)
(Mansoori et al., 2017). En plus de ces transports transmembranaires, des enzymes spécifiques peuvent
étre produites par la cellule cancéreuse pour inactiver le principe actif de la molécule thérapeutique
(figure 15). La cible de molécules thérapeutiques peut également étre la cause d’une résistance
thérapeutique. C’est le cas par exemple de la doxorubicine, une molécules qui sera décrite dans les
paragraphes suivants, et dont 1’efficacité est réduite en présence de mutations de sa cible, la
topoisomerase 1l (Housman et al., 2014). L’efficacité des molécules thérapeutiques repose sur leur
capacité a induire la mort cellulaire. Certaines cellules cancéreuses affichent des mutations de génes
codant des protéines impliquées dans 1’apoptose induisant une résistance a ces traitements (Holohan et
al., 2013). Enfin, I’hétérogénéité tumorale peut également jouer un role dans la résistance thérapeutique.
En effet, une tumeur n’est pas une masse uniforme de cellules identiques les unes aux autres. Ainsi,
certaines cellules d’une population peuvent avoir une sensibilité différente et se développer pour former
une masse tumorale résistante (pour revue (Housman et al., 2014; Mansoori et al., 2017)).
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Figure 15. Mécanismes de resistance thérapeutiques généraux. L’efficacité des molécules utilisées en
chimiothérapies peut étre limitée par des défauts d’entrée dans la cellule, par une sécrétion de celles-ci mais
également par une modification de leur structure ou de leurs cibles intracellulaires (Created with

BioRender.com).

Bien que ces mécanismes généraux soient efficaces contre plusieurs types de traitements, ils sont
souvent accompagnés de mécanismes spécifiques a un type de traitement particulier. Ces résistances

thérapeutiques ciblées sont généralement associées a un mauvais pronostic pour les patients.

2. Les poisons du fuseau mitotique

a. Les thérapies

Les microtubules font partie des éléments essentiels au bon fonctionnement d’une cellule. Ils remplissent

plusieurs fonctions cellulaires telles que le transport de cargos ou encore la séparation du matériel
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génétique pendant la mitose. Ces fonctions sont rendues possibles par une caractéristique spéecifique des
microtubules qu’on qualifie de « dynamique instable ». En effet, les microtubules sont en constante
polymérisation-dépolymérisation ce qui en fait une cible intéressante en thérapie. Cette famille de
composés également appelées « poisons du fuseau mitotique » (Spindle poisons) comporte des
molécules, naturelles ou synthétiques, qui peuvent étre classées dans deux groupes : les déstabilisateurs

qui accentuent la dépolymeérisation des microtubules ou les stabilisateurs qui accroit leur polymérisation.

i. Les stabilisateurs des microtubules : taxanes et épothilones

Dans le cadre de la recherche de composés naturels utilisables dans le traitement des cancers, en 1964,
des échantillons d’écorce de I’espéce Taxus brevifolia (If de I’Ouest), furent analysés au Research
Triangle Institute. Les recherches qui suivirent, notamment par Monroe Wall et Mansukh Wani ont
permis d’isoler le paclitaxel, une molécule appartenant a la famille des diterpénes. Le paclitaxel est
utilisé en thérapie anticancéreuse sous le nom de Taxol. En raison d’une faible quantité de matériel
pouvant étre récolté dans 1’écorce de Taxus brevifolia, des recherches furent menées sur une espéece de
la méme famille : Taxus baccata (If commun). Le fruit de ce travail a alors permis d’isoler une autre
molécule présentant de grandes similitudes avec le paclitaxel et présente dans les aiguilles de I’arbre.
Baptisé docétaxel, cet analogue du paclitaxel est aujourd’hui commercialisé sous le nom de Taxotére.
Bien qu’il existe prés de 300 composés dans la famille des taxanes, le paclitaxel et docétaxel sont les
plus utilisés dans le cadre de la lutte contre certains cancers. En effet, le paclitaxel a été autorisé sur le
marché par I’organisme américain FDA (Food and Drug Administration) des 1992 pour le traitement
du cancer de I’ovaire et est aujourd’hui utilisé contre les cancers du sein, du poumon et des sarcomes de

Kaposi (Rowinsky, 2003; Weaver, 2014).
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Figure 16. Mécanisme d’arrét du cycle par les MTA. Les taxanes et épothilones entrainent une
hyperstabilisation des microtubules alors que les vinca-alcaloides entrainent leur déstabilisation. L’éribuline est
utilisée dans le cancer du sein métastatique alors que la colchicine est peu utilisée dans le traitement des cancers.

Le nocodazole est principalement utilisé pour la recherche (figure adaptée de (Karahalil, Yardim-Akaydin and
Nacak Baytas, 2019)).

D’un point de vue mécanistique, le paclitaxel promeut 1’assemblage des microtubules, diminue le pool
de monomeres de tubuline solubles et empéche la dépolymeérisation in vitro, méme sous I’effet de
solution saline froide ou de calcium (figure 16) (Schiff, Fant and Horwitz, 1979). Ces effets décrits in
vitro ont également été validés in cellulo (Schiff and Horwitz, 1980; Milas et al., 1995). L autre famille
de molécules stabilisatrices des microtubules sont les épothilones, des composés naturels extraits au
début des années 1990 chez la myxobactérie Sorangium cellulosum. Gréce aux expériences de Bollag
et collégues, nous savons que les épothilones semblent avoir un site commun de liaison a la tubuline
avec le paclitaxel (figure 16) (Bollag et al., 1995). L’effet de stabilisation des microtubules est
néanmoins différent de celui du Taxol. En effet, ces molécules semblent avoir une capacité a induire la
polymérisation des microtubules plus importante que celle des taxanes. Il a été montré notamment que
I’activité des épothilones était 2 a 4 fois supérieure au paclitaxel (Lee et al., 2001) et restaient efficaces
dans les lignées cellulaires résistantes au paclitaxel (Giannakakou, Gussio, et al., 2000). Ainsi, leur
efficacité antitumorale a été rapportée dans plusieurs cancers tels que ceux touchant la prostate, le sein,

le colon ou encore le pancréas (pour revue (Klar, Hoffmann and Giurescu, 2008)). Malgré des effets
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prometteurs, plusieurs effets secondaires importants comme une neutropénie, une inflammation des
muqueuses ou encore une toxicité périphérique ont été décrits dans des essais cliniques (pour revue

(Forli, 2014)).
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Figure 17. Trafic intracellulaire de protéines de réparation de I’ADN par la dynéine. Plusieurs protéines de
réparation de I’ADN sont transportées par la dynéine vers le centrosome. Il est suggéré que leur proximité avec
le noyau favorise leur translocation. Le blocage des microtubules par des MTA perturbe ce mécanisme et
sensibilise les cellules aux DDA (Giannakakou et al., 1997; Lo et al., 2005; Poruchynsky et al., 2015) (Created
with BioRender.com).

L’effet cytotoxique du paclitaxel suppose un arrét du cycle cellulaire pendant la mitose. La mort
cellulaire qui intervient donc au terme d’un arrét prolongé, suppose une division active de la cellule.
Paradoxalement, beaucoup de cellules tumorales humaines ayant un temps de doublement trés faible
restent sensibles a ces molécules (Komlodi-Pasztor et al., 2011; Mitchison, 2012). Plusieurs autres
¢léments peuvent expliquer I’effet bénéfique des taxanes en dehors d’un contexte de division cellulaire.
Dans une étude, le traitement de lignée de carcinome pulmonaire (A549) et mammaire (MCF7) par le

docétaxel a montré un effet potentialisateur d’agents endommageant I’ ADN (doxorubicine). Les auteurs
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de I’¢tude ont montré que le docétaxel entraine un blocage des microtubules pas seulement pendant
I’anaphase mais également pendant l’interphase. En réalisant des fractionnements biochimiques
cytosol/noyau, les auteurs trouverent que certaines protéines impliquées dans la réparation de I’ADN
telles que 53BP1, DNA-PKcs ou encore p53 étaient séquestrées dans le cytosol en présence de cette
drogue. Cette séquestration explique alors la sensibilité accrue de ces cellules dans de telles conditions
de traitements aux drogues induisant des cassures de I’ADN. La plupart des protéines de réparation de
1’ ADN co-immunoprécipitaient avec la dynéine. Le transport de protéines de réparations telles que p53
et 53BP1 avaient déja été démontré par d’autres équipes (Giannakakou, Sackett, et al., 2000; Lo et al.,
2005). En conclusion, en plus de son réle dans la perturbation de la ségrégation du matériel génétique
pendant la mitose, cette étude a mis en lumiére un effet délétere du docétaxel pendant I’interphase (figure
17) (Poruchynsky et al., 2015). Aussi, il a ét¢ montré que les taxanes pouvaient agir sur d’autres
mécanismes en activant par exemple ’apoptose (Mason et al., 1997), en inhibant 1’angiogenése

(Sweeney et al., 2001) ou encore en agissant sur le stress oxydant .

ii. Les déstabilisateurs des microtubules : les vinca-alcaloides

En 1958, Robert Noble et Charles Beer souhaitant étudier ’effet d’extraits de la pervenche de
Madagascar (Catharanthus roseus anciennement Vinca rosea) sur le diabéte chez le rat, découvrirent
non pas une diminution de la concentration sérique en glucose mais une déplétion des cellules
hématopoiétiques (Noble, Beer and Cutts, 1958). Plus tard, en 1960, Johnson et ses collégues trouvérent
que D’effet antitumoral observé provenait d’alcaloides présents dans les feuilles de cette espece : la
vincaleukoblastine, aujourd’hui appelée vinblastine. Une autre molécule présente dans chez C. roseus,
la vincristine, posséde des propriétés similaires a la vinblastine. Ces derniéres ont en effet montré des
effets probants sur la régression tumorale (Johnson et al., 1960). Les vinca-alcaloides (VAs) sont au
nombre de cinq : la vinblastine (VBL), la vincristine (VCR), la vinorelbine (VRL), la vindesine (VDS)
et la récente vinflunine (VFN). Aujourd’hui, ces molécules sont approuvées par la FDA pour le
traitement de différentes tumeurs telles que les leucémies, les lymphomes hodgkiniens ou les cancers
solides du sein et du poumon. A I’inverse des taxanes qui, en s’y fixant, augmentent la stabilité des
microtubules, les molécules de la famille des VAs favorisent leur dépolymérisation d’une manicre
concentration-dépendante (figure 16). L’action de ces molécules a donc pour conséquence un réseau

microtubulaire désordonné et une incapacité des monoméres de tubuline de s’assembler entre eux (pour
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revue (Martino et al., 2018)). La structure du dimere VBL-tubuline a été déterminée par Gigant et al et
qui montre que celle-ci se fixe entre une sous-unité a et une sous-unité B de la tubuline (Gigant et al.,
2005). Les VAs ont en effet des sites de liaison aux microtubules différents de celui des taxanes. Cette
déstabilisation des microtubules apportée par les VAs entraine donc une incapacité des microtubules a
fixer les kinétochores et de séparer correctement le matériel génétique pendant 1’anaphase (Jordan,

Thrower and Wilson, 1991; Ngan et al., 2001).

b. Les résistances
i. Isoformes Bl et mutations de la tubuline

La tubuline regroupe deux sous-unités appelées o et B. Les taxanes, nous ’avons vu, se lient
spécifiquement a la tubuline B. Des mutations de la tubuline  ont été identifiées la premiere fois en
1997 dans des lignées cellulaires de cancers ovariens (Giannakakou et al., 1997). Depuis, la création de
lignées cellulaires résistantes aux paclitaxel ou docétaxel a permis de rapporter des mutations de la
tubuline B dans des cellules de la lignée CHO (Chinese Hamster Ovary) (Gonzalez-Garay et al., 1999),
prostatiques (Hara et al., 2010) ou encore pulmonaire (Monz6 et al., 1999). Toutefois, ces résultats de
laboratoire ne sont pas forcément pertinents dans un contexte thérapeutique étant donné qu’aucune
analyse d’échantillons issus de patients n’a permis d’identifier ce type de mutations chez I’Homme (pour
revue (Berrieman, Lind and Cawkwell, 2004)). En plus de mutations de la tubuline, 1’isotype BIII de la
tubuline qui est normalement retrouvée dans les neurones du SNC et dans les cellules de Sertoli, est sur-
représentée dans des cellules de cancers ovariens (Kavallaris et al., 1997) et de cancer du poumon non
a petites cellules (Gan, Pasquier and Kavallaris, 2007). Chez les patients, la présence de cet isotype a
été associée a une agressivité tumorale importante et une résistance aux taxanes et certains VAs comme
la vinorelbine (Navelbine) (Séve and Dumontet, 2008). Bien qu’efficace contre les taxanes et VA, la
tubuline de classe 11l ne semble pas impacter la liaison des épothilones a la tubuline. En effet, il a été
montré que la présence de cette isoforme dans des lignées résistantes au paclitaxel n’impacte pas la
liaison des épothilones sur le microtubule (Magnani et al., 2006). La résistance aux épothilones semble
donc moins fréquente que celle des taxanes et VA, ce qui correle avec leur potentiel polymérisateur plus

important (Giannakakou, Gussio, et al., 2000).
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ii. Présence de protéines associées aux microtubules

1. Les protéines MAP2, MAP4 et stathmine

Dans les années 1970, des études de purification des microtubules ont permis de montrer que certaines
protéines restaient dans les fractions de microtubules polymérisés (Sloboda, Dentler and Rosenbaum,
1976). En effet, il a été estimé que 60% de ces fractions étaient composées de tubuline et les 40% restants
de protéines qui sont associées aux microtubules. Ces MAPS peuvent étre regroupées dans au moins 4
familles : les MAPs dites structurales qui fixent le microtubule formé et organise leur structure, les
MAPs dites +TIPs (plus-end-tracking proteins) qui fixent I’extrémité + des MTs, les protéines de
catastrophe qui favorisent le désassemblage des dimeres de tubuline et les protéines motiles qui participe
au trafic intracellulaire. Certaines protéines MAPs structurales stabilisatrices ont été décrites comme
étant impliquées dans la résistance thérapeutique aux MTA. La protéine MAP4 représente la principale
MAP non-neuronale. Néanmoins, elle a été retrouvée sur-représentée dans des cellules de la lignée
murine de carcinome mammaire C127. Dans ces cellules, la réduction de MAP4 induite par
I’augmentation de p53 a été associée a une chute de la viabilité cellulaire aprés un traitement a la VBL
(Zhang et al., 1999). De la méme fagon, la protéine stathmine codée par le gene STMN1 est fréquemment
surexprimée dans tumeurs hématologiques et solides (Machado-Neto, Saad and Traina, 2014; Mao et
al., 2018). D’un point de vue fonctionnel, la stathmine fixe les hétérodimeéres de tubuline libres (figure
16). Elle intervient donc indirectement dans la déstabilisation du réseau microtubulaire. Dans les cellules
de la lignée tumorale mammaire BT-549, il a été démontré que son inhibition par siRNA permet
d’accroitre la sensibilité de ces cellules a la VBL et au paclitaxel (Alli et al., 2007) et est associée a un
pronostic défavorable pour les cancers de ’ovaire (Su et al., 2009). Dans les neurones, la dynamique
microtubulaire est régulée par les protéines MAPT (tau) et MAP2. L’augmentation des isoformes
MAP2a et MAP2b, qui possédent une forte affinité pour les microtubules, a été retrouvée dans des
cellules de neuroblastomes BE(2)C résistantes a la VCR (Don et al., 2004). Ainsi, les protéines
stathmine, MAP2 et MAP4 ont été rapportées dans les cancers comme pouvant étre impliquées dans
’altération des effets des médicaments de la famille des taxanes et des VAs. Toutefois, certaines études
ont mis en évidence un effet positif de ces MAPs sur I’efficacité des traitements MTA (Bauer et al.,
2010 ; Devred et al., 2008) et ont été principalement étudiées dans un contexte in cellulo. En revanche,
chez le patient, la résistance thérapeutique aux taxanes a pu étre expliquée par la présence de la
principale MAP neuronale : la protéine tau.
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2. Laprotéine tau et la résistance aux taxanes

La majorité de ces études citent les travaux de Rouzier et collégues publiés en 2005 (Rouzier et al.,
2005) comme étant la premiére évidence d’un rdle de tau dans la résistance thérapeutique face a ces
composes (Mimori et al., 2006; Smoter et al., 2013; Wang et al., 2013; Bonneau et al., 2015). Bien que
cette étude ait été la pionniere dans 1’introduction de tau dans la résistance thérapeutique des cancers,
elle n’est pas la premiére & avoir mis en évidence une relation tau-MTA. En 1986, Drubin et Kirschner,
en souhaitant confirmer 1’effet de tau sur la polymérisation des microtubules, démontrérent un effet de
résistance face a un agent ciblant les microtubules. En utilisant de fortes concentrations de nocodazole
(33 puM) pour induire une déstabilisation des microtubules, les auteurs remarquérent que la
microinjection de 2 mg/ml de protéine tau (figure 18, cellule fléchée) empéchait ou ralentissait le
processus de dépolymérisation induit par le nocodazole alors que les cellules dépourvues de tau
affichaient un réseau microtubulaire déstabilisé (figure 18). lls conclurent a un réle de tau dans la
polymérisation des monomeres de tubuline et la stabilisation des microtubules formés (Drubin and
Kirschner, 1986). Néanmoins, en remettant ces résultats en perspective des connaissances actuelles,
cette étude permit également d’établir un effet de la protéine tau sur I’efficacité d’une drogue ciblant les

microtubules.

Figure 18. Premiére évidence d’un effet compétiteur de tau avec un agent ciblant les microtubules. Des
cellules RAT1 de fibroblastes sont traitées 1 min avec 33 uM de nocodazole C) Immunomarquage par un
anticorps couplé a la rhodamine de la tubuline. La fléche correspond a la cellule RAT1 de fibroblaste

microinjectée avec 2 mg/ml de protéine tau. D) Immunomarquage par un anticorps couplé a la fluorescéine de la
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protéine tau. La cellule fléchée est microinjectée avec 2 mg/ml de protéine tau et présente un réseau
microtubulaire stable en comparaison avec les cellules adjacente non-microinjectée dont les microtubules sont
déstabilisés (Drubin and Kirschner, 1986).

Prés de vingt ans plus tard, Rouzier et collegues collectérent des échantillons de tumeurs mammaires de
122 patients traités pendant 24 semaines au paclitaxel et aux anthracyclines. Parce que certaines études
estimérent & 40% le haut risque de récidive des cancers du sein malgré les traitements (Megerdichian,
Olimpiadi and Hurvitz, 2014), les auteurs tenterent de caractériser les genes qui interférent avec les
chimiothérapies contenant du paclitaxel. Par une technique de microarray, 1’étude révéla que 74% des
patients ayant présenté une réponse pathologique compléte (pCR, pathological Complete Response)
avaient de treés faibles quantités de tau. Ces résultats furent alors confirmés par des marquages
immunohistochimiques de tau dans les tissus de ces patients dont les tumeurs avaient été persistantes.
Les auteurs conclurent alors que la protéine tau était probablement le meilleur indicateur pour prédire la
réponse d’une tumeur au paclitaxel. Ils expliquérent cet effet par une compétition entre la protéine tau
et ce composé appartenant a la famille des taxanes. La diminution d’expression de tau par une approche
de siRNA permis aux auteurs de montrer que la modulation de son expression dans différentes lignées
cellulaires de cancers mammaires permettait de les résensibiliser aux taxanes. Cette résistance
thérapeutique est donc spécifique de I’expression de MAPT (Rouzier et al., 2005). Effectivement,
plusieurs études s’intéressant a la nature de I’interaction entre la protéine tau et le microtubule ont
montré que sa liaison pouvait se faire entre les hétérodiméres de tubuline, tout au long du microtubule
et au niveau de la face interne ou externe (Kar et al., 2003; Santarella et al., 2004; Kadavath, Jaremko,
et al., 2015; Martinho et al., 2018). Les auteurs de I’étude de Rouzier expliquent qu’en présence de tau,
le paclitaxel est moins susceptible de fixer le microtubule et d’induire une hyperpolymeérisation (Rouzier

et al., 2005).

Depuis, une quantité croissante de travaux s’est intéressée a ’effet compétiteur de la protéine tau et des
taxanes. La méme équipe a montré deux ans plus tard que de faibles quantité d’ARNm de MAPT était
retrouvé chez les patients ayant eu une pCR a une chimiothérapie a base de de paclitaxel/5-
fluorouracil/doxorubicine/cyclophosphamide (paclitaxel/FAC) (Andre et al., 2007). La méme
corrélation a été établie par Mimori et collegues. Dans leur étude, 86% des patients ayant un cancer
gastrique tau positif restaient insensibles au paclitaxel alors que 100% des cancers tau négatifs avaient

une réponse favorable a la chimiothérapie (Mimori et al., 2006). Dans ces études, la diminution
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d’expression de MAPT par une approche de siRNA augmentait la sensibilité des cellules cancéreuses au
paclitaxel démontrant ainsi le r6le exclusif de tau dans cette résistance thérapeutique. Wang et al
confirmérent que de faibles quantité de tau dans les cancers gastriques répondaient beaucoup plus
favorablement & des traitements au paclitaxel (Wang et al., 2013). Les cancers du sein et de 1’appareil
digestif ne sont pas les seuls concernés par cet effet de tau sur les taxanes. Dans une étude menée en
2013 par Smoter et ses collaborateurs, ’expression de MAPT a été retrouvée dans plusieurs cancers de
1’ovaire. Sur un total de 74 patientes, la protéine tau était retrouvée chez 74,3% d’entre elles. A I’instar
des études précédentes, le but ici était de déterminer la valeur prédictive de tau en réponse a une
chimiothérapie a base de sels de platine et de paclitaxel. Comme attendu par 1’équipe de recherche, la
survie globale (OS, Overall Survival) était significativement plus faibles pour les cancers tau positifs
(Smoter et al., 2013). De maniére intéressante, la surexpression du long ARN non codant IncRNA
MAPT-ASI, le régulateur négatif de I’expression de MAPT, a été associée a un meilleur pronostic pour
les patientes atteintes de cancers mammaires (Wang et al., 2019). En plus de ce INcCRNA, des microARN
ont également montré des effets de résistance aux taxanes par un mécanisme dépendant de tau. Les
miRNA miR-34c-5p et miR-186 ont été associés a une modulation de la résistance au paclitaxel dans
les cancers gastriques et bronchigues non a petites cellules (NSCLC, Non-Small Cell Lung Cancer) en
modulant I’expression de MAPT (Wu et al., 2013; Ye et al., 2016). Dans leur étude, Cai et collégue ont
mis en évidence une modulation d’expression des miR-362-3p, miR766-3p, miR-6507-3p dans la lignée
de NSCLC chimiorésistante H460 TaxR. Ces différences d’expression de miRNAs entre H460 et

H460_TaxR est associée a une augmentation d’expression de MAPT (Cai et al., 2019).

En plus des taxanes, les épothilones constitue un traitement qui a montré un bonne efficacité chez les
patients et sur des modéles cellulaires résistants au paclitaxel (Nicolaou, Roschangar and Vourloumis,
1998; Giannakakou, Gussio, et al., 2000; Lee et al., 2001). Dans une étude de phase Il qui cherchait a
définir I’efficacité et la dose d’administration de 1’ixabepilone, un épothilone utilisé¢ en chimiothérapie
néoadjuvante, les auteurs ont alors identifié le récepteur ER et ’ARNm de MAPT comme ayant la
meilleure valeur prédictive en réponse au traitement (Baselga et al., 2009). Cette corrélation est
expliquée par la capacité de tau a lier les microtubules. Tau pourrait donc s’avérer étre un marqueur de
I’efficacité des épothilones. Cependant, 1’étude de Fountzilas et al a démontré un effet opposé de tau
dans la sensibilité a I’ixabepilone (Fountzilas et al., 2013). Dans la discussion de cette derniére étude,
les auteurs expliquent tout de méme que leurs résultats sont en contradiction avec les effets de tau décrits
dans la littérature sur les MTAs. lIs expliquent alors que le sous-type tumoral, le type de traitement et la
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taille des échantillons peuvent expliquer ces différences. Des études plus approfondies restent

néanmoins nécessaires.

3. Les thérapies endommageant I’ADN

Bien que I’ADN soit le socle de I'information génétique, sa structure labile en fait une cible pour
diverses menaces endogénes ou exogenes. Des mutations apparaissent en effet quotidiennement dans
chacune de nos cellules dont le nombre est estimé a environ 70 000 par jour. Ces dommages peuvent
apparaitre spontanément notamment lors de la réplication de ’ADN ou par des modifications
intrinseques des bases lors de processus telles que la désamination spontanée ou étre apportées par
différents éléments chimiques, physiques ou biologiques (pour revue (Tubbs and Nussenzweig, 2017)).
Nous pouvons alors classer ces sources de dommages en deux catégories : les facteurs endogénes et les
facteurs exogenes. Au sein de ces deux catégories, plusieurs sous-catégories peuvent étre identifiées.

Une proposition de classification est représentée dans la table ci-dessous (table 1).

Catégorie Interne Externe

Sous-catégorie Stress cellulaires Autres Naturelle Thérapeutique

Alimentation, UV, s
Radiothérapie, agents

Dommages erturbateurs ., .
Stress oxydant, , g , P L. alkylants, antimétabolites,
Source stress réplicatif récurrents/spontanés  endocriniens, agents inhibiteurs de topoisomérase
P de ’ADN infectieux, tabac, P !

antibiotiques
alcool, drogues g

Table 1. Catégories de sources d’endommagement de I’ADN. Les sources d’endommagement de I’ADN

peuvent &tre endogénes ou exogenes. Adapté de (Tubbs and Nussenzweig, 2017)

L’endommagement de I’ADN constitue donc 1I’une des premiéres causes de la sénescence, de 1’apoptose
ou de la carcinogenése pour une cellule (Carusillo and Mussolino, 2020). Dans ce dernier cas, une forte
instabilité génomique va provoquer un taux de mutations plus élevé permettant 1’expression
d’oncogénes ou la répression de génes suppresseurs de tumeurs. Bien que cette instabilité génomique
soit favorable a la progression tumorale, elle constitue également son talon d’Achille. En effet, cette

instabilité rend la cellule cancéreuse plus sensible aux facteurs endommageant I’ADN. Ainsi, des

69



éléments physiques comme les rayons X en radiothérapie ou chimiques comme différentes molécules
(table 1) en chimiothérapie sont considérablement utilisés dans le traitement d’un cancer. Ces thérapies

sont diverses et variées et induisent différents types de dommages.

a. Les chimiothérapies a base de DDA
i. Lesantimétabolites

Par définition, les antimétabolites perturbent le métabolisme cellulaire et induisent des dommages. En
chimiothérapie, ils induisent des dommages a I’ ADN en visant sa réplication. Le 5-fluorouracil (5-FU),
du groupe des analogues de la pyrimidine, est la premiére molécule synthétisée au siécle dernier et
aujourd’hui utilisée abondamment dans le traitement de certains cancers comme 1’adénocarcinome
colorectal. Une fois métabolisé par la cellule en 5-FAUMP (5-fluorodésoxyuracile monophosphate), il
bloque sélectivement ’activité de la thymidylate synthase (TS) qui limite la formation de thymidine 5°-
triphosphate (dTTP). Ceci a pour conséguence des erreurs de réplication, une accumulation de
dommages a I’ADN, un arrét du cycle en phase S et, a termes, conduit la cellule a entrer en apoptose
(figure 19) (Maybaum et al., 1980). Des analogues du 5-FU, comme de la floxuridine (5-fluoro-2’-
désoxyuridine, 5-FdU) ou la capécitabine (Xeloda) sont utilisés dans le traitement du cancer du colon et

cancers du sein métastatiques résistants aux anthracyclines taxanes (Pallis et al., 2012).

Le 5-FU fait partie de la famille des analogues des bases pyrimidiques. Il existe également des analogues
des bases puriques. C’est le cas notamment de la 6-mercaptopurine (6-MP) et de la 6-thioguanine (6-
TG). A I’instar du 5-FU, les analogues de la purine sont métabolisés dans la cellule et interférent avec
la formation du brin d’ADN néosynthétisé (Inamochi et al., 1999). La 6-TG est par exemple incorporée
dans les acides nucléiques par la protéine hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HPRT)
(Elion, 1989). Une fois incorporée a I’ADN, la 6-TG peut étre méthylée par la S-adénosylméthionine,
formant le substrat S6-méthylthioguanine et qui, par mésappariement avec la thymine et cytosine
conduit a une accumulation de dommages a I’ADN, un arrét prolongé du cycle cellulaire en phase G2
et a I’apoptose et I’autophagie (Yan et al., 2003; Yamane, Taylor and Kinsella, 2004). De plus, la 6-TG
peut également induire un stress oxydant (Chaabane and Appell, 2016). La 6-thioguanine est utilisée
dans le cadre des leucémies aigués lymphoides de I’enfant (Gehan and Freireich, 2011; L. Chen et al.,

2020).
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D’autres types d’antimétabolites comme le méthotrexate (MTX) faisant partie du groupe des antifolates,
les plus anciennes molécules de la famille des antimétabolites. Etant un antagoniste de ’acide folique,
le MTX fixe la dihydrofolate réductase et inhibe son activité empéchant ainsi la biosynthese du
tétrahydrofolate. Ce mécanisme induit donc une carence en bases puriques et altére la réplication. De
nos jours, le MTX et d’autres antifolates sont utilisés ou en essai clinique pour le traitement des cancers
hématologiques, cérébral, mammaire ou encore des sarcomes (Kozminski et al., 2020). Dans certaines
chimiothérapies, I’hydroxyurée peut étre utilisée. Cette molécule également appelée hydroxycarbamide
réduit Pactivité de la ribonucléotide réductase et diminue ainsi le pool de désoxyribonucléosides
triphosphates (ANTP). Elle est principalement utilisée dans le traitement de certains mélanomes et

tumeurs cérébrales (Madaan, Kaushik and Verma, 2012).

Ainsi, il existe une grande diversité d’antimétabolites agissant sur différentes enzymes impliquées dans
le métabolisme des acides nucléiques et administrés dans le cas de plusieurs types de cancers. Leur mode
d’action repose principalement sur I’altération du métabolisme des acides nucléiques créant ainsi des

défauts de réplication de I’ADN et une accumulation de dommages simple et double brin.

ii. Les agents alkylants

Historiquement, la découverte des effets antitumoraux des composés de la famille des agents alkylants
remonte & la deuxiéme guerre mondiale. Des autopsies de soldats de la premiére guerre mondiale
victimes de gaz moutarde montrérent une hypoplasie lymphoide et une myélosuppression. Ainsi, en
1942, Alfred Gilman et Louis Goodman menérent des expériences sur souris porteuses de tumeurs
lymphoides transplantées et découvrirent une régression tumorale importante lorsque celles-ci étaient
traitées avec un composé azoté identique a ceux retrouvés dans les armes chimiques. Les expériences
qui suivirent permirent de montrer que la moutarde azotée administrée a un patient atteint d’un
lymphome non-Hodgkinien entraina une rémission (Gilman and Philips, 1946; Gilman, 1963; Chabner

and Roberts, 2005).

Le mode de fonctionnement des agents alkylants repose sur 1’ajout d’un groupement alkyle sur la
guanine créant des mésappariements et un endommagement de I’ADN. Ces dommages peuvent
apparaitre par trois mécanismes : (1) un cross-link entre deux guanines empéche la séparation des deux

monobrins pendant la réplication, (2) I’alkylation induit des mésappariements qui générent directement
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une cassure de I’ADN ou (3) indirectement par la prise en charge de protéines de réparation (figure 19).
Les agents alkylants peuvent étre classés dans au moins six différents groupes : (1) les alkyles-sulfonates
(busulfan), (2) les éthyléne-imines and méthyles-mélamines (héxaméthylmélamine ou altrétamine), (3)
les moutardes azotées (cyclophosphamide, chlométine, ifosfamide ou encore melphalan), (4) les
triazénes (dacarbazine et témozolomide), (5) les pipérazines et enfin (6) les nitrosurées (carmustine et

streptozocine).

Les moutardes azotées sont un groupe d’agents alkylants dont le cross-link créé intervient entre deux
positions O6 ou N7 des guanosines monophosphates de brins complémentaires (Price et al., 1968; Dong
et al., 1995). Ainsi, la principale lésion créée par ces molécules est la OS-alkylguanine (pour revue
(Margison and Santibafiez-Koref, 2002)). Malgré la synthese de centaines de moutardes azotées, seules
quelques molécules sont actuellement utilisées dans le traitement des cancers. Ainsi, la chlorméthine
(ou méchloréthamine, la molécule utilisée par Gilman et Goodman), la cyclophosphamide, le melphalan,
le chlorambucil et I’ifosfamide sont aujourd’hui couramment utilisés dans le traitement des cancers des
testicules (Loehrer et al., 1988), des ovaires (Young et al., 1990), du sein (Rivkin et al., 1989) ou encore
du myélome (Barlogie et al., 1990). En plus des molécules de la famille des moutardes azotées, les
nitrosourées telles que la carmustine sont utilisées dans le traitement des gliomes (Walker et al., 1978)
et des myélomes (Presant and Klahr, 1978). Les sels de platines comme le cisplatine ou 1’oxaliplatine
générent également des cross-link entre les bases puriques de I’ADN. Le mécanisme d’action du
cisplatine repose sur une liaison des purines sur leur azote N7 créant des cross-link et induisant des
dommages a I’ADN dans les cancers du poumon, de I’ovaire et du sein (Dasari and Tchounwou, 2014).
Des études récentes ont montré que les agents alkylants étaient générateurs de CDB de I’ADN en
induisant un arrét prolongé des fourches de réplication pendant la phase S (Kondo et al., 2009; Roos et

al., 2009; Quiros, Roos and Kaina, 2010).

iii. Les inhibiteurs de topoisomérase

Les toposisomérases sont des enzymes capables de modifier ’enroulement de la double hélice en
hydrolysant le ou les brins d’ADN générant une cassure essentielle dans les processus de réplication et
de transcription. Il existe la topoisomérase de type | appelée communément I’ADN topoisomérase et
celle de type Il appelée ADN gyrase. Alors que la topoisomérase de type | génere des cassures simple

brin (CSB) transitoires, la topoisomérase Il induit des CDB transitoires (pour revue (Wang, 2002)).
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Cette dernicre clive les liaisons phosphodiesters des deux brins d’ADN, générant donc une CDB dans
un segment nommé G (gated) pour y faire passer un autre segment T (transported). De ce fait, la
topoisomeérase Il est une cible de choix contre les cellules tres prolifératives. Ses inhibiteurs permettent
en effet une accumulation importante de dommages a I’ADN une efficacité contre plusieurs types de

cancers (figure 19).

Les inhibiteurs de topoisomérase peuvent étre classés dans deux groupes en fonction de leur mécanisme
d’action. Ainsi, 1’étoposide, la doxorubicine, la daunorubicine et le mitoxantrone, souvent retrouvés
sous le nom de «poisons topo Il » (en anglais, «topo Il poisons ») agissent sur le complexe
topoisomérase I1-ADN en le stabilisant et maintenant ainsi la double cassure, empéche la réplication ou
la transcription d’étre réalisée et entraine, a termes, la mort cellulaire (pour revues (Fortune and
Osheroff, 2000; Pommier et al., 2010)). Le second groupe connu sous le nom de « médicaments ciblant
la topo Il » (en anglais, topo Il-targeting drugs) regroupe principalement les inhibiteurs du cycle
catalytique de I’enzyme. Ces molécules empéchent simplement la topoisomérase II de réaliser une CDB,
par compétition avec I’ATP ou prévention de son hydrolyse, et ne générent donc pas de dommages a
I’ADN. Elles sont plutdt utilisées en clinique comme cardioprotecteurs ou potentiateurs d’autres
composés comme la doxorubicine par exemple (Larsen, Escargueil and Skladanowski, 2003; Skok et

al., 2020).

La doxorubicine (également appelée hydroxydaunorubicine ou Adriamycine) est une molécule de la
famille des anthracyclines utilisée en routine dans plusieurs types de cancers incluant le sein, les ovaires,
les poumons, les lymphomes Hodgkiniens et non-Hodgkiniens ou encore les myélomes et sarcomes
(pour revue (Cortés-Funes and Coronado, 2007)). Elle a été synthétisée a partir de la daunorubicine, une
molécule découverte dans I’espece bactérienne S. peucetius de la famille des Streptomyces (Arcamone
et al., 1969). En tant que poison de la topoisomérase II, son principal mécanisme d’action repose sur
I’altération de cette enzyme et la génération de CDB de I’ADN (Tewey et al., 1984). Un autre
mécanisme qui lui a rapidement été imputé est la génération de radicaux libres et la genése d’un stress
oxydant. La formation de la doxorubicine-semiquinone peut altérer directement la mitochondrie en
agissant sur la chaine respiratoire mitochondriale (Davies and Doroshow, 1986; Doroshow and Davies,
1986) ou en perturbant les flux calciques (Solem, Henry and Wallace, 1994) et induisant une formation
de stress oxydant. Malgré des effets secondaires notoires telles qu’une cardiotoxicité, la doxorubicine

est un traitement de choix, efficace dans plusieurs cancers.
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iv. Les radiomimétiques

Il existe des molécules qui induisent des CDB de I’ADN en intervenant directement sur sa sequence. En
raison de leur effet similaire aux radiations qui générent directement des CDB, ces molécules sont
appelées « radiomimétiques » dont la plus connue est la bléeomycine (figure 19). Cette molécule est un
peptide isolé de la bactérie Streptomyces verticillus et est utilisée notamment dans certains lymphomes
et cancer testiculaires (Bennett and Reich, 1979). Les effets toxiques qu’elle apporte a ’ADN sont
tellement similaires a ceux des radiations que la NASA a publié des travaux proposant d’utiliser ce
compos¢ pour mimer les effets des rayonnements ionisants spatiaux sur I’Homme (Lu, 2017).
L’antibiotique C-1027, un autre radiomimétique de la famille des énédyines, agit de maniére quasiment
identique et induit directement des CDB qui permettent 1’activation des protéines ATM, ATR, p53,
Chk1/2 et DNA-PKcs (Liu et al., 2001; Kennedy and Beerman, 2006). Les sels de platines comme le
cisplatine ou ’oxaliplatine et les anthracyclines comme la doxorubicine et daunorubicine sont parfois
considérés dans la littérature comme étant également des radiomimétiques dans leur mécanisme d’action

(Barot, Laverick and Nias, 1985; J. H. Lee et al., 2013).

Antimétabolites

Inhibiteurs de
topoisomérase

Agents alkylants

Radiomimétiques

Figure 19. Les thérapies endommagement I’ADN. Les différentes molécules utilisées en chimiothérapie
peuvent générer différents types de dommages. Les antimétabolites et agents alkylants induisent principalement

des modifications de bases et mésappariements alors que les inhibiteurs de topoisomérase et radiomimétiques
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induisent des CDB et un arrét des fourches de réplication. A termes, les dommages du simple brin dégénérent en
CDB. La radiothérapie induit directement des CSB et CDB de I’ADN. En plus de leurs mécanismes d’action
directes, ces différentes thérapies accentuent ’instabilité génomique en induisant un stress oxydant (Created with

BioRender.com).

