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Résumé

Les protéines Tau sont impliquées dans plusieurs maladies neurodégénératives
dénommées Tauopathies, dont la plus fréquente est la maladie d’Alzheimer. Ces maladies se
caractérisent par une accumulation intracellulaire de protéines Tau hyper- et anormalement
phosphorylées sous forme de filaments. Ces 1ésions, dont I’origine et le role exact restent mal
connus, sont au cceur d’un processus dégénératif conduisant a de nombreux troubles cognitifs
et/ou moteurs et aboutissant le plus souvent a un syndrome de démence.

Les protéines Tau appartiennent a la famille des protéines associées aux microtubules.
Elles sont principalement neuronales et majoritairement localisées dans les axones ou elles
modulent I’assemblage et la stabilisation des microtubules. La mise en évidence d’autres
localisations au sein des neurones, notamment dans le noyau, suggére néanmoins que Tau
pourrait étre une protéine multifonctionnelle. Cependant, bien que Tau soit observée dans le
noyau des neurones, sa fonction n’a jamais été étudice.

Des études in vitro ont montré que la protéine Tau purifiée est capable de se lier et de
stabiliser I’ADN, le protégeant de la dégradation par les DNAses ainsi que des altérations
provoquées par les radicaux libres.

Les travaux présentés dans cette thése ont eu pour objectif d’étudier in situ, la fonction
de Tau nucléaire sur I’intégrité de I’ADN en condition de stress.

Dans ce but, nous avons développé et caractéris¢é des modeles dans lesquels un stress
thermique ou un stress oxydant, un mécanisme précocement impliqué dans la maladie
d’Alzheimer, module la quantité de Tau dans le noyau de neurones.

Nos résultats indiquent qu’en réponse a une hyperthermie, stress non toxique pour les
cellules, Tau est déphosphorylée et s’accumule dans le noyau des neurones ou elle se lie a
I’ADN. Afin d’étudier le role de Tau nucléaire, nous avons analysé par Comet assay 1’effet de
I’hyperthermie sur I’intégrité de I’ADN dans des neurones sauvages ou déficients en Tau. Les
résultats ont montré que ce type de stress entraine des dommages a I’ADN spécifiquement
dans les neurones déficients en Tau. Dans ces neurones, 1’expression a I’aide de vecteurs
adénoviraux de la Tau humaine possédant ou non une séquence de localisation nucléaire pour
cibler Tau dans le compartiment nucléaire, prévient les dommages induits par le stress.
Inversement, une hypothermie induit une hyperphosphorylation de Tau et prévient son
accumulation dans le noyau. Dans ce contexte, nous avons observé la présence de dommages
a I’ADN dans les neurones sauvages.

L’ensemble de ces résultats suggerent que 1’accumulation de Tau dans les noyaux protege
I’ADN neuronal des dommages induits par un stress.

En conclusion, ce travail montre, pour la premiére fois, un nouveau role de Tau en tant
qu’acteur essentiel de la réponse précoce a un stress dans le neurone ou la protéine Tau
protege I’intégrité de I’ADN.

Dans les Tauopathies, 1’altération pathologique de Tau pourrait avoir un impact délétére sur
sa fonction neuroprotectrice de I’ADN et contribuer ainsi a la physiopathologie de ces
maladies.



Abstract

Tau proteins are involved in several neurodegenerative disorders, named Tauopathies.
Alzheimer’s disease (AD) is the most common Tauopathy. These diseases are characterized
by an intracellular accumulation of abnormally and hyperphosphorylated Tau into filaments.
The etiology and exact contribution of these lesions are poorly understood but they induce
degenerative process leading to cognitive and/or motor troubles and in several cases,
dementia.

Tau proteins belong to the family of microtubule associated proteins. They are
mainly expressed in neurons and strongly localized in axons. Tau’s function is to promote
assembly and stabilization of microtubules. However, the observation of additional neuronal
localizations suggests that Tau could be a multifunctional protein. Indeed, Tau has been
visualized in the nucleus of neurons, but its nuclear function has never been studied.

In vitro studies have shown that purified Tau protein can bind to DNA. Tau-DNA
complex could stabilize DNA, protecting it from DNAse’s degradation and from damages
induced by hydroxyl free radicals.

Thus, the aim of this work was to study, in situ, the function of nuclear Tau on DNA
integrity in stress condition.

In this purpose, we developed and characterized models in which thermal stress or oxidative
stress, an early mechanism involved in AD, modulates Tau level in the nucleus of neurons.

Our results indicate that, in response to heat stress, a non toxic cellular stress, Tau is
dephosphorylated and accumulates into the nucleus of neurons. Tau binds to DNA and heat
stress increases Tau-DNA complex formation. To study the role of nuclear Tau, we analyzed
the effects of heat stress on DNA integrity by Comet assay in wild type or Tau deficient
neurons. Results showed that this stress causes DNA damages specifically in Tau deficient
neurons. In these neurons, the expression of Tau with adenoviral vector encoding for hTau
with or without a nuclear localization sequence to target Tau in the nuclear compartment
prevents heat stress-induced DNA damages.

Conversely, cold stress induces Tau hyperphosphorylation and prevents its accumulation into
the nucleus. In this context, we observed DNA damages in wild type neurons.

All these results suggest that nuclear accumulation of Tau protects neurons from stress-
induced DNA damages.

In conclusion, this study enlightens, for the first time, a new role of Tau as an essential
actor in the early response to cellular stress in neurons where Tau has a neuroprotective
function on DNA in stress condition.

In Tauopathies, pathologic Tau alteration could lead to a loss of its neuroprotective
function on DNA, that could likely contribute to the pathophysiology of the disease.
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Introduction

Introduction

1. Les protéines Tau

La description des protéines Tau pour « Tubulin associated unit » est fortement liée a
la découverte des mécanismes de formation des microtubules. En effet, au début des années
1970, des études mettent en évidence la capacité des sous unités de tubuline a s’assembler
pour former les microtubules (Shelanski et al., 1973; Weisenberg, 1972). Ces études vont
mener a la découverte des facteurs intervenant dans le processus d’assemblage de ces
microtubules. Ainsi, la protéine Tau est décrite pour la premicre fois en 1975 comme étant
une protéine co-purifiant avec la tubuline, capable de promouvoir I’assemblage des diméres
de tubulines controlant de ce fait la polymérisation des microtubules in vitro (Cleveland et al.,

1977a; Cleveland et al., 1977b; Weingarten et al., 1975).

1. 1. Du géne a la protéine

Les protéines Tau sont synthétisées a partir d’un geéne unique localisé sur le
chromosome 17, a la position 17q21 (Neve et al., 1986), il s’étend sur plus de 100 kb. Le
transcrit primaire est constitué¢ de 16 exons numérotés de -1 a 14 (Andreadis et al., 1992).
Dans le cerveau humain, les exons 4a et 8 ne sont pas présents dans les transcrits. Parmi ces
exons, seul I’exon 4a est retrouvé au niveau du systéme nerveux périphérique. Sa présence
conduit a I’expression d’une isoforme de Tau de plus haut poids moléculaire appelée « big
Tau » (Georgieff et al., 1993). L’exon 6 est détecté, mais de facon trés minoritaire, dans
certains ARNm de Tau dans le cerveau humain et conduit a I’expression d’une protéine Tau
tronquée dans sa partie C-terminale (Luo et al., 2004; Wei and Andreadis, 1998). L’exon 1 est
situé¢ dans la séquence promotrice et I’exon 14 fait partie de la région 3’ non traduite de
I’ARNm de Tau, ces deux exons sont donc transcrits mais pas traduits. Les exons 1, 4, 5, 7, 9,
11, 12 et 13 sont des exons constitutifs (Goedert et al., 1989a; Goedert et al., 1989b).

Dans le cerveau humain, un épissage alternatif a lieu sur les exons 2, 3 et 10. L’épissage
alternatif de ces 3 exons produit 6 combinaisons possibles, I’exon 3 n’apparaissant jamais

indépendamment de I’exon 2 (Andreadis et al., 1995). Il y a donc six isoformes de Tau
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dans le cerveau humain (2-3-10-; 2+3-10-; 2+3+10-; 2-3-10+; 2+3-10+; 2+3+10+) (Goedert
et al., 1989a; Goedert et al., 1989b; Himmler, 1989a) (Figure 1).

Parmi ces isoformes, trois posseédent trois domaines répétés dans leur partie C-terminale. Ce
sont les isoformes Tau 3R, les trois autres isoformes sont constituées de quatre domaines
répétés et sont dites Tau 4R. Il faut noter que I'expression des protéines Tau est régulée au
cours du développement et varie suivant les régions du cerveau. Ainsi, une seule isoforme est
présente a la naissance et ne comporte aucun des inserts codés respectivement par les exons 2,
3 ou 10, il s'agit de l'isoforme foetale. Les autres isoformes apparaitront au cours du
développement (Figure 1) et seront toutes exprimées chez I’adulte mais en quantités inégales
(Goedert and Jakes, 1990; Kosik et al., 1989). Cette régulation spatio-temporelle est tres

importante pour le développement du tissu cérébral.

Géne codant pour 5 -1 1 23 4 45 6 78 9 10 11 12 13 14

Tau (17q 21)

Transcription
Epissage alternatif
Traduction

R1 R2 R3 R4

Js2| 2 | & -

= = Isoformes
ﬁ ][ I—I I]] ]38|| z | = - de Tau 3R
¢t 5| Cm o[ [ e

g =

| BT TN - [l |,

S Isoformes
Z "L TI1] Jarz[ 2+ [ 5 [ | de Tau 4R

]44|| 2+ | 3+

Figure 1: Représentation schématique du géne et des différentes isoformes de Tau dans le systéme
nerveux central. Le géne codant pour Tau est localisé sur le chromosome 17 en position 17q21. 11 est constitué
de 16 exons. Suite a 1’épissage alternatif des exons 2, 3 et 10, six isoformes différentes de Tau sont exprimées
dans le cerveau humain, la présence de I’exon 3 étant dépendante de la présence de I’exon 2. A la naissance, une
seule isoforme est présente, il s’agit de ’isoforme feetale (2-, 3-, 10-). Les autres isoformes apparaitront au cours
du développement. Adaptée selon (Buée et al., 2000).

Dans le cerveau adulte humain, les quantités de Tau 4R et Tau 3R sont similaires
(Goedert and Jakes, 1990; Hong et al., 1998). Une rupture de cet équilibre s’aveére délétere
pour les neurones. En effet, dans plusieurs pathologies comme les démences fronto-
temporales de type parkinsonien liées au chromosome 17 (DFTP-17), certaines mutations

pathologiques de Tau entrainent une altération de son épissage alternatif conduisant a une
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augmentation de I’expression des isoformes de Tau 4R (D’Souza et al., 1999; Hutton et al.,
1998).

Cette dérégulation du ratio Tau 4R/3R faciliterait la formation d’agrégats insolubles de Tau et
de ce fait participerait a ’apparition d’une neurodégénérescence (Gong et al., 1998).

La distribution des différentes isoformes de Tau varie aussi en fonction des especes
(McMillan et al., 2008; Takuma et al ., 2003) et au sein d’'une méme espece, en fonction des
sous populations neuronales considérées (Goedert et al., 1989b). Chez I’homme, on les
retrouve principalement dans les neurones du systéme nerveux central et périphérique ainsi
que dans les oligodendrocytes (Lopresti et al., 2001; Trojanowski et al., 1989). Leur présence
a également été reportée dans les astrocytes essentiellement en condition pathologique (Chin
and Goldman, 1996; Simpson et al., 2010). Les transcrits de tau, comme les protéines, sont
¢galement détectés, en quantité moindre, dans différents tissus périphériques tels que le cceur,
les reins, les poumons, les muscles, le pancréas et les testicules (Gu et al., 1996; Vanier et al.,
1998) ainsi que dans d’autres types cellulaires notamment dans les fibroblastes (Ingelson et

al, 1996; Matsuyama and Bondareff, 1994).

1. 2. Structure des protéines Tau

Dans le systéme nerveux central, la longueur des séquences de Tau varie de 352 a 441
AA. Sur électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de sodium dodécyl sulfate
(SDS-PAGE), les protéines Tau migrent dans une zone de masse moléculaire comprise entre
45 et 65 kDa.
D’un point de vue structural, elles sont organisées en plusieurs régions ayant des propriétés
physico-chimiques distinctes. On distingue 2 principaux domaines : le domaine C-terminal ou
domaine de liaison aux microtubules et le domaine N-terminal appelé domaine de

projection (Figure 2):
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£2 E3 E10
1 ) \ ) R1 R2 R3 R4
Région acide Région riche
en proline
< > < >

Domaine de liaison

Domaine de projection .
aux microtubules

Figure 2 : Représentation schématique des domaines fonctionnels de Tau (2+3+10+) L’isoforme
de Tau (2+ 3+ 10+) est la plus longue dans le systéme nerveux central (441 AA). La partie N-
terminale de Tau, appelée domaine de projection, est composée des exons 2 et 3, trés acides, et d’une
région riche en proline plus basique. La partie C-terminale de la protéine est constituée de 4
domaines de répétitions (R1 a R4). Adaptée selon (Buée et al., 2000).