L’endommagement de I’ADN est particuliérement recherché dans le traitement d’un cancer. En effet,
lors de la phase S du cycle cellulaire, 1’arrivée des fourches de réplication sur une matrice endommagée
compromet fortement la survie de la cellule. Les chimiothérapies a base de DDA ont montré leur
efficacité ces derniéres décennies et sont alors utilisés dans le traitement de plusieurs types de tumeurs
solides. Seulement, I’utilisation de la chimie n’est pas la seule a produire de tels effets. En effet, depuis
I’essor de la physique moderne et la découverte des rayons X par Rontgen a la fin du XIXe siecle, une

autre approche thérapeutique utilisant la physique des particules et des rayonnements a vu le jour.

b. La radiothérapie a base de rayonnements ionisants

Un rayonnement est dit ionisant lorsqu’il a la capacité d’arracher des ¢lectrons a la matiere. 1l existe des
rayonnements ionisants dits particulaires provenant de la désintégration de noyaux instables générant
des rayonnements o (noyau d’hélium) et  (électrons B* ou antiélectrons 3°) mais aussi des rayonnements
dits électromagnétiques et qui comprennent les rayons vy et les rayons X. Les rayonnements y peuvent
étre obtenus par la désintégration de *’Césium ou de °Cobalt et les rayons X qui sont aujourd’hui
obtenu par des LINAC. La radiothérapie consiste en 1’application d’un rayonnement ionisant
électromagnétique qui vise a endommager les structures cellulaires et macromolécules biologiques dans
une perspective thérapeutique. La premicre utilisation d’une thérapie a base de rayonnements date de
1901 pour le traitement d’un lupus érythémateux avec une source de radium. Les années qui suivirent
virent I’utilisation d’éléments radioactifs utilisés chez des patients atteints de différents types de cancers.
Dans les années 1940 vint I’avénement des LINAC présentant 1’avantage d’éviter des expositions
collatérales grace a rayonnement ciblé et dont I’émission s’arréte en méme temps que I’extinction de la
source. C’est en 1953 que le premier LINAC est utilis¢ a I’hopital Hammersmith de Londres pour le
traitement d’un patient atteint d’un cancer solide (pour revue (Gupta, 1995; Thwaites and Tuohy, 2006)).

Aujourd’hui, il est estimé qu’environ 50% des cancers existants sont traités par radiothérapie en
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complément de la chirurgie et/ou de la chimiothérapie (pour revue (Delaney et al., 2005; Allen, Her and

Jaffray, 2017)).

Les rayonnements ionisants utilisés lors d’une séance de radiothérapie ont pour but d’induire dans la
zone concernée une dégénérescence cellulaire. En effet, I’irradiation peut déclencher 1’apoptose, la
nécrose et la sénescence et permet donc la réduction d’une masse tumorale. Ces effets sont apportés par
différents mécanismes. Bien que la radiothérapie induise une toxicité dans plusieurs compartiments
cellulaires, le plus décrit dans la littérature est son effet dans le noyau et en particulier sur le double brin
d’ADN. En effet, pendant ’avénement des machines émettrices de rayonnements ionisants, une étude
publia pour la premiére fois des effets toxiques des rayons X sur I’ADN (Scholes, Stein and Weiss,
1949). Depuis, un nombre considérable d’étude a montré que les rayonnements ionisants ont un effet
direct sur la séquence d’ADN et provoquent des CSB, cross-links, mésappariements et CDB. Ces
dommages sont obtenus par le « bombardement » direct des électrons produits par le faisceau sur I’ADN
(Chen et al., 1998; Collis et al., 2004; Lacombe, Le Sech and Esaulov, 2004; Hunniford et al., 2007,
Sharma, Swarts and Bernhard, 2011; Thopan et al., 2017). En plus de provoquer des 1ésions de I’ADN,
les rayonnements ionisants altérent également certains organites tels que le réticulum endoplasmique
(RE) (Pang et al., 2013) et la mitochondrie (Pearce et al., 2001; Barjaktarovic et al., 2011; Walsh et al.,
2017), participant en plus a la cytotoxicité. De ce fait, ils sont aussi responsables de la formation d’un
stress oxydant cellulaire exacerbant I’accumulation de dommages a 1’ADN. L’utilisation des
rayonnements ionisants en radiothérapie s’est imposée au fil des années pour le traitement des cancers
du sein, de I’ovaire, de la prostate, de la peau, des poumons ou encore des voies aéro-digestives (pour

revue (Baskar et al., 2012)).

La chimiothérapie a base de DDA et radiothérapie ont démontré des effets positifs importants pour les
patients atteints de plusieurs types de cancers. Toutefois, I’efficacité de ces traitements reste relative

dans la mesure ou certains cancers affichent une résistance.

c. Larésistance a I’endommagement de I’ADN : mécanismes de réparation des CDB

Comme nous 1’avons vu dans la partie précédente, il existe plusieurs types d’endommagement de
I’ADN : la modification ou le mésappariement de bases, les insertions et délétions ou les CSB et CDB.

En fonction du traitement utilisé et du dommage induit, il pourra y avoir différents mécanismes de
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résistance généraux, décrits au début de cette partie, ou adaptés. Effectivement, I’efficacité de ces
traitements repose sur I’induction de dommages a I’ADN. La résistance face a ces traitements est dans
la plupart des cas dus a une réparation de ces dommages induits. Il existe en effet plusieurs des
mécanismes de réparations des dommages ponctuels et CSB ainsi que des réparations spécifiques des

CDB.

i. Généralités sur la réparation des cassures de I’ADN

L’endommagement de I’ ADN entraine 1’activation d une cascade de signalisation nucléaire appelée voie
de réponse aux dommages a I’ADN (DDR, DNA Damage Response). Celle-ci comprend I’arrét du cycle
cellulaire et le recrutement de protéines promptes a initier la réparation du dommage. En fonction du
dommage, plusieurs voies de réparation seront mises en place. Pour les modifications de bases et
mésappariements, les réparations de type excision de bases (BER, Base Excision Repair), excision de
nucléotides (NER, Nucleotide Excision Repair) ou la réparation des mésappariements (MMR, Mismatch
Repair) permettront a la cellule de réparer le dommage et réactiver le cycle (pour revue (Zhang, Rohde
and Wu, 2009)). Les molécules de chimiothérapie induisant des dommages a I’ADN ainsi que les
rayonnements ionisants en radiothérapie peuvent générer ce type de dommages et enclencher, entres
autres, ce type de réparation. Dans les cellules cancéreuses, la BER et la NER peuvent étre associés a
une résistance thérapeutique relative contre différents traitements (pour revues (Adhikari et al., 2008;
Duan et al., 2020)). Néanmoins, les CDB restent le type de dommage le plus toxique pour une cellule
et sont responsables de ’efficacité de ces traitements. En parall¢le, les mécanismes de réparation des
CDB sont les facteurs de résistance les plus importants pour ce type de traitement et constituent le plus
grand défi en cancérologie. Seules les réparations des CDB comme facteurs de résistance a la

chimiothérapie et radiothérapie seront donc développés ici.

Il existe plusieurs mécanismes de réparation des CDB. Parmi eux, certains nécessitent une homologie
de séquence et sont appelés HDR (homology-directed repair) quand d’autres n’en n’utilisent pas et sont
appelés EJ (end-joining). La réparation de type EJ comprend la jonction des extrémités non-homologues
canonique ou c-NHEJ (en anglais, canonical non-homologous end joining) ainsi que la jonction des
extrémités non-homologue alternative ou a-NHEJ (en anglais, alternative non-homologous end joining).
Les réparations de type HDR comprennent la recombinaison homologue ou HR (en anglais, homologous

recombination) et la SSA (en anglais, single-strand annealing). Les génes impliqués dans les réparations
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de type a-NHEJ et SSA, généralement décrites comme générant de I’instabilité génomique, sont
surexprimés dans les cancers déficients en mécanismes de réparation HR (mutations des genes
BRCA1/2) et conditionnent alors a leur survie. Ces voies ne seront cependant pas décrites dans ce
manuscrit. Seules seront développées ici les réparations de type NHEJ et HR. Dans la suite de ce
manuscrit, le terme « NHEJ » référera a la c-NHEJ. Il sera précisé lorsque nous aurons a faire a la

réparation de type a-NHEJ.

Bien que I’ADN génomique soit toujours imbriqué dans un paysage chromatinien varié, ces modeles de
réparation sont souvent considérés uniquement pour de I’ADN nu. Le rdle de 1’organisation locale de la
chromatine est pourtant primordial dans le recrutement de différents effecteurs protéiques pour réaliser
la réparation du double brin. D’un point de vue structurel, Burgess et ses collaborateurs ont montré que
I’induction d’une CDB par irradiation entraine dans un premier temps une relaxation trés rapide de la
chromatine immédiatement suivie par une recompaction locale. Les auteurs ont établi que celle-ci était
essentielle pour I’activation compléte de la DDR et sans qui, la réparation n’a pas lieu et la survie des
cellules est compromise. En revanche, cet état de compaction est transitoire puisque la réparation totale
des brins lésés supposent une nouvelle relaxation a la fin du processus de DDR (Burgess et al., 2014).
Cette modification structurelle de la chromatine met évidemment en jeu des modifications d’histones.
La mieux caractérisee est la phosphorylation du variant d’histone H2AX sur la sérine 139 (phospho-
H2AX Ser139 ou YH2AX) par des kinases telles que ATM, ATR et DNA-PK. Ce variant d’histone
phosphorylé sert de plateforme de recrutement pour diverses protéines comme MDC1 qui va étendre
’activation d’ATM et la phosphorylation de H2AX sur plusieurs kilobases autours de la CDB (Rogakou
et al., 1999; Stiff et al., 2004). En plus de H2AX, d’autres histones sont également modifiées. Par
exemple, ’acétylation de I’histone H4 par la protéine Tip60 permet de restreindre d’autres modifications
post-traductionnelles d’histones alentours afin d’organiser localement la chromatine et de la préparer a
la réparation sous-jacente (Murr et al., 2006). Une étude de 2018, qui a examiné plusieurs
caractéristiques de la chromatine dans un contexte d’induction de CDB, a révélé dans des cellules de la
lignée U20S une perte de I’histone H1 sur plusieurs mégabases de part et d’autre de la CDB. De maniére
intéressante, les auteurs ont également trouvé que I’histone H2B subissait une transition entre une
monoubiquitinylation et une acétylation sur sa lysine 120, spécifiquement pour la NHEJ (Clouaire et
al., 2018). En effet, certaines modifications d’histones seront spécifiques de la NHEJ alors que d’autres

le seront pour la HR (figure 20) (pour revue (Clouaire and Legube, 2019)). L’activation de la voie DDR
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et le déclenchement de la NHEJ ou de la HR nécessitent donc un remodelage local et étendu de la

chromatine spécifique a chacune de ces deux voies de réparation.

NHEJ nucleosome | HR nucleosome

N-term

Figure 20. Le nucléosome de la NHEJ et de la HR. Les stades précoces de la réparation des CDB sont
caractérisés par une réorganisation de la chromatine. Des acétylation, méthylation, phosphorylation et
ubiquitinylation bien spécifiques des histones dans les nucléosomes permet le recrutement d’effecteurs

protéiques impliqués dans la NHEJ ou la HR (figure de (Clouaire and Legube, 2019)

Ces modifications chromatiniennes vont également servir de plateforme de recrutement a certaines
protéines initiatrices de la voie DDR. En effet, au niveau du site 1ésé, deux protéines vont agir de maniére
antagoniste. Généralement, si la protéine BRCAL est recrutée, la cellule en phase S ou G2 va favoriser
la HR alors que si c’est la protéine S3BP1 qui est présente, la cellule privilégiera la NHEJ. Alors que
53BP1 inhibe la resection d’un des deux brins 1ésés nécessaire a la HR pendant la phase G1 (Bothmer
et al., 2010), BRCA1 inhibe 53BP1 en phase S afin d’inhiber la NHEJ pendant la réplication d’ADN
(Bunting et al., 2010). Toutefois, I’activité de BRCA1 peut également limiter le déclenchement de la
HR. En stabilisant la protéine Ku80 au sites lésés, Jiang et collegues ont montré que BRCAL pouvait
étre favorable a la NHEJ spécifiquement pendant la phase G1 du cycle cellulaire (Jiang et al., 2013).
Aussi, a travers un complexe avec la protéine RAP80, il a été montré que BRCAL pouvait restreindre la

resection du brin lésé par CtIP dans les phases S/G2 du cycle cellulaire (Coleman and Greenberg, 2011).

79




L’ubiquitinylation de I’histone H2A servant de plateforme pour la protéine RAP80 est essentielle dans
le recrutement de BRCAL au niveau de la CDB (Wang et al., 2007). La présence de la protéine HP1,
notamment au niveau de la marque H3K9me2, semble également étre importante pour le recrutement
de BRCAL (Y.-H. Lee et al., 2013). Le modeéle de recrutement de 53BP1 au site de la CDB suppose,
lui, une interaction avec MDC1 et la marque H4K20me2 (Botuyan et al., 2006; Eliezer et al., 2009).
Une autre étude a montré que 53BP1 pouvait reconnaitre et lier I’histone H2 A ubiquitinylée sur la lysine
15 par RNF168, une marque spécifique de la NHEJ (figure Nucléosome NHEJ) (Fradet-Turcotte et al.,
2013).

En conclusion, avant méme le début de la réparation de la CDB, une réorganisation stricte de la
chromatine médiée par des modifications spécifiques d’histones sert de plateforme de recrutement pour
différentes protéines. Parmi elles, BRCAL et 53BP1 exercent une dualité qui permet a la cellule

d’enclencher la HR ou la NHEJ, respectivement.

ii. La réparation par jonction des extrémités non-homologues

A I’inverse de la HR, a NHEJ est effective tout au long du cycle cellulaire et constitue donc le mécanisme
de réparation des CDB principal chez les eucaryotes supérieurs. Ces organismes ont la particularité
d’avoir un génome conséquent présentant beaucoup de séquences répétées. Dans une telle configuration,
la HR pourrait étre source de désalignements et générer des erreurs quand la NHEJ semble plus

appropriée.

1. Mécanisme

A la base de la NHEJ, les extrémités de ’ADN endommagé sont reconnues par I’hétérodimére de
protéines Ku70 et Ku80 (également appelée Ku86). Les analyses de cristallographie par rayons X ont
montré que Ku70 et Ku80 ont une structure dite toroidale (forme d’anneau) (Walker, Corpina and
Goldberg, 2001) et s’enroulent autour des extrémités 1ésées. Une fois le complexe Ku-ADN formé, la
protéine kinase DNA-PKcs est recrutée et fixe Ku80. En plus d’activer par la phosphorylation certaines
protéines effectrices de la voie DDR, la protéine DNA-PKcs maintien les extrémités d’ADN
suffisamment proches pour étre jointes. Puis, la protéine Artemis, une exonucléase possédant une

activité 5°-3’, est recrutée au site endommageé. L’intérét du recrutement d’une telle protéine provient du
80



fait que la lésion laisse souvent des extrémités dites incompatibles, dont les brins vacants ne permettent
pas une jointure franche et correcte. Bien que la protéine Artemis possede intrinsequement une activité
exonucléase 5°-3°, le complexe DNA-PKcs-Artemis est en plus doté d’une activité endonucléase 5°-3
et 3°-5, utilisé notamment dans le cas de la recombinaison V(D)J (Ma et al., 2002). Un mécanisme
alternatif permettant également la formation d’extrémités compatibles consiste non pas a adopter une
stratégie de section mais plutdt une stratégie de polymérisation. En effet, les polymérases pol p et pol A,
si nécessaire, peuvent initier une polymérisation au départ du complexe Ku-ADN. La pol p a I’avantage
de pouvoir réaliser une synthése d’ADN indépendamment d’une séquence dite template alors que la pol
A est beaucoup plus flexible que les autres polymérases. Cependant, il a été montré que la présence de
ces deux polymérases sont essentielles dans la réaction de end-joining (Ma et al., 2004). Les extrémités
de ’ADN Iésé ayant été¢ rendues compatibles sont enfin prises en charge par un complexe protéique
composé de la ligase 1V (Lig4), XRCC4 (en anglais « X-ray repair cross-complementing protein 4 ») et
XLF (en anglais « XRCC4-like factor ») pour réaliser I’étape de liaison (en anglais « ligation »). XRCC4
en particulier, avec 1’aide de XLF, permettent a I’ADN ligase IV d’interagir avec ’ADN. La grande
flexibilité du complexe ADN ligase IV-XRCC4-XLF permet de reformer une liaison entre des
extrémités d’ADN complexes ou incompatibles, ce qui en fait un élément clé dans la réalisation de la
NHEJ (pour revue (Lieber, 2010; Her and Bunting, 2018)) (figure 21). La simplicité de son mécanisme,
sa rapidité — sa durée a été estimée a moins de 30 minutes (Mao et al., 2008a) — ainsi que son
indépendance face a une homologie de séquence fait de la NHEJ le mécanisme de réparation des CDB
le plus utilisé tout au long des phases du cycle cellulaire mais est dés lors considérée comme étant un

mécanisme error prone.

2. Un mécanisme error prone ou error free ?

En théorie, le mécanisme de coupure franche des extrémités d’ADN incompatible et leur liaison peut
étre considéré comme étant source de petites délétions et d’insertions et donc d’erreurs génomiques. En
effet, la NHEJ a longtemps été considérée comme étant génératrice d’erreurs (en anglais « error-
prone ») et source d’instabilité génomique importante. Cette simplification de ce qu’est la NHEJ rend
ce postulat erroné. La NHEJ, tout comme la HR qui sera décrite plus tard, participent & la stabilité

génomique et peuvent, dans certains cas, étre sources de réarrangements chromosomiques.
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Rappelons tout d’abord que la NHEJ est le mécanisme majoritaire dans les cellules des eucaryotes
supérieurs pour réaliser la réparation d’une CDB. En effet, des études de knock-down de génes tels
DCLRELC (géne codant Artemis) ou encore PRKDC (gene codant DNA-PKcs) ou I’utilisation de
systemes rapporteurs ont montré que la NHEJ était majoritaire tout au long du cycle et était responsable
de la réparation d’environ 80% des CDB (Mao et al., 2008b; Beucher et al., 2009). Chez les levures et
mammiferes, il a été montré qu’entre 20 et 50% des clivages réalisés par des nucléases formant des
extrémités cohésives pouvaient étre réparés avec précision par la NHEJ (Lin, Lukacsovich and
Waldman, 1999; Clikeman et al., 2001). Weiffenbach et Haber ont par ailleurs montré que le
pourcentage de NHEJ imprécises dans des cellules de Saccharomyces cerevisiae mutées pour rad52,
I’homologue fonctionnelle de BRCA2 chez le mammifére, était de 1%, un chiffre revu a la baisse a
0,04% et 0,01% par d’autres études (Weiffenbach and Haber, 1981; Kramer et al., 1994; Clikeman et
al., 2001). En plus de la réparation de I’ADN, la NHEJ est impliquée dans la recombinaison V(D)J. En
effet, dans le processus de production des immunoglobulines et des récepteurs des cellules T, les
protéines RAG1 et RAG2 (recombination activating genes 1 or 2) génerent une CDB dans des
séquences de génes codant les différentes parties de ces protéines. Les CDB se trouvant dans les
domaines V (Variable), D (Diversity) et J (Joining) sont réparées par les protéines de la NHEJ. Ces
réarrangements chromosomiques participent a la grande diversité des immunoglobulines et des
récepteurs des cellules T et nécessitent une trés grande précision pour répondre aux mieux aux potentiels
antigénes rencontrés par I’organisme. Ainsi, des mutations hypomorphes dans les génes codant les
facteurs de la NHEJ Artemis, DNA-PKcs, XLF ou encore I’ADN ligase IV, réduisant donc leur
production, sont en partie responsable d’un syndrome appelé déficit immunitaire combiné sévere (SCID,
Severe Combined Immunodeficiency) (pour revues (Soulas-Sprauel et al., 2007; Malu et al., 2012)). De
la méme facon, les souris immunodéficientes SCID utilisées en laboratoire possédent des mutations

notamment dans le géne PRKDC codant la DNA-PKcs (Jhappan et al., 1997).

Dans des cellules de mammifeéres (cellules de hamster chinois en I’occurrence), Guirouilh-Barbat et ses
collaborateurs ont mis en évidence un role crucial de la protéine Ku80 dans le maintien de la stabilité
génomique. Grace a I’utilisation de substrats chromosomiques clivables par I’enzyme de restriction I-
Scel, les auteurs ont montré que des réarrangements chromosomiques telles que des délétions, inversions
ou encore translocations pouvaient avoir lieu a I’issu de la NHEJ méme avec peu de lésions produites.
Cependant, 1’utilisation de ces substrats dans les cellules xr6 déficientes en Ku80 a permis de montrer
une augmentation de ces réarrangements et en particulier des délétions (Guirouilh-Barbat et al., 2004).
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Cette étude met en exergue la précision de réparation apportée par KU80 dans le processus de end-
joining. Plus tard, en utilisant également des substrats clivables par 1-Scel, cette méme équipe a pu
montrer que des cellules déficientes en XRCC4 affichaient une activité NHEJ moins précise (Guirouilh-
Barbat et al., 2007). Ensemble, ces travaux montrent le caractere conservatif de la voie canonique
impliquant Ku80 et XRCC4 et prouvent ainsi I’efficacité de la NHEJ dans le maintien de la stabilité

génomique.

3. Résistance thérapeutique

La NHEJ n’est donc pas intrinséquement imprécise et la qualité de sa réparation dépend surtout de la
structure des extrémités d’ADN Iésées (pour revue (Bétermier, Bertrand and Lopez, 2014)). Ainsi, son
activation peut étre responsable d’une résistance thérapeutique. En effet, Beucher et collaborateurs ont
montré qu’au moins 80% des CDB induites par irradiation étaient réparées par NHEJ qui participait
alors au maintien du génome (Beucher et al., 2009). Shen et collegues ont rapporté des augmentations
significatives de I’ARNm et des protéines DNA-PKcs ainsi que de son activité enzymatique dans des
cellules de leucémie HL60 résistantes a la doxorubicine (Shen et al., 1998). Peu de temps aprés, la
surexpression de PRKDC codant la DNA-PKcs et ’augmentation de son activité ont été caractérisées
dans des cellules de cancer pancréatiqgue CAPAN-1 et du col de I’utérus HeLa radiorésistantes (Ader et
al., 2002). De plus, des cultures primaires de cellules cancéreuses ovariennes exhibant une diminution
de I’expression de Ku70 sont plus sensibles a I’induction de CDB de I’ADN par des traitements a base
d’inhibiteurs de PARP (PJ34 ou olaparib) ou d’irradiation (de 0,5 a 5 Gy). Inversement, la réexpression
de son géne entraine une résistance a ces traitements (Jin et al., 2016). Dans ’adénocarcinome ductal
pancréatique (ACDP), I’inhibition de la DNA-PK par le composé NU7026 ou de Ku70 et Ku80 par
siRNA a été associée a une accumulation de dommages a I’ADN, un arrét de la progression tumorale
ainsi qu’a une mort cellulaire importante. Par ailleurs, I’inhibition de la NHEJ sensibilise les cellules de
la lignée de cancer pancréatique 8988T a I’irradiation. De maniére intéressante, les auteurs ont trouvé
que cette inhibition était accompagnée d’une augmentation de la HR en tant que systéme compensateur.
Cette étude montre I’importance des systemes de réparation des CDB et en particulier la NHEJ dans la
résistance de cellules de cancer pancréatique a la radiothérapie (Li et al., 2012). Enfin, Meng et al ont

mis en évidence une résistance a I’antimétabolite MTX dans des cellules du cancer du célon HT-29
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exhibant une forte activité NHEJ par un mécanisme dépendant de la dihydrofolate réductase (DHFR)

(Meng et al., 2015).

Ensemble, ces études montrent que la NHEJ est un mécanisme essentiel dans le maintien du génome
des cellules cancéreuses et participe donc a la résistance thérapeutique a différentes chimiothérapies a

base de DDA ainsi qu’aux rayonnements ionisants utilisés en radiothérapie.

iii. La réparation par recombinaison homologue

A P’inverse de la NHEJ, la HR est particuliérement utilisée par les organismes ayant des génomes de
petite taille. En effet, les génes impliqués dans ce type de réparation ont été découverts chez les protistes
et ont été largement étudiés chez les bactéries et les levures chez lesquelles la HR est le type de réparation
prédominant. Les eucaryotes inférieurs comme les protistes et les fungi ainsi que les procaryotes sont
en effet parmi les génomes les plus petits du monde du vivant. Chez I’Homme, pour qui le génome est
plus conséquent et plus complexe, la HR est tout de méme utilisée dans la méiose et la formation des
gameétes ou elle participe a la diversité génétique. Elle est également utilisée pour réparer les CDB de
I’ADN et dans la réactivation des fourches de réplication lorsque celles-ci sont arrétées ou ralenties par

diverses altérations pendant la phase S.

1. Meécanisme

Quelle que soit I’espéce considérée, la HR suit trois étapes distinctes : une phase pré-synaptique, pendant
laguelle les brins 1ésés sont traités. Une phase synaptique, pendant lagquelle un des deux brins est
polymérisé et envahit une séquence homologue. Enfin, une phase post-synaptique pendant laquelle les
brins sont reliés entre eux. Chez ’Homme, pendant la phase pré-synaptique, la lésion est prise en charge
par les protéines Mrell, Rad50 et Nbsl (complexe protéique MRN) qui interagissent avec la protéine
CtIP. CtIP possede une activité exonucléase 5’-3’ et permet une resection des brins 5°. La resection de
ces brins au départ de la voie DDR est une des conditions sine qua none de la HR. Elle la distingue donc
de la NHEJ. Une fois la resection effectuée, les protéines RPA (Replication Protein A) vont reconnaitre
spécifiquement le monobrin d’ADN 3’ vacant et le recouvrir afin d’empécher sa dégradation et la
formation de structures secondaires. La protéine Brca2 (Breast Cancer 2) médie le remplacement de

RPA par la protéine Rad51. Celle-ci va alors faciliter la recherche d’homologie de séquence, notamment
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au niveau de la chromatide sceur du brin endommagé, et induire I’invasion du brin 3’ dans le double brin
intact adoptant une forme de D-loop (en anglais « displacement loop ») pendant la phase synaptique. Le
nucléofilament ADN-Rad51 va alors, par I’intermédiaire de différentes ADN polymérases (McVey et
al., 2016), s’étendre le long du brin d’ADN complémentaire servant de support a la polymérisation.
Apreés le recouvrement de la séquence perdue lors du dommage, la phase post-synaptique est initiée et
la séquence néosynthétisée capture le brin 5’ resectionné et la jonction entre les deux se fait notamment
par ’ADN ligase 1 dans une étape appelée jonction Holliday (figure 21) (Brandsma and Gent, 2012).
La durée de la HR a été quant a elle estimée & environ sept heures (Mao et al., 2008a). En raison de la
présence nécessaire d’une séquence homologue, la HR est sollicitée principalement en fin de phase S et
pendant la phase G2 du cycle cellulaire, aprées que la réplication du génome ait eu lieu et est considérée

comme étant un mécanisme error free.

2. Un mécanisme error free ou error prone ?
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Figure 21. Mécanismes de réparation des CDB par NHEJ et HR. La NHEJ génére une coupure franche ou
polymeérise les brins Iésés afin de les lier entre eux. Elle représente environ 80% des réparations des CDB chez

les mammiferes. La HR effectue une resection du brin 5’ qui envahit une séquence homologue pour reproduire la
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séquence lésée. La liaison du brin néosynthétisé est résolu par une jonction de Holliday (figure de (Brandsma
and Gent, 2012)).

Malgré la fidélité de son mécanisme, dans certains cas de figure, la HR peut étre un élément mutagéne.
En effet, la conversion génique et les crossing-over qui s’opérent généralement pendant ce processus de
réparation résulte en un échange de matériel génétique et peut, dans certains cas, contribuer a une
instabilité génomique (pour revue (Guirouilh-Barbat et al., 2014)). A I’instar de la NHEJ, la HR est un
mécanisme de réparation de I’ADN qui participe dans la plupart des cas a la stabilité génomique mais

peut, dans d’autres cas, contribuer a une mutagénicite.

3. Résistance thérapeutique

Il est estimé qu’environ 30% des cancers mammaires et ovariens sont dus a des mutations des génes
BRCA1 ou BRCAZ2, tous deux impliqués dans la HR (Malone et al., 2000; Loman et al., 2001; Hamann
etal., 2003). Bien que ces mutations soient une des causes de I’initiation tumorale, elles sont susceptibles
de rendre les cellules plus sensibles aux thérapies. En effet, une activité HR peu efficace n’est pas
compatible avec une viabilité cellulaire. L’activité HR reste élevée dans les cancers, en particulier dans
les cancers mammaires résistants a la chimiothérapie (Mao et al., 2009). Dans les cellules de la lignée
mammaire HCC1428 et pancréatique CAPAN-1 et de cultures primaires de cancer de I’ovaire, Sakai et
al ont trouvé des mutations secondaires dans le géne BRCA2 restaurant sa fonction et associées a une
résistance au cisplatine (Sakai et al., 2008). De la méme facon, ils ont observé une augmentation de
I’activité de Rad51, CDKI1, CDK2 et de la conversion génique entre chromatide sceurs dans des
xénogreffes de glioblastomes résistants au témozolomide (Gil Del Alcazar et al., 2016). Cette étude
montre qu’une des causes d une résistance au temozolomide dans ce type de tumeur peut étre expliquée
par une activité HR augmentée. A I’inverse, la perte de BRCA1/2 a été corrélée & une meilleure réponse
au cisplatine et a un taux de survie global plus important (Tan et al., 2008; Yang et al., 2011). Au-dela
des mutations affectant I’expression de BRCAL, une hyperméthylation de son promoteur, réduisant ainsi
la quantité de protéines Brcal produites a été associé & une sensibilité accrue de cancers ovariens a la
chimiothérapie (Teodoridis et al., 2005). De la méme fagon, une équipe a mis en évidence, dans la lignée
cellulaire de carcinome pancréatique CAPAN-1, que la délétion ¢.6174delT spécifique d’une mutation

du gene BRCA2, restaurant ainsi sa fonction était responsable d’une résistance aux thérapies utilisant
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des inhibiteurs de PARP (Edwards et al., 2008). En plus de la résistance acquise aux molécules utilisées
en chimiothérapie, la HR peut également s’avérer efficace dans la résistance aux rayonnements
ionisants. Dans leur étude, Jin et ses collégues ont mis en évidence qu’une diminution de la protéine
RNF8, une ubiquitine ligase impliquée dans I’initiation de la HR, correle a une sensibilité accrue a
I’irradiation (Jin et al., 2016). D’autres études ont permis d’établir un lien entre de fortes quantités de
protéines Rad51 et une résistance a 1’étoposide dans les cancers pulmonaires non a petites cellules

(Hansen, Lundin, Helleday, et al., 2003; Hansen, Lundin, Spang-Thomsen, et al., 2003).

Ensemble, ces études montrent I’importance de la HR dans la résistance aux chimiothérapies et

radiothérapies induisant des CDB de I’ADN.

iv. Implication de la protéine tau dans la stabilité génomique

Dans le processus neurodégénératif, I’accumulation de dommages a I’ADN, notamment des CDB, est
souvent décrite comme étant I’une des causes de la mort neuronale et la conséquence d’oligoméres
toxiques de tau et d’un stress oxydant accru (Mecocci, MacGarvey and Beal, 1994; Shanbhag et al.,
2019; Thadathil et al., 2021). Cependant, ces derniéres années, une hypothese intéressante a émergeée et
propose que cette instabilité génomique soit la conséquence d’une perte-de-fonction physiologique de
la protéine tau et suggére donc un rdle de tau dans le maintien du génome neuronal. En effet, un potentiel
role de tau dans le maintien de 1’intégrité de I’ADN a été rapporté in vitro face a une peroxydation et la
dénaturation thermique (Hua and He, 2000; Wei et al., 2008b). Des observations similaires ont été
également faites in cellulo et in vivo. Dans les cerveaux de patients AD et dans des modeles de souris

KO-tau, une accumulation de CDB a été retrouvée (Violet et al., 2014; Shanbhag et al., 2019).

En 2011, Sultan et al ont remarqué que I’expression de tau dans les neurones était corrélée a une
protection face un stress hyperthermique pouvant induire des dommages oxydatifs. De plus, des analyses
par Comet assay ont permis de montrer que des neurones déficients en tau (KO-tau) étaient associés a
une accumulation de dommages a I’ADN. A I’inverse, une infection avec un vecteur adénoviral
permettant 1’expression de tau humaine limite I’accumulation de ces dommages. Les auteurs ont
¢galement trouvé que 1’induction d’un tel stress entrainait une augmentation de la translocation nucléaire
de tau. Cette étude a permis d’établir un role pour tau dans la protection du génome face a un stress

inducteur de dommages a I’ADN (Sultan et al., 2011). Ces observations ont été retrouvées plus tard par
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Violet et al confirmant une fonction physiologique de tau dans la protection de 1’intégrité génomique
dans des modéles murins (Violet et al.,, 2014). Une autre étude menée hors du processus
neurodégénératif a permis d’étendre cet effet de tau a d’autres contextes physiopathologiques. Bou
Samra et ses collaborateurs ont étudié I’instabilité génomique dans une pathologie rare appelée
syndrome de Bloom (BS, Bloom Syndrome). Cette pathologie est caractérisée par une mutation perte-
de-fonction du géne BLM codant pour une 3’-5” ADN hélicase et a une perte de la cytidine désaminase
(CDA) menant a une instabilité génomigue, un stress réplicatif et des aberrations chromosomiques
(Chabosseau et al., 2011). Dans cette étude, les auteurs ont trouvé une corrélation intéressante entre la
perte de CDA (CDA™) dans les cellules BS et une surexpression de MAPT. D’un point de vue
mécanistique, des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine couplées a la gPCR (ChlIP-
gPCR) ont montré que tau était enrichie dans les mémes séquences promotrices et transcrites d’ADNr
que celles du facteur UBTF (en anglais « Upstream Binding factor) dans le nucléole (NOR, Nuclear
Organizing Regions). En conclusion, les auteurs ont montré que la déplétion en tau diminue la stabilité
génomique de I’ADNr et altére sa transcription. En effet, 1’utilisation d’un siRNA dirigé contre I’ARNm
de MAPT a montré une augmentation de 1’instabilité génomique dans les cellules CDA™. Les auteurs
ont alors conclu a un systtme de compensation dans lequel I’instabilit¢ génomique apportée par
I’absence de CDA permettait une surexpression de MAPT impliquée dans la stabilité génomique. En
résumé, I’expression de MAPT peut étre la conséquence d’une instabilité génomique trop importante
dans des cellules CDA”- permettant alors de produire des protéines tau afin de restaurer une stabilité du
génome. Cette étude est particulierement intéressante puisqu’elle montre également, par des analyses in
sillico, que cette causalité entre déficience en CDA et surexpression de MAPT est également retrouvée
dans les cancers du sein, du rein, de la prostate, des glandes surrénales et dans les paragangliomes (Bou
Samra et al., 2017). A I’instar de cette derniére étude, d’autres équipes ont démontré 1’importance de
tau dans la stabilité génomique des cellules cancéreuses. En étudiant le caryotype de fibroblastes et
lymphocytes de patients atteint de démence lombaire frontotemporale, Rossi et collegues ont fait la
démonstration que des mutations de MAPT étaient associées a une forte instabilité chromosomique. Les
auteurs expliquent dans leur discussion que de telles mutations pourraient étre responsables de
I’occurrence de cancers (Rossi et al., 2013). Cette corrélation entre mutations de MAPT et cancers a été
démontrée. Dans une étude, Gargini et al ont montré que des familles ayant des antécédents de FTDP-
17 avaient plus de risques de développer un cancer et inversement. Les auteurs de 1’étude expliquent

cette corrélation par ce postulat: les mutations de MAPT sont responsables d’aberrations
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chromosomiques, d’une aneuploidie et d’une forte instabilité¢ génomique. Ce travail est particuliérement
intéressant dans la mesure ou il met en évidence un role de la protéine tau dans la cellule cancéreuse sur
la stabilité génomique. Effectivement, les cancers survenant chez ces patients FTDP-17 possédent un
géne MAPT muté qui participe a I’instabilité génomique de ces cellules (Gargini, Segura-Collar and

Sanchez-Gomez, 2019).

Les études de notre équipe (Sultan et al., 2011; Violet et al., 2014) et d’autres (Wei et al., 2008b; Lu et
al., 2013; Bou Samra et al., 2017; Rossi et al., 2018) ont montré que tau participait activement au
maintien de la stabilité du génome dans les cellules du SNC et de la périphérie. Certaines de ces études
proposent comme modéle de stabilité une liaison physique de la protéine tau a I’ADN. En effet, des
études réalisées in vitro montrent que tau peut lier ’ADN et le protéger de diverses formes de
dénaturations (Corces et al., 1980b; Villasante et al., 1981; Hua and He, 2000, 2003; Hua et al., 2003)
Toutefois, la plupart de ces expériences ont été menées uniquement in vitro, en dehors de tout contexte
cellulaire et avec des protéines recombinantes pour la plupart. Bien qu’il soit possible que tau protége
physiquement I’ADN contre diverses menaces cellulaires, une autre hypothése intéressante, basée sur
la littérature, peut étre mise en avant. Des travaux récents ont montré qu’une déplétion de tau par siRNA
ou CRISPR-Cas9, mimant alors une perte de fonction dans des cellules de la lignée de neuroblastome
SH-SY5Y, était associée a une diminution de la protéine p53 par un mécanisme dépendant de MDM2,
son régulateur négatif (Sola et al., 2020). Cette étude montre que la protéine peut étre imbriquée dans la
voie DDR et potentiellement étre impliquée dans la réparation des CDB, une hypothése qui pourrait
expliquer son r6le dans la stabilité génomique. Cette hypothése est appuyée par certaines études qui ont
montré des défauts d’activité de réparation de I’ADN dans les neurones présentant des formes
pathologiques de tau. Par exemple, des défauts de la BER ont été rapportés dans la MA (Weissman et
al., 2007; Lillenes et al., 2016). Ce type de réparation est particulierement important dans les neurones
notamment en condition de stress oxydant et de dommages oxydatifs. Chez les patients Alzheimer, une
diminution de de la quantité des protéines Polp (ADN polymérase ), UNG (Uracil-DNA glycosylase)
ou encore OGG1 (8-Oxoguanine glycosylase) impliquées dans la BER a été retrouvée par Weissman et
al (Weissman et al., 2007). Une autre étude a également mis en évidence une altération de certaines
protéines de la BER dont une diminution d’OGG1. Cependant, elle a également permis de montrer une
augmentation de la protéine PARP1 et Polf3 (Lillenes et al., 2016). La protéine Ref-1 impliquée dans la
BER a également été retrouvée augmentée dans les cerveaux post-mortem de patients Alzheimer
(Davydov, Hansen and Shackelford, 2003). En plus des dommages oxydatifs initialement présents dans
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les neurones, une accumulation de CDB est observée en particulier dans les tauopathies et cellules
déficientes en tau (Suberbielle et al., 2013; Kurihara et al., 2019; Nakamura et al., 2020). Dans d’autres
travaux, des diminutions de protéines ATM (Shen et al., 2016), DNA-PKcs et Ku80 (Davydov, Hansen
and Shackelford, 2003; Shackelford, 2006) ont €té retrouvées dans les noyaux de neurones de cerveaux
Alzheimer. Ces études sont particulierement intéressantes puisque qu’elles donnent une premicre
explication a I’accumulation de dommages a I’ ADN dans ces neurones. De surcroit, ces 1ésions semblent
étre apportées ici par des défauts d’activité de réparation de I’ADN, notamment et en particulier la
NHE]J. Le role de tau dans de telles variations protéiques n’est cependant pas établit mais permettent de
poser I’hypothése selon laquelle la stabilité génomique apportée par tau pourrait étre impliquée dans des

mécanismes de réparation de I’ADN.