La partie C-terminale ou domaine de liaison aux microtubules est composée de
motifs répétés dont les séquences sont codées par les exons 9 a 12. Ces motifs de 18 AA
chacun sont hautement conservés et séparés les uns des autres par des zones de jonction de 13
ou 14 AA. (Goedert et al., 1989b; Himmler et al., 1989b; Lee et al., 1989). Les motifs sont
présents au nombre de 3 ou 4 (R1 a R4) en fonction de I’inclusion ou non de I’exon 10
déterminant la présence ou non du second motif répété (R2). Ainsi, parmi les 6 isoformes de
Tau, 3 isoformes ne possédent pas I’exon 10 (10-) au sein de leur séquence de liaison aux
microtubules et sont donc constituées de 3 domaines de répétition (Tau 3R), les 3 autres
isoformes possédent 1’exon 10 (10+) et sont donc constituées de 4 domaines de répétition
(Tau 4R). La présence de ce 4™ domaine modifie I’affinité de Tau pour les microtubules. En
effet, les isoformes de Tau 4R ont une plus grande affinité pour les microtubules et sont plus
efficaces pour promouvoir leur assemblage que les isoformes Tau 3R (Butner and Kirschner,
1991; Goedert and Jakes, 1990; Goode and Feinstein., 1994; Gustke et al.,1994).

La partie N-terminale appelée domaine de projection differe également entre les
isoformes par la présence ou absence de séquences de 29 ou 58 AA due respectivement a
I’insertion de I’exon 2 ou des exons 2 et 3 dans les ARNm de Tau. La présence de ces deux
exons ainsi que des exons 1 et 2 conferent a cette région un caractere acide. Elle est suivie
d’une région plus basique riche en proline. Le domaine de projection se nomme ainsi car il se
projette depuis la surface des microtubules vers le cytoplasme ou il pourrait interagir avec
d’autre éléments du cytosquelette et de la membrane plasmique (Brandt er al., 1995;

Hirokawa et al., 1988; Reynolds et al., 2008).
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1. 3. Modifications post traductionnelles

1. 3. 1. Phosphorylation

La phosphorylation constitue la principale modification post-traductionnelle de Tau.
En effet, les protéines Tau sont phosphorylables sur de nombreux sites. Dans le cerveau
humain, I’isoforme de Tau la plus longue posséde 80 résidus serines et thréonines ainsi que 5
résidus tyrosines (goedert et al., 1989a). Par conséquent, prés de 20% de la protéine a la
capacité d’étre phosphorylée. L’état de phosphorylation de Tau résulte principalement des
activités conjointes des kinases et phosphatases. Ces activités sont hautement régulées en
fonction de la physiologie cellulaire et jouent un role essentiel dans la modulation des

fonctions de Tau.

1. 3. 1. 1. Phosphorylation de Tau par les kinases

Parmi les sites phosphorylables de Tau, une soixantaine ont été, jusqu’a présent,
décrits phosphorylés in vitro ou in vivo (pour revue (Gendron and Petrucelli, 2009);
Hasegawa et al., 1992; Hasegawa et al., 1993; Morishima-Kawashima et al., 1995a;
Morishima-Kawashima et al., 1995b) (Figure 3).

In vitro, Tau est le substrat de nombreuses protéines kinases. Cependant, peu d’entres elles
phosphorylent Tau in vivo. On peut diviser ces kinases en deux groupes majeurs en fonction
du type d’épitope phosphorylé.

La plupart des kinases impliquées dans la phosphorylation de Tau sont des protéines kinases
reconnaissant des résidus sérines ou thréonines suivis d’une proline. Ces kinases sont
communément regroupées sous le terme de PDPK (pour le terme anglais «proline-directed
protein kinases»). Parmi ces kinases, on peut citer /a «mitogen activated protein kinase»
(MAPK) (Drewes et al., 1992; Goedert et al., 1997; Reynolds et al., 1997; Vulliet et al.,
1992), la «Tau-tubulin kinase» (Takahashi ef al., 1995a; Takahashi et al., 1995b), les «cyclin-
dependent kinase» dont cdk5 et cdc2 (Baumann et al., 1993; Liu et al., 1995) et les «stress
activating proteiny (SAP) (Buee-Scherrer and Goedert, 2002; Goedert et al., 1997; Jenkins et
al., 2000).

D’autres kinases phosphorylent les résidus serines et thréonines et font partie du groupe des
non PDPK (pour le terme anglais «non proline-directed protein kinases»). On retrouve

notamment la «cyclin AMP-dependent protein kinase» (PKA) (Jicha et al., 1999; Litersky and
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Johnson, 1992) la «calcium- and calmodulin- dependent protein kinase II» (CaMKII)
(Baudier and Cole., 1988; Steiner et al., 1990), les «casein kinase» I et II (CKI et CKII)
(Greenwood et al., 1994; Pierre and Nunez, 1983), la «microtubule affinity regulating kinase»
(MARK) (Drewes et al., 1997) et la « protein kinase C» (PKC) (Correas et al., 1992; Hoshi et
al., 1987).

Par le passé, La Glycogene synthétase 3 (GSK-3) était souvent décrite comme faisant partie
du groupe des PDPK. Cependant, les résidus prolines ne sont pas toujours nécessaires a la
phosphorylation par GSK-3 (Cho and Johnson, 2003; Cho and Johnson, 2004; Liu et al.,
2004a; Sengupta et al., 1997; Wang et al., 1998). De nombreuses études suggerent que GSK-
3P est une des principales kinases phosphorylant Tau. En effet, sa surexpression dans les
cellules entraine une importante augmentation de la phosphorylation de Tau sur de nombreux
sites (Cho and Johnson, 2003; Lovestone et al., 1996; Michel et al ., 1998; Wagner et al.,
1996). De plus, le traitement des cellules avec un inhibiteur de GSK-3p, le lithium, attenue
significativement la phosphorylation de Tau (Hong et al., 1997; Lovestone et al., 1999;
Plattner et al., 2006; Stambolic et al., 1996). Ces données ajoutées au fait que GSK-3p est
fortement exprimée dans le cerveau humain (Woodgett, 1990), et localisée dans les neurones
(Leroy and Brion, 1999) font de cette kinase une candidate de choix pour la phosphorylation
de Tau in vivo.

Bien qu’étant phosphorylée majoritairement sur ses résidus serines et thréonines, Tau
est également phosphorylée sur des résidus tyrosines (Tyrl8, Tyr29, Tyr197 et Tyr394)
(Derkinderen et al., 2005; Lebouvier et al., 2008; Lee et al., 2004; Vega et al., 2005). La
phosphorylation des tyrosines fait intervenir les protéines de la famille des scr notamment Fyn
kinase (Lee et al., 2004) et Lck (Williamson et al., 2002) ainsi que la kinase abelson (c-abl)
responsable de la phosphorylation de Tau sur la Tyr 394 (Derkinderen ef al., 2005).

Certains phospho-épitopes de Tau demandent une phosphorylation séquentielle pour étre
générés. La phosphorylation de ces sites dépend de 1’action successive de plusieurs kinases
(Sengupta et al., 1997; Singh et al., 1996). De nombreuses études ont ainsi montré que
I’activité de certaines kinases est influencée par une pré-phosphorylation de Tau. Par
exemple, la phosphorylation de Tau par MARK, PKA ou encore DYRK peut étre nécessaire
pour permettre 1’action de GSK-3f (Li and Paudel, 2006; Liu ef al., 2004a; Nishimura et al.,
2004; Woods et al., 2001). L’action de ces kinases peut aussi étre indirecte. En effet, GSK-3,
en activant un inhibiteur de la phosphatase PP2A, inhibe cette derniére, augmentant de ce fait

la phosphorylation de Tau (Liu et al., 2008).
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Figure 3: Séquence primaire de l’isoforme de Tau la plus longue 2+3+10+. Les protéines Tau sont
constituées d’un domaine riche en proline dont la séquence est surlignée en marron et de domaines de répétés
(DR) surlignés en bleu. Tau est une protéine phosphorylable sur de nombreux sites. Les sites dont la
phosphorylation a été mise en évidence in vitro ou in vivo sont identifiés par une couleur : rouges pour les
résidus sérines/thréonine (S/T) et vert pour les résidus tyrosines (T). Les chiffres indiquent la position des acides
aminés.

1. 3. 1. 2. Déphosphorylation de Tau par les phosphatases

La régulation de la phosphorylation de Tau dépend également de I’activité de
phosphatases. Les principales serine/thréonine phosphatases présentes dans le cerveau
humain, a I’exception de la protéine phosphatase 2C (PP-2C) sont capables de déphosphoryler
Tau. La protéine phosphatase 2A (PP2A) est la principale phosphatase du cerveau qui
déphosphoryle Tau (Bennecib et al., 2000; Goedert et al., 1995; Kins et al., 2001; Sontag et
al., 1996; Sontag et al., 1999). Son inhibition entraine une hyperphosphorylation de Tau sur
de nombreux sites in vivo réduisant sa capacité a se lier et promouvoir I’assemblage des
microtubules in vitro (Gong et al., 2000). Ces résultats soulignent I’importance de PP2A dans
la régulation de la phosphorylation de Tau. Les protéines Tau sont également
déphosphorylées mais de maniére moins importantes par les protéines phosphatases 1 et 2B

(calcineurine) (PP1 et PP2B) ainsi que par la protéine phosphatase 5 (PP5) (Drewes et al.,
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1993; Gong et al., 2000; Liu et al., 2005; Rahman et al., 2006; Sontag et al., 1996). En effet,
dans le cerveau humain, les contributions relatives des phosphatases PP2A, PP1, PP5 et PP2B
dans la régulation de la phosphorylation de Tau sont respectivement de 71, 11, 10 and 7%
(Liu et al., 2005). L activité de ces phosphatases est soit directe en agissant directement sur la
molécule soit plus indirecte en régulant ’activité des protéines kinases susceptibles de

phosphoryler Tau (Bennecib et al., 2000, Bennecib et al., 2001; Qian et al., 2010).

1. 3. 1. 3. Acteurs indirects de la phosphorylation de Tau

La phosphorylation de Tau peut étre modulée indirectement par 1’action d’autres
protéines comme la protéine Pin 1, un membre du groupe des peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase impliquées dans 1’isomérisation des liaisons peptidyl-prolyl. L’interaction entre
Tau et Pinl dépend de 1’état de phosphorylation de Tau. En effet, Pinl s’associe a Tau quand
cette derniere est phosphorylée sur sa Thr231 (Lu ef al., 1999) et facilite sa déphosphorylation
par PP2A, une phosphatase dépendante de la conformation trans des substrats p(Ser/Thr)-Pro
(Galas et al., 2006 ; Hamdane et al., 2006 ; Thorpe et al., 2001; Zhou et al., 2000).

De plus, certains stress cellulaires sont connus pour moduler la phosphorylation de Tau.
Ainsi, certains stress oxydants entrainent une déphosphosphorylation de Tau sur divers
épitopes dans des cultures primaires de neurones embryonnaires murins (Davis ef al., 1997;
Galas et al., 2006; Zambrano et al., 2004). Des résultats similaires sont observés in situ et in
vivo suite a I’induction d’une hyperthermie (Galas et al., 2006; Papasozomenos, 1996;
Shanavas and Papasozomenos, 2000). Au contraire, une hypothermie conduit a une
hyperphosphorylation de Tau sur de nombreux sites in vivo (Feng et al., 2005; Planel et al.,
2004; Planel et al., 2007). D’autres stress comme la privation de nourriture entrainent
¢galement une hyperphosphorylation de Tau (Yanagisawa et al., 1999).

Par conséquent, la phosphorylation de Tau est hautement controlée et fait intervenir de

nombreuses molécules.

1. 3. 2. Autres modifications post-traductionnelles

Bien que la principale modification post-traductionnelle de Tau soit Ia
phosphorylation, les protéines Tau peuvent étre également glycosylées et plus

particulierement O-glycosylées (Arnold et al., 1996; Liu et al., 2004b). La O-glycosylation se
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caractérise par I’addition d’un résidu de N-acétyl-glucosamine (O-GIcNAc) sur les résidus
hydroxyl (-OH) des acides aminés sérines et thréonines des chalnes peptidiques des protéines
(Haltiwanger et al., 1997). 11 existe une balance entre O-glycosylation et phosphorylation de
Tau. En effet, la O-glycosylation régule la phosphorylation de Tau de fagon site spécifique
dans des cellules surexprimant de la Tau humaine ainsi que dans les cerveaux murins. Pour la
plupart des sites étudié¢s, la présence de résidus O-GlcNAc réduit la phosphorylation de Tau
(Liu et al.; 2004b; Yuzwa et al., 2008). Cette relation inverse a également été mise en
évidence dans des cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer chez lesquels les
protéines Tau hyperphosphorylées contiennent 4 fois moins de résidus O-GIcNAc comparées
aux protéines Tau dans un état de phosphorylation normal (Liu et al., 2009).

D’autre part, lorsque la protéine est hyperphosphorylée, le taux d’incorporation de résidus O-
GlcNAc diminue (Lefebvre et al., 2003b).

Le role de la glycosylation de Tau sur ses fonctions physiologiques est a ce jour mal connu.
Elle pourrait intervenir dans I’interaction avec la tubuline et jouer un rdle dans la localisation
subcellulaire et la dégradation de Tau (Kamemura and Hart., 2003; Lefebvre et al., 2003a;
Lefebvre et al., 2003b).

Tau fait 1’objet d’autres modifications post traductionnelles incluant la N-
glycosylation, [’ubiquitinylation, la sumoylation, la nitration, la polyamination, et la
protéolyse. En condition physiologique, la présence de ces modifications reste néanmoins
limitée. Une augmentation de ces modifications est souvent observée dans plusieurs maladies
neurodégénératives impliquant Tau telles que la maladie d’Alzheimer (pour revue (Gong et
al., 2005)). Certaines de ces modifications comme la glycation sont d’ailleurs uniquement
observées en condition pathologique (Ledesma et al., 1994). Cependant, les effets de ces

différentes modifications sur les protéines Tau sont encore mal connus.

1. 4. Localisations et fonctions des protéines Tau

1. 4. 1. Localisation Cytoplasmique

Les protéines Tau sont principalement exprimées dans les neurones et
préférentiellement localisées dans les axones associées aux microtubules (Binder et al., 1985;
Brion et al., 1988; Schoenfeld and Obar, 1994; Trojanowski et al., 1989) bien que leur

présence soit également observée dans le compartiment somatodendritique (Ferreira et al.,
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1987; Papasozomenos and Binder, 1987). D’un point de vue fonctionnel, elles influent sur la
structure et la dynamique des microtubules. Leur présence est primordiale pour la croissance
neuritique, le développement de la polarité et le transport axonal. Elles ont également un réle
de médiateur, placées entre les microtubules et les composants de la cellule en interaction

avec ces microtubules.

1. 4. 1. 1. Tau et dynamique microtubulaire

Les microtubules sont des fibres constitutives du cytosquelette, au méme titre que les
microfilaments d'actine et les filaments intermédiaires. Ce sont des tubes constitués de
protofilaments de tubuline, généralement 13 par microtubule. Chaque protofilament se
compose de dimeres de tubuline a et B reliées par des liaisons non covalentes. Les extrémités
des microtubules se polymérisent et dépolymérisent en permanence. Ces structures sont donc
particulierement labiles. Elles sont notamment régulées par un certains nombre de protéines
appartenant a la famille des protéines associées aux microtubules, les MAPs (pour le terme
anglais « microtubules associated proteins ») (pour revue (Wade, 2009)). Dans les neurones,
les protéines Tau sont les principales MAPs. D’autres MAPs, de poids moléculaire plus élevé
comme MAP2 sont également présentes (Murphy et al., 1975) et ont une localisation
principalement somato-dendritique (Binder et al., 1985; Biranowska et al., 2000; Kempf et
al., 1996). Tau se lie aux microtubules via les domaines de liaisons aux microtubules situés
dans sa partie C-terminale. Sa fonction premicre est de stabiliser et controler la
polymérisation des microtubules en se liant aux dimeres de tubulines favorisant leur
assemblage ainsi que leur élongation et inhibant leur dépolymérisation (Drechsel et al., 1992;
Weingarten ef al., 1975; Witman et al., 1976). La capacité d’'interaction Tau-tubuline varie en
fonction des isoformes de Tau et plus précisément dépend du nombre de domaines de
répétition, les isoformes de Tau 4R ayant une plus grande affinité pour les microtubules que
les isoformes Tau 3R (Butner and Kirschner, 1991; Goedert and Jakes, 1990a; Gustke et
al.,1994 ; Lu and Kosik, 2001). Ceci est notamment di au fait que la région la plus efficace
pour I’assemblage des microtubules se situe entre les domaines de répétition 1 et 2, en
particulier au niveau de la séquence KVQIINKK uniquement présente chez les Tau 4R et qui
posséde une forte affinité pour les microtubules (Goode and Feinstein, 1994). La liaison Tau-
microtubule est également régulée par I’état de phosphorylation des protéines Tau. En effet,
dans un état peu phosphorylé, Tau est associée aux microtubules. En revanche, une

augmentation de la phosphorylation de la protéine semble diminuer son affinité pour les
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microtubules entrainant leur dépolymérisation (Alonso et al., 1994; Cowan et al., 2010;
Lindwall and Cole, 1984) (c.f. 1. 6. 1. Phosphorylation des protéines Tau : facteur
d’assemblage des microtubules).

Le domaine de projection de Tau intervient également dans la dynamique microtubulaire en
déterminant 1’espace entre les microtubules dans I’axone et modulant de ce fait le diamétre
axonal (Chen et al., 1992). En effet, chez des souris déficientes en Tau, certains axones ont un
calibre diminué. Dans ces axones, les microtubules sont désorganisés et moins stables
(Harada et al., 1994).

Cependant, les souris déficientes en Tau restent viables, capables de se reproduire et ne
présentent pas de caractéristiques physiques particulieres a I’exception d’une faiblesse
musculaire et une hyperactivité (Ikegami er al., 2000). Ceci est probablement du a une
redondance de fonction et /ou a une surégulation compensatoire d’autres MAPs (Dawson et
al., 2001; DiTella et al., 1996; Harada et al., 1994). Chez des souris déficientes en Tau, il a
ainsi été¢ observé une augmentation de 1’expression de MAP1A dans certains compartiments
du cerveau (Harada et al., 1994).

Dans les neurones périphériques, une séquence supplémentaire est présente du coté N-
terminale de la protéine codée par I’exon 4a générant une isoforme spécifique de taille plus
importante appelée « big Tau » (Andreadis et al., 1995; Couchie et al., 1992; Georgieff et al.,
1993). Dans ces neurones, les axones ont un diameétre plus important et sont capables de
projeter sur de longues distances, ce qui souligne I’importance de Tau et surtout cette région

dans la dynamique microtubulaire.

1. 4. 1. 2. Polarité neuronale et croissance neuritique

Les neurones sont des cellules du systéme nerveux spécialisées dans la communication
et le traitement d'informations. Chaque neurone est composé d'un corps cellulaire ainsi que
deux types de ramifications : les dendrites et un axone. La mise en place de la polarité axonale
est fondamentale pour la différentiation et la diversité des fonctions neuronales. Bien que
I’établissement de cette asymétrie cellulaire nécessite 1’activité conjointe de composants
membranaires, cytosoliques et du cytosquelette, les MAPs sont également fortement
impliquées dans les processus de différentiation et de croissance neuritique.

En effet, dans des cellules non neuronales, 1’expression de Tau induit la formation de longues
extensions cytoplasmiques (Knops et al., 1991) et stabilise les microtubules (Knowles et al.,

1994). De plus, des neurones hippocampiques issus de cultures primaires de souris déficientes
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en Tau sont caractérisés par un retard de croissance des axones et dendrites dans les premiers
jours de mise en culture reflétant un retard de maturation des neurones et du développement
de la polarité. Dans ce modele, I’expression de la protéine Tau humaine prévient ce retard de
croissance (Dawson et al., 2001). Une inhibition de la croissance axonale a également été
observée dans des cultures primaires ou Tau a été invalidée par une technique d’ARN
antisense (Caceres and Kosik, 1990). D’autre part, les souris doublement invalidées pour les
genes codant pour MAP1B et Tau présentent des déficits séveres de 1’élongation axonale, une
désorganisation microtubulaire et une retard de la migration axonale. La croissance des
neurites dans les cultures de neurones issus de ces souris est également inhibée (Takei et al.,
2000). Ces données indiquent que Tau et d’autres MAPs pourraient agir en coopération pour
réguler 1’¢longation axonale et la migration cellulaire. Il a ainsi été mis en évidence un role
synergique de Tau et MAP1B dans le développement de la polarité axonale dans des neurones

hippocampiques (Gonzélez-Billault et al., 2002).

1. 4. 1. 3. Transport axonal

Les déplacements au sein des cellules se font entre les microfilaments d'actine et les
microtubules. Les microtubules sont trés nombreux dans les neurones, en particulier dans les
dendrites et les axones. Ils permettent d'acheminer divers composants vers leurs extrémités,
véritables rails sur lesquels des moteurs moléculaires, attachés aux éléments a transporter, se
déplacent. Ces derniers consistent, par exemple, en des vésicules synaptiques ou des
mitochondries. Ce transport est assuré par des protéines motrices se liant aux microtubules :
les dynéines et les kinésines. Dans les axones, les kinésines assurent le transport antérograde
vers I’extrémité (+) du microtubule (du corps cellulaire vers la terminaison axonale), tandis
que les dynéines, en s’associant a un complexe protéique appelé dynactine (Gill et al., 1991),
assurent le transport rétrograde, c’est a dire vers I’extrémité (-) des microtubules (Hirokawa et

al., 1991; Paschal and Vallee 1987; Vale et al., 1985) (Figure 4).
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Figure 4 : Représentation schématique simplifiée du transport axonal.
Dans les axones, les kinésines assurent le transport antérograde vers
I’extrémité (+) du microtubule (du corps cellulaire vers la terminaison
axonale), tandis que les dynéines assurent le transport rétrograde, c’est a
dire vers I’extrémité (-) des microtubules (de la terminaison axonale vers le
corps cellulaire).

Les protéines Tau régulent le transport axonal en intervenant sur 1’activité de ces
protéines motrices (Dixit et al., 2008; Stoothoff et al., 2009; Vershinin et al., 2007). En effet,
en se liant aux microtubules, Tau entre en compétition avec les kinésines et les dynéines
interférant avec leur activité. Par ce mécanisme, Tau est capable d’inhiber ’activité¢ des
kinésines in vitro et in vivo entrainant une inhibition du transport antérograde et conduisant de
ce fait a une inhibition du transport des vésicules et mitochondries (Ebneth et al., 1998;
Tatebayashi et al., 2004; Trinczek et al., 1999; Vershinin et al., 2007). De plus, la
surexpression de Tau dans des neurones bloque le transport des neurofilaments, des
peroxysomes et des vésicules dans les corps cellulaires (Goldsbury et al., 2006; Stamer et al.,
2002). En revanche, peu de choses sont connues concernant I’effet de Tau sur le transport
rétrograde. Un modele de régulation des kinésines et dynéines par Tau a été proposé dans
lequel Tau interfere également avec les dynéines mais de fagon différente. La présence de Tau
au niveau des microtubules tendrait a inverser la direction des dynéines tandis que les

kinésines, en présence de Tau se détacheraient des microtubules (Dixit et al., 2008).
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Ces données suggerent que Tau contrdle le trafic intracellulaire en modifiant I’attachement et
le détachement des protéines motrices, en particulier en réduisant I’attachement des kinésines
aux microtubules sans changer la vitesse et la direction de déplacement des protéines, et en
modifiant le mouvement des dynéines (Dixit et al., 2008; Trinczek et al., 1999). 1l faut
cependant noter que les souris déficientes en Tau ne présentent pas de déficits majeurs du
transport axonal (Yuan et al., 2008) indiquant, une nouvelle fois, que d’autres protéines

associées aux microtubules ou d’autres mécanismes compensent les altérations de Tau in vivo.

1. 4. 1. 4. Autres fonctions

Tau interagit avec d’autres protéines du cytosquelette telles que la spectrine (Carlier et
al., 1984) ou les filaments d’actine in vitro (Correas et al., 1990; Griffith and Pollard, 1982a;
Griffith and Pollard, 1982b; He et al., 2009; Moraga et al., 1993; Selden and Pollard,
1983; Yamauchi and Purich, 1993) et in situ (Yu and Rasenick, 2006). Cette association fait
intervenir le domaine de liaison aux microtubules de Tau. Cependant, la présence du domaine
riche en proline semble nécessaire suggérant une fonction régulatrice de ce domaine dans la
liaison Tau-actine (He et al., 2009; Yu and Rasenick, 2006). A travers cette interaction, Tau
stabilise, organise les filaments d’actine et participe au maintien de I’architecture cellulaire.

Des ¢études suggérent également une interaction entre Tau et des organelles
cytoplasmiques telles que les mitochondries (Jung et al., 1993; Rendon et al., 1990) et
certaines fractions membranaires de [’appareil de golgi (Farah et al., 2006). Par ces
associations, les protéines Tau pourraient jouer un rdle de médiateur entre les microtubules et

divers éléments de la cellule.

1. 4. 2. Association a la membrane plasmique

Par I’intermédiaire de son domaine de projection, Tau interagit avec la membrane
plasmique des cellules neuronales (Arrasate et al., 2000; Brandt et al., 1995; Ekinci and Shea,
2000; Mass et al., 2000). Plus précisément, le domaine impliqué dans cette liaison semble
faire intervenir une séquence de type PXXP située dans la région riche en proline de Tau et le
domaine SH3 de protéines membranaires interagissant avec Tau telles que cSrc, Fgr, Grb2,
PLC-y. Cette interaction a été plus largement décrite avec la protéine Fyn, une kinase de la

famille src (Lee et al., 1998; Reynolds et al., 2008). En effet, plusieurs études ont mis en
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¢vidence une interaction entre le domaine de projection de Tau et le domaine SH3 de Fyn
(Klein et al., 2002; Lee et al., 1998; Reynolds et al., 2008). Fyn est une protéine localisée
dans des micro-domaines membranaires appelés radeaux lipidiques (Liang et al., 2001; Webb
et al., 2000). Sa fonction est de phosphoryler des résidus tyrosines de protéines impliquées
dans différentes voies de signalisation régulant ainsi leurs fonctions. Dans les neurones, elle
est notamment impliquée dans le controle de la croissance neuritique au cours de la
différentiation neuronale. En effet, les neurones issus des souris déficientes en protéines Fyn
présentent des retards de croissance des neurites (Beggs et al., 1994; Ignelzi et al., 1994). A
travers cette interaction, Tau pourrait intervenir dans les voies de transduction des signaux
impliquant les tyrosines kinases de la famille src.