De maniére intéressante, 1’étude de Rossi de 2013 a tenté de lier I’instabilité chromosomique retrouvée
en présence de mutations de MAPT et une défaillance de mécanismes de réparation de I’ADN. Pour ce
faire, les auteurs ont utilisé la bléomycine et le peroxyde d’hydrogene (H202) pour évaluer la sensibilité
de cellules lymphoblastoides immortalisées (LCL) issues de trois patients porteurs de FTDP-17. La
méthode employée par les auteurs consistait a comparer I’index mitotique (le pourcentage de cellules
subissant une mitose sur une population générale) ainsi que le pourcentage de métaphases présentant
des lésions en fonction de la concentration en bléomycine et H,O,. Les auteurs concluent en une
diminution légérement plus importante de I’index mitotique pour les patients porteurs d’une protéine
tau mutée et aucune différence dans le pourcentage de métaphases avec des lésions. (Rossi et al., 2013).
Bien que cette méthode permette d’évaluer les altérations génomiques, elle ne permet pas de conclure
clairement a des différences d’activité de réparation de I’ADN, celles-Ci pouvant étre mesurées par
d’autres techniques (Seluanov, Mao and Gorbunova, 2010). De plus, la faible puissance statistique ne

permet pas d’obtenir une significativité entre les deux groupes.

L’hypothese selon laquelle la protéine tau peut étre impliquée directement ou indirectement dans les
mécanismes de réparation des cassures double brin de I’ADN reste posée. Dans un contexte
neurodégénératif, cela pourrait expliquer pourquoi la perte de fonction de tau dans les neurones atteints
ou les modéles animaux KO-tau présentent une accumulation de dommages double brins de 1’ADN.
Dans un contexte oncologique, cela supposerait que les DDA utilisés en chimiothérapie ou les
rayonnements ionisants en radiothérapie induiraient moins de CDB en présence de tau, favorisant la

survie et le développement de la tumeur.
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Cette hypothése a été étudiée dans le premier objectif de cette thése.

4. Les inhibiteurs de HDAC et les altérations épigénétiques

Le génome est compartimenté dans des territoires chromosomiques qui peuvent étre sous forme
d’hétérochromatine constitutive ou facultative ainsi que sous forme d’euchromatine qui peut é&tre
transcrite ou non. Cette organisation de la chromatine est médiée par des modifications d’histones telles
que I’acétylation, la méthylation, la phosphorylation ou encore I’ubiquitinylation et régule I’expression
génique ou encore la stabilité du génome. Les centromeres par exemple sont fortement dépendant de
I’organisation de la chromatine plutot que de leurs séquences d’ADN (Dobie et al., 1999). Cette région
appelée hétérochromatine péricentromérique (HPC) et dans lagquelle se trouve des séquences répétées
d’ADN satellites a, participe a la ségrégation correcte du matériel génétique pendant la mitose, a la
répression génique et au maintien de la stabilité génomique (Nair, Shoaib and Sgrensen, 2017). L’HPC
est définie par la marque épigénétique H3K9me3 ainsi que par certaines protéines d’hétérochromatine
telles que HP 1o permettant de maintenir la chromatine dans un état compacté. Bien que cette région soit
décrite dans la littérature comme étant majoritaire hypoacétylée, il y a été montré que I’histone H4 en

particulier pouvait avoir des résidus lysine acétylés (Turner, Birley and Lavender, 1992).

La modulation de I’acétylation des histones joue un role essentiel dans 1’état de la chromatine et I’activité
transcriptionnelle est régulée par les activités opposées des histones acétyltransférases (HAT) et des
histones désacétylases (HDAC). D’un point de vue mécanistique, les HAT apportent un groupement
acétyle qui charge négativement la lysine acétylée et entraine sa répulsion des groupements phosphates
de I’ADN également chargés négativement. L’acétylation des lysines est réversible grace aux HDAC
qui, comme leur nom I’indique, retire le groupement acétyle. Cela a alors pour conséquence un
rapprochement des nucléosomes les uns des autres entrainant la compaction de la chromatine ainsi qu’au
recrutement facteurs répresseurs de 1’activité transcriptionnelle (Stengel and Hiebert, 2015). Ces
dernieres années, 1’intérét pour les HDAC s’est développé en raison de leur implication dans le cancer
colorectal (Wilko Weichert et al., 2008), gastrique (Song et al., 2005), prostatique (W. Weichert et al.,
2008), mammaire (Krusche et al., 2005) ou encore pulmonaire (Minamiya et al., 2011) ou ils sont
fréquemment surexprimés. Dans ces cancers, les HDAC modifient I’expression génique. Par exemple,
le géne CDKN1A codant la protéine régulatrice du cycle cellulaire p21%af/cip! est sous-exprimé dans

beaucoup de cancers du fait d’une hypoacétylation dans ses régions promotrices. Il a été montré que
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I’inhibition spécifique de HDACs permet de rétablir un niveau d’acétylation favorable a une
réexpression de CDKNZ1A et un meilleur contréle du cycle dans ces cancers (Gui et al., 2004). D’autres
genes sont fortement régulés par ces différences d’acétylation. Récemment, il a été montré que deux
tiers de cellules de la lignée cancéreuse Hela résistantes a la radiothérapie avaient qu’une diminution
d’expression du gene GADD45A due a un maintien de I’hétérochromatine au niveau de son promoteur
(Lou et al., 2021). Aussi, les génes BRCAL et ATR sont également des cibles de HDACs dans les cancers

(Eot-Houllier et al., 2009). L’intérét d’inhiber I’activité des HDACs a donc émergé ces dernieres années.

a. Les thérapies

Le développement d’inhibiteurs de HDAC (HDACI, HDAC inhibitors) a ainsi vu le jour. Les HDACI
entrainent une accumulation de protéines histones et non-histones acétylées altérant ainsi I’expression
génique (Glaser et al., 2003; Mitsiades et al., 2004). Une partie de leur mécanisme d’action repose sur
la réexpression de génes initialement réprimés — notamment ceux impliqués dans le cycle cellulaire et
I’apoptose. Néanmoins, il a été estimé que seulement 2% a 5% des génes sont modulés par I’effet des
HDACI (Van Lint, Emiliani and Verdin, 1996; Glaser et al., 2003). Une autre partie du mécanisme
consiste en une perturbation de I’organisation de I’HPC. Cette région a un temps de réplication plus lent
que les régions d’euchromatine. Ainsi, un traitement a long terme de cellules HeLa avec la TSA, un
HDACI non spécifique, entraine une acétylation des histones nouvellement synthétisées qui vont alors
s’incorporer dans la région de I’HPC au fur et & mesure des cycles. Ce traitement a été associé a une
perte de I’'HPC, une dispersion de la protéine HP1 dans le noyau, une perte de la marque H3K9me2 ainsi
qu’une hyperacétylation des histones H3 et H4 dans la périphérie nucléaire (figure 22). Cette perte
d’HPC génere une forte instabilité génomique et, a termes, a I’apoptose (Taddei et al., 2001). De maniére
intéressante, I’utilisation de HDACi conduit également a la formation de dommages a I’ADN. En effet,
il a été montré que la TSA induit une diminution de protéines impliquées dans la réparation de I’ADN
dont Ku70, ATR, BRCA1/2, NBS1 ou encore le protéine BLM (Zhang et al., 2007). En relaxant la
chromatine, les HDACI favorisent la formation de CDB et ont été décrits dans les leucémies myéloides
chroniques comme pouvant potentialiser 1’effet de chimiothérapies endommageant 1’ADN (pour revue
(Pourrajab et al., 2020)). La plupart de ces HDACI dont le vorinostat, belinostat, panobinostat ou encore
I’endotinostat sont aujourd’hui approuvés par la FDA pour le traitement les lymphomes T cutanés
(CTCL, Cutaneous T-Cell Lymphoma) et lymphomes T périphériques (PTCL, Peripheral T-Cell

Lymphoma) (Chen, Sethy and Liou, 2020). En raison de leur efficacité dans les tumeurs hématologiques,
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il a été important par la suite de considérer leur utilisation dans les tumeurs solides. Toutefois,
I’utilisation de faibles doses limite leur efficacité alors que ’utilisation de fortes doses entraine des effets

secondaires importants et remet en question leur utilisation (Shah, 2019).

HAT
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Héréchromatine Euchromatine

Figure 22. Effet de la TSA sur I’organisation de la chromatine. La TSA est une inhibitrice non spécifique des
HDAC. Des traitements a long termes et a de faibles concentrations de TSA modifient I’organisation de la
chromatine pouvant mener a une réexpression de genes initialement réprimés et a une instabilité génomique dans

les régions d’HPC (Created with BioRender.com).

b. Les résistances

Les HDACI, nous I’avons vu, modifient 1’organisation de la chromatine. Dans certains cas, les effets
des HDAC: sont altérés par différents mécanismes et empéchent I’expression de leurs genes cibles. En
plus des mécanismes de résistance commun aux HDACI tels que I’accessibilit¢ de la molécule a la
cellule, les modifications intracellulaires de la molécule ou encore son export par les pompes d’efflux,
les HDACI possédent leurs propres mécanismes de résistance. Parmi eux, une suractivation de protéines
impliquées dans la voie DDR telles que Chk1 (Lee et al., 2011), une modulation de I’apoptose (Bolden,
Peart and Johnstone, 2006) ou encore ’activation de certaines voies de signalisation (Dai et al., 2005;
Zhou et al., 2011). Cependant, les mécanismes expliquant 1’efficacité limitée des HDACI dans la

réexpression de genes cibles restent peu connus.
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Dans un modeéle de Drosophile, Frost et collégues ont démontré que la perte de protéine tau était associée
a des altérations de 1’organisation de la chromatine caractérisée par une perte de H3K9me2/3 et de HP1
et on émit I’hypothése que ces altérations sont dues a des dommages oxydatifs de I’ADN. Par
conséquent, cette perte de tau associée a une relaxation de I’hétérochromatine permet une réexpression
de génes qui étaient initialement réprimés (Frost, Hemberg, Lewis and Mel B. Feany, 2014). Cette étude
a permis de suggérer une fonction physiologique de tau dans I’organisation de I’hétérochromatine. Plus
tard, une étude réalisée dans des cultures primaires de neurones a démontré qu’un KO-tau était associé
a une perte d’HPC ainsi qu’une relocalisation de HP1a dans le noyau. De maniére intéressante, les
auteurs de cette étude ont trouvé que tau était associée aux régions de la chromatine enrichies en
H3K9me3 et HPla ainsi que dans les régions proches de I’HPC. La présence d’une protéine tau
nucléaire (tau-NLS) a permis de sauver les altérations de I’HPC (Mansuroglu et al., 2016b). Ensemble,
ces études démontrent un role de tau dans 1’organisation et le maintien de I’HPC et une stabilité de cette
région. Plus récemment, une étude a grande échelle menée sur 1’épigénome du cortex préfrontal de 669
patients atteints de la MA a permis de montrer que la pathologie tau est associée a une augmentation de
I’histone acétylée H3K9ac (Klein et al., 2019). De maniére intéressante, les différentes études de Rossi
ont permis de montrer que cette fonction de tau pouvait étre étendue a des cellules non-neuronales. Dans
leurs travaux, les auteurs ont mis en évidence que des mutations de de tau génerent une instabilité

génomique des modifications de la structure chromatinienne (Rossi et al., 2008, 2013, 2018).

Ces différentes observations montrent donc un réle de tau dans 1’organisation et le maintien de
I’hétérochromatine. Bien que la plupart de ces études aient trouvé des pertes de marques épigénétiques
et de protéines associées a I’HPC, aucune n’a pu décrire un quelconque mécanisme. Les études de Rossi
montrent que cette fonction de tau peut également étre retrouvée dans les cellules périphériques et
affecter la stabilité génomique des cancers. A I’instar des neurones, la protéine tau dans ces cellules
cancéreuses pourrait alors contribuer au maintien de la structure de la chromatine et constituer un

mécanisme de résistance aux HDACi.

Cette hypothése a été étudiée dans le deuxieme objectif de cette these.

5. Le stress oxydant : un mécanisme commun a plusieurs thérapies
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Lors de la production d’ATP, les réactions de la chaine de phosphorylations oxydatives (OXPHOS)
utilisent I’oxygéne comme substrat afin de produire de ’ATP. Seulement, pendant les échanges
d’électrons a travers la membrane mitochondriale, environ 1 a 2% de ce qui est produit constitue des
dérivés de I’oxygene (figure 23) (Ott et al., 2007). Ces derniers sont des molécules de dioxygeéne ayant
subi des échanges d’électrons. Ces dérivés appelés especes réactives de 1’oxygeéne (EROs) jouent un
role important dans plusieurs processus cellulaires tels que la transduction du signal, 1’expression
génique, la formation de ponts disulfures au sein des protéines néosynthétisés ou encore dans 1’apoptose
(Sosa et al., 2013). Outre cette origine mitochondriale, le stress oxydant peut étre généré au niveau du
RE, du complexe membranaire protéique NAD(P)H oxydases (NOX) ou avoir une origine
extracellulaire par le biais de différentes protéines comme le peptide B-amyloide (Butterfield, Swomley
and Sultana, 2013), de monoxyde d’azote (NO) (Luperchio, Tamir and Tannenbaum, 1996) ou lors
d’une hypoxie (Brown and Bicknell, 2001; Azimi et al., 2017) (figure 23). En raison de leur potentiel
oxydant, I’excés d’EROs peut entrainer des modifications délétéres des protéines, lipides et acides
nucléiques. De ce fait, des enzymes antioxydantes sont mises en place par la cellule afin de
contrebalancer la production d’EROs. Parmi elles la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT),
les glutathiones peroxydases (GPx) et peroxyrédoxines (PRx) éliminent les EROs (figure 23). Dans
certaines conditions pathologiques, la balance entre la production et 1’élimination d’EROs est
déséquilibrée en faveur de leur production. La cellule est donc dans un état de stress oxydant. En raison
de I’oxydation des protéines, lipides et acides nucléiques qu’il peut générer, le stress oxydant méne a la
sénescence, la mort cellulaire ou a la carcinogenése (pour revue (Trachootham, Alexandre and Huang,

2009)).
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Figure 23. Origines du stress oxydant. L’origine du stress oxydant peut étre extracellulaire et due a des
peptides (par exemple le peptide f-amyloide dans la MA), une hypoxie dans les cancers ou le monoxyde d’azote
comme second messager ou intracellulaire dues a des altérations de la mitochondrie (modifications de la chaine
OXPHOS, de leur localisation ou de leur morphologie) au complexe membranaire NOX qui permet la formation
de NADP* + H* ou encore d’un stress du RE (Created with BioRender.com).

Le principal dommage a I’ADN généré par les EROs est 1’oxydation de la guanine en 8-oxoguanine (8-
0x0G) (Floyd, 1990) générant des mésappariements 8-0xoG-A (Cheng et al., 1992). En effet, une
accumulation d’EROs est observée dans les cancers et participent a leur progression (Trachootham,

Alexandre and Huang, 2009; Weinberg and Chandel, 2009). Souvent, des mutations gains de fonction
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d’oncogenes tels que Ras (Irani et al., 1997) ou perte de fonction de génes suppresseurs de tumeurs
comme SOD1 (Elchuri et al., 2005) accentuent la production d’EROs créant ainsi une boucle renfor¢ant
I’agressivité tumorale. En plus de I’instabilité génomique qu’ils générent, les EROs peuvent augmenter
I’agressivité tumorale en agissant comme seconds messagers et en activant, dans certains cas, des voies
de signalisation comme la voie des PI3k/Akt et la voie des MAPK. Il a été montré par exemple que le
peroxyde d’hydrogéne pouvait activer les protéines Erk1/2 dans les cancers du sein (Reddy and Glaros,
2007) et la protéine Akt dans des cancers de ’ovaire (Liu et al., 2006). En plus des éléments
extracellulaire favorisant la genése d’EROs comme ’hypoxie (Chandel et al., 1998; Rathore et al.,
2008), les altérations mitochondriales inhérentes aux cellules cancéreuses constituent une source
d’EROs importante. Par exemple, la signalisation calcique est impliquée dans plusieurs types de cancers
dont les cancers du sein et de la prostate (So et al., 2019; Ardura et al., 2020) et a été associée a une
augmentation du flux d’¢électrons dans la chaine OXPHOS et donc d’EROs (Feissner et al., 2009; Peng
and Jou, 2010). Cette signalisation Ca?" est également augmentée par le facteur TNFo. qui participe donc,
dans les cancers, a I’augmentation d’EROs (Aggarwal et al., 2006; Dada and Sznajder, 2011). De plus,
il a été montré que 1’oncogéne c-Myc peut perturber la chaine OXPHOS et la glycolyse aérobie induisant
I’apoptose (Tomiyama et al., 2006; Wise et al., 2008) tout comme 1’oncogéne K-Ras également
impliqué dans la génération d’EROs (Weinberg et al., 2010). En plus de la génération d’EROs, dans
certains cas, des diminutions de protéines impliquées dans la détoxification cellulaire ont été rapportées.
Ainsi, la catalase (Doskey et al., 2016), manganése superoxyde dismutase (MnSOD) (Cullen et al.,
2003) ou encore les glutathiones peroxidases comme la GPx2 (Woenckhaus et al., 2006) et GPx3 (Yu

et al., 2007) sont diminuées dans plusieurs types tumoraux.

Le stress oxydant est donc un événement inhérent a la cellule cancéreuse. Il participe en partie a la
cancérogenése et renforce la croissance tumorale par différents mécanismes. Cependant, par sa nature
cytotoxique, il altére la structure chimique des principales macromolécules tels que les lipides, protéines,
glucides et acides nucléiques et constitue alors un des talons d’Achille de la cellule cancéreuse. Cette
caractéristique bien spécifique présente 1’intérét de pouvoir étre exploité en thérapie pour cibler

principalement les cellules cancéreuses en les distinguant des cellules saines (figure 24).
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Figure 24. Paradoxe du stress oxydant : favorable et défavorable a la progression tumorale.
L’accumulation d’EROs dans les cellules « normales » peuvent mener a la cancérogenese. Cette accumulation
vient principalement d’activation d’oncogénes ou de perte de suppresseurs de tumeurs ainsi que de I’hypoxie ou
d’un métabolisme mitochondrial altéré. Cette particularité est exploitée en thérapie pour entrainer une instabilité
génomique trop importante et entrainer la mort cellulaire. Les défenses antioxydantes et les modifications
mitochondriales peuvent jouer un r6le primordial dans la résistance thérapeutique en limitant I’accumulation

d’EROs induite par les thérapies anti-cancéreuses. (adapté de (Liou and Storz, 2010))..

a. Les thérapies induisant un stress oxydant

Initialement, deux approches principales ont été adoptées pour exploiter ’excés d’EROs dans les
cellules cancéreuses : la génération d’EROs exogenes ou I’inhibition des systémes antioxydants. Parmi
les générateurs d’EROs, le motexafin gadolinium induit la formation d’anion superoxyde intracellulaire
et est en phase ITT en combinaison avec d’autres thérapies (Evens, Balasubramanian and Gordon, 2005).
Le B-lapachone est une quinone qui, une fois métabolisée par la NAD(P)H quinone oxidoreductase 1
(NQO1), exacerbe la quantit¢ d’EROs et produit un stress oxydant délétere pour des cancers NSCLC

(Bey et al., 2007). Des inhibiteurs de la SOD tels que le mangafodipir ou le 2-méthoxyestradiol, un
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dérivé des cestrogénes, ont montré des effets probants contre des cellules leucémiques et de cancer du
cblon. De maniére intéressante, ces molécules pro-oxydantes sont efficientes contre ces cancers sans
induire d’effets toxiques sur des lymphocytes et leucocytes, démontrant ’efficacité de cette approche
(Huang et al., 2000; Alexandre et al., 2006). Pour cette raison, d’autres molécules comme la ménadione
(vitamine K3), qui produit des EROs en diminuant la quantité de NAD(P)H sont testés chez I’ Homme
en raison de leur activité antitumorale in vitro et in vivo (Jamison et al., 2001; Tareen et al., 2008). En
plus des effets bénéfiques de ce type de composés, il a été démontré que la majorité des thérapies
couramment utilisées en cliniques induisent également un stress oxydant. Dans une étude, il a été montré
qu’un traitement de cellules K562 de leucémie myéloide chronique au paclitaxel induisait une apoptose
associée a un stress oxydant (Meshkini and Yazdanparast, 2012). Une étude plus récente a confirmé un
lien entre ’apoptose induite par les taxanes et ce type de stress. En effet, les auteurs ont validé le role
cytotoxique du paclitaxel et ont montré que 1’ajout de N-acétylcystéine (NAC), un antioxydant
largement utilisé expérimentalement, permettait d’atténuer la proportion de cellules apoptotiques. En
plus d’un effet négatif sur la voie PI3K/Akt et positif sur la voie MAPK, les auteurs ont remarqué une
diminution de la superoxyde dismutase (SOD) par le paclitaxel d’une fagon concentration-dépendante
(Ren et al., 2018). La mitochondrie étant le principal lieu de production des EROs, des études ont établi
des liens étroits entre la toxicité des taxanes et le stress oxydant d’origine mitochondrial. En utilisant un
antioxydant mitochondrial, le MitoVitE, 1’équipe de Galley a par exemple montré qu’un traitement au
paclitaxel induit une augmentation de stress oxydant in vitro et in vivo a travers au moins trois
mécanismes : une perte du potentiel de membrane mitochondrial, une diminution de I’activité
métabolique des mitochondries ainsi qu’une diminution importante de glutathione (McCormick et al.,
2016). Bien que ces études précédentes expliquent que le paclitaxel induit une accumulation d’EROs
selon tel mécanisme, la perturbation de la dynamique microtubulaire et donc les défauts de transports
des mitochondries peut également contribuer a I’occurrence d’un stress oxydant. En effet, des défauts
de transport de mitochondries dans les neurones ont été corrélés a une apparition de stress oxydant (Liao,

Tandarich and Hollenbeck, 2017).

En plus des taxanes, les anthracyclines comme la doxorubicine et la daunorubicine peuvent induire un
stress oxydant. D’un point de vue biochimique, la doxorubicine est composée d’un ose et de quatre
cycles dont 1’un d’entre eux a une structure de quinone. Cette derniére, peut étre réduite en semiquinone,
ce qui a pour conséquence une dérégulation de la chaine de transport d’électron mitochondriale (Davies
and Doroshow, 1986; Doroshow and Davies, 1986; Gille and Nohl, 1997) ou une perturbation des flux
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calciques (Solem, Henry and Wallace, 1994). La doxorubicine génere alors des effets secondaires
importants notamment dans le muscle cardiaque ou elle induit une cardiotoxicité importante (Gille and
Nohl, 1997). Plusieurs études ont retrouvé des effets similaires pour la doxorubicine (Kalivendi et al.,
2001; De Angelis et al., 2010; Bielak-Zmijewska et al., 2014; De Falco et al., 2016). Cette anthracycline,
nous I’avons vu, a pour principal effet secondaire une cardiotoxicité. La bléomycine a elle aussi des
effets secondaires liés au stress oxydant, en générant par exemple une fibrose pulmonaire. Teixeira et
ses collegues ont montré en 2008 que 1’administration de NAC a des souris préalablement traitées a la
bléomycine entrainait une diminution des dommages pulmonaires. De plus, les auteurs de ce travail ont
mis en évidence une augmentation de l’activit¢ de la SOD en condition de stress induit par la
bléomycine. Ainsi, ce radiomimétique est capable d’induire un stress oxydant in vivo (Teixeira et al.,
2008). Une étude similaire avait déja montré un effet pro-oxydant de la bléomycine chez le rat (Durairaj
et al., 2006). Il a été montré par Patel et al que la bléomycine déplete la GSH intracellulaire dans des
cellules endothéliales et que cet effet n’était pas retrouvé en présence de NAC, confirmant ainsi un role

de la bléomycine dans I’induction d’un stress oxydant (Patel et al., 2011).

Quelques années apreés la découverte de la radioactivité, Miroslaw Kernbaum mena une expérience
intéressante qui consista a utiliser une source de radium générant des rayonnements 3 sur de I’eau. Il
observa ainsi une émanation de dihydrogéne pur sous forme gazeux et conclut que cette irradiation induit
une décomposition de 1’eau sous la formule : 2 H,O = H,0, + H,. Les rayonnements sont donc capables
d’ioniser les molécules d’eau et générer du peroxyde d’hydrogéne dans un événement appelé « radiolyse
de I’eau » (Kernbaum, 1909). La radiothérapie est donc, en plus de la chimiothérapie, génératrice
d’EROs et source de stress oxydant dans nos cellules. Des observations faites par Leach et al ont permis
d’établir que Dutilisation d’une source de strontium 90 (*°Sr) générant des rayons y sur des cellules de
carcinome de I’épiderme A431 entraine une production d’EROs. En utilisant des cellules d’une lignée
d’ostéosarcome déplétées en chaine de transport d’électrons mitochondriale, les auteurs ont mis en
¢vidence qu’aucune de ces cellules n’exhibaient un stress oxydant aprés irradiation, montrant ainsi que
les EROs produites par les rayonnements peuvent aussi trouver leur origine a la mitochondrie (Leach et
al., 2001). De maniére intéressante, il a été montré que ce stress oxydant induit par ces rayonnements
est transmis aux cellules filles (Clutton et al., 1996; Rugo and Schiestl, 2004). D’autres études ont
confirmé cet effet pro-oxydant de I’irradiation in vitro et in vivo (Dayal et al., 2008; Aykin-Burns et al.,

2011; Barjaktarovic et al., 2011; Thomas et al., 2012).

100



Malgré les effets anticancéreux intéressants de plusieurs types de thérapies induisant un stress oxydant,
certaines cellules cancéreuses peuvent mettre en place différents mécanismes de résistance permettant
d’échapper a la mort cellulaire. Parmi elles, 1’augmentation des défenses antioxydantes ainsi que des
modifications mitochondriales peuvent contrebalancer I’effet toxique des EROs et permettre a la cellule

cancéreuse de survivre.

b. La résistance au stress oxydant

Une des caractéristiques des cancers est un métabolisme cellulaire altéré. Briévement, une
surconsommation de glucose par la cellule cancéreuse va générer une augmentation de la glycolyse et
une surproduction de pyruvate. Ce dernier, normalement utilisé par la mitochondrie dans les cellules
saines pour produire I’ATP, est fermenté en acide lactique par la cellule cancéreuse. Cet évenement
décrit dans la fin des années 1920 par Otto Warburg et ses collegues est connu sous le nom d’effet de
Warburg et consiste donc en une faible utilisation de la mitochondrie par la cellule cancéreuse (Warburg,
Wind and Negelein, 1927). Seulement, certaines cellules cancéreuses peuvent s’adapter et réutiliser

leurs mitochondries pour échapper aux toxicités apportées par certains traitements.

Dans les gliomes, il a été montré que la protéine TRAP1 permet de reprogrammer le métabolisme
mitochondrial de fagon a réduire la quantit¢ d’EROs produites par un mécanisme dépendant de la
protéine de détoxification SOD2 (Yoshida et al., 2013; Park et al., 2019). Cette augmentation de SOD2
se traduit par une réduction de peroxyde d’hydrogéne cellulaire et a une radiorésistance importante dans
ces gliomes (Lee et al., 2004). De maniére intéressante, cette derniéere étude a également montré que des
augmentations de glutathiones peroxydases et réductases ainsi que la catalase étaient également
intensément augmentées dans ces cellules cancéreuses et apportaient également une résistance au
cisplatine. Dans des lignées cellulaires MDA-MB-231, HeLa et A549, I’inactivation ou I’inhibition de
I’antioxydant peroxyrédoxine 1 (PRDX1) apporte une hypersensibilité a 1’apoptose induite par la
ménadione (également appelée vitamine K3), une naphtoquinone générant des EROs mitochondriaux
(He et al., 2015; Bajor et al., 2020). Ceci indique donc que la PRDX1 constitue un frein a 1’efficacité
de molécules pro-oxydantes. Ces augmentations de protéines de détoxification sont intimement liées
avec I’activation du facteur de transcription Nrf2 (en anglais « Nuclear factor erythroid-2-related factor
2 »). En effet, Nrf2, codé par le gene NFE2L2, est connu pour transloquer dans le noyau en réponse a

un stress cellulaire et activer I’expression de génes codant des protéines de détoxification cellulaire (pour
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revue (Kansanen et al., 2013)). Yamamori et al ont trouvé une résistance prononcée cellules de la lignée
d’adénocarcinome pulmonaire A549 aux irradiations par rayons X (Yamamori et al., 2012) et pouvant

étre expliquée par une surexpression de NFE2L2 dans ce type cellulaire (Kweon et al., 2006).
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Figure 25. Relation entre la dynamique mitochondriale et la résistance au stress oxydant. Les cycles de
fusion et fission participent au bon fonctionnement mitochondrial. L’induction d’un stress oxydant modéré
génére une fission afin d’envoyer certaines mitochondries en mitophagie. Ce contrdle qualité mitochondrial

permet d’éviter I’accumulation de mitochondries endommagées. L’ induction d’un stress oxydant sévére par des
thérapies anti-cancéreuses entraine un excés de fission qui prédispose la cellule a la mort cellulaire par apoptose
(adapté de (Jezek, Cooper and Strich, 2021)).

La mitochondrie subit des cycles perpétuels de fusion et fission régulés par différents facteurs. Les
mitofusines 1 et 2 (Mfn1/2) et la protéine Opal (Optic Atrophy Type 1 protein) sont impliquées dans la
fusion alors que les protéines Fisl et Drpl (Dynamin-Related Protein 1) le sont dans la fission. Cette
dynamique mitochondriale sert de « contrle qualité » pour assurer un fonctionnement correct de cet
organite et éviter la genese d’un stress cellulaire. Ainsi, des altérations de cette dynamique sont
fréquemment rencontrées dans les cancers et intimement liées a la production d’EROs. Par exemple, il
a été montré qu’une déficience spécifique de la protéine de fusion Mfn2, menant donc a un exces de

fission, est associée a un stress cellulaire important (Mufioz et al., 2013). Récemment, I’augmentation
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de Mfn2 dans les cancers pulmonaires non & petites cellules par la dérégulation du facteur AIM2 a été
corrélée a une diminution significative d’EROs cellulaires limitant ainsi la genése d’un stress oxydant
(Qi et al., 2020). En revanche, un effet différent a été observé dans des cellules de tumeurs ovariennes
ol une augmentation de la fission mitochondriale contribue largement a une résistance au cisplatine
(Han et al., 2019). Ma et al ont récemment passé en revue 1’ensemble des modulation des protéines de
fusion/fission et leurs effets sur 1’agressivité et la résistance tumorale (Ma, Wang and Jia, 2020). Ni la
fusion ni la fission ne sont favorables ou défavorables a un stress oxydant et a une résistance
thérapeutique. Bien que certaines études attribuent cette résistance a la fusion et d’autres a la fission, la
dynamique mitochondriale est simplement adaptée en fonction du degré de stress oxydant présent. Dans
les cancers du sein triple négatifs, le sous-type de tumeur mammaire le plus agressif, il est proposé qu’en
réponse a une faible quantité de stress oxydant, une fission mitochondriale modérée conduit a maintenir
cette agressivité alors qu’un stress oxydant beaucoup plus important méne a un exces de fission et
entraine la mort cellulaire (figure 25) (pour revue (Weiner-Gorzel and Murphy, 2021)). Autrement dit,
la fission est une réponse au stress permettant de renouveler le réservoir de mitochondries et quand elle
est activée en exces, la fusion permet d’éviter le déclenchement de 1’apoptose. Zhou et al ont
remarquablement bien démontré que le traitement de cellules MCF7 et MDA-MB-231 par la liensinine,
un inhibiteur de 1’autophagie, augmente la fission par un mécanisme dépendant de Drpl et sensibilise
ces lignées a la doxorubicine, au paclitaxel et a la vincristine. Les auteurs de cette étude ont transposé
ces résultats dans un modéle de souris Nude ayant des xénogreffes de cellules MDA-MB-231 et ont
montré que I’utilisation de la liensinine permettait une réduction tumorale importante en réponse a la

doxorubicine par un mécanisme dépendant de Drpl (Zhou et al., 2015).

Au-dela de ses roles dans le noyau et dans certaines voies de signalisation, la protéine tau a été décrite
dans certains organites. Dans le processus de neurodégénérescence, des dysfonctionnements
mitochondriaux sont systématiquement observés. Par exemple, les neurones de personnes atteintes de
tauopathie affichent des altérations de la forme, la localisation et le métabolisme mitochondrial. En
complément, des oxydations de protéines, lipides et des bases de I’ADN sont observées (Castellani et
al., 1995; Albers and Augood, 2001; Wang et al., 2014; Cabezas-Opazo et al., 2015; Abolhassani et al.,
2017). Ces études corrélatives ont établi un lien entre les formes pathologiques de tau et une distribution
anormale le long des axones, des cycles de fusion/fission aberrants, une mitophagie défaillante ou encore
un potentiel de membrane mitochondrial altéré (Wang et al., 2014; Cheng and Bai, 2018a; Zheng et al.,
2020). Méme si la majeure partie de ces études suggérent que de telles altérations se produisent parce
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que les formes pathologiques de tau sont toxiques pour le neurone, il est également largement suggéré
qu’elles sont dues a une perte-de-fonction de protéine tau physiologique. Corroborant ce postulat,
guelques études ont trouvé des enrichissements de tau dans les mitochondries (Hu et al., 2016; Cieri et
al., 2018). Parmi ces fonctions, le cycle de fusion et fission assuré par les protéines de fusion Opal, les
Mfnl/2 et la protéine de fission Drpl peut étre régulé par la protéine tau. Cet élément est
particulierement intéressant dans la mesure ou le bon fonctionnement mitochondrial dépend de cycles
de fusion et fission bien régulés. En plus des cycles de fusion et fission, les mitochondries sont également
soumises a un trafic intracellulaire. Dans les neurones par exemple, les mitochondries sont enrichies
dans I’axone et sont transportées par les microtubules et leurs protéines motiles. La protéine, qui interagit
avec les microtubules, la dynéine et la kinésine, intervient dans ce transport. En effet, plusieurs études
ont lié la perte de tau avec des altérations du transport des mitochondries. De maniére intéressante, ces
défauts de transport corroborent avec la formation d’un stress oxydant responsable en partie du
processus de dégénérescence neuronal. En présence de la protéine tau, plusieurs travaux, dont certains
ont utilisé des lignées de cellules cancéreuses comme les Hela, ont montré que les mitochondries se
retrouvaient dans une région périnucléaire du noyau (Stamer et al., 2002; DuBoff, G6tz and Feany,
2012; Hu et al., 2016; Li et al., 2016; Cieri et al., 2018). Dans les cancers, il a été montré que ce
regroupement périnucléaire des mitochondries pouvait avoir des conséquences sur la résistance des
cellules cancéreuses a I’hypoxie et a la formation de I’angiogenéese (Al-Mehdi et al., 2012). Un autre
effet de tau au niveau mitochondrial et pouvant contribuer a la régulation du stress oxydant a été
démontré par Cieri et ses collaborateurs. Dans leur étude, les auteurs ont montré qu’une protéine tau wt
ainsi qu’une de ses formes pathologiques étaient retrouvées dans la mitochondrie, précisément sur sa
membrane externe (OMM, Outer Mitochondrial Membrane) et dans son espace intermembranaire (IMS,
Inner Membrane Space). Alors que les contacts entre la mitochondrie et le RE sont maintenus pour la
protéine tau wt, ils sont altérés avec la protéine tau pathologique. Ceci indique que tau wt posséde une
fonction dans le maintien du contact mitochondrie-RE. Ces contacts sont d’autant plus importants qu’ils
permettent les échanges calciques entre les deux organites. Dans leur étude, les auteurs montrent en effet
que la formation d’une tau tronquée est associée a des flux calciques perturbés (Cieri et al., 2018). Ceux-
ci menent alors inéluctablement vers la mort cellulaire par apoptose. Cette étude est appuyée par celle
de Atlante et al qui montrent qu’'un fragment tronqué de tau, qui mime donc une protéine tau
pathologique, est associé a une dérégulation de la chaine OXPHOS (Atlante et al., 2008). L’ensemble

de ces observations indiquent que tau pourrait étre une protéine impliquée dans différents aspects du
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fonctionnement de la mitochondrie et permettrait de limiter la production d’EROs ou d’augmenter leur
détoxification. Notre hypothése est donc que la protéine tau, dans la cellule cancéreuse, a la capacité de

réguler négativement le stress oxydant et constituerait ainsi un facteur de résistance aux chimiothérapies

et a la radiothérapie induisant un tel stress.

Cette hypothése a été étudiée dans le troisiéme objectif de cette these.
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106



OBJECTIFS DE LA THESE

Bien que la protéine tau soit principalement étudiée dans les neurones, I’intérét de 1’expression de son
géne dans les cancers croit depuis quelques années. Son réle dans de telles conditions pathologiques a
été associé a une résistance aux taxanes (Rouzier et al., 2005; Mimori et al., 2006; Smoter et al., 2013;
Wang et al., 2013; Wu et al., 2013). Gréace aux études réalisées sur tau, nous découvrons que cette
protéine n’a pas qu’une seule fonction et n’est pas retrouvée que dans les neurones. L’objectif de cette
these est alors de mettre en évidence trois nouvelles fonctions de tau impliquées dans la stabilité
génomique et le maintien de 1’hétérochromatine et de montrer I’impact de tau dans la résistance

thérapeutique face a plusieurs traitements anti-cancéreux autres que ceux incluant les taxanes.