Tau interagit également, in situ, avec le domaine SH3 de la phospholipase C-y (PLC-y)
(Jenkins and Johnson, 1998), une enzyme localisée sur la face interne de la membrane
plasmique. La PLC-y est une enzyme activée par la phosphorylation de certaines de ses
tyrosines. Suite a son activation, elle hydrolyse le phosphatidyl-inositol-diphosphate. Cette
réaction géncre deux messagers intracellulaires : 1’inositol triphosphate qui induit la libération
de calcium et le diacylglycérol qui active la protéine kinase C. Cette activation est un des plus
précoces évenements conduisant a la régulation des fonctions cellulaires par de nombreuses
molécules de signalisation intracellulaire. Une étude a montré que, in vitro, Tau s’associe
spécifiquement avec PLC-y et I’active. Cette activation est facilitée par la présence d’acides
gras insaturés comme [’acide arachidonique. Cette étude suggere que la PLC-y, en 1’absence
de phosphorylation de ses tyrosines, pourrait également étre activée par Tau (Hwang et al.,
1996). Les protéines Tau participent donc aussi a la régulation de signaux de transduction a

travers ’activation de la PLC-y.

1. 4. 3. Tau : une protéine nucléaire

Bien que moins décrite dans la littérature, Tau a également été observée dans le noyau
de neurones (Brady et al., 1995; Gomez de Barreda et a/ ., 2010) ainsi que dans plusieurs
autres lignées de types neuronales (Arrasate et al., 2000; Greenwood and Johnson, 1995;
Loomis et al., 1990; Wang et al., 1993) et non neuronales comme les fibroblastes et
lymphocytes (Sjoberg et al., 2006; Thurston et al., 1996).

Dans les cellules de neuroblastomes et les fibroblastes, Tau est localisée dans les régions

d’organisation nucléolaire (NOR) des chromosomes acrocentriques dans les cellules en
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mitose et dans des régions fibrillaires denses du nucléole lorsque les cellules sont en
interphase (Loomis et al., 1990; Thurston et al., 1996). Plus récemment, une étude a mis en
¢vidence, dans des cellules Hela et dans les fibroblastes humains, la présence de Tau dans des
régions du nucléole et plus précisément au niveau de 1’hétérochromatine constitutive. Le
nucléole étant un sous-compartiment cellulaire du noyau ou se produit la transcription des
ARN ribosomiques, ces résultats suggeérent que Tau pourrait intervenir dans 1’organisation
nucléolaire et /ou dans 1’hétérochromatisation des génes codant pour les ARN (Sjoberg et al.,
2006).

Par ailleurs, des études réalisées in vitro ont montré que Tau est capable de se lier a
I’ADN (Hua and He, 2003; Qu et al., 2004; Wei et al., 2008), et a une plus grande affinité
pour I’ADN que pour les microtubules (Corces et al., 1980). De plus, Tau semble se lier
préférentiellement a certaines séquences, en particulier aux séquences riches en nucléotides
A/T (Sjoberg et al., 2006). En se liant a I’ADN, Tau est capable de le protéger. En effet, in
vitro, cette interaction protége I’ADN contre la dénaturation thermique et favorise sa
renaturation (Hua and He, 2003). Plus récemment, des travaux ont permis de mettre en
¢vidence une association spécifique entre Tau et le petit sillon de ’ADN, vraisemblablement
a la fois par son domaine riche en proline et son domaine de liaison aux microtubules. Le
complexe ainsi formé protége I’ADN de la dégradation par la Dnase I et de I’attaque par les

radicaux libres (Wei et al., 2008) (Figure 5).
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Complexe Tau-ADN observé
en microscopie électronique

Figure 5: Model possible d’interaction de Tau a PADN. Tau se lie spécifiquement dans petit sillon de
I’ADN par l’intermédiaire de son domaine riche en proline (DRP) et de son domaine de liaison aux
microtubules (DLM). Le complexe Tau-ADN ainsi formé protége I’ADN. Adaptée selon (Wei et al., 2008).
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D’autre part, des aberrations chromosomiques (translocation, décondensation, aneuploidies,
coupures de I’ADN...) ont été observées dans les lymphocytes et fibroblastes de patients
portant la mutation P301L sur la protéine Tau, mutation associée a les démences fronto-
temporales (Rossi et al., 2008). L’ensemble de ces résultats renforce 1’idée que Tau exercerait
un role stabilisateur et protecteur vis-a-vis de I’ADN.

Ces données sont cependant nuancées par une récente étude in vitro montrant que Tau,
en se liant a I’ADN, altére sa conformation et de ce fait diminue sa stabilité¢ le rendant plus
vulnérable a la digestion par les DNAses. Les auteurs émettent I’hypothese que ces altérations
pourrait conduire, a terme, a une dysfonction neuronale notamment suite a une dérégulation
de I’expression des génes (Padmaraju ef al., 2010).

En conclusion, de plus en plus d’études décrivent une localisation nucléaire de Tau dans
divers types cellulaires. Bien que sa fonction sur ’ADN ait été étudiée in vitro, le réle

biologique de Tau dans le noyau des neurones reste, a ce jour, inconnu.

1. 5. Tau et autres partenaires

Tau est une protéine s’associant principalement avec la tubuline mais également avec

d’autres protéines structurales comme I’actine et certains ¢léments de la cellule.
Plusieurs travaux ont également décrit des interactions avec diverses protéines telles que des
protéines chaperones comme HSP27 (Shimura et al., 2004b), HSP70, HSP90 (Dou et al.,
2003), HSC 70 (Sarkar et al., 2008; Shimura et al., 2006) le complexe HSC70-HSP70 (Elliot
et al., 2007). Certaines de ces chaperones, notamment HSP27, HSP70 et HSP90 pourraient
par ailleurs favoriser la déphosphorylation de Tau (Dou et al., 2003; Shimura et al., 2004b).

Tau se lie également 8 HDAC6 (Ding et al., 2008; Perez et al., 2009), une déacétylase
exprimée dans les neurones qui régule ’acétylation de la tubuline. Par cette association, Tau
inhibe sa fonction de déacétylation entrainant une augmentation de I’acétylation de la tubuline
(Perez et al., 2009).

Tau s’associe aussi in vitro et dans des neurones avec Che-1, une protéine impliquée
dans la régulation du cycle cellulaire (Barbato et al., 2003; Fanciulli et al., 2000). En effet,
une étude a montré que Che-1 était présente dans les neurones du cervelet localisée dans le
cytosol et le noyau. Dans ces neurones, la protéine s’associe a Tau. Par ailleurs, la quantité de
Tau associée a Che-1 varie en condition de mort neuronale et plus précisément diminue

lorsque les cellules entrent en apoptose (Barbato et al., 2003).
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Récemment, une interaction entre Tau et FKBP52 a également ét€é montrée
(Chambraud et al., 2010). FKBP52 fait partie de la famille des immunophyllines, des
protéines capables de se lier a des médicaments immunosuppresseurs, comme FK506 ou la
rapamicyne, permettant leur effet antirejet de greffes d'organes. FKBP52 a également une
activité peptidyl prolyl cis-trans isomerase, similaire a Pinl. Par ailleurs, la protéine est
plus abondante dans le cerveau que dans le systéme immunitaire laissant suspecter d’autres
fonctions physiologiques. Récemment, plusieurs études ont ainsi décrit un role régulateur de
I’assemblage des microtubules. En effet, FKBP52, en interagissant avec la tubuline, favorise
la dépolymérisation des microtubules (Chambraud et al., 2007).

De plus, in vitro, la protéine se lie a Tau et en particulier lorsque cette dernicre est
hyperphosphorylée et inhibe sa capacité a promouvoir I’assemblage des microtubules. Dans
des cellules PC12 en différentiation et exprimant stablement FKBP-52, celle-ci inhibe

I’accumulation de Tau ainsi que la croissance des neurites (Chambraud ef al., 2010).

1. 6. La phosphorylation : un régulateur de fonction des protéines Tau

1. 6. 1. Phosphorylation des protéines Tau: facteur d’assemblage des

microtubules

La capacit¢ de liaison de Tau aux microtubules est régulée au niveau post
traductionnel principalement par sa phosphorylation, véritable modulateur de I’affinit¢ de Tau
pour les microtubules. En 1984, une étude a montré que la phosphorylation de Tau régule
négativement son activité d’assemblage et de stabilisation des microtubules (Lindwall and

Cole, 1984) (Figure 6).
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Figure 6: Régulation de la dynamique microtubulaire par la phosphorylation de Tau. Dans un état peu
phosphorylé, Tau se lie aux microtubules. Une augmentation de la phosphorylation de Tau entraine son
détachement des microtubules et leur désassemblage.
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Dans un neurone, la dynamique des microtubules est assurée par un équilibre entre les formes
peu phosphorylées et les formes phosphorylées de Tau. Certains sites semblent fortement
impliqués dans la capacité d’interaction Tau - microtubules. Ainsi, la phosphorylation de
motifs KXGS situés dans les domaines répétés de Tau réduit fortement la liaison de Tau aux
microtubules in vitro (Biernat et al., 1993) et probablement in vivo (Biernat and Mandelkow,
1999; Drewes et al., 1995). De plus, in vitro, la phosphorylation de la serine 262 seule est
suffisante pour atténuer de manicre significative la liaison Tau-microtubule (Biernat et al.,
1993; Fischer et al., 2009). Cependant, la phosphorylation de ce site ne suffit pas a inhiber
totalement I’interaction de la protéine avec les microtubules (Seubert et al., 1995). In situ, la
phosphorylation d’au moins deux motifs est nécessaire (en particulier les serine 262 et 356)
pour diminuer la liaison aux microtubules et faciliter la formation de processus cellulaires
(Biernat and Mandelkow, 1999). La phosphorylation de la thréonine 231 (pThr231) par GSK-
3P joue également un role prépondérant dans la régulation de I’interaction. En effet, la
phosphorylation de ce site diminue fortement la capacité de liaison de Tau aux microtubules
in situ (Cho and Johnson, 2003) et affecte leur stabilisation (Cho and Johnson, 2004). De plus,
la prolyl isomerase Pinl, en se liant a la Thr 231 phosphorylée, facilite la déphosphorylation
du site par PP2A ce qui restaure la capacité d’interaction de Tau aux microtubules (Lu ef al.,
1999). La phosphorylation de la Thr 231 semble donc jouer un réle clé dans la régulation

fonctionnelle de Tau.

1. 6. 2. Phosphorylation de Tau et transport axonal

Tau interfére avec le transport axonal de nombreuses molécules et organelles en
modifiant la liaison des kinésines et dynéines avec les microtubules. Dans les cellules, la
capacité d’interaction de Tau avec les kinésines est inhibée lorsque Tau est phosphorylée par
GSK-3p (Tatebayashi et al., 2004). De plus, la surexpression de GSK-38 dans des souris
transgéniques exprimant de la Tau humaine augmente la phosphorylation de Tau et réduit
I’axonopathie comparé aux souris exprimant uniquement la Tau humaine (Spittaels et al.,
2000). Ceci est probablement du au fait que I’hyperphosphorylation induite par GSK-3f
diminue I’affinité de Tau pour les microtubules. Par conséquent, Les protéines Tau n’entrent
plus en compétition avec les protéines motrices telles que les kinésines pour s’associer aux
microtubules permettant a ces dernieres de se lier davantage aux microtubules et ainsi de

restaurer le transport antérograde.
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1. 6. 3. Phosphorylation de Tau et développement

Durant le développement embryonnaire, la maturation des neurones est étroitement
liée a 1’¢tat de phosphorylation de Tau. Dans le cerveau humain feetal, les protéines Tau sont
davantage phosphorylées que dans le cerveau adulte (Watanabe et al., 1993). Ces protéines
favorisent I’assemblage des microtubules moins efficacement que les protéines Tau provenant
de cerveaux adultes (Yoshida and Ihara, 1993). Des taux ¢élevés de Tau phosphorylées sont
corrélés avec des périodes de fortes plasticités synaptiques dans le cerveau en développement
(Brion et al., 1994). La phosphorylation de Tau, en diminuant I’interaction de Tau aux
microtubules durant ces périodes permettrait d’augmenter la flexibilité du cytosquelette
nécessaire durant la migration neuronale, 1’¢longation axonale, la prolifération dendritique en
particulier lors des premiers stades de développement.

Dans le cerveau adulte, I’apparition des isoformes Tau 4R et la diminution de la
phosphorylation des protéines Tau avec 1’dge notamment suite a une augmentation de
I’activité des phosphatases (Mawal-Dewan et al., 1994) correle avec une diminution de la
plasticité neuronale et confere une rigidité et de ce fait une stabilité plus importante aux

microtubules, nécessaires au maintient des connections établies.

1. 6. 4. Phosphorylation et localisation subcellulaire de Tau

La phosphorylation de Tau intervient dans la compartimentation des protéines Tau
dans les neurones adultes et en développement. En effet, chez le rat adulte, les protéines Tau
phosphorylées sont majoritairement localisées dans le compartiment somato-dentritique des
neurones contrairement aux formes déphosphorylées observées dans les axones et les noyaux
(Tashiro et al., 1997). De plus, la phosphorylation de Tau, notamment aux sites Ser 195-205,
entraine une relocalisation de la protéine dans le compartiment somato-dendritique, tandis que
Tau est principalement présente dans la région distale de 1’axone lorsque cette région est
déphosphorylée (Mandell and Banker, 1996).

La présence de Tau a la membrane plasmique dépend également de son état de
phosphorylation. La phosphorylation de certains de ces sites comme la thréonine 231 entraine
son détachement de la membrane plasmique (Ekinci and Shea, 1999; Maas et al., 2000;

Reynolds et al., 2008).
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Concernant Tau nucléaire, peu de choses sont connues quant a son état de phosphorylation et
I’implication de la phosphorylation dans sa localisation nucléaire. Les premicres études
mettant en évidence 1’existence d’une forme nucléaire de la protéine la décrivait comme
hautement insoluble puisque un prétraitement par de I’acide formique semblait nécessaire a
I’extraction de la protéine. (Brady et al., 1995; Loomis et al., 1990). Cependant, les études
réalisées par la suite indiquent que Tau, dans le noyau des cellules est, comme dans le cytosol,
soluble.

En ce qui concerne son état de phosphorylation, une étude réalisée dans des cellules de
neuroblastomes a montré que la phosphorylation de Tau est similaire entre les formes
cytosoliques et nucléaires (Greenwood and Johnson, 1995). Cependant, dans la plupart des
¢tudes, la détection de Tau dans le noyau des cellules s’est faite a I’aide de ’anticorps Taul,
un anticorps reconnaissant les protéines Tau lorsque celles-ci sont déphosphorylées sur les
sites Ser 195/198/199/202 suggérant que les protéines sont au moins dephosphorylées sur ces
résidus (Brady et al., 1995; Loomis et al.,1990; Thurston et al., 1996).

De plus, en 2003, des travaux ont mis en évidence une relation entre phosphorylation,
glycosylation et localisation subcellulaire de Tau. En effet, lorsque la protéine est fortement
phosphorylée, le taux d’incorporation de résidus O-GlcNAc diminue. Cette hausse de la
phosphorylation associée a la baisse de O-glycosylation est corrélée avec une modification de
la localisation cellulaire de Tau et plus précisément a une baisse de la quantité¢ de Tau dans le
noyau des cellules ce qui laisse a penser que, les formes hyperphosphorylées de Tau ne vont
pas dans le noyau (Lefebvre et al., 2003b). D’autres études sont néanmoins nécessaires afin
de pouvoir conclure de fagon certaine sur 1’état de phosphorylation de Tau dans le noyau et de
I’implication de la phosphorylation dans la localisation et la fonction de Tau dans les

neuroncs.

En conclusion, Tau est une protéine associée aux microtubules dont le role principal
consiste a favoriser D’assemblage et la stabilisation des microtubules, fonctions
essentielles pour la maintenance de la morphologie cellulaire, I’établissement de la
polarité neuronale durant le développement et la régulation du transport axonal.

Cependant, de plus en plus d’études lui attribuent également d’autres fonctions en
relation avec ses différentes localisations subcellulaires. En interagissant avec des
¢léments de la membrane plasmique, Tau semble ainsi intervenir dans la régulation de

voies de signalisation.

27



Introduction

Dans le noyau, Tau pourrait, en interagissant avec les molécules d’ADN, avoir un role
stabilisateur voir exercer une fonction protectrice vis-a-vis de I’ADN.

Les fonctions physiologiques de Tau sont régulées par des modifications post-
traductionnelles et en particulier par la phosphorylation. Une dérégulation de I’état de
phosphorylation de Tau peut ainsi conduire a une perte de fonction de la protéine, et

entrainer, a terme, a un dysfonctionnement neuronal important.
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2. Implications physiopathologiques de Tau dans les maladies
neurodégénératives

2. 1. Concept de Tauopathie

Les protéines Tau sont impliquées dans la physiopathologie de plus d’une vingtaine de
maladies neurodégénératives, regroupées sous le terme de Tauopathies. Ces maladies sont
caractérisées par une altération des protéines Tau conduisant a leur agrégation sous forme de
filaments dans les neurones ou, dans d’autres types cellulaires tels que les astrocytes et
oligodendrocytes (Kovacs et al., 2008; Iwatsubo et al., 1994; Nishimura ef al., 1992).
L’origine et les mécanismes conduisant a la formation de ces agrégats et a la
neurodégénérescence sont mal connus. Les étiologies sont diverses et pas toujours
identifiées. Certaines seraient dues a des facteurs environnementaux tandis que d’autres ont

une origine génétique.

2. 1. 1. Tauopathies d’origine traumatique

Des états démentiels consécutifs a des traumatismes craniens ont été¢ a 1’origine
rapportés chez des boxeurs qui, aprés un certains nombre d’années, développaient des signes
de démence. Ces démences sont aujourd’hui dénommées démences pugilistiques ou
encéphalopathie traumatique des boxeurs (Tokuda et al., 1991).

Ces démences sont provoquées par des traumatismes répétés de la téte et sont donc souvent
retrouvés chez des personnes exercant certains sports tels que la boxe. Sur le plan
neuropathologique, on observe une atrophie du cervelet, la perte de neurones de Purkinje et
des neurones pigmentés de la substance noire ainsi que la présence d’agrégats de Tau dans
certaines zones du cerveau notamment dans 1’isocortex et I’hippocampe (Areza-Fegyveres et
al., 2007; Schmidt et al., 2001).

L’apparition d’agrégats de Tau a également été mise en en évidence chez des enfants atteints
d’autisme présentant des comportements d’auto mutilation et se donnant des coups
répétés sur la téte. A l’autopsie, des inclusions sont détectées dans plusieurs régions du
cerveau comme dans les couches II et III du cortex. Des agrégats sont également observés, de

manicre moins importante dans I’amygdale et le cortex orbito-frontal (Hof ez al., 1991a).
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Par conséquent, la présence de traumatismes craniens fréquents semble étre suffisante pour
provoquer l’apparition d’agrégats de Tau dans certaines régions spécifiques du cerveau

entrainant divers troubles et conduisant a une démence.

2. 1. 2. Tauopathies d’origine infectieuse

Certaines Tauopathies ont une origine infectieuse. C’est le cas le la Panencéphalite
subaigiie sclérosante (PESS). La PESS est une encéphalopathie 1étale dont la cause est
attribuée a une infection par le virus muté de la rougeole. Il s’agit essentiellement d’une
maladie de I’enfant et de 1’adolescent. (pour revue (Norrby and Kristensson, 1997; Patterson
et al., 2001; Yuksel et al., 2010)). D’un point de vue neuropathologique, on note la présence
d’une perte neuronale et d’agrégats de Tau qui n’est pas observée dans tous les cas étudiés,
peut étre a cause du trés jeune age de certains patients et de la rapidité de la survenue du décés
chez ces personnes. Les agrégats sont distribués dans tout le cortex cérébral et mais touchent

surtout les couches II, III et V du néocortex (Bancher et al., 1996).

Le syndrome parkinsonien post encéphalitique (PEP) est également une Tauopathie dont
on pense que son origine est infectieuse. En effet, aprés la seconde guerre mondiale,
l'encéphalite 1éthargique d’origine virale va toucher plusieurs millions de personnes a travers
le monde et soudainement disparaitre dans les années 1920. Cette maladie va tuer un tiers des
personnes atteintes et mener a un syndrome parkinsonien post encéphalitique dans de
nombreux cas.

Plusieurs études suggerent donc que 1’origine de la maladie serait virale et ferait intervenir
une infection par un virus dont le plus souvent mis en cause est le virus de la grippe HI.
Cependant aucune certitude sur 1’origine de la survenue de ce syndrome n’est clairement
établie (Mortimer, 2009).

Ainsi, ce syndrome apparait fréquemment a la suite d'encéphalite 1éthargique. L’agrégation
des protéines Tau conduit ici a une dégénérescence principalement au niveau de la substance
noire. D’autres régions comme 1’hippocampe le cortex enthorinal, les aires néocorticales et
subcorticales sont également touchées mais a des taux plus variables (Buee-Scherrer et al.,
1996; Hof et al., 1992). La PEP se caractérise par un syndrome parkinsonien, cependant, des

corps de lewy ne sont pas observés (Jellinger, 2009).
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2. 1. 3. Tauopathies d’origine toxique

Une Tauopathie appelée Complexe Sclérose Latérale Amyotrophique/ Syndrome
Parkinsonien de I’lle de Guam a ¢été rapportée provoquée par une toxine alimentaire
contenue dans les graines d’un palmier, Cycas circinalis.

En effet, I’ile de Guam de I’archipel des Mariannes du pacifique Ouest compte de nombreux
cas de syndromes parkinsoniens associés a des Iésions de type Sclérose Latérale
Amyotrophique (SLA) et caractérisés par un syndrome démentiel, responsables du déces de
nombreux adultes de la population Chamorro (Hirano et al., 1961). L’association SLA-
demence-parkinsonisme a aussi été retrouvée dans 1’ouest de la nouvelle guinée, dans la
péninsule de Kii au Japon et dans une partie des Philippines (Spencer et al., 1987a et b).

La cause est inconnue, cependant des études épidémiologiques laissent soupgonner un facteur
environnemental. Une modification des habitudes alimentaires pourrait étre en cause. En
effet, il a pu étre montré que les populations indigeénes de ces régions étaient en contact avec
de nombreuses neurotoxines dont une famille a attiré¢ 1’attention des chercheurs : les cycas.
Dans I’ile de Guam cette toxine est contenue dans les graines de Cycad (faux palmier)
utilisées dans 1’alimentation. Des cataplasmes a bases d’écorces d’autres Cycad ont été
utilisés dans 1’ouest de la nouvelle guinée. Par ailleurs, chez le singe, I’induction d’une
neurodégénérescence de méme type que celle observée chez I’homme a été possible en les
nourrissant avec la toxine du Cycad de guam, la BMAA (pour « beta-methylamino-L-
alanine ») (Cox and Sacks, 2002; Spencer et al., 1987a; pour revue (Steele and McGeer,
2008)).

Chez les patients atteints de cette maladie, 1’analyse du cerveau a révélé la présence d’une
atrophie corticale diffuse et sévére ainsi que 1’abondance d’agrégats de Tau dans de
nombreuses régions corticales en particulier dans les régions temporales du neocortex. Dans
les aires isocorticales, les agrégats sont plus importants dans les couches II et III (Buée-
Scherrer et al., 1995 ; Hof et al., 1991D).

Une origine toxique est également suspectée dans une autre Tauopathie relatée en
Guadeloupe dénommée parkinsonisme avec démence de Guadeloupe. Cette pathologie
présente des similitudes avec le Complexe Sclérose Latérale Amyotrophique/ Syndrome
Parkinsonien de I’ile de Guam et la paralysie supra nucléaire progressive (PSP). Elle est
considérée comme étant un parkinsonisme atypique dont le syndrome démentiel ressemble a
celui de la PSP. Ici, la cause pourrait étre toxique impliquant une neurotoxine présente dans

une plante, Annona muricata (Caparros-Lefebvre and Elbaz, 1999; Lannuzel et al., 2007).
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2. 1. 4. Tauopathies d’origine génétique

Certaines maladies neurodégénératives sont directement liées a la présence de
mutations sur le géne codant pour Tau (MAPT). Ces maladies sont principalement les
démences fronto-temporales de type parkinsonien liées au chromosome 17 (DFTP-17).
Jusqu’a maintenant, plus d’une trentaine de mutations ont été décrites sur le géne codant pour

Tau (Figure 7).

Exon 1 Exon 9 Exon 10 Intron 10 Exon 11 Exon 12 Exon 13
Mutations RSH K257V N2TOK P3OIL E1043  E10+14 L315L G335V G389R
RSL K257T AK280  P301S EI0+11 E10+16 | | L3ISR || G338 RAOGW
'22“"“, L284L  P30IT E10+12 E10+19 ::fg: ?::_‘,’:‘I
o N296N G303V E10+13 S /3371
G272V N296H  S305S L:‘:f)‘“
AN296  S305N K3691

5
Géne codant
pour Tau

Figure 7: Mutations du géne codant pour Tau identifiées dans les DFTP-17. Adaptée selon
(Brunden et al., 2009).

Une classification peut €tre établie sur la base de leurs effets fonctionnels (pour revue (Wolfe,
2009)). On distingue:

- Les mutations modifiant I’interaction de Tau avec les microtubules. La majorité de ces
mutations sont situées dans des régions codantes du geéne, au sein du domaine de liaison aux
microtubules ou a proximité immédiate.

- Les mutations qui changent I’épissage de I’exon 10 et donc modifient la proportion des
isoformes 4R par rapport aux isoformes 3R. Ce sont souvent des mutations introniques
proches du site d’épissage de 1’exon 10 qui vont conduire a une augmentation de 1’inclusion
de I’exon 10 dans les isoformes de Tau.

Sur le plan neuropathologique, on observe une atrophie corticale fronto-temporale souvent
accompagnée d’une atrophie de structures sous-corticales.

La perte neuronale est importante, essentiellement dans les couches corticales superficielles et

dans la substance noire. Des inclusions positives pour Tau sont observées, selon les familles,
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soit exclusivement dans les neurones, soit dans les neurones et dans les cellules gliales du
néocortex et de certaines structures sous-corticales.