1. Obijectif 1 : implication de tau dans deux mécanismes de réparation de I’ADN et impact sur la

résistance aux DDA et aux rayons X

La découverte de la protéine tau dans le compartiment nucléaire (Loomis et al., 1990) et son association
avec la chromatine (Corces et al., 1980a; Villasante et al., 1981; Greenwood and Johnson, 1995) a
soulevé la question d’un réle de tau dans la protection de I’ADN. Quelques études ont montré que 1a
délétion de tau entrainait une accumulation de dommages a I’ADN (Sultan et al., 2011; Violet et al.,
2014). D’autres études ont confirmé un rdle pour tau dans la stabilité génomique (Lu et al., 2013; Rossi
et al., 2013; Bou Samra et al., 2017). Toutefois, bien que la plupart de ces études aient proposé que tau
adopte une conformation particuliére avec I’ADN lui conférant alors une protection, les mécanismes

Sous-jacents n’ont pas été élucidés.

Habituellement, les cancers affichant a une forte résistance thérapeutique face aux DDA ou a
I’irradiation montrent également une activité de réparation de I’ADN plus importante (Khongkow et al.,
2013, 2014). En effet, des déplétions de protéines impliquées dans différentes voies DDR ont montré
que la réparation des CDB était essentielle dans la résistance a différents traitements thérapeutiques (An
et al., 2010; Fridlich et al., 2015; Bhattacharya et al., 2017). De surcroit, bien que une grande partie des
cancers posséedent des mutations perte de fonction dans plusieurs génes impliqués dans la réparation de
I’ADN, elles ne sont pas totalement dépourvues d’activit¢ NHEJ ou HR (Mao et al., 2008a; Sakai et al.,
2008). Ainsi, une surexpression de génes codant des protéines de réparation de I’ADN constitue un

obstacle a I’efficacité de certaines chimiothérapies et de la radiothérapie.
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Le premier objectif de cette thése est de montrer dans un premier temps que la nature de la
protection génomique apportée par tau est expliquée par une meilleure activité de réparation de
I’ADN. Dans un second temps, il est de montrer que cette activité de réparation de ’ADN est
retrouvée dans des cellules cancéreuses et constitue une résistance a des chimiothérapies a base
de bléomycine (in cellulo) et & la doxorubicine (in vivo) et & la radiothérapie (rayons X).
L’objectif sous-jacent est de montrer que la délétion de MAPT permet de resensibiliser les
cellules cancéreuses aux traitements inducteurs de dommages a ’ADN et constitue alors une

piste thérapeutique.

2. Obijectif 2 : effet de tau sur le maintien de I’hétérochromatine et résistance aux inhibiteurs de

HDAC

Plusieurs études ont montré que la protéine tau jouait un role prépondérant dans 1’organisation de la
chromatine. Plus précisément, son réle dans le maintien de I’hétérochromatine est devenu évident aux
vues des travaux qui ont démontré une désorganisation chromatinienne dans les neurones de patients
atteints de la MA. La conséquence d’une telle perte de structure locale de la chromatine est une
réexpression aberrante de génes, notamment impliqués dans le cycle cellulaire ou la mort cellulaire
(Frost, Hemberg, Lewis and Mel B. Feany, 2014). Cette relaxation a été associée a la perte de fonction
physiologique de tau. Cependant, les mécanismes exacts par lesquels la protéine tau maintien
I’hétérochromatine et 1’organisation générale de la chromatine ne sont pas totalement élucidés. De plus,

I’impact de cette fonction sur I’efficacité d’épidrogues n’a jamais été étudie.

Ces dernieres décennies, plusieurs molécules pouvant moduler certains mécanismes épigénétiques ont
émergé. Parmi eux, les inhibiteurs de HDAC ont prouvé leur efficacité dans les cancers hématologiques
et une efficacité relative dans les cancers solides. La présence de nombreux mécanismes de résistance
obligerait a les employer a des concentrations élevées. De plus, 1’apparition d’effets secondaires
importants ne permet pas de les utiliser a des concentrations thérapeutiques et limite ainsi leur utilisation

(Shah, 2019).

Le deuxiéme objectif de cette thése est, d’une part, de décortiquer le role de tau dans le maintien
de la structure de la chromatine et, d’autre part, de montrer que cette fonction limite I’efficacité

d’un inhibiteur de HDAC, la TSA, dans des lignées cellulaires de différentes tumeurs. L’objectif
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sous-jacent ici est également de montrer que le ciblage de tau dans ces cellules pourrait

améliorer les traitements a base d’inhibiteurs de HDAC.

3. Objectif 3 : effet de tau sur la prévention du stress oxydant et implication dans la résistance a

plusieurs traitements

La majorité des maladies neurodégénératives est caractérisée par de forts taux de stress oxydant
(Barnham, Masters and Bush, 2004). Dans les cellules présentant des altérations de tau, ce type de stress
est également retrouvé soulevant ainsi la question du lien entre la protéine tau et le stress oxydant
(Castellani et al., 1995; Albers and Augood, 2001; Cabezas-Opazo et al., 2015; Abolhassani et al.,
2017). Dés lors, beaucoup ont lié la formation de protéines tau pathologiques avec des altérations de la
mitochondrie, le principal lieu de production d’EROs intracellulaire (Wang et al., 2014; Cheng and Bai,
2018a; Zheng et al., 2020). A ce jour, aucune étude n’a cependant réellement prouvé que la protéine tau

était douée de réduction ou de prévention d’un tel stress.

Bien que les molécules thérapeutiques utilisées dans le traitement des cancers aient leur mécanisme
propre, la majeure partie d’entre elles générent un stress oxydant. C’est le cas notamment des
chimiothérapies a base de taxanes (Meshkini and Yazdanparast, 2012; Ren et al., 2018),
d’anthracyclines (Davies and Doroshow, 1986; Doroshow and Davies, 1986; Kalivendi et al., 2001; De
Angelis et al., 2010), d’inhibiteurs de HDAC (Rosato et al., 2008; EI-Naggar et al., 2019) ou encore
d’irradiation (Kernbaum, 1909; Leach et al., 2001; Dayal et al., 2008; Barjaktarovic et al., 2011). Ainsi,
la toxicité de ces traitements est également apportée par 1’augmentation d’EROs. Les cellules
cancéreuses possedent la particularité d’avoir des niveaux de stress oxydant beaucoup plus importants
gue leurs homologues saines (Trachootham, Alexandre and Huang, 2009; Liou and Storz, 2010). Une
des stratégies en thérapie est donc d’exploiter cette caractéristique particuliére en induisant un stress
oxydant généralisé. Les cellules cancéreuses atteindront alors plus facilement un seuil de mort cellulaire
mais pas les cellules saines (Trachootham, Alexandre and Huang, 2009). Seulement, si I’effet protecteur
de la protéine tau face au stress oxydant observé dans les neurones est également vrai dans des cellules
cancéreuses sous traitement, ces derniéres exhiberaient des niveaux de stress similaires aux cellules

saines et cette stratégie s’avérerait inefficace.
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Le troisieme objectif de cette thése est donc de démontrer que la protéine tau préserve les
cellules cancéreuses d’une accumulation d’EROs et les protége des différents traitements
thérapeutiques inducteurs de stress oxydant et d’en décrypter les mécanismes. A instar des
deux premiers objectifs, I’objectif sous-jacent de cette derniéere partie est de souligner
I’importance de réprimer I’expression de MAPT ou de cibler la protéine tau afin d’augmenter la

sensibilité des cellules cancéreuses aux traitements induisant un stress oxydant.
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DEMARCHE EXPERIMENTALE

Modeles in cellulo : nous avons choisi des lignées cellulaires de tumeurs mammaires pour évaluer le

role de tau dans la résistance thérapeutique a I’irradiation et aux agents de chimiothérapie
endommageant I’ADN. Ce choix de ce type de tumeur est basé sur la littérature ou la protéine tau a été
premiérement associée a une résistance aux taxanes (Rouzier et al., 2005) et reprises dans d’autres

études (lkeda et al., 2010a; Bonneau et al., 2015).

Modéle in vivo : nous avons choisi de vérifier nos résultats in vivo dans un modeéle de souris

immunodéficientes SCID, fréqguemment utilisé en cancérologie. Nos cellules étant d’origine humaine,
nous avons choisi des souris immunodéficientes (SCID) pour éviter toute forme de rejet. Enfin, notre
centre de recherche posséde I’expertise, les locaux et le personnel & proximité pour réaliser des

expérimentations sur ce modeéle.
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Etude 1 : implication de la protéine tau dans les mécanismes de réparation de I’ADN dans les cancers

et résistance aux DDA et a la radiothérapie

Implication de la protéine tau dans les mécanismes de réparation de I’ADN dans les

cancers

Thomas Rico, Raphaélle Caillierez, Thomas Comptdaer, Eric Adriaenssens, Luc Buée, Bruno Lefebvre

Résumé :

La résistance thérapeutique est un des enjeux majeurs dans le traitement des cancers. Ces derniers
peuvent étre intrinséquement résistants ou cette résistance peut étre acquise pendant le traitement. Dans
ce contexte, la protéine tau, codée par le géne MAPT, pourrait s’avérer étre un contributeur important
dans la résistance aux thérapies anti-cancéreuses. Initialement décrite au niveau neuronal, une littérature
abondante a maintenant démontré que 1’expression de son géne est augmentée dans plusieurs types de
cancers et pouvait étre associé a une résistance aux taxanes. Cet effet a été associé a son role bien connu
de régulatrice de I’assemblage et désassemblage des microtubules. Cependant, des travaux récents ont
montré, au niveau neuronal, que tau était une protéine pléiotrope, impliquée dans plusieurs mécanismes
cellulaires. Parmi eux, son réle dans la protection/réparation du génome pourrait étre directement lié a
une résistance a d’autres traitements anti-cancéreux, notamment ceux induisant des dommages a I’ADN.
Nos résultats montrent que les CDB de 1’ADN disparaissent plus rapidement aprés une irradiation ou
un traitement a la bléomycine dans des cellules MCF7 et MDA-MB-231 exprimant MAPT de maniére
endogéne que dans leurs homologues transfectés stablement avec un shRNA dirigé contre tau (shTau).
Cette observation a été liée a une augmentation des activités de réparation des CDB de type jonction des
extrémités non-homologues (NHEJ) et de recombinaison homologue (HR). Nous avons pu expliquer ce
nouveau réle de tau par sa capacité a augmenter le trafic microtubulaire de la protéine 53BP1, un facteur
essentiel dans I’initiation de la réparation, améliorant donc sa translocation nucléaire. Ces résultats ont
été testés in vivo en utilisant un modele de souris immunodéficientes (SCID) xénogreffées. Nous avons
pu ainsi confirmer in vivo que la protéine tau était un facteur de résistance a la radiothérapie et la
chimiothérapie induisant des CDB (doxorubicine) et que la diminution de son expression par ShRNA

augmentait la sensibilité des tumeurs a ces traitements.
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1. Introduction

Bien qu’initialement décrite au niveau neuronal, I’expression de MAPT a été maintenant retrouvée dans
plusieurs tissus périphériques en conditions physiologiques et pathologiques. En effet, la protéine tau
est retrouvée dans plusieurs cancers tels que les carcinomes mammaires, ovariens, prostatiques ou
encore gastriques (Rouzier et al., 2005; Smoter et al., 2013; Wang et al., 2013; Schroeder et al., 2019).
Dans ces cancers, la fonction microtubulaire de tau a été associée a la résistance aux taxanes. Toutefois,
grace aux études réalisées sur les tauopathies dont la MA, il est admis que la protéine tau posséde
plusieurs fonctions cellulaires autres que sa fonction microtubulaire qu’on lui connait. Notamment, une
relation a été établie entre la déplétion de tau (modeles in vivo KO-tau) ou la présence de formes
pathologiques de tau et I’apparition et la persistance de dommages double brin de I’ADN (Sultan et al.,
2011 ; Violet et al., 2014). L hypothése consensuelle suggere que tau lie la séquence d’ADN et permet
la formation d’une conformation spécifique empéchant la formation du dommage (Hua and He, 2003;
Hua et al., 2003; Wei et al., 2008b). Toutefois, aucune étude in vivo n’a démontré une telle conformation
dans la protection du génome. Notre hypothese est que la protéine tau pourrait intervenir directement

dans la voie DDR et ainsi améliorer les systemes de réparation.

L’objectif de cette étude est, dans un premier temps, de caractériser la sensibilité de cellules tumorales
exprimant tau ou déplétées en tau aux thérapies induisant des dommages a I’ADN. Pour cela, nous avons
réalisé des traitements de chimiothérapie utilisant la bléomycine (tests in cellulo) ou la doxorubicine
(tests in vivo) ainsi que des traitements de radiothérapie (rayons X). Dans un second temps, 1’effet de
tau sur deux mécanismes de réparation de ’ADN est étudi¢. Enfin, les mécanismes moléculaires

impliquant cet effet sur ces mécanismes de réparation de I’ADN seront caractérisés.

2. Matériel et méthodes

a. Culture cellulaire, transfections et traitements

Les cellules des lignées cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et MCF7, la lignée de cancer du col de

I’utérus HelLa et de neuroblastome humain SH-SY5Y ont été obtenues par le fournisseur ATCC et sont
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cultivées dans du milieu DMEM (Dulbbeco’s Modlified Eagle Medium, Gibco) supplémenté de
pénicilline (L00OU/ml), streptomycine (100 g/ml), sérum de veau feetal (10%) et AA non-essentiels (1%).
Les cellules de la lignée HCC1954 et CHO-K1 obtenues chez ATCC sont cultivées dans du milieu
RPMI1640 (Roswell Park Memorial Institute medium, Gibco) supplémenté de pénicilline (100U/ml),

streptomycine (100 g/ml) et sérum de veau feetal (10%).

Les plasmides GFP (Addgene, #13031), Tau-GFP, Tau, mCherry (Addgene, #20956), I-Scel (Addgene,
#60960) sont transfectés par lipofectamine (Lipofectamine 3000 Reagent, Invitrogen) comme agent de
transfection lorsque les cellules atteignent environ 60% de confluence. Pour les transfections, des
cellules HeLa sont cultivées dans une plaque de 6 puits, pour 1’établissement des clones stables pDR
GFP (Pierce et al., 1999) et pimEJ5GFP (Bennardo et al., 2008), dans un milieu DMEM supplémenté
de pénicilline (100U/ml), streptomycine (100 g/ml) et sérum de veau feetal (10%). Le milieu est retiré
et remplacé par un milieu DMEM dépourvue d’antibiotiques (milieu DMEM PS-). Les plasmides pDR
GFP et pimEJ5GFP sont transfectées par lipofectamine (Lipofectamine 2000 Transfection Reagent,
ThermoFisher). Une quantité de 3 pL de lipo2000 est ajoutée dans 500 pL de milieu de culture DMEM
sans antibiotique ni sérum. Apres 5 minutes d’incubation, une quantité de 1,25 pg de plasmide est ajouté
a la solution de lipo2000. Apres 20 minutes d’incubation, le mélange 1lipo2000-plasmide est incubé dans
le milieu contenant les cellules. Au bout de 24 heures de transfection, le milieu est remplacé et les
cellules analysées au bout de 48 heures. Pour les transfections stables, la sélection commence 48 heures
apres transfection par addition de puromycine (1 pug/ml). Aprés 3 semaines de sélection environ, les
clones stables sont repiqués par aspiration dans du milieu DMEM dans des plaques de 24 puits et
incubées a 37°C sous atmosphere humide et 5% de CO2. Le méme protocole de culture et de transfection
stable est réalisé sur les cellules SH-SY5Y pour un plasmide possédant un systéme tétracycline-ON
(tetON) en amont de la séquence codante de tau 1N4R, les cellules MCF7 transfectées avec les plasmides
shTau (sc-36614-SH, SantaCruz) et shScramble (sc-108060, SantaCruz) ainsi que les cellules CHO-K1
transfectées avec un plasmide codant la séquence codante de la GFP ou une séquence codant une

protéine de fusion Tau-GFP.

Les dommages a I’ADN sont obtenus par addition de Bléomycine Sulfate (Calbiochem, Cat : 203401)
a une concentration finale de 30 pg/ml dans le milieu de culture des cellules MCF7, MDA-MB-231,
HCC1954 et HeLa pendant 2 heures & 37°C, 5% CO,. Les dommages induits par rayonnement ionisants

sont obtenus par irradiation des lignées cellulaires précédemment décrites a différentes intensités (2, 4
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ou 6 Gy) par un accélérateur de particules Clinac23X (photons X 25MV) au centre hospitalier Oscar

Lambret.

b. Souris SCID, xénogreffes et traitements

Des souris SCID femelles (FOX Chase SCID, Charles River Laboratories) agées de 6 semaines sont
greffées avec la souche sauvage (wt) ou les clones shCtrl et shTau des lignées MCF7 ou MDA-MB-231.
Le choix d’un age précoce des souris a été fait afin de répondre aux besoins en cestrogénes des cellules
de la lignée cestrogeno-dépendante MCF7. Pour cette lignée, 10 millions de cellules sont injectées dans
chacun des deux flancs de la souris en sous-cutanée. Pour la lignée MDA-MB-231, 3 millions de cellules
sont injectées selon le méme protocole. Les cellules a greffer sont diluées dans une matrice de Matrigel
(Corning, 20,6 mg/mL). Un volume de 100 pL de Matrigel est dilué dans 100 uL de PBS pour une
concentration finale de 10,3 mg/mL. Les 200 uL de Matrigel dilués sont ditribués dans des tubes
Eppendorf 1,5 mL et placés a 4°C pour éviter la gélification du Matrigel. Un volume final de 200 pL de
PBS contenant 2 fois 10 millions de cellules pour la lignée MCF7 et 2 fois 3 millions de cellules pour
la lignée MDA-MB-231 est déposé dans les 200 pL de Matrigel-PBS préalablement préparés afin

d’obtenir la quantité de cellules par tube équivalent aux deux greffes réalisées par souris.

Aprés injection, la taille des tumeurs est mesurée deux fois par semaine grace a un pied a coulisse
numérique (electronic digital caliper). Le volume tumoral exprimé en mm?3 est obtenu selon la formule :
L x |2 x 1/2. Lorsque les tumeurs ont atteint les 100 mm?3, les souris sont traitées par chimiothérapie ou
radiothérapie. Pour la chimiothérapie, une unique dose de doxorubicine hydrochloride (6 mg/kg) diluée
dans du sérum physiologique stérile et injectée par voie intraveineuse (V). Pour la radiothérapie, les
souris sont anesthésiées par kétamine (100 mg/kg) et xylazine (20 mg/kg) et placées dans des boites
rectangulaires avec plusieurs trous pour permettre la respiration. Les souris sont placées sur le dos de
facon a laisser les tumeurs accessibles par les rayons. La zone correspondant aux flancs de chaque souris
est irradiée par des rayons X grace a un appareil de type XRAD320 a une intensité de 2 Gy/jour pendant
2 jours consécutifs. Le suivi de la régression tumorale est réalisé de la méme fagon que le suivi de la

croissance tumorale.

c. Fractionnement nucléaires et western blot
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Deux millions de cellules des clones MCF7 shCtrl et MCF7 shTau sont ensemenceées dans des boites de
Petri 100-mm et cultivées pendant 48h. Les cellules sont ensuite irradiées a 2 Gy par un accélérateur de
particules (ClinacX23) et récupérer par grattage grace a un rateau 10 minutes post-irradiation. Pour le
fractionnement, le culot est lysé par application de 300 uL d’un tampon de lyse Buffer A (HEPES 10
mM, pH 7,9, KCI 10 mM, MgCl; 3 mM, 1 pastille d’inhibiteur de protéases) a 4°C pendant 15 minutes.
A termes, les cellules sont incubées avec 0,1% de NP-40. Un volume de 100 pL du lysat est récupéré et
constituera la fraction totale de chaque condition. Les cellules lysées sont immédiatement centrifugées
3000g, 4°C pendant 5 min. Le surnagent correspond a la fraction cytosolique et le culot aux noyaux. Un
volume de 200 pL du surnagent est récupéré et constituera la fraction cytosolique. Les culots nucléaires
sont ensuite lavés deux fois avec 1 mL du tampon A et centrifugées 30009, 4°C pendant 5 minutes afin
d’éliminer toute trace de protéines cytosoliques. Les culots nucléaires sont ensuite lysés dans 100 pL
d’un tampon de lyse Buffer B (HEPES 10 mM, pH 7,9, NaCl 150 mM, EDTA 0,5 mM). Les fractions
totales et nucléaires sont ensuite supplémentées de 0,5 pL de Benzonase Nucléase (Novogen) a
température ambiante pendant 30 min. Les échantillons protéiques sont enfin dilués volume a volume
dans du tampon de dép6t composé de LDS 4X (Lithium Dodécyl Sulfate, Invitrogen) et de DTT 500

mM (Dithiothreitol, Invitrogen).

Les protéines sont ensuite analysées par électrophorése en gel de polyacrylamide en condition
dénaturante (SDS-PAGE). Pour cela, les échantillons sont déposés dans des puits de gel réticulé a 4-
12% (NuPage, Invitrogen). La migration de ces protéines se fait dans un tampon MOPS 1X (3-
morpholino-1-propanesulfonique) SDS Running Buffer (Invitrogen) et sous un voltage constant de
200V pendant 1h. Au terme de cette migration, les protéines du gel sont transférées sur une membrane
de nitrocellulose d’une porosité de 0,45 um (Hybond, GE HealthCare) dans un tampon de migration,
sous un voltage constant de 30V pendant 1h15. Afin de vérifier I’efficacité du transfert, une coloration
réversible au Rouge Ponceau est réalisée (Acide trichloracétique 3%, Rouge Ponceau 0,2%) dont les
spots apparaissent colorés aprés décoloration a I’eau distillée. On procéde ensuite a un lavage de la
membrane au TNT (Tris-HCI 100 mM, pH 8, NaCl 150 mM, Tween 20 0,1%) jusqu’a décoloration
compléte. La saturation des sites aspécifiques est réalisée par I’incubation de la membrane de
nitrocellulose dans une solution de TNT supplémentée de lait non gras 5% ou de BSA 5% pendant 45
minutes a température ambiante. Les membranes sont ensuite incubées avec |’anticorps primaire
d’intérét dilué¢ dans 1’agent de saturation toute la nuit. Les anticorps primaires suivants ont été utilises :
Tau Cter (Galas et al., 2006, homemade 993-S2 Y16L-2P [427-441], dilué au 1/4000°™ dans du lait-
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TNT 5%) ; Tau Nter (Galas et al., 2006, homemade 12-41 1242075, dilué au 1/1000°™ dans du lait-
TNT 5%) ; 53BP1 (Cell Signaling, dilué au 1/1000°™ dans du lait-TNT 5%), H3 (Milipore, dilué au
1/10 000°™ dans du lait-TNT 5%) ; Hsp90 (SantaCruz, dilué au 1/1000°™ dans du lait-TNT 5%). Les
membranes sont ensuite rincées par 3 lavages de 10 minutes au TNT, afin d’éliminer les anticorps
primaires non fixés, avant d’étre incubées avec I’anticorps secondaire, couplé a une peroxydase, pendant
1h a température ambiante sous agitation. Une deuxiéme série de 3 lavages de 10 minutes au TNT est
réalisée afin d’éliminer les anticorps secondaires non couplés a leur antigéne. La révélation du couplage
anticorps primaire/anticorps secondaire est réalisée par I’utilisation de I’ECL (GE HealthCare) qui est
peroxydée par I’enzyme. Le signal émis est obtenu par chimioluminescence par un LAS4000 et les

données sont analysées par le logiciel ImageJ (graph Las Software Inc, USA).

d. Immunocytochimie

Le milieu de culture des cellules des différentes lignées est retiré et les cellules sont lavées avec du PBS
préalablement chauffé a 37°C. Celles-ci sont ensuite fixées dans du paraformaldéhyde a 4% pendant 20
minutes a température ambiante puis rincées dans du PBS. Les cellules sont ensuite perméabilisées par
300 pL d’une solution 0,1% Triton X-100/PBS pendant 10 minutes a température ambiante et placés
sous agitation. La saturation est ensuite réalisée dans une solution BSA/PBS a 2% (Bovine Serum
Albumine) a température ambiante sous agitation pendant 1 heure. Les anticorps primaire YH2AX
(Phospho-H2AX Ser139, Millipore lot 2854975, dilué au 1/500°™ dans de la BSA-PBS 2%) ; 53BP1
(Cell Signaling, dilué au 1/500°™ dans de la BSA-PBS 2%) ; tubuline gamma (Milipore, dilué au
1/500°™ dans de la BSA-PBS 2%) sont incubés sur les cellules pendant une nuit a 4°C. Trois lavages
sont ensuite réalisés dans du PBS. Les cellules sont ensuite incubées avec les anticorps secondaires
couplés a un flurochrome (Alexa Fluo 488 nm pour le vert et Alexa Fluo 568 nm pour le rouge) dilué
au 1/400eme dans du PBS pendant 45 minutes a température ambiant et a 1’obscurité. Les cellules sont
rincées 3 fois au PBS et montées entre lame et lamelles dans un milieu de montage Vectashield contenant
du DAPI (4°,6-diamidino-2-phénylindole) pour le marquage des noyaux (Vector). L’analyse des lames

est réalisée par un microscope confocal de type Spinning Disk (Zeiss).

Les images obtenues par microscopie confocale sont quantifiées grace au logiciel Fiji — ImageJ. Un
programme informatique (macro) a été utilisé pour délimiter dans un premier temps les noyaux grace a

la fluorescence du DAPI. Dans un second temps, elle permet d’identifier au sein de ces noyaux des
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zones dans lesquelles I’intensité de fluorescence correspondant au marquage des CDB est au-dessus du
bruit de fond. Chacune de ces zones est considérée comme un foyer de CDB. La macro permet alors de

quantifier le nombre de foyers d’endommagement d’ADN par noyau.

e. Cytométrie de flux

Les clones stables HeLa pDR GFP et pimEJ5GFP sont ensemencées dans des plaques 6 puits a 80% de
confluence soit environ 1 x 10° cellules par puit et transfectées apres 24 heures avec un plasmide codant
I’enzyme de restriction I-Scel avec ou sans un plasmide codant tau en utilisant le protocole de
transfection décrit précédemment. 48 heures apreés la transfection, les cellules sont décollées a la trypsine
et lavées 1 fois (centrifugation 300xg, 5 min, 4°C). Les cellules sont resuspendues dans du PBS et la

fluorescence GFP analysée en cytométrie de flux (LSR FORTESSA X20, analyseur BD).

f. RT-gPCR

Les ARN sont récupérés grace au kit RNeasyMinikit (Qiagen). La transcription inverse est réalisée grace
a I’utilisation d’amorces aléatoires selon les recommandations du fournisseur (Applied Biosystems). Les
ADN complémentaires (cDNA) sont analysés par PCR selon la méthode TagMan PCR master mix
(Applied Biosystems). Les primers utilisés sont les suivants MAPT (Hs00213484_m1) et GusB
(Hs00939627_m1) comme gene de référence. Les réactions (40 cycles) et I’analyse des données sont

réaliséee par ABI Prism 7700 (PerkinElmer).

g. ELISA

Les niveaux protéiques de tau dans les cellules MCF7 ont été mesurés en utilisant une dilution en série
de lysats cellulaires grace & un kit ELISA (homemade). Les échantillons protéiques de MCF7 wt,
shContréle et shTau sont préparés selon ce protocole : les cellules sont lysées dans 100 pL de tampon
RIPA (NacL 150 mM ; NP40 1% ; sodium déoxycholate 0,5% ; SDS 0,1% ; Tris-HCI 50 mM ; pH 8 et
complété avec des inhibiteurs de protéases) puis dans un bain de sonication. Un coating est préparé sur

une plaque de 96-puits (Maxisorp F8 ; Nunc, Inc.) toute la nuit a 4°C avec 100 ng par puit de notre
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anticorps maison 9H12 (homemade, reconnaissant la partie centrale de tau) dans un tampon carbonate
(NaHCO3 50 mM, pH 9,6). Aprés 5 lavages au PBS supplémenté de 0,05% de Tween (PBS-T), la
saturation est obtenue par I’utilisation de 200 pL de tampon de lavage avec 2% de cas€ine pendant 1
heure a 37°C. Apreés 5 lavages avec le tampon PBS-T, 50 uL des lysats protéiques dilués dans un tampon
PBS-caséine-Tween (PCT) sont incubés 1 heure & 37°C. La gamme étalon contenant une protéine tau
IN4R recombinante est également incubée. Puis, 50 uL d’anticorps de détection (anticorps homemade
TauE13N (7F5)) dilué au 1/1000 dans le tampon PCT sont incubé a température ambiante toute la nuit.
Apres 5 lavages avec le PBS-T, des anticorps secondaires anti-souris 1gG1 dilués au 1/32000 sont
incubés. Puis, une pastille de tétraméthyle benzidine (TMB) est diluée dans un tampon citrate/phosphate
supplémenté de H,O, 1/5000. Un volume de 100 pL de la solution TMB est incubé sur les substrats. La
réaction est ensuite arrétée par addition de 50 pL d’acide sulfurique. L’absorbance est mesurée par un

spectrophotométre (Multiskan Ascent, Thermo Labsystem) a une longueur d’onde de 450 nm.

h. Test Hprt et stabilité génomique

L’évaluation de la fréquence de mutations (MF) a été obtenu selon la méthode décrite dans la littérature
(Silva et al., 2005). Des cellules CHO-K1 transfectées stablement avec les plasmides codant la GFP ou
Tau-GFP sont cultivées dans un premier temps dans un milieu HAT (hypoxanthine) (H0262-10VL,
Sigma) pendant 5 jours afin d’éliminer les potentiels mutants Hprt”-. Un total de 1,5 millions de cellules
est ensemencé dans quatre flasques de 75 cm? pour chaque condition : PBS, cisplatine (C2210000,
Sigma), oxaliplatine (09512, Sigma) et irradiation (4 Gy). Les cellules sont alors traitées avec le
cisplatine (10 uM, 2h), I’oxaliplatine (20 uM, 2h) ou par rayons X (4 Gy). Les cellules sont maintenues
en culture apres ces traitements pendant 8 jours afin de permettre 1’expression du phénotype mutant
Hprt. A termes, un total de 200 000 cellules sont ensemencées en boites de 100 mm dans un milieu de
culture supplémenté de 6-thioguanine (6-TG, 6 ug/ml) (A4882, Sigma) et cultivées 14 jours afin de
sélectionner les mutants Hprt. Un total de 200 cellules viables est ensemencé en boite de 35 mm dans
un milieu de culture non supplémenté de 6-TG afin de déterminer la viabilité cellulaire aprés traitements.
A Tissu de ces 14 jours, les colonies sont fixées a I’éthanol 70°C et colorées au Giemsa (4%).
L’efficacité de clonage (CE, Cloning efficiency) est exprimée par le ratio entre le nombre de colonies

formées sur le nombre cellules ensemencées. La fréquence de mutations (MF) est le résultat du ratio
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entre le CE des cellules cultivées dans le milieu 6-TG + (mutants Hprt) et le CE des cellules cultivees

dans le milieu 6-TG -.

i. Analyses statistiques

Les analyses statistiques des expériences de cette étude sont exprimées sous la forme de la moyenne des
valeurs de chaque groupe testé et de I’erreur-type de cette moyenne. Ce travail a donné lieu a I’utilisation
de trois différents tests : le test de Wilcoxon-Mann-Whitney, I’ANOVA univari¢ et le test de Kruskall-

Wallis. Les statistiques ont été obtenues gréace au logiciel GraphPad Prism.

3. Reésultats

a. Expression et extinction de tau dans deux lignées de tumeurs mammaires

Les cellules MCF7 et MDA-MB-231 ont été transfectées stablement avec un shRNA scramble (shCtrl)
shRNA dirigé contre I’ARNm de MAPT (shTau) et la quantité protéique et d’ARNm a été évaluée par

western blot et gPCR, respectivement (figure 1A et 1C).
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Figure 1. Expression de MAPT dans deux lignées de tumeurs mammaires. L’expression de MAPT a été
déterminée par western blot (A) dans les MCF7 shCtrl et shTau et (B) dans les MDA-MB-231 shCtrl et shTau
grace a un anticorps Tau Nter. La quantification relative de la quantité de protéine tau normalisée sur la quantité

d’actine dans les deux clones est représentée (C) pour les MCF7 et (D) pour les MDA-MB-231.
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Les résultats du western blot montrent que la quantité protéique de tau est diminuée de 62,7% en

présence du shTau en comparaison avec le shCtrl dans les cellules MCF7 (figure 1B) et de 56,2% dans

les MDA-MB-231 (figure 1D). Une analyse complémentaire ELISA confirme les résultats obtenus par

western blot et, en raison de son caractere quantitatif, permettent de déterminer que la quantité de

protéines tau est diminuée d’environ 73,8% dans les MCF7 shTau par rapport aux MCF7 wt et shCtrl

(figure supplémentaire 1A). Enfin, TARNm de MAPT a été déterminée par RT-gPCR et montre

également une diminution de 60,4% dans les shTau en comparaison avec les shCtrl (figure

supplémentaire 1B).

b. Effet de la protéine tau sur la réponse aux dommages a I’ADN

Dans un premier temps, nous avons cherché a comprendre le role de tau sur la protection/réparation de

I’ ADN. Pour cela, une premiére approche expérimentale a consisté a déterminer la quantité de CDB par

immunocytochimie, modélisée par la présence de YH2AX.
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Figure 2. Evolution des CDB apreés un traitement a base de bléomycine. Les clones stables des cellules

MCF7 shCtrl et shTau et MDA-MB-231 shCtrl et shTau ont été traitées a la bléomycine (30 pg/pl, 2h) fixées et

analysées par immunocytochimie (ICC). Les acquisitions représentatives de 1’évolution des CDB modélisée par
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la présence de 1’histone H2AX phosphorylée sur la sérine 139 (YH2AX) en rouge (Alexa 568) sont représentées
et quantifiées (A) pour les clones MCF7 et (B) pour les clones MDA-MB-231. La protéine tau est représentée en
vert (Alexa 488). Les images représentent les cellules contrdles et 6h aprés le début des traitements. Test
statistique : One-way ANOVA.

Les cellules MCF7 et MDA-MB-231 shCtrl et shTau ont été traitées a la bléomycine (30 pg/ul, 2h) puis
fixées immédiatement ou 30 minutes, 1 heure, 2 heures et 4 heures aprés le traitement (2 heures, 2,5
heures, 3 heures, 4 heures et 6 heures sur la figure). La quantité de CDB a été modélisée par la présence
de la protéine YH2AX dans les noyaux. Les résultats obtenus ne montrent pas de différences de CDB
entre les shCtrl et shTau pour les cellules MCF7 et MDA-MB-231 en conditions basales. En revanche,
les MCF7 shTau et MDA-MB-231 shTau ont respectivement 2,5 et 2,8 fois plus de CDB que les MCF7
shCtrl et MDA-MB-231 shCtrl aprés 2 heures de traitement a la bléomycine (figure 2). En suivant
I’évolution de ces derniéres a 30 min, 1 heure, 2 heures et 4 heures apres la fin des 2 heures de traitement,
nous avons remarqué que les MCF7 shTau avaient toujours respectivement 1,5 ; 1,5 ; 2,2 et 2,3 fois plus
de CDB que dans les MCF7 shCtrl. Aprés 6 heures, les MCF7 shTau affichent toujours 2,3 fois plus de
CDB qu’en conditions basales alors que les MCF7 shCtrl retrouvent leur niveau d’origine (figure 2A).
Pour les MDA-MB-231 shTau, nous obtenons des résultats similaires. En effet, nous trouvons 1,8 ; 2,5;
2 et 5,9 fois plus de CDB que les MDA-MB-231 shCtrl. De la méme fagon, les shTau gardent 5,9 fois
plus de CDB 6 heures apres 1’induction des premiers dommages par la bléomycine alors que les MDA -
MB-231 shCtrl retrouvent leur niveau basal (figure 2B). Autrement dit, cette cinétique post-traitement

montre que I’expression de tau est associée a une disparition plus rapide des dommages.