La nature des mutations et le retentissement fonctionnel de ces mutations ne semblent
cependant pas liés a une présentation clinique ou a des lésions anatomopathologiques
particulieres.

Une implication génétique a également été suggérée dans d’autres Tauopathies notamment la
paralysie supranucléaire progressive (PSP) et la dégénérescence cortico basale (DCB) ou
une association a été décrite entre des haplotypes de Tau. En effet, il a ét¢ montré que
I’haplotype H1 de Tau et génotype (H1/H1) est présent chez 95% des personnes atteintes de
PSP contre 57% dans la population générale. Cet haplotype est constamment associé avec une
augmentation du risque de développer une PSP au contraire de I’haplotype H2 qui semble
étre protecteur. De plus, I’haplotype H1 conduit a une augmentation des isoformes 4R de Tau
créant un déséquilibre entre les isoformes 3R et 4R. Cette association a également été décrite

dans la DCB (Pittman et al., 2005).

Une origine génétique plus indirecte a été mise en évidence dans la dystrophie myotonique
de type 1 et 2 (DM1 et DM2). La DMI est une maladie génétique a transmission
autosomique dominante. Elle est due a une expansion pathologique de triplets CTG au sein de
la région 3'UTR du géne DMPK (pour le terme anglais « Dystrophy Myotonic Protein
Kinase ») situé¢ sur le chromosome 19 et codant la myotonine, une Protéine Kinase cAMP
dépendante dont le role précis est inconnu (Brook ef al., 1992).

L’¢étiologie de la DM1 repose sur un gain de fonction toxique des ARN transcrits a partir de
ce gene muté. Ces ARN contiennent une longue expansion de CUG et sont retenus dans le
noyau des cellules ou ils s’associent avec des protéines comme MBNLI (pour le terme
anglais « muscleblind-like protein 1»), un facteur de régulation de I’épissage. Dans le cerveau
de patients atteints de DM1, un défaut d'épissage alternatif du transcrit de Tau a ainsi été
observé et conduit a la surexpression de l'isoforme foetale avec notamment, une exclusion
préférentielle des exons 2 et 3 (Sergeant et al., 2001). Ce défaut s'accompagne d'une
agrégation des protéines dépourvues des séquences codées par les exons 2 et 3.

La présence d’agrégats de Tau est également retrouvée dans le cerveau de patients atteints de
DM2 dont I’origine est une mutation sur le premier intron du géne ZNF9 (Ranum et al.,
1998).

Des agrégats de Tau sont également observés dans les cerveaux des patients atteints du

syndrome de Down, chez lesquels le chromosome 21 est présent en 3 exemplaires suggérant
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que, ici, ’apparition de la pathologie Tau est d’origine génétique (Mann and Esiri, 1989;

Motte and Williams, 1989).

2. 1. 5. Tauopathies la plus fréquente : la maladie d’ Alzheimer

En novembre 1906, lors du «37th meeting of South-West

German psychiatrits » a Tubingue, le neuropsychiatre allemand Alois

Alzheimer décrit pour la premiere fois une nouvelle forme de démence,

données qu’il publiera peu de temps aprés sous le titre de « A

b =) 2

4 A |

compléte en 1911. Il y présente le cas d’une patiente appelée Auguste D 3\ \\ /
\ N

caracteristic serious disease of the cerebral cortex », puis de facon plus

Figure 8 : Photographie

(Figure 8) admise dans son service 5 ans auparavant et présentant des Auguste D prise en

troubles importants du comportement, notamment des hallucinations ~ 1902.

auditives, une paranoia, des troubles de 1’orientation, une perte de la mémoire ainsi que les
signes d’une démence.

L’observation microscopique des coupes de son cerveau révele la présence d’une perte
neuronale accompagnée d’une gliose ainsi que la présence de deux lésions au sein de son
cortex cérébral : les dégénérescences neurofribrillaires et les dépots amyloides (Graeber and
Mehraein, 1999). Cette démence se nomme maladie d’Alzheimer (MA) du nom du

neuropsychiatre considéré comme a I’origine de sa découverte.

2. 1. 5. 1. Epidémiologie et étiologie de la maladie d’Alzheimer

La MA est a I’heure actuelle la premicre cause de démence dégénérative. Plus de 24
millions de personne a travers le monde sont atteintes de démences dont la majorité est due a
la MA. On estime que le nombre de personnes affectées pourrait doublé tous les 20 ans et
atteindre plus de 80 millions en 2040 (Ferri et al., 2005). Le nombre important de personnes
concernées associ¢ a la lourde prise en charge des patients atteints fait de cette maladie un

probléme majeur de santé publique.

Le plus souvent, la MA apparait de facon sporadique. Néanmoins, il existe des formes
familiales rares qui représentent moins de 1% des cas et pour lesquelles la maladie se déclare

plus tot avec la présence de mutations autosomiques dominantes sur les génes codant pour des
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protéines impliquées dans la physiopathologie de la maladie. En 1991, la premiére mutation
responsable de la maladie d’Alzheimer de type familiale, est découverte, localisée sur le gene
de I’APP (Chartier-Harlin et al., 1991; Goate et al., 1991; Murell et al., 1991). D’autres
mutations ont, par la suite, été identifiées sur ce méme gene ainsi que sur les genes codant
pour les présénilines 1 et 2 (PS1 et PS2), des protéines impliquées dans le métabolisme de
I’APP (Mullan et al., 1992).

D’autres génes influencent le déroulement de la maladie, ce sont les facteurs de susceptibilité
génétiques. C’est le cas du géne codant pour la protéine apolipoprotéine E (APOE). Il existe 3
alléles de ce geéne (€2, €3, €4). L'allele €4 est fortement augmentée chez les sujets atteints de
MA faisant de cet alléle un facteur de risque de développer la maladie (Corder et al., 1993;
Strittmatter et al., 1993). Ces mutations déterminent une forme de la maladie plus précoce
(entre 30 et 55 ans). Cependant le tableau neuropathologique est similaire a celui observé dans
les cas de MA sporadique suggérant que les mécanismes a ’origine de la maladie sont
communs. De nombreux autres facteurs de susceptibilité génétique ont été identifiés comme
les variants des genes de la clusterine (CLU) et le géne du récepteur 1 du composant 3b/4b du
complément (CR1) (Lambert et al., 2009). Cependant, pour la plupart de ces genes,
I’implication reste moindre par rapport au gene de I’APOE (pour revue (Seripa ef al., 2009)).
Bien que I’¢tiologie de la MA de type non familiale n’est pas connue, il existe plusieurs
facteurs associés a un risque plus élevé de développer la maladie dont le principal est 1’age.
On trouve également les traumatismes craniens, les accidents vasculaires cérébraux, les
maladies cardiovasculaires, ou encore le diabéte (Kroner, 2009; pour revue (Rocchi et al.,

2009); Salib and Hillier, 1997).

2. 1. 5. 2. Descriptif clinique et neuropathologique

La MA se caractérise par une altération lente et progressive des fonctions
intellectuelles provoquant des troubles majeurs de la personnalité et de I’adaptation sociale.
Dans les stades précoces, elle affecte principalement la mémoire dite a court terme puis des
troubles plus importants apparaissent notamment [’altération du langage (aphasie), la
perturbation des gestes ¢laborés, des troubles comportementaux (des troubles de 1’humeur,
paranoia) avec, pour finir, I’apparition de la démence dans les stades tardifs.

Sur le plan neuropathologique, on observe une atrophie du tissu cérébral. Elle est
souvent marquée et diffuse (Fox er al., 1996) et concerne essentiellement les régions

temporales internes et hippocampiques, puis plus tardivement les régions temporo-occipitales.
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Elle prédomine dans les zones ou la pathologie Tau est fortement présente (Whitwell et al.,
2008). L’atrophie s'accompagne d'une dilatation symétrique des ventricules cérébraux et des
sillons corticaux visibles in vivo par imagerie a résonnance magnétique (IRM) et scanner. Elle
traduit une perte synaptique et/ou neuronale massive sur I’ensemble des régions corticales en
particulier dans le cortex enthorhinal et I’hippocampe (Gomez-Isla et al., 1996; West et al.,
1994).

L’examen du tissu cérébral des patients atteints de MA révele la présence une gliose
astrocytaire ainsi que l’installation progressive, et a I’heure actuelle irréversible, de deux

types de 1ésions dans 1’ensemble du cortex cérébral.

> Les dépots amyloides

Ce sont des 1ésions extracellulaires formées par le dépot d’un peptide appelé f-amyloide. Ces
dépots, lorsqu’ils sont entourés de neurites en dégénérescence riches en protéines Tau forment
les plaques séniles (Figure 9) (Duyckaerts et al., 2009).

Il est tres difficile d’établir une cinétique d’apparition des dépots amyloides dans la maladie
d’Alzheimer. Ces dépdts envahissent la quasi-totalité du cortex cérébral. La substance
amyloide s’infiltre également, a des taux variables, dans la paroi de certains vaisseaux,

constituant angiopathie amyloide.
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Figure 9 : Dépots amyloides et plaques séniles. A. Dépdts amyloides observés par
immuno-histochimie a I’aide d’un anticorps anti Abeta (Alafuzoff et al., 2009) B. dépot
dense de substance amyloide au cceur d’une plaque sénile visualisée aprés immuno-
marquage a l’aide d’un anticorps anti Abeta C. Enchevétrement de neurites en
dégénérescence Tau-positif autour d’une plaque sénile visualisée par un anticorps anti-
Tau (Duyckaerts et al., 2009).

A D’échelle microscopique, la substance amyloide se présente sous la forme de filaments
extracellulaires compacts de 6 a 10 nm de diamétre (Castano et al., 1986). Ces filaments sont

constitués d’un polypeptide de 39 a 43 AA, appelé peptide B-amyloide ou AP, principal
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constituant des plaques. Le clonage du géne de ce peptide a montré qu’il provient d’une
protéine transmembranaire de plus au poids moléculaire : le précurseur du peptide amyloide
ou APP (pour le terme anglais « amyloid precurseur protein ») (Glenner and Wong, 1984;
Wong et al., 1985).

En effet, ’APP subit au niveau des membranes neuronales des coupures protéolytiques
séquentielles par des enzymes qui, en fonction des enzymes impliquées, vont donner
naissance a différents peptides dont le peptide amyloide, on parle alors de voie

amyloidogénique (Figure 10) (Pour revue (Ling et al, 2003)).

Voie non amyloidogénique Voie amyloidogénique
Milieu extracellulaire
sAPPa sAPPB
p-sécretase AB
p3 a-sécretase
y-sécretase y-sécretase Membrane
|:| A— —) |:| taimin
AICD c83 APP co9 AICD
Milieu intracellulaire

Figure 10 : Les voies de métabolisme de ’APP. Lorsque le premier clivage est réalisé par
l'a-sécrétase, deux peptides sont obtenus, I’sAPPa et le peptide C83. Ce dernier est ensuite
clivé par la y-sécrétase donnant naissance a deux autres peptides : I’AICD et P3. 1l s’agit de
la voie non amyloidogénique. Lorsque le premier clivage de I'APP est opéré par la B-
sécrétase, les peptides sAPPB et C99 sont libérés. Le peptide C99 est alors clivé par
l'enzyme y-sécrétase, libérant le peptide AICD et le peptide AP, c’est la voie
amyloidogénique.

> Les dégénérescences neurofibrillaires (DNF):

Les DNF correspondent a 1I’accumulation intraneuronale de masses plus ou moins fibrillaires
formées de structures caractéristiques, les paires de filaments appariés en hélice (PHF, pour le
terme anglais « paired helical filament »).

Leur caracteére argyrophile, permet de les visualiser par des techniques d’imprégnations

argentiques telles que la technique du Gallyas ou Bielchowski (Terry et al., 1964), utilisée par
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Alois Alzheimer lors de sa description des 1ésions (Graeber and Mehraein, 1999). Les PHF
s'accumulent dans les corps cellulaires et les prolongements neuritiques des neurones ainsi

qu’a la périphérie des plaques amyloides (Kidd, 1963; Terry, 1963; Terry et al., 1964).

Figure 11: Dégénérescences neurofibrillaires observées dans la MA. A. Neurone en
DNF par immunohistochimie a 1’aide d’un anticorps anti-pTau (AT8) (Duyckaerts et al.
2009). B. Observation par microscopie €lectronique de PHF purifiés a partir d’extraits
cérébraux de patients atteints de MA.

La caractérisation histologique des DNF montre que les PHF résultent de 1’agrégation
intraneuronale des protéines microtubulaires Tau, composants majeurs des agrégats (Brion et

al., 1985; Grundke-Ikbal et al., 19864, kosik et al., 1986).

Les DNF sont présentes chez toutes les personnes agées de plus de 50 ans. Cependant,
leur accumulation est moins intense que celle observée dans la MA, et se limite a la région
hippocampique.

Dans le cerveau des patients malades, les inclusions de Tau envahissent le tissu cérébral de
maniére hiérarchisée, séquentielle et prédictible commengant dans la région hippocampique,
puis dans le cortex temporal, les régions associatives, atteignant dans les stades tardifs
l'ensemble du cortex.