Afin de préciser le réle de tau dans ce mécanisme, nous avons réalisé une cinétique apres induction de
CDB par rayons X. Grace a ce type de traitement, nous pouvons €valuer 1’évolution des CDB dés les
premiéeres minutes post-traitement. Les résultats obtenus montrent que dans les 30 premiéres minutes
post-traitement, les rayons X générent autant de CDB dans les MCF7 shCtrl que dans les MCF7 shTau
(2,9 fois et 2,5 fois, respectivement). En revanche, entre cette premiére demi-heure et 2 heures post-
irradiation, la quantité de CDB dans les MCF7 shCtrl diminue d’environ 36% alors que dans les shTau
elle augmente de 15,1% dans les MCF7 shTau. La suite de la cinétique de réparation de I’ADN montre
que la quantité de CDB dans les MCF7 shTau a 4 heures et 6 heures apres irradiation est respectivement
de 2,3 et 2,5 fois supérieure aux conditions basales alors qu’elle est respectivement de 1,6 fois et 1,3
fois supérieure pour les MCF7 shCtrl (figure 3A). Pour les MDA-MB-231, I’irradiation génére 2,7 fois
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plus de CDB a la fois dans les MDA-MB-231 shCtrl et shTau. Nous obtenons donc une induction de
CDB par les rayons X similaire aux MCF7 sans différences entre les shCtrl et shTau pendant la premiere
demie heure post-traitement. La suite de la cinétique de réparation de I’ADN montre que la quantité de
CDB dans les MDA-MB-231 shTau a 2, 4 et 6 heures aprés irradiation est respectivement de 1,2 fois,
identique et 1,3 fois supérieure aux MDA-MB-231 shCtrl (figure 3B). Les résultats obtenus montrent
qu’apreés un traitement aux rayons X, la méme quantité de CDB est observée (figure 3). Cette observation

semble incompatible avec I’hypothése d’une protection physique de I’ADN.
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Figure 3. Evolution des CDB aprés un traitement a base de rayons X. Les clones stables des cellules MCF7
shCtrl et shTau et MDA-MB-231 shCitrl et shTau ont été traitées aux rayons X (2 Gy) fixées et analysées par
immunocytochimie (ICC). Les acquisitions représentatives de 1’évolution des CDB modélisée par la présence de
I’histone H2AX phosphorylée sur la sérine 139 (YH2AX) en rouge (Alexa 568) sont représentées et quantifiées
(A) pour les clones MCF7 et (B) pour les clones MDA-MB-231. La protéine tau est représentée en vert (Alexa
488). Les images représentent les cellules contrdles et 6h aprés le début des traitements. Test statistique : One-
way ANOVA.
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D’un point de vue mécanistique, une protection physique suppose également une augmentation de la
liaison de tau a la chromatine lors d’un traitement a base de DDA afin de répondre a I’accumulation des
CDB. Nous avons donc réalisé un fractionnement biochimique en utilisant des concentrations
croissantes en NaCl qui permettent d’extraire les protéines présentes dans les fractions de plus en plus
insolubles du noyau. Ainsi, des cellules de la lignée SH-SY5Y tetON en amont de la séquence codante
de la protéine tau 1N4R ont été soumises a différents traitements : bléomycine sulfate (radiomimétique),
étoposide (inhibiteur de topoisomérase Il de type épipodophyllotoxine), et peroxyde d’hydrogéne ou
H.O, (dommages oxydatifs) aprés induction a la tétracycline. La présence de protéines tau dans les
différentes fractions nucléaires a été déterminée en western blot grace a un anticorps Tau Cter. Les
résultats obtenus montrent que la protéine tau est retrouvée dans les fractions nucléaires solubles de 100
mM et 300 mM en NaCl et tres peu retrouvée dans les fractions a 600 mM et 900 mM en NaCl. De
maniére intéressante, ces trois différents traitements n’induisent pas de transfert de tau des fractions
solubles vers les fractions insolubles. Autrement dit, I’induction de dommages par ces différents DDA
n’entraine pas d’augmentation de la liaison de tau a la chromatine (figure supplémentaire 2). Ces
résultats montrent que 1’effet de tau en réponse a la bléomycine n’est pas que dd & une liaison de tau a
I’ADN et a une protection physique. Les cinétiques de réparation montrent que 1’expression de tau est
corrélée a une réparation des CDB plus efficaces apres un traitement a la bléomycine et aux rayons X

(figure 2 et figure 3).

c. [Effets de tau sur la NHEJ et la HR

Les CDB étant réparées par NHEJ et HR, nous avons vérifié I’effet de tau sur ces deux mécanismes de
réparation. Pour cela, nous avons utilisé des cellules HeLa transfectées stablement avec les systémes
rapporteurs DR GFP (figure 4A) et EJ5-GFP (figure 4B) permettant d’évaluer I’activité de HR et de
NHEJ, respectivement. Dans ces systémes rapporteurs se trouve la séquence codante de la GFP. Dans
le systtme DR GFP, la GFP posséde une délétion de 22 pb flanquée par les sites de restriction de
I’endonucléase I-Scel (GFP 1 sur la figure). La séquence de 22 pb délétée se trouve en aval de cette
construction (GFP 2 sur la figure) et est tronquée en 5°-3” ce qui permet la conversion génique sans
crossing-over. La transfection transitoire d’un plasmide codant I-Scel permet de générer une CDB au
niveau de la délétion. Une recombinaison de la GFP 1 avec la séquence GFP 2 permet de réparer la CDB

et permettre I’expression de la GFP. Dans le systéme EJ5-GFP, un intron flanqué des sites de restriction
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de I’enzyme |-Scel se trouve au sein de la seéquence codante de la GFP. La transfection transitoire du
plasmide I-Scel permet le retrait de cet intron et génére une CDB avec des extrémités compatibles. La
réparation de cette CDB par NHEJ permet de reconstituer la GFP. Ces cellules HeLa DR-GFP et HeLa
EJ5-GFP ont alors été cotransfectées transitoirement avec le plasmide I-Scel et un plasmide contenant
la séquence codante de tau 1N4R. La fluorescence de la GFP a été analysée par cytométrie de flux et les

résultats sont exprimeés en pourcentage du contrdle (la condition contréle est ramenée a 100%).
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Figure 4. Détection de la réparation NHEJ dans des cellules HeL a transfectées ou non avec tau par
cytométrie de flux. Les clones stables (A) pDR GFP et (B) pimEJ5GFP sont transfectés stablement dans des
cellules HeLa. (C) L’activité HR et (D) NHEJ sont quantifiées par la moyenne + SD du % de cellules de 9

expériences indépendantes. Test statistique : Mann-Whitney.

Les résultats obtenus montrent que 1’expression de tau est associée a une augmentation significative de
1,5 fois de I’activité HR (figure 4C) et de ’activité NHEJ (figure 4D). Ainsi, la présence de la protéine
stimule les activités de réparation des CDB de type HR et NHEJ et expliquent I’efficacité plus

importante des cinétiques de réparation de I’ADN dans les cellules tau-positives (figure 2 et figure 3).

d. Différences de translocation nucléaire de la protéine 53BP1
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L’induction de CDB par différents traitements implique 1’activation de la voie DDR. Celle-ci déclenche
la NHEJ ou la HR en favorisant respectivement les protéines 53BP1 ou BRCAL. Les résultats de
cinétique de réparation obtenus précédemment (figure 2 et figure 3) montrent que celle-ci s’opére pour
les MCF7 shCtrl et MDA-MB-231 shCtrl entre 30 minutes et 2 heures aprés 1’induction de dommages.
Ces temps relativement courts suggérent une réparation courte de type NHEJ plutdt qu’a une réparation
de type HR qui nécessite plus de temps. Nous avons donc choisi d’étudier I’impact de tau sur la protéine
53BP1. Dans la littérature, il est connu que certaines protéines de réparation de I’ADN comme 53BP1
sont prises en charge par la dynéine et trafiquent le long des microtubules jusqu’au noyau lors de
I’induction de dommages a I’ADN. Ce mécanisme favorise la translocation nucléaire de ces protéines
et la réparation de 1I’ADN. Etant donné que la protéine tau interagit avec la dynéine (Dixit et al., 2008;
Chaudhary et al., 2018), nous avons Vérifié si tau pouvait améliorer le trafic intracellulaire de 53BP1 et
favoriser sa translocation nucléaire. Nous avons donc traité les cellules MCF7 shCtrl et shTau par
irradiation et réalisé un fractionnement biochimique cytosol/noyau afin d’évaluer la distribution de

53BP1 entre le compartiment nucléaire et cytosolique.
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Figure 5. Distribution cytosolique et nucléaire de 53BP1 apres irradiation en présence ou non de tau. (A)
Les cellules MCF7 shCtrl et shTau sont irradiées (2 Gy) puis un fractionnement biochimique permettant de

récupérer les protéines cytosoliques et nucléaires et réalisé. Les fractions cytosolique et nucléaire des MCF7
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shCtrl et shTau sont analysés par western blot grace a un anticorps 53BP1. La pureté des fractions est évaluée
par I’absence de I’histone H3 dans les fractions cytosoliques et 1’absence de la protéine Hsp90 dans les fractions
nucléaires. (B) La quantification de 53BP1 cytosolique est normalisée sur la quantité de protéine Hsp90 et de
53BP1 nucléaire sur la quantité de protéine H3. Les résultats sont exprimés par la moyenne + SD du % de
protéine cytosolique et nucléaire de 6 expériences indépendantes. Test statistique : ANOVA.

Les résultats obtenus montrent des premieres différences en conditions contrdles (figure 5A). En effet,
le ratio 53BP1 nucléaire/53BP1 cytosolique est égal a 2 dans les MCF7 shCtrl et équivalent a 1,4 dans
MCF7 shTau (figure 5B). Lors d’une irradiation, alors que celui-ci augmente dans les shCtrl pour
atteindre un ratio d’environ 3, il atteint une valeur d’environ 0,6 pour les shTau (figure 5B). Autrement
dit, la translocation nucléaire de 53BP1 est augmentée dans les MCF7 shCtrl irradiées alors qu’elle est

diminuée dans les MCF7 shTau.

La translocation nucléaire de 53BP1 met en jeu plusieurs mécanismes (Moudry et al., 20123;
Poruchynsky et al., 2015; von Morgen et al., 2018). Afin de vérifier que celle-ci soit due a un trafic
intracellulaire, nous avons réalisé une immunocytochimie des MCF7 shCtrl et shTau apres irradiation.
Nous avons réalisé un immunomarquage de 53BP1 (rouge) et de la tubuline (vert) afin de déterminer si

une colocalisation est retrouvée.
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Figure 6. Colocalisation entre 53BP1 et les microtubules apres irradiation. Les cellules MCF7 shCirl et

shTau ont été traitées aux rayons X (2 Gy) fixées et analysées par immunocytochimie (ICC). (A) Les

acquisitions représentent 53BP1 en rouge (Alexa 568) et la tubuline en vert (Alexa 488). (B) L’évaluation de
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I’indice de colocalisation est obtenue grace au coefficient de corrélation de Pearson. Les résultats sont exprimés
par la moyenne + SD du % de cellules de 3 champs de 3 acquisitions différentes. Test statistique : Kruskal-
Wallis.

Nous avons utilisé ici le coefficient de corrélation de Pearson qui permet de déterminer I’indice de
colocalisation entre 53BP1 et la tubuline. En conditions basales, I’absence de tau est associée a une
diminution non-significative de la colocalisation entre 53BP1 et la tubuline d’environ 1,1 fois. En
revanche, en conditions de traitement, la colocalisation est 1,4 fois plus importante pour les MCF7 shCtrl
que pour les MCF7 shTau. De maniére intéressante, une diminution de 1,4 fois est également observée
entre les MCF7 shTau contrdles et irradiées (figure 6). Ces résultats indiquent donc que 53BP1 est
enrichi au niveau du microtubule dans les MCF7 shCtrl contrdles et irradiées et n’est plus retrouvé dans

les MCF7 shTau irradiées.

Afin d’étendre ces résultats a un autre traitement, nous avons réalisé la méme expérience avec un
traitement a base de bléomycine. Les résultats obtenus dans la figure 7 montrent un profil similaire a

celui obtenu pour irradiation.
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Figure 7. Colocalisation entre 53BP1 et les microtubules apres un traitement bléomycine. Les cellules
MCF7 shCtrl et shTau ont été traitées a la bléomycine (30 pg/ul, 2h) fixées et analysées par immunocytochimie
(ICC). (A) Les acquisitions représentent 53BP1 en rouge (Alexa 568) et la tubuline en vert (Alexa 488). (B)

L’évaluation de 1’indice de colocalisation est obtenue grace au coefficient de corrélation de Pearson. Les
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résultats sont exprimés par la moyenne + SD de 3 champs de 3 acquisitions différentes. Test statistique :
Kruskal-Wallis.

En conditions basales, nous observons une diminution de colocalisation significative dans les MCF7
shTau d’environ 1,4 fois en comparaison avec les MCF7 shCtrl. Le niveau basal de colocalisation entre
53BP1 et le microtubule est donc moins important pour les MCF7 shTau. Aprés le traitement a la
bléomycine, la protéine 53BP1 dans les MCF7 shTau colocalise environ 1,3 fois moins que dans les
MCF7 Ctrl. De maniére intéressante, 1’irradiation entraine également une diminution de colocalisation
d’environ 1,3 fois et 1,2 en comparaison avec les conditions contrdles pour les MCF7 shCtrl et MCF7
shTau, respectivement (figure 7B). Cette expérience montre une colocalisation plus faible entre 53BP1
et le microtubule en conditions contréle et d’irradiation pour les MCF7 shTau. Ainsi, cette absence de
recrutement de 53BP1 au microtubule peut expliquer sa séquestration cytosolique observée en absence

de tau (figure 5).

e. La protéine tau apporte de la stabilité génomique

Les lésions générées par les traitements endommageant 1I’ADN, lorsqu’elles sont non réparées, sont
responsables de 1’efficacité de ces traitements. La réparation de I’ADN est un mécanisme permettant de
rétablir une stabilité génomique et est donc responsable de leur inefficacité. Nos résultats précédents
montrent que la protéine tau améliore 1’activité de la NHEJ et de 1a HR. Sa présence dans une cellule
devrait donc étre associée a une fréquence de mutations plus faible générées par ces traitements. Nous
avons donc réalisé un test Hprt permettant d’évaluer la fréquence de mutation (MF, Mutation frequency)
en présence ou en absence de tau. Pour cela, nous avons utilisé les cellules CHO-K1 transfectées
stablement avec la GFP ou la Tau-GFP. Les CHO-K1 possédent un géne Hprt*". Le traitement de ces
cellules avec des agents génotoxiques induisent le phénotype Hprt”. L’ajout de 6-TG permet de
sélectionner les mutants Hprt”- des cellules Hprt*". En effet, la 6-TG sera incorporée a I’ADN par
I’expression du géne Hprt™ et entrainera une mort cellulaire (figure 8A) (Silva et al., 2005). La MF a
alors été évaluée pour des traitements a base de cisplatine (10 uM, 2h), d’oxaliplatine (20 uM, 2h) et de
rayons X (4 Gy) et comparée entre les CHO-K1 GFP et Tau-GFP.

130



ou ~ 404 s
A i c % 01 GFP
-
HPRT + Mort = B Tou-GFP
>
o
Hprt S
Mutation 5
&
Hprt’ c
—E_— :
I HPRT Survie =
5
+ 616 =
B Untreated Cisplatin Oxalplatin
ctrl Cisplatine Oxaliplatine Irradiation D
—— < s s
N 2K el g _ —
' AR N &% GFP
VoS 1 e A ° i oG
GEP | » A 7 (45 w:&\: x M Tau-GFP
/ oo y ~ > 61
| A NS g
. - e > o ns
— - 3
/—\ ~ T 49
N & T
Tau-GFP I8 | = oL § s
| BRUS 2 R B S 21
Wi S . "f, 3 L Rt AN Z
Y S Y W 3
v — %’ S Lis i =9 v
Untreated Inraad

Figure 8. Effet de tau sur la stabilité génomique. (A) Les cellules CHO-K1 qui posséde le géne Hprt*- sont
transfectées stablement par un vecteur codant la GFP ou Tau-GFP et ont été traitées au PBS (untreated),
cisplatine (10 UM, 2h), oxaliplatine (20 UM, 2h) ou par rayons X (irrad, 4 Gy). (B) Les photos les plus
représentatives des colonies survivantes aprés sélection par la 6-TG sont représentées en et (C) la quantification
de I’ensemble des colonies survivantes des 6 boites est représenté en pour les traitements PBS, cisplatine et
oxaliplatine et (D) pour le traitement contrdle et de rayons X. Test statistique : t-test non paramétrique, Mann-
Whitney.

Les résultats obtenus montrent qu’en conditions basales, cisplatine et oxaliplatine les MF augmentent
respectivement de 3,5 ; 3,6 et 3,1 fois dans les CHO-K1 GFP en comparaison avec les CHO-K1 Tau-
GFP (figure 8C). Pour le test sous irradiation, les résultats indiquent une augmentation de la MF
d’environ 1,4 fois et 1,8 fois dans les MCF7 shTau en comparaison avec les MCF7 shCtrl pour les
conditions basales et d’irradiation, respectivement (figure 8D). L’expression d’une tau dans les CHO-
K1 est donc associée a une MF plus faible a la fois en conditions basales mais également lors de
traitements a base de sels de platine ou de rayons X (figure 8). Ces résultats indiquent que la protéine
tau prévient I’apparition de mutations en conditions basale et de traitements et est donc impliquée dans
la stabilité génomique. Afin de vérifier si cette stabilité génomique est également obtenue dans nos
cellules MCF7 shCtrl et shTau, nous avons réalisé un test de survie. Pour cela, nous avons irradié nos
cellules a une intensité de 4 Gy, une dose suffisamment importante pour induire de la mort cellulaire.

200 000 cellules ont ensuite été ensemencées dans 5 boites de 100 mm. Les colonies survivantes ont été
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fixées et colorées au Giemsa (4%) au bout de 15 jours. Les résultats obtenus montrent qu’il y a en
moyenne 3,1 fois moins de colonies aprés irradiation pour les MCF7 shTau que dans les MCF7 shCtrl.
Les rayons X génerent donc une chute de la survie cellulaire de 85,7% pour les MCF7 shCtrl et de 94,6%
pour les MCF7 shTau (figure supplémentaire 3). Ces résultats corroborent ceux obtenus avec notre test

Hprt qui met en évidence un effet en condition de traitement (figure 8).

f.  Souris SCID, xénogreffes et volume tumoral

Les résultats obtenus précédemment montrent qu’en réponse a un endommagement de I’ADN par
différents agents, la protéine tau améliore les voies NHEJ et la HR et apporte donc une stabilité
génomigue et une résistance face a ces traitements. Ces résultats ayant été obtenus in cellulo, nous avons
voulu vérifier si cet effet est transposable in vivo. Pour cela, nous avons utilisé un modéle de souris
SCID avec des xenogreffes de nos cellules MCF7 shCtrl et shTau. Ces souris ont été traitées par
chimiothérapie a base de doxorubicine hydrochloride ou par radiothérapie a base de rayons X. Les
traitements ont été commencés a partir de tailles de tumeurs de 100 mm?. L’évolution du volume tumoral

a été évaluée tous les 4 jours pendant 15 jours.

Aux jours 5, 7, 11 et 15 post-traitements, les tumeurs MCF7 shCtrl traitées a la doxorubicine perdent
respectivement 9,1% ; 28,6% ; 14,8 et 34,2% de masse tumorale en comparaison avec les tumeurs MCF7
shCtrl non traitées (figure 9G). La perte de volume pour les MCF7 shCtrl irradiées est respectivement
de 21% ; 42,8% ; 37% et 60,5%. Pour les MCF7 shTau, aux mémes jours, la perte pour le traitement
doxorubicine est respectivement de 20% ; 53,3% ; 46,4% et 47,2% et le traitement aux rayons X induit
une perte de 33% ; 59,2% ; 46,5% et 59,2% par rapport aux shTau non traitées (figure 9H). Les résultats
obtenus ici montrent que les deux types de traitements induisent une régression tumorale. La
comparaison des tumeurs shCtrl et shTau montre que la croissance de ces deux clones en absence de
traitement est similaire (figure 9A, B). Pour le traitement de doxorubicine, le volume tumoral se stabilise
la premicre semaine apres traitement puis gagne progressivement 20% de plus a I’issu des 15 jours
(figure 9D). Inversement, au bout de 7 jours, les MCF7 shTau ont perdu en moyenne un tiers de leur
volume qui reste ensuite stable les 8 jours suivants. Au total, les tumeurs MCF7 shTau ont un volume
tumoral environ 1,6 fois inférieur aux tumeurs MCF7 shCtrl tout au long du suivi post-traitement (figure
9D). Ces résultats indiquent que les tumeurs MCF7 shTau sont beaucoup plus sensibles a ce traitement

en comparaison avec les tumeurs MCF7 shCtrl. De la méme maniére, I’effet des rayons X est plus
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toxique pour les cellules MCF7 tau-négatives. 7 jours aprés irradiation, les tumeurs MCF7 shCtrl perdent
en moyenne 12,5% de leur volume contre plus d’un tiers pour les MCF7 shTau. Les volumes des deux
clones tumoraux restent ensuite stables jusqu’a I’issu des 15 jours post-traitement. Au final, les tumeurs
MCF7 shTau ont un volume tumoral 1,5 fois inférieur aux tumeurs MCF7 shCtrl aprés la séance de
radiothérapie (figure 9F). Ces résultats indiquent donc que les tumeurs MCF7 shCtrl sont beaucoup

moins sensibles aux rayons X que les tumeurs MCF7 shTau.
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Figure 9. Evolution tumorale aprés traitement pour les MCF7 shCtrl et shTau. Les tumeurs MCF7 shCtrl et
shTau sont mesurée tous les 4 jours en moyenne et traitées une fois un volume de 100 mm? atteint. Les tumeurs
MCF7 shCtrl et shTau ont été photographiées (A) sans traitement, (C) apres un traitement a base de
doxorubicine ou (E) de rayons X. Les courbes d’évolution du volume tumoral sont représentées (B) pour les
tumeurs non traitées, (D) pour les tumeurs traitées a la doxorubicine et (F) pour les tumeurs irradiées. Une
représentation de I’effet des traitements de chimiothérapie et radiothérapie est illustrée (G) pour les MCF7 shCtrl

et (H) shTau. Les courbes obtenues sont les résultats de 5 souris par groupe de traitement et par lignée.

En conclusion, les traitements & base de doxorubicine ralentissent modérément la progression des
tumeurs MCF7 shCtrl alors qu’elle diminue de fagon plus importante celle des tumeurs MCF7 shTau.
Les tumeurs tau-positives sont donc plus résistantes aux chimiothérapies a base de DDA et a la
radiothérapie.
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4, Discussion

Dans cette étude, nous avons mis en évidence une nouvelle fonction de la protéine tau dans I’activité de
réparation NHEJ et HR. Cet effet de tau dans les cellules de cancers mammaires MCF7 et MDA-MB-
231 se traduit par une réparation plus rapide des CDB induites par un traitement aux rayons X et a la
bléomycine. Nous avons pu lier la fonction microtubulaire de tau avec un transport de la protéine 53BP1
le long des microtubules vers le centrosome favorisant ainsi sa translocation nucléaire. En réponse a des
traitements endommageant 1I’ADN, les cellules tau-positives affichent en effet un enrichissement de
53BP1 dans le noyau alors qu’il est séquestré dans le cytosol des cellules tau-négatives (figure 10).
L’amélioration des activités de réparation des CDB en présence de tau apporte une meilleure stabilité
génomique. En effet, la réalisation d’un test de mutagénicité Hprt a permis de montrer que 1’expression
de tau est associée a une fréquence de mutations beaucoup plus faible. Ces résultats se traduisent in vivo
par une résistance thérapeutique a une chimiothérapie a base de doxorubicine ainsi qu’a une

radiothérapie a base de rayons X dans un modéle murin de xénogreffe.

Dans un premier temps, nous avons donc déterminé 1’effet de traitements a base de bléomycine ou
d’irradiation sur des cellules de lignées de cancers mammaires exprimant MAPT. Nous avons choisi la
lignée MCF7 et la lignée MDA-MB-231 pour deux raisons : premierement, elles expriment toutes deux
MAPT a des degrés différents. L’expression de MAPT est plus importante dans les MCF7 que dans les
MDA-MB-231 (Rouzier et al., 2005; Spicakova et al., 2010). Deuxiémement, les MCF7 ont un
phénotype luminal A (surexpression du récepteurs ER et PR) alors que les MDA-MB-231 ont un
phénotype triple-négatif (ER-; PR-; Her2-). 1l était intéressant d’avoir cette lignée triple-négative
puisqu’il s’agit du sous-type tumoral le plus agressif et présentant un nombre plus limité de traitements

(Collignon et al., 2016).

En réponse a une irradiation ou un traitement a la bléomycine, nos résultats de cinétiques montrent une
persistance de CDB dans les cellules shTau en comparaison avec les shCtrl a la fois dans les MCF7 et
dans les MDA-MB-231. Cependant, ces différences de réparation entre les clones sont moins
importantes pour les MDA-MB-231 que pour les MCF7. Une explication possible est que les MDA-
MB-231 sont une lignée plus agressive que les MCF7 et répondent donc probablement moins bien a un
traitement endommageant I’ADN. De plus, la littérature fait état d’une expression de MAPT plus

importante dans les MCF7 que dans les MDA-MB-231 (Rouzier et al., 2005; Spicakova et al., 2010).
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Nos résultats de western blot montrent en effet que la quantité de protéine tau est environ 1,3 fois
supérieure dans les MCF7 que dans les MDA-MB-231 (figure 1). La dépendance des MCF7 vis-a-vis
de tau semble donc étre plus importante que dans les MDA-MB-231. lkeda et al ont notamment
démontré que I’expression de MAPT dans la lignée cestrogéno-dépendante MCF7, dépendait des
cestrogenes (lkeda et al., 2010b). Ainsi, I’extinction partielle de tau dans ces deux lignées peut donc

manifester des effets d’intensités variables.

Dans la littérature, la protéine tau est décrite comme pouvant fixer I’ADN au niveau de son petit sillon
et lui apporter une protection physique face a différents agents, notamment au stress oxydant (Wei et
al., 2008b; Sultan et al., 2011). Nos analyses de cinétiques de réparation de I’ADN apres irradiation
montrent que 1’induction de CDB est identique entre les cellules MCF7 et MDA-MB-231 shCtrl et
shTau. Si tau protégeait physiquement I’ADN dans ces cellules, nous aurions dii observer une différence
de dommages immédiatement suite au traitement. De plus, nous n’avons pas trouvé d’augmentation
d’interaction de tau avec I’ADN en réponse a des dommages. A I’inverse, nos cinétiques nous ont permis
d’observer une diminution plus rapide des CDB au cours du temps dans les cellules shCtrl. De tels
résultats nous ont mené a étudier I’impact de tau sur la réparation des CDB. Nous avons donc pu mettre
en évidence que la protéine tau améliore les activités de réparation des CDB de type NHEJ et HR et

permet donc une meilleure stabilité génomique.

Mao et al ont montré qu’une activité NHEJ était réalisée en une demie heure alors qu’une activité HR
durait presque 7 heures (Mao et al., 2008a). Nos résultats montrent que la protéine tau améliore a la fois
I’activité NHEJ et I’activité HR de fagon significative. Cependant, les cinétiques de réparation de I’ADN
que nous avons réalisées montrent qu’a I’arrét d’un traitement, une diminution plus rapide des CDB
s’opére entre la premiére demie heure et les deux premiéres heures. Etant donné le temps relativement
court dans lequel notre cinétique s’inscrit et un début de disparition des dommages a partir des deux
premieres heures post-traitement, les différences observées sont probablement dues a I’activité NHEJ
améliorée par la protéine tau. Toutefois, nos résultats présentés dans la figure 4 indiquent que la protéine
tau est également capable d’améliorer 1’activité de réparation de type HR (figure 4C). Il nous aurait alors
fallut une cinétique plus longue, avec une génération de CDB plus importante pour pouvoir observer les

effets de cette HR améliorée dans nos immunocytochimies.

Afin d’en expliquer le mécanisme, nous nous sommes basées sur une ¢tude montrant que certaines

protéines de réparation de I’ADN pouvaient étre transportées vers le centrosome par 1’intermédiaire des
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microtubules et favorisant ainsi leur translocation nucléaire (Poruchynsky et al., 2015). En plus de son
réle dans la stabilité et la polymérisation des microtubules (Weingarten et al., 1975), nous savons que
la protéine tau affecte également le transport microtubulaire en interagissant notamment avec les
protéines motiles des microtubules. Dans les neurones, il y est montré que tau favorise le transport
rétrograde (Dixit et al., 2008; Chaudhary et al., 2018). Etant donné que les observations faites dans nos
cinétiques de réparation sont dues a une activitt NHEJ améliorée, nous avons choisi d’étudier le
transport nucléaire de la protéine 53BP1 en raison de son implication dans I’initiation de ce type de
réparation (Bothmer et al., 2010; Bunting et al., 2010). Ainsi, nous avons pu montrer dans les MCF7
que I’extinction partielle de MAPT (MCF7 shTau) était associée a une rétention de la protéine 53BP1
dans le cytosol aprés irradiation. La protéine tau favorise donc la translocation nucléaire de 53BP1 en
réponse aux dommages a I’ADN (figure 5). Nous avons en plus trouvé une colocalisation plus
importante de 53BP1 avec la tubuline dans les cellules tau-positives que dans les cellules tau-négatives
(figures 30 et 31). Le réle de la dynamique microtubulaire et de la protéine 53BP1 dans la réparation
des CDB avait déja été mis en évidence par Lotterseberger et collegues par un mécanisme impliquant la
mobilité des CDB (en anglais « DSB mobility ») dans le noyau (Lottersberger et al., 2015). Dans des
travaux récents, Ma et ses collaborateurs ont pu démontrer que 1’induction de CDB par un traitement a
la bléomycine ou a I’irradiation induit une augmentation de la polymérisation des microtubules en phase
G1 favorisant la NHEJ (Ma et al., 2021). Cette étude renforce nos résultats montrant I’effet de tau sur
la dynamique microtubulaire et le transport de 53BP1 en réponse a la bléomycine et a I’irradiation. La
protéine 53BP1 est d’autant plus importante puisqu’elle est I’un des facteurs initiateurs de la voie DDR.
Sans cette translocation nucléaire de 53BP1, I’initiation de la réparation est trés fortement altérée. En
effet, I’étude de Poruchynsky montre que la séquestration de protéines de la voie DDR comme 53BP1
est associée a une accumulation de CDB (Poruchynsky et al., 2015). De plus, des travaux ont mis en
¢vidence dans des cellules de la lignée d’ostéosarcome U208, que des défauts de translocation de 53BP1
par knock-down de la protéine de transport nucléaire NUP153 était associé a une accumulation de
YH2AX et sensibilisait ces cellules a I’irradiation (Moudry et al., 2012a). Avec une séquestration
cytosolique de 53BP1, I’activité NHEJ, étant effective des la premiére demi-heure aprés 1’apparition
d’un dommage (Mao et al., 2008a) ne peut avoir lieu. Dans 1’étude de Moudry, il a ét¢ montré que la
protéine de pore nucléaire NUP153 était essentielle a I’importation de 53BP1 dans le noyau. Dans leur
étude, ’extinction partielle de NUP153 entraine une séquestration de S3BP1 dans le cytosol, entraine

une accumulation de CDB et sensibilise les cellules a I’irradiation (Moudry et al., 2012b). Cette derniere
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¢tude, en complément d’autres, montre que I’entrée de 53BP1 dépend de sa séquence NLS, de
I’importine p du complexe de pore nucléaire NUP153 (Moudry et al., 2012b; von Morgen et al., 2018).
De maniére intéressante, il a été montré que des formes pathologiques de tau altérait la protéine Nup98
et donc les imports nucléaires (Eftekharzadeh et al., 2018). Bien que nous associions la translocation
améliorée de 53BP1 & un transport microtubulaire, il est possible que la protéine tau intervienne dans

d’autres de ces mécanismes.

Certaines études cependant ont montré qu’il pouvait y avoir une dualité du réle de S3BP1 dans les
cancers. Par exemple, Chen et al ont étudié la perte de 53BP1 dans des cellules mutées pour BRCAL et
ont montré que celles-ci gardaient une instabilité génomique importante et était plus sensibles aux
traitements contenant des inhibiteurs de PARP (J. Chen et al., 2020). De la méme facon, une étude a
mis en évidence que lors d’un traitement a base de rayonnements ionisants, la présence de 53BP1 était
requise pour la survie de cellules de différentes lignées de cancer prostatique et pulmonaire en
améliorant I’efficacité de réparation des CDB (Eke et al., 2020). Cependant, dans des lignées cellulaires
ou des tissus de cancer colorectal, Bi et al ont montré que la perte de 53BP1 était de mauvais pronostic
pour les patients puisque les cellules cancéreuses n’ayant plus de point d’arrét dans leur cycle en
condition de dommages ce qui leur permet de continuer a croitre. A I’inverse, I’expression de 53BP1
semble étre bénéfique au patient puisqu’elle permet un arrét du cycle et une apoptose en conditions de
traitement. De maniere intéressante, les auteurs de cette étude ont montré que cet effet n’était valable
que chez les hommes et qu’aucune corrélation n’était retrouvée chez les femmes (Bi et al., 2015). Ceci
montre que cet effet de 53BP1 n’est pas généralisable a tous les contextes et peut dépendre du type de

tumeur, du stade, grade, du genre ou encore du génome et protéome de la cellule cancéreuse.

En plus de 53BP1, la protéine p53, les protéines du complexe DNA-PK (Ku70, Ku80, DNA-PKcs),
BRCAL/2, les protéines du complexe MRN (Mrell, Rad50, Nbsl) ou encore RPA et Rad51 peuvent
également étre soumises a un trafic microtubulaire (Giannakakou, Sackett, et al., 2000; Giannakakou et
al., 2002; Li and Martinez, 2011; Poruchynsky et al., 2015). Il a d’ailleurs été montré que les protéines
de réparation ATM, ATR, DNA-PKcs ou encore Chk1/2 étaient retrouvées au niveau des centrosomes
et donc & proximité des pores nucléaires (Mullee and Morrison, 2016). Récemment, dans les neurones
de différentes tauopathies telles que la MA, la maladie de Pick, la CBD ou encore la PSP, une
séquestration cytosolique de la protéine BRCAL a été retrouvée et liée a la mort neuronale (Kurihara et

al., 2019; Nakamura et al., 2020). Ces études montrent donc que plusieurs protéines impliquées dans la
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réparation de I’ADN peuvent étre soumises a un trafic intracellulaire vers le centrosome et donc vers le
noyau et que des défauts de translocation nucléaire sont observées dans les tauopathies. Bien que nous
n’ayons étudié que la translocation de 53BP1, il est possible que tau, dans des cellules cancéreuses,

participe au trafic intracellulaire d’autres protéines impliquées dans la réparation de I’ ADN.

Dans notre étude, les différents résultats que nous avons obtenus ne permettent pas de discriminer
directement quelles isoformes de tau sont responsables de la résistance aux DDA que nous observons.
Cependant, nos analyses ont été réalisées principalement dans les cellules de la lignée MCF7, MDA-
MB-231 dont les six isoformes de tau sont représentées (Spicakova et al., 2010) et de cellules HelLa
transfectées avec un plasmide codant I'isoforme tau-1N4R. Nous pouvons alors conclure que cette
derniére isoforme, majoritairement représentée chez I’Homme (Andreadis, 2005; Liu and Gotz, 2013),
participe a cette résistance thérapeutique. Aussi, notre test Hprt a été réalisé sur la lignée CHO-K1
transfectée stablement avec un plasmide codant Tau-GFP 1N4R. Nos résultats indiquent donc que 1’effet
de tau sur I’activité de réparation de ’ADN et la stabilité génomique est valable pour une protéine tau
1N4R. Nous avons trouvé que I’effet de tau sur les activités de réparation de I’ADN dépend d’un
mécanisme impliquant les microtubules. L’affinité des isoformes 3R de tau pour les microtubules étant
plus faible que celle des isoformes 4R (Goedert and Jakes, 1990), I’impact d’une protéine tau IN3R ou

2N3R sur le transport microtubulaire de 53BP1 devrait donc étre atténué.

En plus de la résistance qu’elle apporte face aux taxanes, cette étude montre que la protéine tau est
également un facteur de résistance face aux chimiothérapies a base de DDA et a la radiothérapie a base
de rayons X. Ensemble, ces résultats montrent I’importance de cibler la protéine tau dans les tumeurs
mammaires. Ces effets devront &tre étudiés dans d’autres types tumoraux afin de vérifier s’ils sont

généralisables.
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Figure 10. Modé¢le de I’effet de tau sur le transport rétrograde de la protéine 53BP1 et implications dans la
résistance thérapeutique. Dans une étude, il a été montré que la protéine 53BP1 immunoprécipite avec la
dynéine et est transporté le long du microtubule vers le centrosome, favorisant sa translocation nucléaire. Apres
induction de dommages a I’ADN, un enrichissement de 53BP1 est retrouvé dans le noyau et est abolit en
présence d’un agent bloquant la dynamique des microtubules (Poruchynsky et al., 2015). La protéine tau est
connue pour réguler la dynamique des microtubules. Elle favorise également le transport rétrograde par la
dynéine et défavorise le transport antérograde par la kinésine (Dixit et al., 2008; Chaudhary et al., 2018). Les
résultats de notre étude montrent qu’en réponse aux rayons X et a la bléomycine, la protéine 53BP1 colocalise
plus fortement avec la tubuline en présence de tau. Un enrichissement de 53BP1 nucléaire est observé en
présence de tau alors que la présence d’un shTau est associée a une séquestration cytosolique de 53BP1. Tau
favorise donc la voie DDR en améliorant les activités de réparation des CDB et menant a une stabilité
génomique. La conséquence de ces mécanismes est une résistance thérapeutique aux chimiothérapies a base de

DDA et aux rayons X, comme le montre nos résultats in vitro et in vivo (Created with BioRender.com).
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Figure supplémentaire 1. ELISA et RT-gPCR sur MCF7. La présence de protéines tau ou de son ARNm est
testée (A) par ELISA dans les MCF7 wt, shCtrl et shTau et (B) dans les MCF7 shCtrl et shTau RT-gPCR. Les

graphiques sont la moyenne de trois cultures cellulaires indépendantes.
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Figure supplémentaire 2. Détection de la protéine Tau dans les fractions solubles et insolubles du noyau en
présence ou non de dommages a I’ADN. Les cellules de la lignée SH-SY5Y tetON ont été traitées avec la
bléomycine (30 pg/ml, 2h) ou I’étoposide (20 uM dans 0,04% de DMSQO, 2h) ou du peroxyde d’hydrogene (5
mM, 2h) puis fractionnées biochimiguement par concentration croissante en NaCl. La présence de tau dans ces

différentes fractions nucléaires a été testée par western blot grace a un anticorps Tau Cter.
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Figure supplémentaire 3. Test de survie des cellules MCF7 shCtrl et shTau aprés un traitement aux
rayons X. Les MCF7 shCtrl et shTau sont irradiées (4 Gy) puis comptées. Un total de 200 000 cellules viables
par conditions est ensemencé dans 5 boites de 100 mm et cultivées pendant 15 jours. (A) Les colonies
survivantes sont fixées a I’éthanol 70% et colorées au Giemsa (4%). (B) Le nombre de colonies survivantes est

représentée dans le graphique.
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Etude 2 : effet de tau sur I’organisation de la chromatine et résistance a la trichostatine A (TSA)

Tau increases chromatin compaction
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Abstract:

An extensive body of literature suggested a possible role of the microtubule-associated protein Tau in
chromatin functions and/or organization in neuronal, non-neuronal and cancer cells. How Tau functions
in these processes remains elusive. Here we report that Tau expression in breast cancer cell lines causes
resistance to the anti-cancer effects of histone deacetylase inhibitors, by preventing histone deacetylase
inhibitor-inducible gene expression and remodeling of chromatin structure. We identify Tau as a protein
recognizing and binding to core histone when H3 and H4 are devoid of any post-translational
modifications or acetylated H4 that increases the Tau’s affinity. Consistent with chromatin structure
alterations in neurons found in frontotemporal lobar degeneration, Tau mutations did not prevent histone
deacetylase-inhibitor-induced higher chromatin structure remodeling by suppressing Tau binding to
histones. In addition, we demonstrate that the interaction between Tau and histones prevents further
histone H3 post-translational modifications induced by histone deacetylase-inhibitor treatment by

maintaining a more compact chromatin structure.

Altogether, these results highlight a new cellular role for Tau as a chromatin reader, which opens new

therapeutic avenues to exploit Tau biology in neuronal and cancer cells.
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1. Introduction

Tau was first described as a neuronal microtubule-associated protein (MAP), regulating microtubule
assembly and axonal transport. In the brain, the Microtubule Associated protein Tau (MAPT) constitutes
a family of six isoforms containing three or four microtubule binding domains (named 3R and 4R
respectively). The 4R isoforms have a higher affinity for microtubules (Wang and Mandelkow, 2016).
In mouse, Tau3R(s) are expressed mostly during development whereas Tau4R becomes the predominant
isoform in adult brain. It is thought that the lower affinity of Tau3R for microtubules allows the
morphological changes necessary for neuronal differentiation and migration (Lu and Kosik, 2001; Avila
et al., 2004; Sergeant et al., 2005). The affinity of Tau for microtubules is also tightly regulated by post-
translational modifications. In tauopathies, there is abnormal Tau phosphorylation, leading it to detach
from microtubules and favoring aggregation. In addition, several mutations in the MAPT gene have
been identified in the inherited frontotemporal dementia and parkinsonism linked to chromosome 17
(FTDP-MAPT). Known mutations either reduce Tau affinity for microtubules or change the ratio

(3R/4R) (Goedert and Spillantini, 2000).