Cette propagation de la DNF est fortement corrélée avec 1’évolution des signes cliniques
(Braak and Braak, 1991; Delacourte et al., 1999) et la sévérité de la maladie (Arriagada et al.,
1992). En 1991, une premicre classification, établie sur des critéres morphologiques a permis
de définir 6 stades d’évolution de la pathologie (Braak and Braak, 1991, Braak and Braak,
1997). Ainsi, la DNF envahie dans un premier temps le cortex trans-entorhinal et entorhinal

(stades I et II), puis ’hippocampe (stades II et IV) avec pour finir une atteinte néocorticale
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(stades V et VI). Une caractérisation plus fine de la propagation les Iésions et des signes
cliniques associés a, par la suite, permis de distinguer 10 stades correspondant aux différentes
régions cérébrales successivement affectées au cours de la MA et de distinguer 3 groupes
(Delacourte et al., 1999) (Figure 12):

* Le vieillissement normal (stades SO a S3) avec une atteinte de la région entorhinale
pour les individus agés de plus de 50 ans.

* Une phase asymptomatique ou pré-clinique (du stade S4 a S6). En effet, la DNF
s’installe dans plusieurs régions cérébrales sans pour autant qu’il y ait de
manifestations cliniques évidentes.

*  Une phase clinique (stades S7 a S10) qui correspond a la présence de la DNF dans de
nombreuses régions corticales (aires associatives polymodales, aires corticales

primaires, visuelles et motrices).

Stades S0 a S3: Vieillissement normal

Vot

Cortex trans-entorhinal Cortex entorhinal Hippocampe

Stades S4 4 S6: phase préclinique

Cortex temporal antérieur  Cortex temporal inférieur Cortex temporal moyen

Stades S7 a S10: phase clinique

Cortex associatif polymodal Aires unimodales Aiires corticales Toutes les régions sont
primaires, visuelles et affectées
motrices

Figure 12 : Progression cérébrale de la DNF aux cours de la MA.
Adaptée selon (Delacourte ef al., 1999).

En conclusion, chaque Tauopathie se définit par une combinaison de spécificités
cliniques, neuropathologiques, biochimiques et génétiques. Chaque condition
pathologique a sa propre distribution laminaire et régionale des lésions. Bien que ces
pathologies aient des causes diverses et soient définies par des tableaux cliniques et

neuropathologiques différents, elles partagent certaines caractéristiques : leur évolution
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est progressive, Elles sont caractérisées par le dépot intracellulaire d’agrégats constitués
de protéines Tau dans le systeme nerveux central conduisant a une neurodégénérescence
ainsi qu’a la mort de certaines sous populations neuronales. Ces lésions entrainent
I’apparition de nombreux troubles cognitifs et /ou moteurs aboutissant dans de

nombreux cas a une démence.

2. 2. Mécanismes d’agrégation de Tau

2.2.1. Agrégats de Tau

2. 2. 1. 1. Structure des agrégats

Sur le plan histopathologique, la forme, I’organisation et la localisation des inclusions
de Tau différent suivant les Tauopathies.
Dans la MA, les inclusions sont principalement neuronales au contraire de la PSP et la
DCB ou les agrégats sont également retrouvés dans les astrocytes et oligodendrocytes
(Armstrong et al., 2000; Takahashi et al., 2002).
Ces agrégats prennent différents aspects tels que les dégénérescences neurofrillaires et les
fibres tortueuses retrouvées notamment dans les neurones de la MA et la démence
Pugilistique (Schmidt et al/, 2001), des corps de Pick observés dans la maladie de Pick
(Murayama et al., 1990), les touffes gliales situées dans les corps cellulaires et
prolongements des astrocytes et observés dans la PSP ou encore des plaques astrocytaires
spécifiques de la DCB (Feany and Dickson, 1995). Dans les oligodendrocytes, les
agrégats prennent la forme de « corps bobinés », on les retrouve notamment dans la DCB,
la PSP, certaines DFTP-17 (Figure 13).
L’ultrastructure des inclusions varie également. Ainsi, certaines sont constituées de paires
de filaments appariés en hélice, c’est le cas des dégénérescences neurofibrillaires de la
MA, de filaments droits ou torsadés retrouvés par exemple dans la PSP mais également
dans plusieurs autres Tauopathies (Montpetit et al., 1985; Takahashi et al., 2002).
La localisation, la forme et la structure des inclusions sont donc trés variables et peuvent

permettre de différencier certaines Tauopathies.
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Figure 13: Différentes lésions observées dans les Tauopathies. A. Touffe gliale observée par
immunohistochime a 1’aide d’un anticorps anti-Tau (Tau 46.1) (Berry et al., 2006) B. Plaque astrocytaire
visualisée a 1’aide d’un anticorps anti-Tau (AD2) (Berry et al., 2006) C. Corps bobinés observés dans les
oligodendrocytes avec un anticorps anti-Tau (Tau 46.1) (Berry et al., 2006) D. Neurone en DNF marqué a
I’aide d’un anticorps anti-pTau (AT8) (Duyckaerts et al., 2009). E. Corps de Pick mis en évidence par un
anticorps anti-Tau (ATS8) (Eersel et al., 2009) F. fibre tortueuse visualisée a I’aide d’un anticorps anti-Tau
(Dako) (Duyckaerts et al., 2009).

2. 2. 1. 2. Composition des agrégats

Les agrégats sont principalements constitués des protéines Tau anormalement et
hyperphosphorylées (Grundke-Ikbal et al., 1986b; Khatoon et al., 1994; Kopke et al., 1993).
La représentation en isoformes et I’état de phosphorylation des protéines Tau pathologiques
agrégées différent suivant les Tauopathies. Ces différences permettent d’obtenir des profils
biochimiques caractéristiques ce qui permet de les regrouper en une sorte de « code barre »
des Tauopathies. On peut ainsi différencier 4 classes de Tauopathies en fonction des profils

¢lectrophorétiques obtenus a partir d’agrégats de Tau (Figure 14).

. La classe 1 se définie par la présence de 3 bandes majeures a 60, 64 et 69 kDa et une
bande mineure a 72/74 kDa. Ces bandes incluent les 6 isofomes de Tau. (Goedert et al., 1992;
Sergeant ef al., 1997b). La bande a 60 kDa correspond a I’isoforme feetale et les bandes a 64
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et 69 kDa aux isoformes 2+3+10- ; 2+3-10+, 2-3-10+ et 2+3-10-. La bande mineure a 72/74
kDa est constitu¢ de I’isoforme la plus longue de Tau soit I’isoforme 2+3+10+ (Sergeant et
al., 1997a). La majorit¢ des Tauopathies appartiennent a cette classe, on y retrouve

notamment la maladie d’ Alzheimer.

4 La classe 2 rassemble les Tauopathies dont le profil éléctrophorétique est définit par
un doublet a 64 et 69 kDa. Elle se caractérise par une augmentation du ratio des isoformes de
Tau 4R/3R dans les agrégats de Tau. Dans ce groupe, on retrouve la PSP, la DCB, la démence
a grains argyrophiles (Flament et al., 1991; Sergeant et al., 1999 ; Ksiezak-Reding et al.,
1994).

. La classe 3 est caractérisée par deux bandes majeures a 60 et 64 kDa correspondant
essentiellement aux isoformes 3R. La maladie de Pick est la principale Tauopathie

appartenant a ce groupe (Delacourte et al., 1996 ; Sergeant et al., 1997b).

. La classe 4 est représentée par une seule maladie neurodégénérative, la dystrophie
myotonique (Sergeant et al., 2001 ; Udd et al., 2003). Le profil biochimique des protéines Tau
pathologiques se caractérise par une bande majeure a 60 kDa, bien que des bandes mineures a
64 et 69 kDa peuvent étre observées. Ce profil refléte une réduction de 1’expression des
isoformes contentant les inserts codés par les exons 2 et 3. Les isoformes dépourvue des
séquences codées par les exons 2 et 3 sont les principales isoformes retrouvées dans les

inclusions (Sergeant et al., 2001).

Les démences frontotemporales avec parkinsonisme liées au chromosomes 17 (DFTP-
17) sont des formes familiales de Tauopathies causées par des mutations du gene codant pour
Tau (Grover et al., 1999; Hutton et al., 1998; Poorkaj et al., 1998; Spillantini et al., 1998).
Ces démences peuvent appartenir a la classe 1, 2 ou 3 en fonction des caractéristiques des

agrégats de Tau (Figure 14).
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Figure 14: « Code barre» des tauopathies. Représentation schématique des différents profils
électrophorétiques observés au sein des tauopathies. Adaptée selon (Sergeant ef al., 2008).

2. 2. 1. 3. Mécanismes d’agrégation : implication de la phosphorylation de Tau

L’origine de I’agrégation des protéines Tau n’est pas clairement définie. Les protéines
Tau sont hautement solubles. Néanmoins, certaines séquences ont un caractére agrégatif
comme la séquence correspondant au 3¢me domaine de liaison aux microtubules (Pérez et al.,
2001; Pérez et al., 1996). Elles sont de ce fait capables de s’agréger de fagon spontanée en
solution (Crowther ef al., 1994).
Les mécanismes de ’agrégation de Tau sont essentiellement décrits par des études in vitro.
Ainsi, une des hypothéses concernant ’origine des agrégats est que, suite a plusieurs
modifications, principalement une phosphorylation anormale et/ou des coupures
protéolytiques (Garcia-Sierra et al, 2008; Horowitz et al., 2004) les protéines vont se détacher

des microtubules, changer de conformation et s’assembler formant dans un premier temps des
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dimeres, puis des oligomeres, avec pour finir la formation d’agrégats insolubles (Kuret et al.,
2005; Maeda et al., 2006). Par ailleurs, des études récentes réalisées in situ ou in vivo montré
que les agrégats de Tau sont capables de se propager de cellules en cellules (Clavaguera et al.,
2009; Frost et al., 2009). En effet, dans des souris transgéniques exprimant de la Tau humaine
non mutée, l’injection d’agrégats de Tau provenant d’extraits de cerveaux de souris
transgéniques exprimant la protéine Tau mutée P301L, induit I’agrégation de la Tau humaine
non mutée en filaments et leur propagation du site d’injection aux régions voisines
(Clavaguera et al., 2009).

Dans les Tauopathies, des études biochimiques ont permis de mettre en évidence une
altération de la phosphorylation de Tau dans les agrégats. En effet, dans la MA, une étude
réalisée en 1986 a montré que le marquage Tau dans les PHF augmentait fortement aprés
traitement par une phosphatase alkaline suggerant que les protéines Tau localisées dans les
agrégats sont hyperphosphorylées (Grundke-lkbal er al., 1986b). Tau est normalement
phosphorylée a raison de 2 ou 3 groupements phosphate par molécule contre 3 a 4 fois plus
dans les cerveaux MA (Kopke et al., 1993) allant jusqu’a 8 fois plus pour certaines études
(Khatoon et al., 1994).

Les protéines isolées a partir d’agrégats de Tau sont hyperphosphorylées mais également
anormalement phosphorylées. Les sites anormalement phosphorylés sont dits
« pathologiques ». Deux types de sites sont observés: soit les sites sont phosphorylés
uniquement sur les protéines Tau agrégées soit la phosphorylation du site existe sur les
protéines Tau normales mais dans le cas des protéines pathologiques, elle est anormale et
induit des modifications de conformation de la protéine, on parle alors d’épitopes
« conformationnels ». Ces sites sont visualisables par certains anticorps comme AT100 (Thr
212/Ser214), TG3 (Thr 231/Ser235), AP422 (Serd22), PH-27(pThr231/pSer237) (Hasegawa
et al., 1996; Hoffmann et al., 1997; Jicha et al., 1997b; Maillot et al., 1998; Vincent et al.,
1996) (Figure 13). De plus, certains anticorps tels que Alz 50 et MC1 sont conformation-
dépendant et ne reconnaissent les protéines que lorsqu’elles adoptent une certaine
conformation (Jicha ef al., 1997a). Ainsi, la phosphorylation anormale de Tau entrainerait un
changement de conformation des protéines favorisant leur fibrillogénése (Daly ef al., 2000).
La phosphorylation pathologique de Tau est une caractéristique commune entre les
Tauopathies. Néanmoins, les sites phosphorylés ne sont pas tous identiques. Par exemple, la
phosphorylation des sites Ser 262/Ser356 est observée dans de nombreuses maladies comme
la MA et les DFTP-17 mais est absente dans les inclusions de la maladie de Pick (Probst et
al., 1996).
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Figure 15 : Phosphorylation physiologique et pathologique de Tau. Certains sites sont phosphorylés sur les
protéines Tau normales et visualisés par les anticorps représentés ici en bleu. D’autres sont dits
« pathologiques » car anormalement phosphorylés ou uniquement phosphorylés sur les protéines Tau agrégées.
Ces sites sont détectés par certains anticorps spécifiques représentés ici en rouge. Adaptée selon (Buée and
delacourte, 2002).

La phosphorylation pathologique de Tau apparait donc jouer un rdéle primordial dans les
processus d’agrégation. En effet, la déphosphorylation des protéines hyperphosphorylées
solubles provenant de cerveaux MA par la phosphatase PP2A inhibe leur polymérisation en
PHF tandis que la phosphorylation des protéines par une combinaison de kinases favorise la
formation de PHF similaires a ceux observés dans les cerveaux de malades (Wang et al.,
2007). De plus, la déphosphorylation des PHF par PP2A et PP2B restaure les fonctions
biologiques de Tau (Wang et al., 1995). Ces résultats soulignent I’importance de

I’hyperphosphorylation de Tau dans les mécanismes conduisant & 1’agrégation des protéines.