Since its original discovery as a brain disease gene, Tau expression has been detected in several non-
neuronal cells like kidney, liver and muscle. Furthermore, Tau is overexpressed in different human
breast, gastric, prostate cancer cell lines and tissues (Gargini et al., 2019). Previous studies have
suggested that Tau expression could be a predictive marker for paclitaxel resistance in different cancer
types (Wagner et al., 2005; Lei et al., 2020). At the molecular level, it has been demonstrated that Tau

protects microtubule from paclitaxel binding by binding to Tubulin (Smoter et al., 2011).

However, recent studies show that the role of Tau is not limited to microtubule dynamics. It has been
demonstrated that Tau interferes with several biological processes such as signaling pathways, synaptic
functions, RNA metabolism, and DNA integrity and it even contributes to the inflammatory response
(Bou Samra et al., 2017; Lebouvier et al., 2017; Sotiropoulos et al., 2017). Most intriguingly, chromatin
abnormalities were detected in neurons from several tauopathy models, as well as in human pathological
brains. Indeed, there are large-scale changes in histone acetylation, throughout the epigenome in Tau
pathologies (Klein et al., 2019). Supporting the likely importance of Tau’s effect on chromatin,
overexpression of a FTDP-MAPT mutant in drosophila led to global chromatin relaxation, showed by

the loss of H3K9me2 and altered distribution of heterochromatin-associated protein HP1a (Frost et al.,
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2014). In addition, peripheral cells from patients carrying Tau mutations also displayed chromosome
numerical and structural aberrations as well as chromatin anomalies (Rossi et al., 2018). Frost et al.
further demonstrated that this heterochromatin relaxation, thought to be a consequence of DNA damage
induced by oxidative stress, allowed the expression of genes normally repressed in heterochromatin.
Although the heterochromatin maintenance has been attributed to nuclear Tau in this context, the
molecular mechanisms remain elusive (Mansuroglu et al., 2016). In the past decades, several histone

deacetylase-inhibitors have been developed (Li and Seto, 2016).

At the molecular level, these compounds lead to accumulation of acetylated histones and non-histone
proteins such as transcription factors, tubulin and heat-shock proteins, selectively altering gene
expression (Glaser et al., 2003; Mitsiades et al., 2004). Global changes in chromatin supra-organization
due to histone deacetylase-inhibitors can be also observed using different techniques such confocal laser
scanning microscopy or enhanced sensitivity of DNA to nucleases (Toth et al., 2004 ; Gorisch et al.,
2005;Marchion et al., 2005;Bustos et al., 2017). In addition, previous studies show that upon inhibition
of acetylation, heterochromatin binding proteins reversibly detach and disperse within the nucleus
(Taddei et al., 2001; Robbins et al., 2005; Cowell et al., 2011). The loss of binding of HP1s to
heterochromatin is also thought to be important in the histone deacetylase-inhibitor mechanism of action
as it induces also abnormal mitosis (Morgan and Shilatifard, 2015). To dissect the role of Tau in
controlling chromatin functions and/or organization, we sought to perturb chromatin structure by
inhibiting histone deacetylation with the pan-histone deacetylase-inhibitor trichostatin A (TSA). Here
we described Tau as a new histone binding protein that stabilized condensed chromatin under histone
deacetylase-inhibitor treatment, in part by preventing post-translational modification of histones. Taken
together, our results shed new light on the role of Tau on chromatin organization in neuronal and non-

neuronal cells.

2. Material & methods

a. Materials and plasmids

pGEX vectors encoding Tau and Tau-deletion mutants and pGEX-CBP (aa 1202-1848) fused to GST
tag were a kind gift from J.C. Lambert (INSERM U1167, Lille, France) and C. Smet-Nocca (UMR8576,

Villeneuve d’Ascq, France) respectively. GFP-HP1beta was a gift from Tom Misteli (Addgene plasmid
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# 17651). pGL4.31[luc2P/GAL4 UAS/Hygro] was purchased from Promega. Short hairpin Tau and
RNA Ctrl vectors were purchased from Santacruz. pcDNA3-Tau4R has been described elsewhere
(Lippens et al., 2004; Chauderlier et al., 2018). GAL4-Tau4R was obtained by inserting an in-frame
TaulN4R (referred to as Tau4R) cDNA isoform into the pM GAL4 DNA-BD cloning vector (Clontech).
Purified histones and recombinant histones were obtained from Epicypher and New England Biolabs
respectively. Trichostatin A and BIX 01294 (Sigma) were reconstituted in dimethylsulfoxide and

Tetracycline (Sigma) in ethanol.

b. Cell culture and transfection

SH-SY5Y human neuroblastoma cells expressing Tau4R tagged with the streptavidin-binding peptide
(SBP) (referred as SH-SY5Y-(SBP)Tau4R) (Chauderlier et al., 2018), SH-SY5Y-Tet-on-Tau4R, HelLa
cells, MCF7 and MDA-MB-231 were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium with 10% fetal
bovine serum, 2mM L-glutamine and 50U/ml penicillin/streptomycin (Gibco) at 37°C in 5% CO2
humidified air. Transient and stable transfections experiments were performed using the lipofectamine
3000 reagent (Invitrogen). Transient luciferase assays were performed with the dual-luciferase assay
system (Promega). For stable clones, luciferase activities were measured using the luciferase assay
system (Promega) and normalized against protein concentration. To isolate stably transfected clones,
HelL a cells were transfected with the pGL4.31[luc2P/GAL4 UAS/Hygro] (referred to as the GAL4UAS
stable HeLa cell line) and selected with hygromycin (200 [1g/ml). Of 6 clones tested for reporter activity
one clone was chosen for further studies. MCF7 and MDA-MB-231 cells were transfected with short
hairpin Tau or RNA Ctrl vectors and selected with puromycin (1 mg/ml). Clones were isolated and

tested for Tau expression.

c. Invitro chromatin assembly

In vitro chromatin was obtained using the chromatin assembly kit (Active Motif) according to the
manufacturer’s guidelines. Assembled chromatin was then incubated with purified GST or GST-Tau

and subjected to limited micrococcal nuclease digestion.
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d. Micrococcal nuclease assays

Nuclei, from SH-SY5Y-Tet-on-Tau4R, induced, or not, with 1 [ ig/ml tetracycline, 24h before adding
the indicated concentration of trichostatin A (24h), were resuspended in TM2 (10 mM Tris at pH 7.4, 2
mM MgCI2 and protease inhibitor mixture) then CaCl2 was added to 1 mM and subjected to micrococcal
nuclease digestion. The reaction was stopped with addition of 2 mM final EGTA and treated with RNase
and then with Proteinase K. The purified DNA was electrophoresed through a 20 cm 1.5% agarose gel
and visualized with ethidium bromide. Band intensities were quantified using the ImageJ Gel Analysis

program.

e. RNA preparation and real-time PCR

Total RNA was prepared using RNeasyMinikit (Qiagen). Reverse transcription (RT) was performed
using random hexamers as recommended by the manufacturer (Applied Biosystems). cDNAs were
analyzed by PCR amplification using the TagMan PCR master mix (Applied Biosystems) and a mix of
RPLO primers and probes. The different probes were purchased from Applied Biosystems (assay on
demand Kkit). Reactions (40 cycles) and data analysis were carried out with an ABI Prism 7700

(PerkinElmer).

f.  Chromatin immunoprecipitations

The ChIP protocol used was previously described (Lefebvre et al., 2006). Primers sequences for the
pGL4.31[luc2P/GAL4 UAS/Hygro] promoter were: forward, 5'-TTCCGGAGTACTGTCCTCCG-3/,
and reverse, 5-GGTAGAATGGCGCTGGGCCC-3"; for p2l promoter: distal forward 5’-
TGCTTCCCAGGAACATGCTTG-3 and reverse 5’-CTGAAAACAGGCAGCCCAAGG-3’;
proximal forward 5’-GCAGAGGAGAAAGAAGCCTG-3’ and reverse 5’-
GCAGAGGAGAAAGAAGCCTG-3’; p21 (transcription start site) TSS forward: 5’-
GCAGAGGAGAAAGAAGCCTG-3’ and reverse 5’- GCTCTCTCACCTCCTCTG3’; for GAPDH
TSS: forward 5’- GGCTCCCACCTTTCTCATCC-3’ and reverse 5’-GGCCATCCACAGTCTTCTGG-

3’ . Antibodies used in the studies included the following: anti-acetylated H3 (Active motif, 39139) and
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anti-Taul (Millipore, MAB3420). All ChIP analyses were performed in at least two independent

experiments.

g. Peptide Binding Assay

100 ng of purified GST-Tau was incubated with 2 pg of biotin-labeled synthetic peptides corresponding
to the N-terminal tail of histone H4 (Epicypher) in a buffer containing 50 mM Tris-HCl at pH 7.5, 150
mM NaCl, 0.5 mM DTT, and 0.25% Nonidet P-40 for 4 h at 4°C, followed by incubation with 20 pl of
M-280 streptavidin beads (Dynal). Peptide sequences were derived from human histone H4, amino acids
1-23 (SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLR). Beads were washed, and bound material was eluted
with 2x sample buffer. Bound materials were resolved on SDS/PAGE and immunoblotted as described

below.

h.  Western blot analysis

Western-blot analysis was carried out using primary antibodies directed against histone H3 (Millipore,
07-690), H4 (Santacruz, sc10810), H2A (Santacruz, sc8648), H2B (Active Motif, 39125), Tau C-ter
(Galas et al., 2006) as described previously (Chauderlier et al., 2018).

i. GST-pulldown assays

GST-pulldown experiments were performed as described previously using 1 pg of GST or GST-Tau

proteins and the equivalent amount of indicated proteins (Chauderlier et al., 2018.

J- Immunofluorescence

MCF7shctrl, MCF7shTau or transfected HelLa cells with Tau4R and GFP-HP1[ 1 were fixed in 4%
paraformaldehyde for 30 min at room temperature. Permeabilization was carried out in 0.2% Triton X-
100 in phosphate-buffered saline for 10 min at room temperature. After 1 h saturation in 2% bovine
serum albumin, immunostaining was performed using Tau antibody (recognizing the C-terminal domain
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of Tau). Tau staining was revealed with a goat anti-rabbit 1gG antibody coupled to Alexa Fluor® 568
(Molecular Probes). Nuclear staining was performed by adding 1/2000 DAPI in phosphate-buffered
saline for 10 min. Slides were then analyzed with a Zeiss LSM710 confocal laser scanning microscope
(60x magnification). Images were collected in the Z direction at 0.80 um intervals and quantifications

were realized using the Image J plug-in.

k. ELISA measurements

Cellular levels of Tau protein were measured in serial dilution of cell lysates with a home-made tau
ELISA kit. MCF7 shCtrl and shTau cells were lysed in 100puL RIPA (150 mM NaCl, 1% NP40, 0.5%
sodium deoxycholate, 0.1 % SDS, 50 mM Tris-HCI, pH 8 and completed with protease inhibitors).
Then, 96-well microtiter plates (Maxisorp F8; Nunc, Inc.) were coated overnight at 4°C with 100ng/well
of our home-made antibody 9H12 (recognizing the 162-175 central region of tau) in a carbonate buffer
(50 mM NaHCO3, pH 9.6). After 5 washes with PBS containing 0.05% Tween (PBS-T), saturation was
performed using 200uL of PBS-T with 2% casein (PCT) for 1 hour at 37°C. After 5 washes with the
PBS-T buffer, 50 uL of diluted cell lysates in PCT buffer were incubated for a further 1 hour at 37°C.
The standard containing 1N4R recombinant tau were also incubated. Then, 50uL of the detection
antibodies (home-made TauE13N (7F5)) diluted at 1/1000 in PCT buffer were incubated overnight at
room temperature. After 5 washes with PBS-T, followed a 1/32000 diluted anti-mouse 1gG1 secondary
antibody incubation. 100uL of TMB solution (one pellet of tetramethyl benzidine (TMB) diluted in
citrate/phosphate buffer supplemented by 1/5000 H202) was incubated. The reaction was stopped by
addition of 50pL of sulfuric acid. Optical density was measured with a spectrophotometer (Multiskan

Ascent, Thermo Labsystem) at 450 nm.

I. Cell cycle analysis, cell death and apoptosis

Cell cycle, Cell death and Apoptosis were analyzed with the Click-1t Plus EdU Alexa Fluor 647 kit
(Thermofisher), Zombie NIR dye (Zombie NIR Fixable Viability Kit - Biolegend) and Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit II (Calbiochem) according to the manufacturer’s guideline. Fluorescence was

analyzed using a LSR FORTESSA X20 cytometer (Becton Dickinson).
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m. Statistical analysis

Data are mean + SD. Statistical tests were carried out using GraphPad Prism software (GraphPAD Inc.).
Statistical significance between groups was analyzed with Wilcoxon-Mann-Whitney test and Mann-

Whitney tests. A p value less than 0.05 was considered significant.

3. Results

a. Tau knock-down increases breast cancer cell line sensitivity to TSA

In this study we sought to investigated the role of Tau in controlling chromatin structure and functions.
For this we took advantage of breast cancer cell lines that are known to express Tau. Indeed, Tau
expression has been extensively characterized in breast cancer cell lines and tumors (Rouzier et al.,
2005; Matrone et al., 2010; Spicakova et al., 2010; Li et al., 2013). Because of the high stability of Tau
proteins, we choose to overexpress either small hairpin RNA control (shctrl) or targeting Tau (shTau)
in MCF7 and MDA-MB-231 cells. We characterized the efficiency of Tau mRNA knock-down in
several clones compared to the parental shctrl cell lines. Tau protein level decreased 75% in the selected

MCF7shTau clones (Figure 1A, supplementary Figure 1).

To dissect the role of Tau in controlling chromatin we sought to perturb chromatin structure by inhibiting
histone deacetylation with TSA. First, we evaluated cell death, apoptosis and cell cycle progression by
flow cytometric analyses in the two cell lines (as above we just illustrate our results with MCF7 cells in
the main paper). We tested the effect of TSA (50 and 100 nM) in the presence or absence of short hairpin
RNAs (Tau and Control). The percentage of dead cells were minimal in the absence of TSA (0.5% and
1.8% for MCF7shctrl and shTau respectively) (Figure 1B). After 48h TSA treatment (50 nM), we
observed a increase in the number of dead cells for MCF7shctrl (40.3%) and MCF7shTau (37.4%).
Increasing TSA concentration to 100 nM did not modify the proportion of dead cells for MCF7shctrl
(37.7 %). However, cell viability was further decreased in the absence of Tau. (53.4%). We observed a
similar response for apoptosis (Figure 1C). At 50 nm TSA, we observed a similar percentage of apoptotic
cells for shctrl (12.3%) and shTau cells (17.1%). The percentage of TSA-mediated apoptotic cells was
higher at 100 nM for MCF7 shctrl cells (29.7%) and was further increased for MCF7shTau (48.2%).
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Figure 1. Tau inhibition increases MCF7 breast cancer cell line sensitivity to TSA. (A) Tau protein
expression in MCF7, MCF7shctrl and shTau were quantify by Elisa. (B) Effect of 100 nM TSA (48h) on cell
death in the MCF7shctrl and MCF7shTau subclones. Cell death was determined by staining and flow cytometric
analysis as described in the materials and methods. (C) Effect of 100 nM TSA (48h) on apoptosis in the
MCF7shctrl and MCF7shTau subclones. Apoptosis was determined by flow cytometric analysis of the PI-
positive and Annexin-V-positive cells as described in the materials and methods. (D) Cell cycle distribution was
determined by FACS analysis of combined propidium iodide and EdU staining in MCF7shctrl and MCF7shTau
in the absence or presence 100 nM TSA, 48h. Data are mean+SD **P<0.01***P<0.001. All results are

representative of three independent experiments.

We next performed cell cycle analyses (Figure 1D). Indeed, treatment with HDACI can result in cell
cycle arrest at the G1/S checkpoint (Newbold et al., 2016). The results revealed that TSA (100 nM)
treatment led to an accumulation of MCF7shctrl cells in G1 (39.6 vs. 20.2%) with a concomitant

decrease in the S-phase (19.2 vs. 29.1%). However, no significant difference was observed in
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MCF7shTau cells after TSA treatment (41.4% for MCF7shTau vs. 39.6% for MCF7shctrl). This cell
cycle analysis thus demonstrated that Tau expression did not impact on TSA-induced cell cycle arrest.
Note that for all the above experiments we obtained similar results in MDA-MB-231 cells

(supplementary Figure 2).

Collectively, these results indicated that Tau inhibition increase TSA sensitivity towards apoptosis and

cell death in different breast cancer cell lines independently of cell cycle arrest.

b. Tau prevents TSA-dependent chromatin remodeling

The above results suggested that Tau modulates the cellular responses to histone deacetylase inhibitors.
As histone TSA is known to induce the spreading heterochromatin-associated proteins, we next assessed
the effect of TSA on the fate of the endogenous HP1a in shTau-knockdown MCF7 cells (Taddei et al.,
2001). Without TSA, MCF7 cells had around eight HP1a clusters per nucleus in both sh-control and
Tau-knockdown cells. TSA reduced this to five clusters and even further to just 3 HP1[ clusters per
nucleus where Tau was knocked down (Figure 2A, B). Same results were found in other cellular models
such as SH-SY5Y-Tet-on-Tau4R. In addition, western-blot analysis revealed that TSA treatment did not
induce significant variations in HP1s and H3K9mel/2/3 levels between control and treated cells
(supplementary figure 3). These data showed that Tau prevented PCH disruption induced by TSA in an

independent manner of HP1s and H3K9me2/3 levels.

As well as disrupting pericentromeric heterochromatin, TSA affects histone acetylation at specific
promoters and thereby influences chromatin structure and gene expression, of, for example, growth
arrest DNA damage gene 45a (GADD45a) and p21 (cip/waf) (Richon et al., 2000; Hirose et al., 2003).
As expected, these two genes were significantly upregulated by TSA in MCF7shctrl cells, as detected
by RT-gPCR (3- and 2.5-fold induction respectively). Importantly this effect was exacerbated in cells
with reduced Tau expression (4.6- and 3.2-fold induction respectively) (Figure 2 C and D). This

indicates that Tau expression represses in part TSA-induced chromatin remodeling and gene expression.

To directly probe how Tau prevents TSA-induced chromatin remodeling and gene expression, we next
used Hela cells as they lack endogenous Tau. First, we generated a stable GAL4UAS (Upstream
Activation Sequence)-responsive luciferase reporter Hela clone that we subsequently selected for TSA-

induced luciferase activity.
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Figure 2. Tau expression prevented TSA-dependent chromatin remodeling. (A) Representative confocal
sections of MCF7shctrl and shTau cells untreated or treated with 100 nM TSA for 24 h. DNA was revealed by
DAPI and HP1a was immuno-localized. (B) Quantification of HP1a. clusters per nuclei visualized as described
previously and realized on three independent experiments. (C) GADD45a and (D) p21 (CDKN1a) expression in

MCF7shctrl and shTau cells untreated or treated with 100 nM TSA for 24 h were analyzed by real-time PCR and
normalized to RPLO. Results are expressed, relative to the basal activity set to 1, as the mean + SD of three
independent assays. (E) Tau tethering prevents adjacent reporter gene activity induced by TSA. GAL4UAS
responsive luciferase reporter Hela stable cell line was transfected with GAL4DBD (GAL4) or GAL4ADBD-
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Tau4R and then, 24h later, treated with TSA (600 nM) for 24h. The luciferase activity was determined as
described in in the Materials and Methods. (F) Ectopic Tau4R expression prevents adjacent reporter gene
activity induced by TSA. The GAL4UAS responsive luciferase reporter Hela stable cell line was transfected
with a plasmid encoding Tau4R for 24h. Then, cells were treated with an increasing concentration of TSA, as
indicated for 24h. The luciferase activity was determined as described in the Materials and Methods. Data are
mean+SD **P<0.01***P<0.001 vs. control.

Indeed, Gal4 or other tethering systems have been previously used for example to study the effects of
HP1 or the insulinator CTCF on chromatin structure (Li et al., 2003; Ahanger et al., 2014). In our
preliminary dose/response experiments, highest luciferase activity was observed at 600 nM TSA and we
used this concentration in the following experiments. We next examined the resistance of Tau proteins
to salt extraction. Indeed, salt solubility has been already used to monitor binding of proteins to the
chromatin compartment (Lichota and Grasser, 2001). We found that only Tau4R isoforms but not Tau3R
were tightly bound to chromatin and could potentially impact directly on chromatin structure/functions
(supplementary Figure 4). We therefore targeted Tau4R to UAS responsive elements by fusing Tau4R
to the heterologous DNA-binding domain GAL4 and transfected this plasmid into Hela stable clone.
Importantly we found the luciferase activity was significantly reduced (50%) in the presence of GAL-
Tau4R (Figure 2E). This demonstrates that the presence of Tau on the promoter reduced TSA-induced
gene expression. We next wondered if this effect was due to the tethering of Tau4R to the promoter or
whether this was independent of Tau4R fusion to GALA4. To this end, the wild-type Tau4R (i.e . without
the GALA4 fusion) was transfected into a Hela clone and treated with various concentrations of TSA, up
to 600 nM. Tau4R overexpression reduced the luciferase activity at 100 and 300 nM by around 50%
decreased, whereas at 600 nM TSA there was no reduction (Figure 2F). The fact that the presence of
Tau4R decreased the TSA-inducibility of the GAL4UAS responsive luciferase reporter gene suggests

that Tau, in particular Tau4R isoforms, modulated the effects of histone acetylation on gene expression.

c. Tau4R regulates histone deacetylase inhibitor induced genes through direct binding to

chromatin

The above results suggest that Tau4R binds directly to chromatin to regulate gene expression. To test

this hypothesis, we next performed chromatin immunoprecipitations assays. Antibodies specific for
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acetylated H3 (ac-H3) and Tau were used to immunoprecipitate formaldehyde-cross-linked sonicated
chromatin from MCF7 short hairpin Tau knockdowns and control cells treated, or not, with 100 nM
TSA. Quantitative PCR analysis of input or immunoprecipitated DNA using acetylated H3 and Tau
antibodies was carried out to detect different promoter regions. As a control of non-TSA-inducible gene,
we first used primers encompassing the transcription start site of the GAPDH promoter. No change in
the level of acetylated H3, nor Tau binding, were detected after TSA treatment (Figure 3A). We next
examined the extent of acetylated H3 and Tau occupancy within the p21 promoter associated chromatin,
for which activity upon TSA treatment and Tau depletion have been characterized previously (see Figure
2D, Figure 3B). As shown in Figure 3C, TSA induced a strong acetylation in shctrl cells (70- vs. 7-fold
enrichment compared to 1gG) while a high level of acetylated H3 was detected in shTau cells,
irrespective of TSA treatment (~160-fold enrichment). Moreover, Tau was barely detectable at the p21
transcription start site region in MCF7shctrl cells, expressing Tau proteins (less than 1.4-fold enrichment
compared to 1gG ctrl) (Figure 3D). gPCR analyses were then performed to detect the p21 proximal and
distal regions. A significant increase in acetylated H3 was observed in MCF7shTau cells (=10-fold
enrichment compared to non-treated cells) but not in MCF7shctrl cells (Figure 3C). In addition, Tau was
detected at the level of these regions in MCF7shctrl cells (=4-fold enrichment) in absence or presence
of TSA treatment (Figure 3D). These results are consistent with our hypothesis that Tau4R modulated

the TSA induced- histone acetylation by binding to chromatin.

We next performed chromatin immunoprecipitations in the GAL4UAS responsive luciferase reporter
Hela stable cell line for which we observed similar gene response after exogenous Tau4R expression
and 100 nM TSA treatment (see Figure 2F above). We performed gPCR as described previously to
detect a fragment of the integrated promoter, encompassing the GAL4UAS responsive elements and the
transcription start site. 100 nM TSA caused a ten-fold increase of ac-H3 in the control HeLa cells that
was abrogated in the presence of transfected Tau4R. As expected, Tau4R was specifically enriched in

the non-treated and TSA-treated conditions (7-fold and 16-fold respectively).

Taken together, these data demonstrated that Tau bound various DNA regions and inhibited histone H3

TSA-induced acetylation.
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Figure 3. Histone H3 acetylation and Tau occupancy at different promoters. (A) Chromatin
immunoprecipitations-qPCR analysis of H3 acetylation and Tau occupancy on the GAPDH promoter in
MCF7shctrl cells in the indicated conditions. MCF7shctrl cells were subjected to cross-linking by 1%
formaldehyde. Chromatin fragments were then immunoprecipitated using antibodies (Ab) against acetylated H3
(ac-H3) or Tau and analysed by quantitative PCR for the presence of the GAPDH promoter. (B) Functional
organization of the p21 promoter. (C) ChIP-gPCR analysis of H3 acetylation in MCF7shctrl or shTau cells or
(D) Tau occupancy in MCF7shctrl cells on the p21 promoter. (E) ChIP-gPCR analysis of H3 acetylation or Tau
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occupancy on the stably transfected GAL4UAS responsive luciferase reporter transfected, or not, with Tau4R,
then 24h later treated with 100 nM TSA for 24h. Cells were then subjected to cross-linking by 1% formaldehyde.
Chromatin fragments were then immunoprecipitated using antibodies (Ab) against acetylated H3 or Tau and
analysed by quantitative PCR for the presence of the GAL4 UAS promoter. Quantification of enrichment is
represented as fold-enrichment relative to IgG. Data are mean+SD **P<0.01***P<0.001.

d. Tau4R associates with condensed chromatin

Successive salt extraction of intact MNase-treated nuclei results in the isolation of chromatin fractions
with different genome-wide profiles. (Henikoff et al., 2009). The low salt soluble fraction contains active
chromatin while the high-salt fraction is enriched in condensed/active chromatin. In addition, transcribed
regions of the genome are found in the remaining pellet. We therefore sought insights into Tau4R’s
distribution on chromatin. To do this we digested and fractionated stable SH-SY5Y cells overexpressing
Tau4R fused in frame with the streptavidin binding peptide (SH-SY5Y-(SBP)Tau4R), allowing the
elution of Tau4R-associated proteins (Figure 4A). As expected, DNA analyses showed that low salt
fractions (80 and 150 mM) were mostly enriched in mononucleosomes, representing the active
chromatin, while the high-salt fraction (600 mM) contained exclusively polynucleosomes, i.e.
condensed chromatin (Figure 4B). In addition, western-blot analysis demonstrated that Tau was detected
in all the fractions tested, was histone H3 (Figure 4C, input). We next wondered if Tau4R might be
specifically interacting with nucleosomes in the different chromatin states. For this, we performed
streptavidin pulldown of the Tau fusion and tested the presence for Tau itself and that of nucleosomes
(by the presence of H3) by western-blot analysis. As shown in Figure 4C, immunoprecipitated H3 was
almost exclusively in the high-salt fraction while Tau was more evenly present in all fractions. These
results suggested that Tau was preferentially associated with condensed chromatin. Several hypotheses
could explain this. Previous reports demonstrated that Tau can bind DNA in vitro and could be
associated with GAGA responsive elements (GAGA-RE) (Benhelli-Mokrani et al., 2018). However, we
found no preferential binding for GAGA-RE compared to control sequence using microscale

thermophoresis (supplementary Table 1).
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Figure 4. Tau4R is associated with condensed chromatin. (A) Schematic representation of salt fractionation
of nucleosomes steps. Nuclei were isolated and digested with micrococcal nuclease and extracted successively
with the indicated NaCl concentration. (B) DNA characterization from SH-SY5Y-(SBP) Tau4R cell chromatin
fractions. DNA ladder obtained from micrococcal nuclease-treated nuclei purified as described in A).
Nucleosomes are indicated on the right. (C) Tau interacts with histones in the condensed chromatin and the
transcriptionally active fractions. Equal aliquots of each salt fraction were resolved on 12% SDS-PAGE and
visualized by immunoblot analysis with antibodies against Tau or H3 (input). The remainder was used for
streptavidin pulldown of SBP (streptavidin binding peptide) tagged Tau4R. Bound fractions were resolved on
12% SDS-PAGE and visualized by immunoblot analysis with antibody against H3. (D) Analysis of the different
histone H3 or (D) H4 post-translational modifications associated with Tau in the condensed chromatin fraction
(600 mM). Eluted Tau4R complex obtained from the 600 mM fraction obtained as described in (A) were

157



analyzed for H3 and H4 post-translational modifications using ELISA kits. Data are mean£SD **P<0.01

***p<0.001. All results are representative of three independent experiments.

We therefore next considered the possibility that Tau could be associated with condensed chromatin
because of post-translational modifications of histones, highly specific to the different chromatin
compartments. After streptavidin pulldown of SBP-Tau4R, bound materials were eluted with biotin and
tested for the presence of post-translational modifications of H3 and H4 with commercial ELISA Kits.
Non-modified H3 was present but none of the tested post-translational modifications were detected
(Figure 4D). For H4 there was almost no signal for H4R3me3a and m2s. However, all the other tested
modifications were strikingly present in the Tau immunoprecipitate (Figure 4E). Note that unmodified
H4 signal was weaker than certain H4 post-translational modifications, suggesting that they might
interfere with total H4-ab binding. However, normalization against total H3 did not modify the obtained

results.

Taken together, these data place Tau4R in condensed chromatin regions containing acetylated H4 and

unmodified H3.

e. Tau4R/chromatin interaction is mediated through histones

Naturally our next hypothesis then was that tau could be associated with chromatin through direct
interaction with histones. To address this possibility, we first realized GST-pulldown analysis using
unmodified core histones. As shown in Figure 5A, Tau4R but not GST alone bound specifically to the
histone core as revealed by H3, H4, H2A and H2B antibodies. Using recombinant histones, we also
showed that this interaction was mediated through H3 and/or H4 and not H2A and H2B (Figure 5B).
We next tested the effect of different combination of H4 acetylation sites, not present in the H4 ELISA
kit, on Tau4R interaction using synthetic H4 tail peptides. As seen in Figure 5C and D, Tau bound to
unacetylated H4 and H4K5acK12ac. In contrast to H4K5ac, acetylation at K8 (H4K8) slightly increased
Tau binding (2-fold over unacetylated H4). Tau binding was not further increased by acetylation at
position 5 (H4K5acK8ac). We observed a 4-fold increase in Tau binding for diacetylated H4 at position

12 and 16. Again, no change was observed when adding an acetyl group at position 5. However, a 6-
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fold increase was observed when using a tetra-acetylated H4. These results indicated that Tau binds H4

when unacetylated, but displays more affinity for tetra-acetylated H4.
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Figure 5. Tau4R binds directly to histones. (A) Tau4R interacts with core histones. GST-pulldown
experiments were carried out using GST (1 pg) or GST-Tau4R (1 pg) and purified core histones (1 pg).
Complexes were precipitated with Sepharose-glutathione beads, resolved by 12% SDS-PAGE and visualized by
immunoblot analysis with antibodies against H3, H4, H2A and H2B. (B) Tau4R interacts with histone H3 and
H4. GST-pulldown experiments were carried out using 1 pg of GST or GST-Tau4R and 1 (g of recombinant
H3, H4, H2A or H2B. Complexes were precipitated with Sepharose-glutathione beads, resolved by 12% SDS-
PAGE and visualized by immunoblot analysis with antibodies against H3, H4 H2A or H2B. (C) Histone H4 tail
peptides tested for Tau binding. Tau protein bound to biotinylated synthetic H4 peptides was detected by
immunoblot. A representative Western blot is shown and (D) is a quantification from three independent
experiments. Data are mean+£SD *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001.
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f. The frontotemporal lobar degeneration Tau mutation abolished Tau/histone interaction
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Figure 6. Frontotemporal lobar degeneration Tau mutations disrupt its interaction with histones. (A)
P301L mutation abolished Tau/histone interaction. GST-pulldown experiments were carried out using GST (1
Kg), GST-Tau4dR (1 ug) or GST-P301L (1 ng) and purified core histones (1 ug). Complexes were precipitated
with Sepharose-glutathione beads, resolved by 12% SDS-PAGE and visualized by immunoblot analysis with

antibodies against H3, H4, H2A and H2B. GST-Tau and GST-TauP301L loading was controlled by Ponceau red
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staining. (B) Single confocal sections of Hela cells transfected with GFP-HP1p, with or without Tau4R or
TauP301L and treated 24h later with the TSA (300 nM) for 24h. Tau C-terminus antibodies and GFP
fluorescence were used to visualize total Tau protein and HP1p respectively. Representative images are shown.
(C) Quantification of HP1p clusters per nuclei visualized as described previously and realized on three

independent experiments. Data are mean+SD *P<0.05 ***P<0.001.

Pericentromeric heterochromatin disruption was observed in neurons from frontotemporal lobar
degeneration (Tau P301L/S) pathological models (Frost et al., 2014; Mansuroglu et al., 2016). These
observations further suggest that P301L/S mutations, could nevertheless abolish Tau/histone interaction.
To this end, we first performed GST-pulldown analysis using purified core histones. As shown
previously, Tau interacted specifically with core histones as detected by H3, H4, H2A and H2B
antibodies (Figure 6A). However, this interaction was greatly decreased by the TauP301L mutation.
Based on these observations, we hypothesized that TauP301L mutant would not prevent HP1 spreading
induced by TSA treatment. To test this, we next followed the fate of transfected GFP-HP1 /(] in the
absence or presence of transfected Tau4R or TauP301L mutant, following TSA treatment in HeLa cells,
which as we have mentioned are devoid of endogenous Tau expression. As shown above, we observed
a decrease in the number of HP1 clusters in control cells following TSA treatment. This decrease was
prevented when wild-type Tau was expressed, but not by the Tau P301L mutant (Figure 6B and C).
Taken together, these data demonstrated a direct relationship between Tau/histone interaction and TSA-

induced chromatin remodeling.

g. Tau4R increases chromatin compaction

A possible mechanism of the inhibitory effect on H3 acetylation is that Tau4R binding to histone blocks
acetylation by steric hindrance. To test this hypothesis, we next performed in vitro acetyltransferase
assays using core histone, unmodified or H4 tetra-acetylated nucleosomes. However, no change in H3
or H4 acetylation level was observed in the absence or presence of recombinant Tau4R (supplementary

Figure 5).

Another intriguing possible mechanism is that Tau4R binding to histones would induce chromatin
compaction that prevent H3 acetylation. To address this question, we again used our micrococcal

nuclease assay as the outcome is highly dependent on chromatin compaction. It has been shown that the
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cleavage pattern as well as the rate of conversion of chromatin into smaller nucleosome fragments
reflected the accessibility of linker DNA to the enzyme and overall compactness of chromatin (Bryant,

2012).

To probe the effect of Tau on chromatin structure, this time we performed the nuclease assay using
different time points. To control Tau4R expression, we therefore used SH-SY5Y Tet-on Tau4R cells.
We induced Tau4R expression with tetracycline and then added 300 nM TSA, 24h later (Figure 7A).
Then, we subjected an equivalent number of isolated nuclei to micrococcal nuclease digestion for
differenttimes (1, 2, 3, 4, 6 and 8 min) and compared the abundance of nucleosomal DNA corresponding
to mono-, di-, tri- and tetranucleosomes. In the absence of TSA, chromatin from control and Tau4R
expressing cells cleaved in a similar pattern at a similar rate (Figure 7B, 7D supplementary Figure 6).
Importantly however, TSA induced significant differences. There were less oligo-nucleosomes in
Tau4R expressing cells, demonstrating that the chromatin was less accessible to micrococcal nuclease,

meaning more compact, when Tau4R was present (Figure 7C, 7E supplementary Figure 6).

To confirm our results were not due to experimental artefacts in our cell lines, we next used in vitro
reconstituted chromatin incubated with purified recombinant GST or GST-Tau4R proteins in a
micrococcal nuclease assay. As shown in Figure 7F, digestion with GST alone for 2 min produced a
ladder of DNA fragments, mostly corresponding to mono-, di-, tri- and tetra-nucleosomes whereas the
longer incubation (4 min) gave rise mostly to mono and di-nucleosomes. Strikingly, when in vitro
reconstituted chromatin was pre-incubated with purified GST-Tau4R, no ladder was observed after 2-
or 4-min incubation with micrococcal nuclease, showing that chromatin in this condition was less
accessible. These observations are consistent with a role of Tau4R in maintaining a compacted

chromatin structure that prevents histone acetylation.
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Figure 7. Tau4R increases chromatin compaction. (A) Schematic representation of the experimental

procedure. Nucleosome ladders obtained after micrococcal nuclease digestion of SH-SY5Y Tet-on Tau4R cells

treated or not with tetracycline (Tet, 1 pug/ml, 24h) then followed (B) or not (C) by TSA treatment (300 nM,

24h). Digested chromatin was analysed on a 1.5% agarose gel and revealed by ethidium bromide staining.

Mono-, di-, tri and tetra-nucleosomes are indicated on the right. One representative experiment out of three is

shown. (D) and (E) Densitometric analysis of the 1N fragments obtained in control (B) and TSA-treated

conditions (C) were calculated from three independent experiments Data are mean+SD *P<0.05 **P<0.01. (F)

Tau4R reduces chromatin template accessibility to micrococcal nuclease in vitro. Reconstituted nucleosomal
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arrays were incubated with 3 pg of GST or GST-Tau4R and subjected to micrococcal nuclease digestion for 2 or
4 minutes. Purified DNA fragments were then run on a 1.5% agarose gel in 0.5x TBE buffer and revealed by
ethidium bromide staining. Mono-, di-, tri and tetra-nucleosomes are indicated on the right. One representative

experiment out of three is shown.

4, Discussion

An extensive body of literature suggested a possible role of Tau in chromatin functions and/or
organization in neuronal, non-neuronal cells and cancer cells (Frost et al., 2014; Bukar Maina et al.,
2016; Bou Samra et al., 2017; Klein et al., 2019). However, a clear mechanism has not been
demonstrated. Here we show that Tau preferentially binds to the condensed nuclease-resistant chromatin
fraction devoid of any silent specific histone methylation. In addition, we demonstrated that Tau binding
to histones is direct, involving unmodified histone H3 and H4 or tetra-acetylated H4 that increased

interaction. As consequences, Tau 4R stabilizes condensed chromatin and heterochromatin.

Our results point out that Tau expression itself does not induce broad changes in chromatin
organization/structure (e.g. chromatin accessibility, pericentromeric heterochromatin integrity and
histone acetylation) and the effect of Tau was seen only when deacetylation was inhibited. These data
suggest a more general role for Tau in preventing chromatin remodeling. In this regard, we found the
same results using BIX 01294, a specific inhibitor of G9a histone methyltransferase catalyzing the di-
methylated state of H3 at lysine 9 and known to disrupt pericentromeric heterochromatin (Kubicek et
al.,, 2007) (supplementary Figure 7). Most strikingly, associated histones were devoid of any
H3K9me2/3, a hallmark of heterochromatin. We found that Tau4R was able to maintain PCH structure
irrespectively of the observed decrease in H3K9me2 induced by TSA or BIX 01294, suggesting an
indirect role for Tau4R in maintaining PCH and heterochromatin integrity. The mechanism by which
TSA reduced the level of this epigenetic mark remains unknown but has been reported previously
(Fukuda et al., 2015). In a drosophila model of tauopathy, heterochromatin disruption was hypothesized
to be a consequence of oxidative stresssDNA damage and this effect could not be prevented by
aggregated Tau proteins. Interestingly, there is now evidence suggesting that oxidative stress globally
influences chromatin structure and enzymatic post-translational modifications of histones (Kreuz and
Fischle, 2016). These observations suggest that loss of Tau function and chromatin remodeling act at

the initial step of the pathology.
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In drosophila, global changes in gene expression have been also observed, indicating chromatin
remodeling is not limited to pericentromeric heterochromatin structure. These observations were
recapitulated in part in our cellular models. Trichostatin-induced gene expression was higher in cellular
MCF7 models depleted of endogenous Tau for GADD45a and p21, two well-characterized histone
deacetylase-inhibitor-inducible genes. In addition, luciferase reporter activation was observed after
trichostatin A treatment and decreased in the presence of GAL4-tethered or wild-type Tau4R proteins.
Note also that we did not observe an effect of GAL-Tau4R when the GAL4UAS responsive luciferase
reporter Hela stable cell line displayed a high basal luciferase, representing state associated with active
chromatin (supplementary Figure 8). This observation suggests that Tau4R was unable to repress gene

expression on active genes but rather maintains the condensed chromatin state.

Our results clearly demonstrated that Tau was mostly associated with condensed chromatin, where
associated histones were devoid of any H3 post-translational modifications and could present in
particular H4 acetylation marks. Our in vitro experiments demonstrate that Tau4R binds to unmodified
core histones, but the affinity increased with H4 acetylation. Using genome-wide chromatin
immunoprecipitation followed by microarray hybridization assays in primary neuronal culture,
Benhelli-mokrani et al. suggested that an AG-rich GAGA-like DNA motif could play a role in Tau
genomic localization (Benhelli-Mokrani et al., 2018). However, we found no correlation between the
presence of GAGA sequences and Tau binding (supplementary Table 1). Our observation is more
consistent with a previous report demonstrating that Tau DNA binding is sequence independent,
involving just the DNA backbone (Qi et al., 2015). Sequence-independent DNA binding cannot explain
the observed specific genomic distribution observed by Benhelli-Mokrani. The interaction with histones
and nucleosome core particles we reveal likely confer additional specificity for Tau binding to

chromatin.

The exact modality of Tau4R binding to histones H3 and H4 remains to be identified, since no structural
similarities with other histone associated proteins were found. Since we did not observe any chromatin
association with the Tau3R isoforms, we suspect an essential role of the second microtubule domain
encoded by the exon 10 in the recognition process. This observation is reinforced by the loss of
Tau/histone interaction observed with the P301L mutant. The mutation occurs within exon 10 and only
affects Tau4R isoform, exon 10 being splice out of 3R isoforms (Sergeant et al., 2005). Note that the

TauP301L/S mutations do not interfere with Tau nuclear localization (Siano et al., 2019).
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Although Tau contains an intrinsic acetyltransferase activity, it did not appear to contribute directly to
this specific acetylation pattern as demonstrated by our in vitro acetyltransferase assays (Cohen et al.,
2013). It was quite surprising to find H4K16 acetylation in these nuclease resistant fractions, as this is a
histone post-translational modification known to contribute directly to chromatin decompaction
(Shogren-Knaak et al., 2006; Yu et al., 2011). However, there is substantial evidence that H4K16
acetylation does not alter higher chromatin compaction in vivo but rather it disrupts local chromatin
structure (Taylor et al., 2013; Mishra et al., 2016). In addition, H4 acetylation has been detected in some
heterochromatin compartments (Turner et al., 1992; Johnson et al., 1998). Most strikingly, our results
show that Tau associated histones were devoid of the H3K9me2/3 hallmark of heterochromatin. This

further suggests an indirect role for Tau4R in maintaining heterochromatin integrity.

Our results presented here indicate that Tau binding specifically inhibits H3 acetylation in cellulo, as
shown for the p21 promoter (distal and proximal) in MCF7 cells and for the GAL4UAS responsive
luciferase reporter in Hela cells. Tau was not detected at the level of p21 transcription start site, a region
shown to be enriched in H3K4me3, which supports our idea that post-translational modification of H3
prevents Tau binding (Itahana et al., 2016). However, this effect was not seen not for nucleosomes or
histones in vitro. On the balance of the data presented here we feel that the chromatin’s condensation
state prevents chromatin remodeling complexes accessing histones. Although our experiments
demonstrate that histone acetylation is inhibited by Tau, other post-translational modifications of H3 are

also likely inhibited as there are not seen in our streptavidin pull-down assay.

As a consequence of a cellular role of Tau in chromatin organization and/or function, we showed that
Tau4R depletion in the luminal MCF7 or triple-negative MDA-MB-231 breast cancer cell lines
increased TSA-induced cell death and apoptosis. Previous studies demonstrated that histone
deacetylase-inhibitors led in particular to the up-regulation of pro-apoptotic genes (Li and Seto, 2016).
We found that GADD45a, a gene that may be involved in apoptosis, was more expressed in MCF7shTau
cells after TSA treatment (Takekawa and Saito, 1998;Zhang et al., 2001). Although p21 is known to be
induced by inhibiting histone deacetylases, it is not clearly known how it controls the resulting apoptosis,
although p21 can induced G1 arrest. Depending on the cellular model, G1 arrest could be protective or
necessary for TSA-induced apoptosis (Peart et al., 2005) (Newbold et al., 2014). In this regard, we found
no correlation between p21 expression, G1 arrest and the extent of apoptosis in MCF7 and MDA-MB-

231 short hairpin cells.
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In conclusion, this is the first study describing a role and underlying mechanism of Tau protein in

chromatin structure and opens new avenues to further understand Tau biology in neuronal and cancer

cells.
¥ H4Ac
(~] HP1
A Tau
Chromatin HDACI
remodeling BIX 01294
complex Others?

Figure 8. Proposed model for the role of Tau on chromatin. Tau binds to condensed chromatin regions
through the interaction with unmodified histone H3, H4 or acetylated H4. The interaction between Tau and
histones maintains the condensed chromatin state and prevents chromatin remodeling complexes accessing
histones and gene expression. By an indirect mechanism, Tau also prevents heterochromatin decompaction and
HP1s spreading induced by chromatin remodeling agents such as TSA, BIX 01294 and possibly others.
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SUPPLEMENTARY DATA
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Supplementary figure 1. Single confocal sections of MCF7 wt, MCF7 stably transfected with plasmids
encoding shctrl or shTau. Tau C-ter antibody was used to visualize total Tau protein. Representative images

are shown.
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Supplementary figure 2. Tau inhibition increases MDA-MB-231 breast cancer cell line sensitivity to TSA.
(A) Effect of 100 nM TSA treatment (48h) on cell death in MDA-MB-231shctrl and MDA-MB-231 shTau
subclones. Cell death was determined by zombie staining and flow cytometric analysis as described in the

materials and methods. (B) Effect of 100 nM TSA treatment (48h) on apoptosis in in MDA-MB-231shctrl and
MDA-MB-231shTau subclones. Apoptosis was determined by flow cytometric analysis of the Pl-positive and

Annexin-V-positive cells as described in the materials and methods. (D) Cell cycle distribution was determined
by FACS analysis of combined propidium iodide and EdU staining in MDA-MB-231shctrl and MDA-MB-

231shTau subclones in the absence or presence of 100 nM TSA, 48h. Data are mean+SD. *P<0.05***P<0.001.

All results are representative of three independent experiments.
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Supplementary figure 3. Rate of H3K9 methylation and HP1a expression after TSA treatment. (A)
Western-blot analysis of HP1a, H3K9me3, H3K9me2 and H3K9mel in SH-SY5Y Tet-on Tau4R cells following

TSA treatment. Proteins from whole cell extracts were resolved on 12% SDS-PAGE and visualized by

immunoblot analysis with antibodies against HP1a, H3K9me2, H3K9me 3 and H3 antibodies. Quantification of
HP1a (B), H3K9me3 (C), H3K9me2 (D) and H3K9mel (E) in SH-SY5Y Tet-on Tau4R cells following TSA

treatment revealed no difference between control and TSA treated cells. Data are meanzs.e.m. *P<0.05,

**P<0.01 vs control.
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Supplementary figure 4. Tau4R but not Tau3R isoforms are tightly bound to chromatin. (A) Schematic
representation of cells fractionation steps. Nuclei were isolated and extracted successively with the indicated
NaCl concentration. The final pellet was digested with Benzonase nuclease. (B) Solubility of Tau4R and 3R in
differential salt extraction. Nuclei of stably transfected SH-SY5Y with Tau4R (SH-SY5Y-(SBP) Tau4R) or
Tau3R (SH-SY5Y-(SBP) Tau3R) isoforms fused in frame with the streptavidin binding peptide (SBP) were
extracted as indicated in A) and Tau was detected by immunoblot using Tau C-ter antibody. Representative blots
obtained for SH-SY5Y-(SBP) Tau4R or SH-SY5Y-(SBP) Tau3R cells of protein controls known to be

associated with the different fractions (Lamin B1 for the chromatin fraction/nuclear matrix fraction; TFIIB for
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the nuclear fraction, * nonspecific band). (B) Endogenous Tau isoforms were extracted from primary neuronal

cells as described in (A) and detected using Tau C-ter antibody or specific to 3R isoforms. All results are

representative of three independent experiments.
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Supplementary figure 5. Tau did not prevent H3 acetylation in vitro. Purified GST-CBP (A) or nuclear

extracts from Hela cells (B) were incubated with histones, nucleosomes or tetraacetylated H4 nucleosome in the

absence or presence of purified GST-Tau proteins. HAT assay was essentially performed as described previously

(Tropberger, 2013).
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Supplementary figure 6. Chromatin of Tau expressing cells is less accessible to MNase after TSA
treatment. Chromatin from control SH-SY5Y Tet-on cells (A, B, C) or TSA treated (300 nM, 24h) (D, E, F)
with Tau expression induced or not by tetracycline (Tet), 24h before TSA treatment, were analyzed at different
time points. Densitometric analysis, calculated on three independent experiments, revealed substantially
decreased intensity of the 2N, 3N and 4N fragments in Tau expressing cells after TSA treatment indicating a less

accessible chromatin. Data are meanzsd *P<0.05, **P<0.01.
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Supplementary figure 7. Effect of Tau4R or TauP301L on PCH structure under BIX 01294 treatment. (A)
Single confocal sections of Hela cells transfected with GFP-HP1b, with or without Tau4R and treated 24h later
BIX 01294 (6mM) for 24h. Tau C-ter antibodies and GFP fluorescence were used to visualize total Tau protein
and HP1b respectively. Representative images are shown. (B) Quantification GFP-HP1b clusters per nucleus in
Hela cells transfected with GFP-HP1b, with or without Tau4R or Tau4R P301L and treated 24h later BIX 01294

(6mM) for 24h. Tau C-ter antibodies and GFP fluorescence were used to visualize total Tau protein and HP1b

respectively. Data are meansd. *P<0.05.
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Supplementary figure 8. Absence of ectopic tethered Tau4R effects of on integrated reporter plasmid
displaying high basal luciferase activity. Tau tethering did not prevent adjacent integrated reporter plasmid
activity when displaying high basal luciferase activity. pGL4.31[luc2P/GAL4 UAS/Hygro] reporter gene was

stably transfected in Hela cells and selected for high basal luciferase activity. Stable clone was then transfected
with Gal4DBD (Gal4) or Gal4DBD-Tau4R. The luciferase activity was determined as described in in the

Materials and Methods. Data are meanzs.e.m.

Oligonucleotides Ko (uM)
Seq 1: ACATGTGGCCACAAATTGTTATCCGGTCACAATTGGACAT 2.09 +0.44
Seq 2 : CCTTCTCTTTATCATTCTCTCCCTCCTTCTTTCCCTCTCT 1.23+04
Seq 3 : GAGGGAGAGAGAGGAAGACAGAGGAAGAGGAGGTGGAAG 0.8+0.1
Seq 4 : ACAGGTGCAGAGGAAGATCTGGAGAGTGAGAGTGAGGCAG 216+ 0.7
Seq 5 : CTCACTTTCCCCATTTCCACTCAGAACCCACTCCCCATCT 0.87 £0.23

Supplementary table 1. Interaction between Tau4R and different oligonucleotides assessed by microscale
thermophoresis. Oligonucleotide 1 (seq 1) was used as a control compared to different GAGA responsive
elements .MST was conducted using a NT.115 Pico MST instrument (Nano Temper Technologies GmbH)

equipped with red and blue filter sets. His-Tau protein, diluted to 200 nM in PBS-T buffer (supplied by vendor),

was labeled with Monolith His-Tag Labeling Kit RED-tris-NTA (Nano Temper). The RED-tris-NTA dye was
diluted in PBS-T to 100 nM. The mix was incubated at room temperature in the dark for 30 min.
Oligonucleotides (50uM) were diluted with a serial 1:1 ratio of 16 gradients. Then the labeled protein and
oligonucleotides were mix with 1:1 ratio and incubated at room temperature in the dark for 120 min. Capillaries
are then filled individually and loaded into instrument. Data were acquired using high MST power and 100 %

LED. Data were analyzed using MO Control Software (Nano Temper).
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Etude 3 : effet de la protéine tau dans la régulation du stress oxydant et implications dans la résistance

thérapeutique a différents traitements

1. Introduction

Les cellules cancéreuses montrent des niveaux de stress oxydant plus importants que les cellules saines.
Celui-ci provient notamment de perturbations du métabolisme cellulaire et d’altérations
mitochondriales, favorables a la production d’EROs. Dans la cellule cancéreuse, le stress oxydant génére
une instabilité génomique qui contribue au caractére agressif de la tumeur mais peut également mener a
la mort cellulaire. Cette dualité est aujourd’hui exploitée par différentes thérapies qui visent a augmenter
le stress oxydant dans 1’ensemble des cellules. Le seuil de mort cellulaire sera ainsi atteint plus
rapidement pour les cellules tumorales (Trachootham, Alexandre and Huang, 2009). Des mécanismes
de résistance peuvent cependant exister grace a des mécanismes de détoxification ou des modifications

mitochondriales pouvant ainsi limiter ce stress oxydant.

Dans les neurones, le stress oxydant est une des causes majeures de la dégénérescence neuronale. Bien
que les mécanismes menant a ce stress restent mal définis, des dysfonctions mitochondriales ont été
rapportées. Celles-ci concernent leur morphologie, leur localisation ou encore leurs chaines OXPHOS.
Bien qu’il ait été démontré que le stress oxydant pouvait induire la pathologie tau, la perte-de-fonction
de tau retrouvée dans les tauopathies semble également responsable de ces altérations (Cabezas-Opazo

etal., 2015).

Cette étude a permis de montrer que la protéine tau pouvait diminuer significativement les niveaux de
stress oxydant par des mécanismes pouvant impliquer la modification de la morphologie et de la
localisation des mitochondries. La conséquence de cette régulation serait alors une résistance des

cellules cancéreuses exprimant MAPT a I’ensemble des thérapies induisant un stress oxydant.

2. Matériel et méthodes

a. Culture cellulaire, transfections et traitements
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Les cellules des lignées cancéreuses mammaires MCF7 et MDA-MB-231, du col de I’'utérus HeLa et de
neuroblastome humain SH-SY5Y ont été obtenues par le fournisseur ATCC et sont cultivées dans du
milieu DMEM (Dulbbeco’s Modified Eagle Medium, Gibco) supplémenté de pénicilline (100U/ml),
streptomycine (100 g/ml), sérum de veau feetal (10%) et AA non-essentiels (1%). Les cellules de la
lignée HCC1954 obtenue chez ATCC sont cultivées dans du milieu RPMI11640 (Roswell Park Memorial
Institute medium, Gibco) supplémenté de pénicilline (100U/ml), streptomycine (100 g/ml) et sérum de

veau feetal (10%).

Les plasmides GFP (Addgene, #13031), Tau-GFP (Addgene, #46908), mito-tracker DsRed (DsRed2-
Mito-7, Addgene, #55838), GFP-ox total (pEGFP-N1-rolGFP, Addgene, #82369, GFP-ox cytosolique
(pPMF1707, Addgene, #125584) et GFP-ox mitochondrial (pMF1762, Addgene, #125583) sont
transfectées par lipofectamine (Lipofectamine 3000 Reagent, Invitrogen) comme agent de transfection
lorsque les cellules atteignent environ 80% de confluence et selon le méme protocole de transfection
transitoire décrit dans I’étude 1. Aux termes de 48 heures de transfection, les cellules sont traitées.
L’induction de stress oxydant est obtenue par addition de Ménadione Bisulfite (Sigma, #M5750) a une
concentration finale de 125 pM dans les MCF7, MDA-MB-231 et HCC1954 et 250 uM dans les HeLa
et par addition d’hydroperoxyde de tert-butyle (tBHP, « tert-butylhydroperoxide ») (Acros Organic,
#10266090) a une concentration finale de 1,8 mM pendant 2 heures a 37°C, 5% CO..

b. Western blot

Les échantillons protéiques de la lignée MCF7 sont analysés grace a I’anticorps Drpl (Cell Signaling,
D6C7, #8570, dilué au 1/1000°™ dans du lait-TNT 5%) selon le protocole de western blot décrit dans

I’étude 1.

c. Immunocytochimie, analyse des mitochondries et du RE

Les cellules fixées des lignées MCF7, HeLa et HCC1954 sont analysées selon le protocole
d’immunocytochimie décrit dans I’étude 1 et grace aux fluorescences genérées par la transfection des
plasmides codant la séquence du mito-tracker DsRed, roGFP-total, roGFP-cyto, roGFP-mito, de la GFP

et de la Tau-GFP. La fluorescence du RE est obtenue par traitement des cellules avec le ER-tracker
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Green (Thermofisher, BODIPY™ FL Glibenclamide, #E34251). La détection de Drpl dans les MCF7
est réalisée grace a I’anticorps Drp1 (Cell Signaling, D6C7, #8570, dilué au 1/500°™ dans de la BSA-

PBS 2%). Les images sont obtenues par microscopie confocale (Spinning Disk).

d. Cytométrie de flux

Le stress oxydant est détecté par un fluorophore sensible a 1’oxydation cellulaire (CellROX, DeepRed
reagent, Thermofisher, #C10422) a une concentration finale de 2 uM et incubé 30 min a 37°C dans le
milieu de culture. Les cellules sont ensuite décollées par trypsine et la fluorescence du rouge lointain est

analysée par cytométrie de flux (LSR FORTESSA X20, analyseur BD).

e. Analyses statistiques

Les analyses statistiques des expériences de cette étude sont exprimées sous la forme de la moyenne des
valeurs de chaque groupe testé et de I’erreur-type de cette moyenne. Ce travail a donné lieu a I’utilisation
de trois différents tests : le test de Wilcoxon-Mann-Whitney, I’ANOVA univarié et le test de Kruskall-

Wallis. Les statistiques ont été obtenues grace au logiciel GraphPad Prism.

3. Résultats
a. L’expression de MAPT est corrélée a une diminution du stress oxydant

Dans les neurones, il est suggéré que tau puisse jouer un réle protecteur face au stress oxydant (David
et al., 2005; Sultan et al., 2011; Cheng and Bai, 2018b). Nous avons donc émis I’hypothése que cette
fonction pouvait étre étendue dans des cellules cancéreuse. Nous avons donc utilisé les clones MCF7
shCtrl vs shTau et MDA-MB-231 shCtrl vs shTau. Afin d’étendre ces résultats a d’autres lignées nous
avons également utilisé des HelL a transfectées avec un plasmide codant la GFP ou une protéine de fusion
Tau-GFP ainsi qu’une lignée SH-SY5Y transfectées stablement avec un systeme inductible tetON tau.
Ces cellules ont été traitées avec deux molécules inductrices de stress oxydant : la ménadione bisulfite
induisant un stress oxydant d’origine mitochondriale ainsi que le tBHP induisant un stress oxydant
général.
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La détection du stress oxydant a été réalisée grace a une molécule fluorescente intracellulaire active en
présence d’un environnement intracellulaire oxydant. L’analyse des cellules en cytométrie de flux a
montré, dans un premier temps, qu’un stress oxydant basal est détecté dans 10,6% de cellules MCF7
shTau contre 3,1% dans les MCF7 shCtrl. De plus, le traitement & la ménadione induit un stress oxydant
dans 16,9% et 11,8% des MCF7 shTau et shCtrl, respectivement. Le traitement tBHP est responsable
d’un stress oxydant dans 78,7% et 70,6% des MCF7 shTau et shCtrl, respectivement (figure 1A). Des
résultats similaires sont obtenus dans d’autres lignées. Ainsi, en conditions basales, nous détectons un
stress oxydant dans 3,9% de HeL.a GFP contre 2% de HelLa Tau-GFP ; sous le traitement a la ménadione
nous obtenons 31,6% de HeLa GFP contre 20,3% de HeLa Tau-GFP sujettes a un stress et sous le

traitement au tBHP nous avons 55,2% de HeLa GFP contre 46,7% de HeLa Tau-GFP présentant un

stress oxydant (figure 1B).
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Figure 1. Effet de tau sur le stress oxydant. Le pourcentage de cellules sujettes stress oxydant a été mesuré
gréace au CellROX dans les MCF7 shCtrl vs shTau (A), HeLa Tau-GFP vs GFP (B), SH-SY5Y Tau vs Ctrl (C) et
HCC1954 Tau-GFP vs GFP (D). Les résultats sont exprimés par la moyenne + SD du % de cellules positives de
3 expériences indépendantes. Test statistique : Mann-Whitney.

Pour les SH-SY5Y, nous observons des différences de pourcentages de cellules présentant un stress
oxydant similaires en conditions contréles (2% de SH-SY5Y ctrl vs. 0,5% de SH-SY5Y tau), sous le
traitement & la ménadione (5,7% de SH-SY5Y ctrl vs. 1,7% de SH-SY5Y tau) et sous le traitement au
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tBHP (15,1% de SH-SY5Y ctrl vs. 8,9% de SH-SY5Y tau) (figure 1C). Enfin, pour les HCC1954, nous
observons également des différences en conditions contréle (21,4% de HCC1954 GFP vs. 2,3%% de
HCC1954 Tau-GFP), sous le traitement a la ménadione (69,3% de HCC1954 GFP vs. 22,2% de
HCC1954 Tau-GFP) et sous le traitement au tBHP (93% de HCC1954 GFP vs. 49,6% de HCC1954
Tau-GFP) (figure 1D). En conclusion, un stress oxydant est généré avec un pourcentage plus faible de
cellules lorsque tau est exprimée. Cette protection est valable pour un stress oxydant général ou d’origine

mitochondriale.

b. Le stress induit augmente 1’enrichissement de tau au niveau mitochondrial

Le principal lieu de production d’EROs est la mitochondrie. Aux vues des études publiées montrant que
la protéine tau pouvait étre retrouvée au niveau mitochondrial, nous avons cherché a déterminer si celle-
ci était également retrouvée a la mitochondrie dans nos modeéles et si cette localisation était modulée par

I’induction de stress.

Ctrl menadione tBHP

o7a | T 1

GFP

0.64

0.54
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03
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Figure 2. Colocalisation entre tau et la mitochondrie. (A) Les cellules HeL a cotransfectées avec un plasmide
codant la GFP ou la Tau-GFP et un plasmide codant le traceur de la mitochondrie mito-tracker DsRed. Les
cellules sont ensuite traitées avec la ménadione ou le tBHP puis fixées et analysées par microscopie confocale.
(B) La colocalisation entre la Tau-GFP et la mitochondrie est évaluée grace au coefficient de corrélation de
Pearson. Les résultats sont exprimés par I’ensemble des points de colocalisation. Test statistique : Kruskall-

Wallis.
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Pour cela, nous avons donc réalisé des immunocytochimies sur des cellules HeLa transfectées avec un
plasmide codant la GFP (HeLa GFP) ou un plasmide possédant la séquence codante de tau 1N4R
fusionnée a celle de la GFP (HeLa Tau-GFP) en complément d’un plasmide codant la DsRed avec une
séquence d’adresse a la mitochondrie (mito-tracker DsRed). Ces cellules ont ensuite été traitées avec de
la ménadione bisulfite ou du tBHP selon les parametres utilisés et décrits précédemment. Les analyses
des cellules fixées au microscope confocal confirment une colocalisation entre la protéine tau et la
mitochondrie en condition basale et conditions traitées (figure 2A). En réalisant une analyse de la
colocalisation par le coefficient de corrélation de Pearson, nous avons remarqué que la colocalisation
entre tau et la mitochondrie augmentait de 1,2 fois avec le traitement & la ménadione et de 1,3 fois avec
le traitement tBHP (figure 2B). Ces données indiquent qu’il y a un enrichissement de protéines tau a la

mitochondrie en réponse a un stress oxydant induit.

c. Lalocalisation des mitochondries est modifiée par tau

Les travaux réalisées sur les tauopathies montrent un regroupement périnucléaire des mitochondries en
présence de tau qui est associé a la dégénérescence neuronale (Stamer et al., 2002; DuBoff, G6tz and
Feany, 2012; Hu et al., 2016; Li et al., 2016; Cieri et al., 2018). Toutefois, cette localisation spécifiques
des mitochondries dans des cellules cancéreuses ont pu étre associé a des mécanismes d’agressivité

tumorale comme la résistance a I’hypoxie et I’angiogenéese (Al-Mehdi et al., 2012).

Nous avons alors cherché a déterminer si des différences de localisation des mitochondries pouvaient
étre retrouvées en présence de tau. Nous avons donc réalisé une immunocytochimie de cellules
HCC1954 infectées avec un plasmide codant la GFP ou la séquence d’une protéine de fusion Tau-GFP.
Les deux clones HCC1954 ont été transfectées transitoirement avec un plasmide codant la DsRed avec
une séquence signale d’adresse a la mitochondrie (mito-tracker DsRed) et traitées ou non avec le tBHP

(figure 4).
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Figure 3. Localisation des mitochondries dans les HCC1954 GFP et Tau-GFP. Les HCC1954 infectées avec
des plasmides codant la GFP ou la Tau-GFP sont transfectées avec le plasmide mito-tracker DsRed puis traitées
avec le tBHP. Les cellules (A) HCC1954 GFP et (B) HCC1954 Tau-GFP sont analysées par microscopie
confocale.

L’analyse des cellules par microscopie confocale montre que la distribution des mitochondries est
diffuse entre le noyau et la périphérie dans les HCC1954 GFP (figure 3A) alors qu’elle est regroupée
dans la zone périnucléaire dans les HCC1954 Tau-GFP en condition basale (figure 3B). L’induction
d’un stress oxydant par le tBHP renforce cette localisation périnucléaire dans les HCC1954 Tau-GFP

mais pas dans les HCC1954 GFP (figure 3).
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d. L’interaction mitochondrie-RE n’est pas altéré

Des travaux réalisés sur des cellules HeLa et de mélanome A375 ont montré que des défauts de
localisation des mitochondries pouvaient résulter de défauts d’interaction avec le réticulum

endoplasmique (RE) et générer un stress oxydant (Corazao-Rozas et al., 2016; Cieri et al., 2018; Marchi

etal., 2018).
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Figure 4. Interactions entre RE et mitochondrie dans les MCF7 shCtrl et shTau. Les MCF7 shCtrl et shTau

sont transfectées avec le plasmide mito-tracker DsRed puis traitées avec le RE-tracker Green. Les cellules sont
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ensuite traitées a la ménadione ou avec le tBHP. Les cellules (A) MCF7 shCtrl et (B) MCF7 shTau sont

analysées par microscopie confocale.

Nous avons donc étudié I’interaction mitochondrie-RE dans les clones MCF7 shCtrl et shTau avec les
mémes conditions que les expériences précédentes. Pour cela, hous avons transfecté ces cellules avec le
plasmide mito-tracker DsRed puis traité avec une molécule dirigée au RE (RE-tracker) avec ou sans
traitement & la ménadione et au tBHP. Dans les MCF7, nous retrouvons une localisation périnucléaire
des mitochondries dans les clones shCtrl (figure 4A) alors que celles-ci sont diffuses dans la cellule dans
les clones shTau (figure 4B) ce qui confirme les résultats obtenus dans les clones HCC1954 (figure 4).
De maniere intéressante, le RE est également retrouveé dans la région périnucléaire dans les shCtrl alors
qu’il est diffus dans la cellule dans les shTau. Nous retrouvons en effet une colocalisation entre les deux
organites dans toutes les conditions montrant que 1’interaction mitochondrie-RE n’est pas altérée en

présence de tau (figure 4).

e. Le niveau de Drpl est réduit dans les cellules tau-positives

Selon I’¢tude réalisée par DuBoff et son équipe, la protéine tau dans les neurones semble intervenir dans
un processus de délocalisation de la protéine Drpl de la mitochondrie, limitant alors le processus de
fission (DuBoff, Gotz and Feany, 2012). Nous avons donc cherché a déterminer si cet événement avait
également lieu dans les cellules cancéreuses. Par une approche d’immunofluorescence, nous avons
étudié la présence de Drp1 autours de la mitochondrie dans les clones MCF7 transfectés avec le plasmide

mito-tracker DsRed (figure 5A).

Nos résultats montrent une colocalisation entre la mitochondrie et Drpl dans les shTau en conditions
basales et tBHP mais pas dans les shCtrl. De maniére surprenante, Drpl n’est pas délocalisée de la
mitochondrie mais semble absente des cellules shCtrl (figure 5A). Nous avons alors déterminé la
quantité de Drpl dans les MCF7 shCtrl et shTau traitées ou non au tBHP par western blot (figure 5B).
La quantification nous as permis de conclure que dans les MCF7 shCtrl il y a 9,8 fois moins de Drpl en
conditions basales et 13,5 fois moins en condition traitée que dans les MCF7 shTau (figure 5C). Les
résultats indiquent que le niveau de Drp1 est diminué en présence de tau. De plus, I’induction d’un stress

oxydant génére une baisse de Drpl d’environ 35,5% et 11,3% dans les shCtrl et shTau, respectivement.
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Figure 5. La protéine Drp1l est absente dans les cellules tau-positives. (A) Les MCF7 shCtrl et shTau sont
transfectées avec le plasmide mito-tracker DsRed puis traitées avec le tBHP. La présence de Drpl est déterminée
par un anticorps Drpl et révélée par un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome émettant dans le vert (488

nm). Les images sont analysées par microscopie confocale. (B) La présence de Drpl est déterminée par
I’anticorps anti-Drpl par western blot. (C) La quantification représente le ratio moyen entre la quantité de Drpl

sur la quantité de GAPDH de deux expériences indépendantes.
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4, Discussion

Dans ce travail exploratoire, nous avons établi un effet de tau dans la régulation du stress oxydant basal
et induit par des traitements de ménadione et de tBHP. Nous avons trouvé que ’induction de stress
oxydant entraine une relocalisation de protéines tau a la mitochondrie. Au niveau de cet organite, nous
avons mis en évidence que I’expression de tau est associée a une localisation périnucléaire des
mitochondries est que celles-ci sont dépourvues de protéine Drpl que 1’on sait étre impliquée dans le

processus de fission (Frank et al., 2001).

Cette fonction de tau dans la diminution du stress oxydant basal et induit pourrait s’avérer importante
dans la résistance face aux thérapies induisant ce type de stress. En effet, la majorité des chimiothérapies
et la radiothérapie induisent, en plus de leurs mécanismes principaux, un stress oxydant (Davies and
Doroshow, 1986; Leach et al., 2001; McCormick et al., 2016). La stratégie thérapeutique qui consiste a
exploiter le stress oxydant intrinséquement élevé dans les cancers s’avérerait donc inefficace en présence

de tau (Trachootham, Alexandre and Huang, 2009).

Dans la littérature, les différences de stress oxydant entre des cellules tau-positives et tau-négative peut
trouver plusieurs explications. Cieri et al ont rapporté des défauts d’interactions entre la mitochondrie
et le RE en présence d’une protéine tau pathologique (tau tronquée). Ces modifications des contacts
entre les deux organites entrainaient des perturbations dans les flux calciques, déstabilisaient ainsi le
métabolisme cellulaire et favorisait I’apoptose (Cieri et al., 2018). Nous avons donc émis 1’hypothése
que I’absence de tau dans les MCF7 pouvait étre associée a des altérations similaires. Cependant, nos
résultats montrent une colocalisation entre la mitochondrie et le RE indépendamment de 1’expression de
tau et d’un stress induit. Un autre mécanisme régulant dans la localisation mitochondriale implique leur
transport microtubulaire et nécessitant I’intervention des protéines motiles kinésine et dynéine ainsi que
des protéines adaptatrices telles que TRAK1/2 et Miro1/2 (Melkov and Abdu, 2018). Dans les neurones
d’hippocampe de souris et de rats, il a ét€ montré que la perte de Mirol était associée a une réduction
du transport rétrograde des mitochondries (Macaskill et al., 2009; Nguyen et al., 2014). De maniére
intéressante, il a été montré que HDACG6 pouvait déacétyler Mirol et altérer le mouvement des
mitochondries provoquant la mort cellulaire (Chen et al., 2010; Kalinski et al., 2019). Dans les neurones,
I’histone déacétylase HDAC6 est donc associée a des dérégulations du transport des mitochondries.
Dans une étude, Perez et al ont mis en évidence que la protéine tau pouvait lier HDACSG et réduire son

activité résultant en une augmentation de I’acétylation des microtubules et de ses protéines motiles
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(Perez et al., 2009). Les modifications de localisation des mitochondries entre les différentes lignées
cellulaires tau-positives et tau-négatives dans notre étude peuvent donc dépendre d’un mécanisme
impliguant Mirol et HDACSG. Toutefois, le lien entre la localisation périnucléaire des mitochondries et
la régulation du stress oxydant n’est pas clair. Dans la majorité des études réalisées sur les tauopathies,
leur accumulation autours du noyau résulte en un appauvrissement des axones en mitochondries et est
associée a la mort neuronale (Stamer et al., 2002; Hu et al., 2016). Toutefois, une équipe a montré que
la proximité entre la mitochondrie et le noyau pouvait servir de signalisation entre les deux
compartiments. Dans des cultures primaires de cellules endothéliales d’artéres pulmonaires humaines
(HPAEC, Primary Human Pulmonary Artery Endothelial Cells), les auteurs ont démontré que ce
regroupement périnucléaire mitochondrial pouvait étre retrouvé en condition d’hypoxie. Cette
localisation précise génére des EROs en tant que seconds messagers pouvant aller dans le noyau et
apporter des modifications sur des séquences promotrices. Parmi elles, 1’élément de réponse a I”’hypoxie
(HRE, Hypoxia Response Element) modifié par ces EROs étant plus enclin a fixer le facteur d’hypoxie
1 a (HIF-1 a) et induire I’expression de certains genes comme le VEGF. La suppression de cette
dynamique mitochondriale par le nocodazole ou par un siRNA dirigé contre la dynéine inhibe la totalité
de ce mécanisme (Al-Mehdi et al., 2012). L’oxydation de séquences du génome peut donc avoir un réle
transcriptionnel. Perillo et collegues ont montré par exemple qu’une oxydation de ’ADN pouvait
permettre une expression génique par les cestrogénes (Perillo et al., 2008). De la méme facon, une
communication étroite entre la mitochondrie et le noyau a été établie dans la réponse a différents
événement cellulaires tels que le stress oxydant (Eisenberg-Bord and Schuldiner, 2017). Ainsi, la
proximité des mitochondries avec le noyau en présence de tau pourrait permettre un signal d’activation

de la transcription de certains genes, notamment impliqués dans la détoxification cellulaire.

En plus de la localisation, la morphologie mitochondriale est impactée par tau. Dans un modéle
transgénique de Drosophile possédant une tau humaine, DuBoff et collaborateurs ont montré que Drpl
était délocalisée de la mitochondrie menant a une diminution de la fission (DuBoff, Gétz and Feany,
2012). Dans notre étude, bien que n’observions pas de délocalisation de Drpl, nous avons trouvé que
celle-ci était fortement diminuée dans les MCF7 shCtrl en comparaison avec les MCF7 shTau (figure
6). De maniére intéressante, en réponse au stress, les MCF7 shCtrl affichent une baisse de Drpl
beaucoup plus importante que dans les shTau. Cet effet de tau semble protecteur face aux thérapies
induisant un stress oxydant. En effet, en réponse a un stress oxydant modéré, I’activation de la fission
sert de « contrdle qualité » permettant 1’élimination de mitochondries endommagées. Cependant, un
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stress trop important génere un exces de fission qui méne a un stress oxydant et a la mort cellulaire (Wu
et al., 2011). Ainsi, la diminution de Drpl dans les MCF7 shCtrl peut constituer une protection de la
cellule face a un exces de fission induite par des traitements. En plus de Drpl, d’autres protéines sont
impliquées dans les cycles de fusion/fission telles que Fis1 pour la fission et Opal, Mfnl et Mfn2 pour
la fusion. En 2016, Li et al ont démontré que de fortes expression de tau dans des cellules HEK293 ainsi
que dans des cultures primaires de neurones d’hippocampe ménent a une augmentation de la fusion
mitochondriale (Li et al., 2016). Ainsi, la protéine tau semble étre favorable a la fusion et défavorable a
la fission. Dans un contexte thérapeutique, un tel effet rendrait alors inefficace les thérapies inductrices

de stress oxydant.

Bien que ces résultats restent incomplets, ils suggerent néanmoins que la protéine tau est impliquée dans
la régulation du stress oxydant des cellules cancéreuses. Celle-ci, en diminuant la quantité de Drpl,
devrait limiter I’exces de fission entrainé par un stress oxydant sévere et ainsi empécher 1’induction de
I’apoptose. Les autres effets de tau concernant la localisation des mitochondries dans la région
périnucléaire ne sont pas encore clairs. Toutefois, ces résultats indiquent que la protéine tau peut étre un

facteur de résistance aux thérapies induisant un stress oxydant.
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DISCUSSION GENERALE
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Ce travail de thése a permis d’établir de nouveaux réles pour la protéine tau dans les cancers. En
cumulant les données bibliographiques sur un effet de tau sur la stabilité génomique (Sultan et al., 2011,
Violetetal., 2014, 2015; Bou Samra et al., 2017; Rossi et al., 2018) et le maintien de I’hétérochromatine
constitutive (Frost, Hemberg, Lewis and Mel B. Feany, 2014; Mansuroglu et al., 2016b; Gargini,
Segura-Collar and Sénchez-Gémez, 2019), nous avons construit notre hypothése de travail : ces
fonctions de la protéine tau établies dans les cellules neuronales peuvent constituer des
mécanismes de résistances aux thérapies induisant des dommages a ’ADN, un remodelage de la

chromatine ou une oxydation cellulaire dans les cellules cancéreuses. Nous avons ainsi trouvé que :

1. La protéine tau améliore les activités de réparation de I’ADN NHEJ et HR. Cette amélioration
de I’activité NHEJ est expliquée par un transport microtubulaire de 53BP1 vers le centrosome,
favorisant sa translocation nucléaire. Cette fonction induit alors une résistance a certaines

chimiothérapies et a la radiothérapie in vitro et in vivo.

2. Laprotéine tau maintien I’organisation de 1I’hétérochromatine en présence d’un HDAC], la TSA,
en fixant spécifiquement les histones H3 et H4 non modifiés ou I’histone H4 acétylée. Cette
fonction limite le remodelage de I’hétérochromatine et la réexpression de genes du cycle

cellulaire et de I’apoptose et induit une résistance a la TSA.

3. La protéine tau régule négativement 1’apparition d’un stress oxydant et controle la localisation
et la morphologie mitochondriale par un mécanisme dépendant de Drpl. Bien que les
mécanismes sous-jacents cette fonction ne soient pas totalement élucidés, elle pourrait

constituer un mécanisme de résistance a plusieurs thérapies induisant un stress oxydant.

En se basant sur la littérature traitant du réle de tau dans la protection génomique (Hua and He, 2003;
Wei et al., 2008b; Sultan et al., 2011; Violet et al., 2014), nous avons cherché & déterminer dans un
premier temps la nature de cette protection. En raison des observations faites par plusieurs équipes
montrant un effet de tau dans la résistance aux MTA, nous avons choisi de Vérifier si cette fonction de
tau dans le maintien de I’intégrité du génome pouvait étre associée a une résistance aux DDA dans les
cancers. Nos résultats ont permis de montrer que tau pouvait constituer un facteur de résistance a des

chimiothérapies a base d’inhibiteurs de topoisomérase II (doxorubicine), de radiomimétiques
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(bléomycine) et d’agents alkylants (cisplatine et oxaliplatine) ainsi qu’a la radiothérapie (rayons X).
Afin de déterminer si la seule et unique présence de tau était suffisante pour induire une résistance aux
DDA, nous avons établi un clone shScramble (shCtrl) et un shRNA dirigé contre I’ARNm de MAPT
(shTau) dans plusieurs lignées cellulaires. Le mécanisme que nous avons trouvé et qui est décrit dans ce
travail s’explique ainsi : la protéine tau améliore le transport microtubulaire de la protéine 53BP1 vers
le centrosome ce qui favorise sa translocation nucléaire. En réponse a une CDB, la présence nucléaire
de 53BP1 permet d’initier I’activité de réparation de I’ADN et limiter les dommages induits. Toutefois,
il est possible que d’autres mécanismes impliquant tau s’ajoutent a ce que nous décrivons. Parmi eux,
le rOle de tau dans I’activation de la voie de signalisation PI3k/Akt (Marciniak et al., 2017; Tai et al.,
2020) pourrait intervenir dans la modulation de la voie DDR. En effet, I’implication de cette voie dans
I’activation de la réparation de I’ADN a été décrite (Toulany and Rodemann, 2013; Juvekar et al., 2016).
En complément de la fonction microtubulaire de tau dans la réparation de I’ADN, il est possible que
I’inhibition de PTEN qu’elle initie, entraine une activation constitutive des voies de réparation de I’ADN
et participe ainsi a la résistance thérapeutique. Outre les fonctions cytosoliques de tau, sa présence dans
le noyau souléve des questions quant a ses potentielles fonctions dans ce compartiment. Dans les études
menées par le docteur Galas, il a été mis en évidence que I’induction d’un stress thermique (mimant un
stress oxydant non toxique) avait pour conséquence une translocation nucléaire de la protéine tau (Sultan
etal., 2011; Violet et al., 2014). Cependant, les mécanismes régulant cette translocation ne sont pour le
moment pas connus. Dans une de ces études, 1’infection de cellules avec un plasmide codant tau avec
une séquence d’adressage nucléaire (tau-NLS) a permis de restaurer partiellement le niveau basal de
dommages a I’ADN (Sultan et al., 2011) supposant donc une fonction nucléaire de tau dans la réponse
aux dommages induits. Dans cette derniere étude, la protéine tau est majoritairement retrouvée a 1’état
déphosphorylée dans le noyau a I’exception de la sérine 262 qui est phosphorylée (Sultan et al., 2011).
En effet, cet épitope semble &tre I’un des rares pouvant étre phosphorylé dans ce compartiment en
condition de stress (Shanavas and Papasozomenos, 2000). De maniére intéressante, il a été montré que
la sérine 262 de tau pouvait étre phosphorylée par la protéine impliquée dans la voie DDR : Chk2
(lijima-Ando et al., 2010). Brievement, la protéine Chk2, codée par le géne CHEK2, est une kinase
impliquée dans la voie DDR qui inhibe des protéines du cycle cellulaire (phospho-Ser123 Cdc25A et
phospho-Ser216 Cdc25C) et active des protéines de réparation de I’ADN comme BRCAT1 (phospho-
Ser988) (pour revue (Ahn, Urist and Prives, 2004)). Cette phosphorylation de tau sur la sérine 262 est

expliquée par lijima-Ando et son équipe par le fait que dans le cerveau agé ou dans la
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neurodégénérescence, I’augmentation du stress oxydant et I’accumulation de dommages a I’ADN méne
a une suractivation de Chk2 qui va, de ce fait, augmenter la proportion de protéines tau phosphorylées
sur la sérine 262. Cet épitope étant impliqué dans la physiopathologie d’ Alzheimer (Augustinack et al.,
2002), ce mécanisme impliquant Chk2 conduirait & la pathologie tau (lijima-Ando et al., 2010).
Toutefois, la phosphorylation de tau par Chk2 souléve deux questions intéressantes : d’abord,
I’activation de Chk2 par I’induction de dommages a I’ADN dans les cellules cancéreuses conduit-elle
également a la phosphorylation tau-ser262 dans le noyau ? Si oui, cette phosphorylation dans le noyau
est-elle impliquée dans une fonction particuliére, notamment dans les voies de réparation de ’ADN ?
Un mutant tau non-phosphorylable Ser262Ala identique a celui utilisé dans le travail d’lijima-Ando et
al pourrait permettre de répondre a cette question dans des lignées de cellules cancéreuses. De plus, il
est connu aujourd’hui que la protéine tau posséde un nombre important de partenaires protéiques. Dans
I’étude de I’interactome de tau, Gunawardana et al lui ont trouvé une interaction avec les protéines de
la voie NHEJ Ku80 (XRCC5) et Ku70 (XRCC6) (Gunawardana et al., 2015b). Bien que cette étude
n’ait pas établi de potentielle fonction, il est possible que tau module la réparation de I’ADN a travers
des interactions directes avec ces protéines. En plus du rdle direct de tau dans les mécanismes de
réparation de I’ADN, nous pouvons poser I’hypothése que d’autres voies soient suractivées
parallelement. Enfin, nous nous sommes concentrés dans cette étude principalement sur les activités de
réparation de I’ADN de type HR et NHEJ. Ces systémes de réparation sont particuliérement importants
car ils permettent de limiter I’accumulation de CDB de I’ADN, le type de Iésion les plus toxiques pour
une cellule. En plus de la HR et NHEJ, il existe deux autres mécanismes de réparation des CDB : la
réparation a-NHEJ et la SSA. A I’instar de la HR, la SSA nécessite une resection du brin 5° endommagé
et d’une homologie de séquence, plus restreinte que dans la HR, pour réaliser la réparation. A 1’inverse
de la HR, ces deux mécanismes n’utilisent pas la complémentarité de la chromatide sceur aprés la phase
de réplication et sont donc principalement représentés en début de phase S du cycle (Bhargava, Onyango
and Stark, 2016). La a-NHEJ en revanche, effective tout au long du cycle comme la c-NHEJ, n’utilise
pas nécessairement d’homologie de séquence. Nous n’avons pas étudié ici I’impact de la protéine tau
sur ces deux voies. La réparation de type a-NHEJ a été associée a une forte instabilité génomique dans
les cancers (pour revue (Caracciolo et al., 2019)). Les résultats obtenus in cellulo et in vivo dans notre
étude sont favorables a un effet de tau dans la maintenance du génome apres traitement et éloigne donc
I’hypothése d’un effet également sur la a-NHEJ. Toutefois, aux vues de ses fonctions microtubulaires

et nucléaires, nous ne pouvons exclure que tau puisse avoir un effet positif ou négatif sur ces autres
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voies. En effet, certains travaux ont trouvé des activités de réparation a-NHEJ importantes dans certaines
lignées cellulaires de cancers (Tobin et al., 2012; Muvarak et al., 2015; Newman et al., 2015). Enfin, la
protéine tau joue un role important dans le maintien et la stabilité de 1’hétérochromatine (Frost,
Hemberg, Lewis and Mel B. Feany, 2014; Mansuroglu et al., 2016b; Rossi et al., 2018). Notre étude
confirme d’une part cet effet et le précise en montrant que tau a la capacité de lier les histones acétylées,
notamment et en particulier H4K8K16ac. Bien que nous ayons montré que cette interaction spécifique
participait au maintien de I’'HPC et de la chromatine condensée malgré I’effet de la TSA, le réle que
joue tau sur ces modifications €épigénétiques n’est pas entiérement élucidé. Cela est d’autant plus
intéressant quand nous savons que la réparation d’une CDB de I’ADN nécessite une relocalisation de
celle-ci a la périphérie du noyau et des remodelages de la chromatine important, impliquant 1’histone
H4 acétylée. Aux vues de son caractere pléiotrope, il est lIégitime de se demander si les fonctions de tau

sur la chromatine peuvent étre associées de prés ou de loin a son effet sur la réparation de I’ADN.

RESISTANCE AGRESSIVITE
THERAPEUTIQUE

Stabilisation des Activation constitutive de la
microtubules voie PI3k/Akt
Tau
Réparation de 'ADN — _— Activation constitutive des
voies MAPK

Régulation du stress Promotion du

oxydant ] processus
Modulation de la métastatique

chromatine et de
I'expression des génes

Figure 1. Implications de la protéine tau dans la résistance thérapeutique et I’agressivité des cancers. La
stabilisation des microtubules et la réparation de I’ADN constituent des résistances aux thérapies contenant des
DDA et MTA, respectivement. La régulation du stress oxydant constitue un mécanisme de résistance a la
majorité des chimiothérapies et & la radiothérapie. Tau peut étre favorable a ’agressivité tumorale a travers la
suractivation des voies de signalisation PI3k/Akt et MAPK mais également dans la formation et le

développement des métastases. Enfin, le maintien de la chromatine a des endroits spécifiques du génome peut
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entrainer une résistance aux HDACi mais peut également participer a 1’agressivité tumorale a travers 1’extinction

de genes clés.

Dans notre deuxiéme étude, nous mettons en évidence un role de tau dans la résistance aux HDACI. Son
expression seule n’induit pas de modification de 1’organisation de la chromatine mais empéche son
remodelage par la TSA ainsi qu’a d’autres épidrogues. Nous expliqguons ce maintien de
I’hétérochromatine par une liaison de tau sur les histones H3 et H4 non modifiées ou sur I’histone H4
acétylée. Les résultats que nous avons obtenus n’ont pas montré d’interaction de tau avec la modification
d’histone H3K9me2/3 suggérant donc un réle indirect de tau dans le maintien de 1’hétérochromatine en
présence de TSA. Par ailleurs, il est décrit que les HDACi n’affectent que peu de génes (entre 2% a 5%
de génes réexprimés par ces traitements) et que leur mécanisme de cytotoxicité est également lié a une
déstabilisation de ces régions induisant une instabilité génomique (Van Lint, Emiliani and Verdin, 1996;
Taddei et al., 2001; Glaser et al., 2003). La résistance a la TSA en présence de tau renforce alors nos
résultats concernant son role dans la stabilité génomique. D’autre part, il est intéressant de noter que les
inhibiteurs de HDAC ont des effets probants sur les tumeurs hématologiques mais pas sur les tumeurs
solides. D’aucuns ont émis I’hypothése que cette différence était due aux pharmacocinétiques trés faibles
de la plupart des inhibiteurs de HDAC ce qui ne permettait pas, dans ces dernieres, d’atteindre des
concentrations thérapeutiques (Choi et al., 2012). Toutefois, d’autres explications peuvent étre
envisagées. Bien que des différences d’efficacité de traitement ne soient jamais dues qu’a un seul et
unique facteur, la présence ou non de la protéine tau dans certaines tumeurs peut étre un élément pouvant
expliquer le manque d’efficacité pour de faibles concentrations de HDACi utilisés en clinique. Selon les
bases de données, la protéine tau est retrouvée dans plusieurs tumeurs solides et semble peu représentée
dans les tumeurs hématologiques (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000186868-
MAPT/pathology). L’enjeu majeur aujourd’hui est donc de potentialiser 1’effet de ces traitements dans
les tumeurs solides. Notre étude est particulierement originale car elle identifie tau comme facteur de
résistance aux HDACI dans certains cancers. Elle permet également de montrer que I’inhibition de
I’expression de MAPT, ici par un sShRNA, rend ces thérapies efficaces a des doses plus faibles. Aussi, il
a été montré que beaucoup d’inhibiteurs de HDAC, notamment la TSA utilisée dans cette étude, présente
des effets secondaires trop important pour étre envisagée en clinique (Shah, 2019). Ainsi, cibler des
protéines comme tau qui sont des facteurs de résistance pour ces traitements pourrait permettre
d’envisager des concentrations thérapeutiques plus faibles afin d’éviter les effets secondaires tout en
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conservant une efficacité. Une des perspectives de ce travail consisterait a étudier cet effet de tau in vivo.
De la méme fagon que nous I’avons fait dans I’étude 1 « Implication de la protéine tau dans les
mécanismes de réparation de I’ADN dans les cancers », il serait possible de réaliser des xénogreffes de
tumeurs tau-positives et tau-négatives et d’étudier leur réponse aux inhibiteurs de HDAC. Des résultats
positifs seraient alors prometteurs pour envisager a nouveaux les inhibiteurs des HDAC dans le

traitement des cancers résistants.

Notre troisiéme étude présente un effet de tau dans la régulation du stress oxydant mais ne permet pas
encore d’en comprendre tous les mécanismes. Nous avons trouvé que 1’expression de tau dans plusieurs
lignées de cellules tumorales est associée & un stress basal moins important et limite 1’effet de molécules
induisant un stress oxydant. Nous observons en parallele des modifications de la localisation et de la
morphologie des mitochondries bien que nous n’ayons pas pu pour le moment établir de lien clair entre
ces modifications et la diminution de stress oxydant. Nous avons ciblé la mitochondrie pour tenter
d’expliquer la régulation du stress oxydant apportée par tau pour deux raisons : premierement, la
mitochondrie est une source importante de genése des EROs et, deuxiémement, nous avons remarqué
que I’induction d’un stress oxydant par la ménadione ou le tBHP augmentait la colocalisation entre tau
et la mitochondrie. Afin de confirmer que I’effet de tau dans la régulation du stress oxydant est due a
une fonction mitochondriale, il pourrait étre intéressant d’utiliser des mode¢les de cellules déplétées en
mitochondries RhoO (Chandel and Schumacker, 1999) dans les cellules tau-positives. En complément,
il est connu que la régulation du stress oxydant est principalement réalisée dans la cellule par les
protéines de détoxification telles que la GPx, PRx ou encore la catalase. Nous n’avons pas étudié ici les
potentiels effets de tau sur I’expression ou I’activation de ces enzymes, pas plus que sur des facteurs de
transcription tels que Nrf2 ou FOXO, impliqués dans la régulation du stress oxydant (Kansanen et al.,
2013; Akasaki et al., 2014). Ces pistes constituent une perspective intéressante étant donné que ces
protéines sont fréquemment dérégulées dans les cancers ainsi que dans les neurones présentant une
pathologie tau (Fdo, Mota and Rego, 2019). Dans une étude réalisée sur le r6le de tau dans le maintien
de I’hétérochromatine, il a été suggéré que la perte d’hétérochromatine dans des cellules dépourvues en
tau pouvait étre due a des dommages oxydatifs (Frost, Hemberg, Lewis and Mel B. Feany, 2014). La
stabilité génomique apportée par tau peut donc également étre apportée par une prévention du stress

oxydant.
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Il est intéressant de noter que les différentes molécules utilisées dans ces traitements dont I’efficacité
dépend de la protéine tau ont des effets similaires. En effet, I’endommagement de I’ADN, le stress
oxydant induisant des modifications de base ainsi que les modifications épigénétiques apportées par des
épidrogues générent de I’instabilité génomique. La protéine tau peut donc étre considérée comme une
protéine de stabilité génomique. Aussi, le traitement des patients utilise souvent une combinaison de
plusieurs molécules telles que les anthracyclines et taxanes pour les chimiothérapies de premiére ligne
pour les cancers mammaires métastatiques (Telli and Carlson, 2009), des agents alkylants et des
inhibiteurs de topoisomérase (étoposide ou danorubicine) pour les leucémies (Watts and Nimer, 2018)
ou encore taxane et carboplatine pour les cancers ovariens avancés (Marchetti et al., 2010). L’intérét de
I’utilisation de combinaisons de plusieurs molécules repose sur les effets synergiques qu’elles
présentent. Par exemple, de faibles concentrations en HDACi comme le sodium butyrate ou la TSA
entrainent une potentialisation de DDA tels que la doxorubicine, 1’étoposide, le cisplatine ou encore le
5-FU (Kurz et al., 2001; Kim et al., 2003; Marchion et al., 2005). Les auteurs de ces études expliquent
que I’hyperacétylation induite par les HDACi permet une ouverture de la chromatine et une meilleure
accessibilité pour ces poisons de la topoisomérase I, agents alkylants et antimétabolites. La protéine tau
peut donc constituer une résistance non pas a une molécule en particulier mais a une séance de

chimiothérapie ou de radiothérapie.

Les fonctions de tau dans la régulation du stress oxydant et dans 1’augmentation d’activité HR nous
laisse penser que tau pourrait étre impliquée dans la prévention d’un autre type de stress cellulaire : le
stress réplicatif. Ce dernier est défini comme un ralentissement ou un arrét des fourches de réplication
menant a des régions non ou mal répliquées et induisant une instabilité génomique. Cette instabilité est
notamment caractérisée par la formation de centrosomes surnuméraires, des ponts entre les chromatides
pendant 1’anaphase (anaphase bridges) ou encore le regroupement de protéines 53BP1 dans une
structure appelée corps nucléaires de 53BP1 (53BP1 nuclear bodies) (Lukas et al., 2011; Wilhelm et
al., 2019). Ce type d’événement peut arriver lors de 1’oxydation du pool de bases puriques et
pyrimidiques de I’ADN par un stress oxydant altérant ainsi la réplication de I’ADN (Wilhelm et al.,
2016). En raison de la nature toxique du stress réplicatif, celui-ci est fortement recherché dans le
traitement des cancers (Zhu et al., 2020). Toutefois, les altérations retrouvées au niveau des fourches de
réplications pendant un tel stress peuvent étre résolues par HR (Wilhelm et al., 2014). Dans notre étude,
nous montrons que la protéine tau limite la formation d’un stress oxydant et améliore 1’efficacité de la
recombinaison homologue. La protéine tau pourrait donc avoir un effet dans la prévention du stress
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réplicatif. Des résultats préliminaires que nous avons obtenus montrent une formation de 53BP1 nuclear
bodies plus fréquente dans les MCF7 shTau (figure annexe 1) ainsi que des cellules présentant des
anaphases bridges (figure annexe 2). Ces résultats devront étre confirmés et le role de tau dans la

prévention du stress réplicatif étudié de maniére plus approfondie.

Les effets de tau décrits ici s’inscrivent dans un contexte de résistance thérapeutique des cancers.
Cependant, dans ce travail, nous avons décrit de nouvelles fonctions qui pourraient étre retrouvées dans
les neurones et expliquer en partie certains événements physiopathologiques caractéristiques des
tauopathies. Le role de tau que nous avons établi dans 1’organisation et le maintien de I’hétérochromatine
en réponse aux HDACi complete les observations faites par plusieurs équipes sur les fonctions de tau
dans les neurones (Frost, Hemberg, Lewis and Mel B. Feany, 2014; Mansuroglu et al., 2016b). En effet,
dans ce travail de thése, nous proposons une explication mécanistique a la perte d’hétérochromatine et
a la réexpression de génes normalement réprimés qui est observée dans les tauopathies. Le role de tau
dans la régulation du stress oxydant peut également étre transposé aux cellules neuronales dans un
contexte neuropathologique. Effectivement, les neurones en dégénérescence partagent cette
caractéristique d’exhiber de forts niveaux de stress oxydant commune aux cellules cancéreuses. Bien
gue les mécanismes en jeu dans ces deux types cellulaires soient différents, des altérations
mitochondriales sont retrouvées dans ces deux pathologies. Dans les tauopathies comme la MA, une
relation entre la perte de tau et des dysfonctions des mitochondries a été suggérée (Cabezas-Opazo et
al., 2015). Bien que le lien entre la morphologie/localisation des mitochondries et la régulation du stress
oxydant ne soit pas totalement établi dans ce travail, notre étude pourrait permettre de donner un élément
de compréhension sur I’origine du stress oxydant dans les tauopathies. Enfin, le réle de tau dans les
activités de réparation des CDB pourrait également étre transposé aux cellules neuronales. En effet, les
CDB de I’ADN sont une des caractéristiques des neurones en dégénérescence. L’un des principaux
éléments induisant ces dommages est le stress oxydant, omniprésent dans ce type de pathologies. Dans
les neurones, les dommages oxydatifs sont majoritairement réparés par la BER alors que les CDB le
sont par la NHEJ (Fishel, Vasko and Kelley, 2007). Ceci est expliqué dans la littérature par le fait que
les neurones étant post-mitotiques, ils ne proliferent plus et ne peuvent pas utiliser une réparation basée
sur une homologie de séquence retrouvée sur une chromatide sceur en phase S. En théorie donc, la HR
semble incompatible avec ces cellules post-mitotiques. Dans ce contexte, nous pourrions imaginer que
seul I’effet de tau sur la NHEJ soit retrouvé dans les neurones. Néanmoins, il a été montré que des
cellules en phase GO/G1, n’était pas totalement dépourvues de réparation de type HR. Wei et collégue
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ont mis en évidence que I’apparition de CDB dans des régions transcriptionnellement actives, induit le
recrutement des protéines RPAL, Rad51C, Rad51 et Rad52, des protéines spécifiques de la HR. Cette
réparation nécessite alors la présence de la protéine B du syndrome Cockayne et la présence d’un ARN
dans cette région codante. Ces travaux montrent que la HR peut dans certains cas étre efficiente grace a
’utilisation d’un ARN comme homologie de séquence en s’affranchissant ainsi d’une chromatide sceur
(Wei et al., 2015). Récemment, Welty et al ont retrouvé un mécanisme similaire. Les auteurs ont
confirmé que I’apparition d’'une CDB dans une région transcriptionnellement active du génome de
neurones pouvait utiliser un ARNm « naissant » comme template, et ont préciseé que ce mécanisme était
dépendant de la protéine de recombinaison Rad52 (Welty et al., 2018). Aux vues des fonctions de tau
dans la HR dans les cancers, il est donc possible qu’elle intervienne également dans ce type de réparation
dans les neurones, d’autant plus que 1’étude de Welty et al montre que ce mécanisme est altéré dans la
MA (Welty et al., 2018). Par conséquent, des fonctions de tau établies dans les cancers pourraient étre

transposées dans les neurones dégénérescents.

De la méme fagon, des mécanismes impliquant tau dans ces neurones pourraient étre transposés dans
les cancers. Un de ces mécanismes concerne la propagation de la pathologie tau dans le cerveau.
Effectivement, dans la MA, I’évolution de cette propagation décrite par les stades Braak (Braak and
Braak, 1991) suit une évolution spatio-temporelle. Une hypothése permettant de 1’expliquer stipule que
la protéine tau est sécrétée puis transférée dans des neurones voisins. Cependant, tau est dépourvue
d’une quelconque séquence d’adressage. Pourtant, celle-ci peut étre sécrétée dans le milieu
extracellulaire, de la méme fagon que I’interleukine-1 B (IL-1 B) dépourvue elle aussi de séquence
d’adressage. Certaines eétudes ont neanmoins montré que la souche sauvage de tau peut étre transmise
de neurone en neurone par son domaine N-terminal (Kim et al., 2010) ou transportée dans des exosomes
entre des cellules de neuroblastome M1C et dans le liquide cérébrospinal (LCS) (Saman et al., 2012).
En plus des neurones, les exosomes sont fréquemment utilisés par les cellules immunitaires, les cellules
stromales mais également les cellules cancéreuses pour communiquer (Kalluri, 2016). Dans
I’adénocarcinome ductal pancréatique, la présence d’exosomes possédant de I’ADN génomique
comportant les mutations de KRAS et TP53 a été rapportée. Un tel transfert de matériel génomique
possédant des mutations impliquées dans la tumorigénése est donc critique dans le développement d’une
masse tumorale agressive (Kahlert et al., 2014). En plus des acides nucléiques, les protéines peuvent
également étre concernées par le transport vésiculaire. Par I’intermédiaire de microvésicules appelées
« oncosomes », Al-Nedawi et al ont rapporté un transfert de la forme tronquée et oncogénique du
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récepteur EGFR (EGFRVIII) de cellules de gliomes vers des cellules du méme gliome qui en sont
dépourvues (Al-Nedawi et al., 2008). Des études complémentaires a celles réalisées chez les patients
atteints de tauopathies pourraient permettre de déterminer si le couple tau-exosomes dans le cerveau est
¢galement retrouvé dans les cancers. L’existence d’un tel complexe signifierait que les différentes
fonctions de tau favorables aux cellules cancéreuses pourraient alors étre étendues a tout un ensemble

de cellules tumorales qui n’exprimerait pas MAPT au départ.

Les résultats obtenus au cours de cette thése s’inscrivent dans un contexte ou la protéine tau a été
associée a une résistance thérapeutique aux taxanes en premier lieu dans les cancers mammaires
(Rouzier et al., 2005). Les études qui suivirent ont permis d’étendre ce role a d’autres tumeurs (Mimori
et al., 2006; Smoter et al., 2013; Wang et al., 2013; Yamauchi et al., 2017). A travers nos études, nous
étendons cet effet de résistance thérapeutique a des traitements de chimiothérapies a base de DDA et
HDAC: et de radiothérapie. Nous avons fait le choix pour cette étude, d’utiliser principalement des
lignées cellulaires issues de carcinomes mammaires (MCF7 et MDA-MB-231) puisqu’ils représentent
une majorité des études réalisées sur la relation tau-cancers (Rouzier et al., 2005; Spicakova et al., 2010;
Bonneau et al., 2015). Il existe cependant une grande hétérogénéité des cancers et il serait alors
intéressant de vérifier si les résultats de ce travail de these sont retrouvés pour d’autres types tumoraux.
Cette tentative de généralisation des réles de tau dans plusieurs cancers peut étre intéressante en raison

de récentes études qui lui attribuent un effet opposé dans les tumeurs cérébrales.

En effet, en dépit de I’émergence de travaux démontrant que tau est un mauvais pronostic dans les
cancers mammaires, prostatiques, ovariens ou encore gastriques, son expression dans les gliomes de bas
grade (GBG) a été corrélée a une meilleure survie des patients. Dans une étude, les auteurs ont mis en
évidence une association entre I’expression de MAPT et une augmentation de la quantité d’effecteurs
apoptotiques tels que CASP9, CYC1, CRADD, COX7A2L et UQCRC2. A I’inverse, dans les GBG
exprimant faiblement MAPT, ils identifiérent une augmentation de 28 effecteurs de prolifération (Zaman
et al., 2019). Ceci étant vrai pour les GBG, les auteurs ont confirmé que cet effet ne 1’était pas pour les
mélanomes et les carcinomes mammaires ce qui corrobore de précédentes études (Rouzier et al., 2005;
Ikeda et al., 2010a). Récemment, 1’équipe de Gargini a confirmé ces travaux. En compilant les résultats
des statuts génomiques et transcriptomiques de genes impliqués dans des processus neurodégénératifs
et en analysant les données de The Cancer Genome Atlas (TCGA), les auteurs ont identifié une

corrélation inverse entre I’expression de MAPT et I’agressivité de ces tumeurs (Gargini, Segura-Collar
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and Sanchez-Gomez, 2019). Dans une autre étude, I’expression de tau a été associée a une dégradation
du récepteur EGFR limitant ainsi la transformation mésenchymale/péricyte-like connue pour étre
impliquée dans 1’agressivité tumorale et la radiorésistance (Ahmed and Li, 2008; Bai et al., 2015). Par
cette inhibition, la protéine tau le processus d’angiogenése dans les GBG et est alors caractéristique d’un
cancer moins agressif (Gargini et al., 2020). La protéine tau constitue donc un mauvais pronostic dans
certains cancers mammaires, ovariens ou prostatiques mais semble étre un bon pronostic dans d’autres.
Cette dualité des effets d’'une méme protéine peut étre due a différents éléments telles que 1’origine
tissulaire, le microenvironnement tumoral, I’homéostasie cellulaire ou encore le protéome, propres a
chaque tumeur. Les mémes fonctions d’une protéine peuvent donc produire des effets différents. Par
exemple, il a été montré que la protéine WISP-1 (Wnt-1 inducible signalling pathway-1) a un effet pro-
tumoral dans les cancers hépatiques, colorectaux et mammaires alors qu’il a un effet anti-tumoral dans
les cancers pulmonaires et prostatiques (Feng and Jia, 2016). L hétérogénéité qui existe entre chaque
type tumoral fait qu’il n’y a pas LE cancer mais DES cancers. Dans ce contexte, il n’est donc pas
étonnant qu’un géne comme MAPT, codant une protéine pléiotrope et exprimé dans des tissus trés
différents d’un point de vue physiopathologique produise des effets qui peuvent étre opposés les uns

aux autres.

L’étude des roles la protéine tau dans les cancers n’est donc qu’a ses balbutiements. Les mécanismes
menant a sa surexpression, les voies de signalisation dans lesquelles elle peut potentiellement étre
impliquée ainsi que la résistance thérapeutique sont pour le moment peu connus. Seulement, bien qu’il
soit important de pouvoir décrire I’ensemble des mécanismes menant & une résistance thérapeutique, le
traitement des patients reste 1’objectif ultime de la recherche. Depuis 1’étude de Rouzier et al en 2005,
beaucoup d’équipes de recherche s’accordent sur I’importance de neutraliser tau chez les patients ayant
des cancers résistants (Rouzier et al., 2005; Mimori et al., 2006; Smoter et al., 2013; Wang et al., 2013;
Bonneau et al., 2015). La perspective la plus importante a considérer et donc de trouver la thérapie anti-

tau la plus prometteuse. Quelques pistes peuvent étre envisagées.

D’abord, il serait possible de cibler directement les mécanismes cellulaires et moléculaires permettant
la réexpression de MAPT. Par exemple, quelques études ont établi que des tumeurs mammaires
dépendant de stimuli hormonaux pour croitre affichaient de forts niveaux de tau. Ces études ont
notamment trouvé la présence d’une séquence ERE en amont du promoteur de MAPT pouvant réguler

son expression. Les traitements anti-hormonaux tels que le tamoxifene et fulvestrant, des anti-
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cestrogénes ou l’inhibiteur d’aromatase létrozole sont utilisés pour le traitement de ces cancers
hormonaux-dépendants. Le fulvestrant a par ailleurs démontré un effet de diminution d’expression de
MAPT (Pentheroudakis et al., 2009; Ikeda et al., 2010b). Expérimentalement, I’administration d’ARN
interférents (SIRNA ou shRNA) dirigés contre tau a montré des effets prometteurs sur une réduction de
son expression in cellulo dans notre étude et d’autres (Rouzier et al., 2005; Bonneau et al., 2015). En
clinique, I’injection de siRNA n’est actuellement pas utilisé dans les tauopathies mais a montré des
effets positifs chez certains patients atteints de cancers (Wittrup and Lieberman, 2015; Zuckerman and
Davis, 2015). Bien que cette approche soit intéressante d’un point de vue expérimental, les effets off-
targets possibles en clinique restent tout de méme importants. A I’inverse, I’utilisation
d’oligonucléotides antisens (ASO, Antisense Oligonucleotide) pourrait étre envisagée. Un ASO dirigé
contre MAPT et développé par I’entreprise lonis Pharmaceutical a permis de montrer, dans les phases
pré-cliniques, une réduction de protéines tau totale dans des souris et primates non-humains (DeVos et
al., 2017). L’ASO BIIB080 de lonis est actuellement en phase 1 et a montré trés récemment, une

réduction de protéine tau totale de 30% a 50% sans effet secondaires importants chez I’Homme.

Une autre approche consisterait non pas a empécher la transcription de son gene, mais de neutraliser la
protéine tau dans la cellule cancéreuse. Ces derniéres années, grace aux efforts réalisés par les équipes
de recherche travaillant sur les tauopathies, des immunothérapies anti-tau ont connu un essor important.
Parmi elles, des immunothérapies passives (Chai et al., 2011; Sankaranarayanan et al., 2015) et actives
(Boutajangout, Quartermain and Sigurdsson, 2010; Theunis et al., 2013) ont montré des effets
prometteurs dans la clairance de tau dans différentes phases pré-cliniques. Cependant, il a été montré
que la région effectrice Fc des immunoglobulines G (IgG) n’a pas d’effets sur la réduction de tau et
pouvait mener a des effets secondaires comme une inflammation importante (Lee et al., 2016). Dans ce
contexte, des anticorps a domaine unique également appelés VHHSs (variable heavy chain of the heavy
chain only antibody) ou nanobodies provenant des Camelidae ont été développés. Deux caractéristiques
propres aux nanobodies en font des outils intéressants d’un point de vue thérapeutique. En effet, leur
taille relativement plus petite que les 1gG classiques pourrait faciliter leur entrée dans les cellules. De
plus, leur flexibilité intrinséque permettrait de neutraliser des protéines méme inclues dans des
complexes cellulaires particuliers (Bannas, Hambach and Koch-Nolte, 2017). Dans les cancers,
différents VHHSs ont été utilisés contre le récepteur EGFR (Schmitz et al., 2013), la protéine c-MET
hepatocyte growth factor recepetor (Slgrdahl et al., 2013) ou encore le récepteur HER2 (epidermal
growth factor receptor) (Khaleghi et al., 2017). Récemment, un VHH nommé F8-2 dirigé
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specifiqguement contre un épitope de la région C-terminale de la protéine tau a été développé et a
démontré une forte affinité pour tau et permet son élimination in cellulo et in vivo (Dupré et al., 2019).
Il serait alors intéressant de déterminer si ce type d’anticorps peut étre efficace dans des tumeurs tau-

positives.

En paralléle, une étude rétrospective qui permettrait de chercher une corrélation entre 1’expression de
MAPT chez des patients et ’efficacité de certains traitements pourrait étre réalisée. En complément,
I’analyse de tissus issus de biobanques de patients pourrait permettre de déterminer si la protéine tau est
prépondérante chez les patients ne répondant pas ou peu aux thérapies. Cette approche intéressante a
notamment été utilisé par Rouzier et al pour montrer pour la premiére fois que tau pouvait étre associée
a une résistance thérapeutique au Taxol (Rouzier et al., 2005). Nous pourrions alors utiliser cette méme
méthode pour montrer que tau est associée a une résistance a des traitements a base de DDA ou

molécules modifiant 1’épigénome.

La protéine tau a été découverte dans les neurones ou elle y a été intensément étudiée en raison de son
implication dans les tauopathies. Pendant longtemps, il a été communément admis qu'elle n'avait qu'une
fonction d'assemblage et de stabilisation des microtubules. Il a fallu attendre plus de deux décennies
pour comprendre qu’elle était en réalité impliquée dans plusieurs processus cellulaires. Aujourd’hui,
nous savons que tau est également retrouvée dans certains cancers. Naturellement, seul son réle
microtubulaire a été associé a un réle dans la résistance thérapeutique face aux taxanes. La suite logique
de cette généalogie suppose que 1’on étudie I’ensemble des fonctions de tau dans les cancers, leurs
conséquences sur la croissance tumorale, la formation de métastases ou encore la résistance face a
plusieurs types de traitements. Ces études a venir devront permettre de réaliser I’impact qu’a cette
protéine dans le développement des cancers. A travers les différentes thérapies anti-tau émergentes et
qui restent a développer, la recherche en cancérologie devra continuer a concentrer ses efforts sur ces
cancers résistants. En effet, la survie nette a 5 ans ne s’est pas améliorée pour les cancers de mauvais
pronostics tels que les cancers cérébraux. Elle ne s’est pas non plus améliorée de maniére suffisante pour
les cancers dont l’incidence augmente annuellement comme les carcinomes pulmonaires ou
prostatiques. Dans le monde, les cancers ont touché plus de 18 000 000 de nouvelles personnes et en ont
emporté 9 600 000 pour la seule année 2018 (Global Cancer Statistics 2018). Pour ce qui est de la MA,
on dénombre environ 35 600 000 personnes atteintes sur le globe alors qu’aucun traitement curatif

n’existe (Alzheimer Reports). L’ensemble des pathologies touchant 1’étre humain a entrainé le déces
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d’environ 55 400 000 individus en 2019 et constitue autant de crises sanitaires qui ne font que croitre
au fur et a mesure du temps. La recherche permet de comprendre ces maladies. La médecine permet de
les éradiquer. Des travaux ont montré que tau était un facteur de résistance aux poisons du fuseau
mitotique. Cette these a permis de montrer que tau est un facteur de résistance aux agents endommageant
I’ADN et a d’autres traitements. La suite de ce travail devra permettre a la médecine d’éradiquer ces

cancers résistants chez toutes celles et ceux qui, chaque jour, se battent contre la maladie.
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ANNEXE 1

MCF7 WT MCF7 shTau
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t12

t18

Figure annexe 1. Présence de 53BP1 nuclear bodies dans les MCF7 shCtrl et shTau. Les MCF7 shCtrl et
shTau ont été synchronisées par double thymidine block selon le protocole de (Chen and Deng, 2018) et
relachées dans le cycle puis fixées immédiatement (t0), 12 heures (t12) et 18 heures (t18) aprés ’arrét du

blocage. La présence de 53BP1 nuclear bodies est caractérisée par un anticorps anti-53BP1 et un anticorps
secondaires couplé a un fluorophore émettant une fluorescence dans le rouge (Alexa 568). Les images sont

acquises par microscopie confocale.
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ANNEXE 2

Figure annexe 2. Présence d’anaphase bridges dans les MCF7 shTau. Des cellules MCF7 shTau ont été

fixées traitées au DAPI pour visualiser I’ADN. Les images sont acquises par microscopie confocale.
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