De nombreuses kinases ont été impliquées dans la phosphorylation des protéines Tau issues
des agrégats. Parmi les plus communes, on retrouve Cdk5, GSK3B, CamKII et pKA. Des
travaux suggerent que I’action synergique de plusieurs kinases est nécessaire pour convertir
Tau en protéine pathologique (Liu et al., 2006).

D’autre part, I’hyperphosphorylation de Tau pourrait résulter d’une part de I’augmentation de
I’activation de kinases mais également d’une diminution de 1'activité des phosphatases (Gong
et al., 1995; Ladner et al., 1996; Liu et al., 2005). En effet, dans les cerveaux de patients
atteints de MA, les ARNm de PP2A et PP1 sont diminués (Vogelsberg-Ragaglia et al., 2001).

L’expression et I’activité de certaines phosphatases comme PP2A sont aussi plus faibles dans
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certaines régions du cerveaux affectées par les lésions (Sontag et al., 2004). De plus, une
augmentation de ’activit¢ d’inhibiteurs de PP2A a aussi été observée dans le cerveau de

patients atteints de MA (Tanimukai ef al., 2005).

2. 2. 1. 4. Autres facteurs potentiellement impliqués dans les processus
d’agrégation

D’autres modifications sont détectées dans les agrégats dont des coupures
protéolytiques sur les sites Glu391 et Asp421 conduisant a la formation de Tau tronquées
notamment détectées dans les inclusions de la MA, la maladie de Pick, la PSP et la CBD
(Blennow and Vanmechelen, 1998; Guillozet-Bongaarts et al., 2007; Mondragon-Rodriguez
et al., 2008; Zilka et al., 2006). Ces coupures induisent des changements conformationnels
des protéines Tau (Corsellis et al., 1973; Cummings and Benson, 1984) et favorisent leur
détachement des microtubules. (Basurto-Islas et al., 2008; Luna-Mufoz et al., 2007). De plus,
in vitro, elles accéleérent 1’assemblage de protéines Tau sous forme de filaments (Yin and
Kuret, 2006; Zilza et al., 2006) suggérant une implication de cette modification dans le
processus d’agrégation.

Une augmentation de plusieurs modifications post-traductionnelles comme la
nitration, 1’ubiquitinylation, la N-glycosylation et la glycation ont également été observées sur
les protéines Tau et pourraient favoriser I’apparition des filaments (Riederer et al., 2009; Sato
et al., 2001; Takahashi ef al., 1999). D’autre part, les protéines non phosphorylées sont
capables de s’agréger en présence de facteurs divers comme les glycosaminoglycanes,
I’aluminium ou des polyanions tels que les lipides et ARN (Arrasate ef al., 1997; Ginsberg et
al., 1997; Goedert et al., 1996; Kampers et al., 1996; Scott et al., 1993; Wilson and Binder,
1997).

Par conséquent, Tau fait ’objet de nombreuses modifications dont la principale est une
dérégulation de la phosphorylation de la protéine. De nombreux facteurs sont probablement
impliqués dans I’altération pathologique de Tau et la formation de filaments qui conduisent a

terme a des perturbations importantes des fonctions cellulaires.
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2. 2. 2. Conséquences fonctionnelles des modifications pathologiques de Tau et de
la formation d’agrégats

La phosphorylation pathologique de Tau est responsable de son détachement des
microtubules et de ce fait de la déstabilisation du réseau microtubulaire (Alonso et al., 1994;
Li et al., 2007). Les fonctions vitales nécessaires au bon fonctionnement des neurones,
comme le transport axonal, la croissance neuritique et la transmission synaptique sont alors
fortement perturbées. Ces déficits sont souvent observés précocement dans les Tauopathies
(Stokin et al., 2005). Par exemple, dans la MA, les dommages synaptiques sont des
évenements précoces et la perte synaptique corréle bien avec les déficits cognitif méme
davantage qu’avec la DNF (Davies et al., 1987; DeKosky and Scheff, 1990; Terry et al.,
1991). De plus, dans des modeles cellulaires, I’hyperphosphorylation de Tau suite a
I’inhibition des phosphatases bloque le trafic intracellulaire, et la croissance axonale des
neurones et entraine 1’apparition de caractéristiques de neurodégénérescence (Yang et al.,
2007).

Cependant, la phosphorylation de Tau peut avoir un role protecteur dans certaines
conditions. Certains travaux ont en effet montré un effet anti-apoptotique des protéines Tau
hyperphosphorylées in situ (Li et al., 2007). De plus, dans un mod¢le d’hibernation, on
observe une augmentation de la phosphorylation de Tau dans I’hippocampe et le cortex
corrélée a une diminution du nombre de synapses suggérant un mécanisme physiologique de
neuroprotection dans ces conditions (Arendt et al., 2003). Au cours du développement, les
taux élevés de Tau phosphorylées sont observés et correlent avec des périodes de forte

plasticité synaptique dans le cerveau nécessaire au développement (Brion et al., 1994).

Les formes toxiques de Tau responsables de I’apparition de ces altérations ne sont
donc pas clairement définies. Dans de nombreux mode¢les de Tauopathies, les déficits, que ce
soit cognitifs ou synaptiques sont détectés avant 1’apparition des agrégats (Le Corre et al.,
2006; Oddo et al., 2006; Santacruz et al., 2005; Yoshiyama et al., 2007). Ainsi, dans un
modele de drosophiles transgéniques mutées sur le gene codant pour Tau, il a été observé
I’apparition progressive d’une dégénérescence sans formation d’agrégats suggérant que
certaines formes de Tau non fibrillaires peuvent étre toxiques et que la présence des agrégats
insolubles n’est pas nécessaire a 1’apparition de cette toxicité au moins dans les premiers
stades de la progression de la maladie (Wittmann et al., 2001). De plus, dans un modele

répressible de souris transgéniques exprimant la protéine Tau humaine avec la mutation
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P301L, I’arrét de I’expression de Tau attenue les déficits cognitifs et la mort neuronale tandis
que les agrégats continuent de s’accumuler (Santacruz et al., 2005).

Par ailleurs, les neurones avec des agrégats de Tau peuvent survivre plusieurs décennies sans
causer la mort des neurones (Morsch et al., 1999). Plusieurs études laissent d’ailleurs suggérer
un effet protecteur de ces agrégats contre le stress oxydant. En effet, le stress oxydant apparait
trés précocement au cours de maladies comme la MA et diminue en parallele de
I’augmentation des DNF. La formation des agrégats pourrait alors constituer une réponse
protectrice contre le stress oxydant (Nunomura et al., 2001).

Cependant, de nombreuses études décrivent la présence, dans les agrégats, de
protéines Tau normales, d’autres MAPs telles que MAP1 et MAP 2 (Alonso et al., 1996;
Alonso et al., 1997) ainsi que d’autres protéines de natures diverses tels que Fe65, la
thrombine, des kinases et des protéoglycanes indiquant que les agrégats sont capables de
piéger des protéines dans leur structure (Arai et al., 2006; Delatour et al., 2001; Leroy et al.,
2007; Perry et al., 1991). En séquestrant ces protéines, ils perturbent également la dynamique
microtubulaire, les fonctions des protéines séquestrées et la physiologie du neurone de
manicre plus générale.

La toxicité¢ de 1’agrégation de Tau apparait donc étre a la fois due a une perte de
fonction des protéines Tau physiologiques et a un gain de fonction pathologique des protéines
Tau anormales. Bien que les agrégats insolubles soient de plus en plus décrits comme des
structures inertes voir protectrices capables de piéger des formes plus toxiques de Tau, ils
menent, a terme, a une perturbation des fonctions physiologiques de la cellule. Néanmoins, la
réelle  implication des  différentes formes pathologiques de  Tau (protéines
hyperphosphorylées, oligomeres solubles, ou agrégats insolubles) dans la toxicité neuronale

reste a étre déterminée.

En conclusion, les Tauopathies se caractérisent par des phénotypes tres
hétérogenes. Les profils biochimiques, les agrégats spécifiques, ’origine et la localisation
des lésions dans les régions du cerveau ne sont pas identiques. Cependant, ces maladies
partagent certaines caractéristiques : elles sont définies par des signatures biochimiques
spécifiques, une hyperphosphorylation et une phosphorylation pathologique des
protéines et leur agrégation sous forme de filaments dont la progression est hiérarchisée
et coincide avec ’apparition les symptomes cliniques.

Les origines de ’apparition des lésions de sont pas toujours connues. Dans certains cas,

la présence de mutations pathologiques du géne codant pour Tau est directement
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responsable de certaines Tauopathies comme les DFTP-17. Par ailleurs, la présence des
mutations du géne MAPT est suffisante pour conduire a I’apparition de maladies ce qui
souligne I’importance des protéines Tau et de leur altération dans la physiopathologie

des Tauopathies.

2. 3. Tauopathies et dommages a ’ADN

2. 3. 1. Origines des lésions de ’ADN dans les neurones

Les lésions ou dommages de I'ADN correspondent a toute modification non
physiologique de I'ADN qui perturbe les propriétés de codage ou des fonctions normales de
transcription et réplication. Tout au long de la vie, les molécules d’ADN des cellules y sont
soumises. En effet, on estime que I'ADN d'une cellule humaine moyenne subit plusieurs
dizaines de milliers de 1ésions par cellule et par jour, dans des conditions habituelles d'activité
métabolique et d'exposition aux facteurs environnementaux (Nakamura and Swenberg, 1999).
Il existe deux sources de lésions de I’ADN : certaines sont causées par des agents exogenes
comme les rayons ultra-violets ou ionisants, la pollution, la chaleur etc.... d’autres sont dues a
des agents endogeénes générés par le métabolisme cellulaire. Ainsi, les espéces réactives de
I’oxygene, les ROS (pour le terme anglais « reactive oxygen species ») sont formées en
permanence dans 1’organisme et sont la conséquence du métabolisme cellulaire normal. En
plus de I’oxydation directe par les ROS, I’ADN peut subir des changements par des produits
de la peroxydation lipidique causée par 1’attaque des acides gras polyinsaturés par les ROS.
Les actions génotoxiques de ces agents, et en particulier de ROS sont dramatiques (Pour revue
(Bergamini et al., 2004)). Ils sont responsables de la formation de nombreux dommages
notamment des modifications des protéines, des lipides et surtout des lésions au niveau de
I’ADN telles que la formation de sites apuriques\apirimidiques, des désaminations, des
liaisons covalentes (dimeres de thymine), des 1ésions oxydatives, des coupures, des cassures,
ou des mésappariements de bases (pour revue (Rao,1993)).

Ces dommages concernent tous les types cellulaires de ’organisme, cependant, certaines
cellules y semblent plus vulnérables, en particulier les neurones. En effet, les neurones sont
des cellules post mitotiques, ce qui implique que dans le cas ou les dommages sont
irréversibles et conduisent a la mort des neurones, ces derniers ne sont pas replacés. De ce
fait, ils doivent survivre aussi longtemps que ’organisme et doivent donc élaborer des

mécanismes de défense efficaces pour assurer leur longévité.
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De plus, les neurones sont particuliérement vulnérables au stress oxydant a cause de la forte
consommation en oxygene du cerveau et l’importante proportion en acides gras poly
insaturés. Les neurones se caractérisent également par des taux de transcription et traduction
¢élevés associés a une forte activité métabolique et mitochondriale. Cette importante activité
métabolique génére de grande quantit¢é de ROS qui endommagent I’ADN créant un
environnement de stress (pour revue (Barzilai et al., 2008)).

11 existe plusieurs types de mécanismes de réparation de I’ADN capables de réparer la plupart
des dommages de I’ADN comme par exemple le systéme de réparation par excision de base
ou BER (pour le terme anglais « base excision repair »), par excision de nucléotide, NER
(pour le terme anglais « nucleotide excision repair ») ou la réparation de mésappariement,
MMR (pour le terme anglais « mismatch repair ») (pour revue (Kulkarni and Wilson, 2008)).
L’efficacité de réparation dépend de nombreux facteurs, comme le type de cellule, 1'age de la
cellule et l'environnement extracellulaire. Dans le cerveau, I’efficacité de réparation semble
de plus dépendre du type de neurone rendant certaines sous populations plus vulnérables que

d’autres aux différentes attaques (Giovannelli et al., 2003).

2. 3. 2. Dommages a I’ADN dans les Tauopathies

L’accumulation de dommages et le déclin des mécanismes de réparation dans les
neurones sont des phénomenes généraux dans le cerveau agé et sont considérés comme les
contribuant majeur du vieillissement. Les modifications oxydatives des ARN, ADN nucléaire
et mitochondriale sont susceptibles de jouer un role clé dans les processus de mort neuronale
sélective associés a I’age (Cardozo-Pelaez et al., 1999; Lu et al., 2004; Sai et al., 1992) mais
¢galement dans les mécanismes de neurodégénérescence observée dans les Tauopathies et en
particulier dans la maladie d’Alzheimer (Nunomura et al., 2001; Wang et al., 2005).

En effet, des taux ¢élevés de lésions de I’ADN sont observés dans plusieurs maladies
neurodégénératives. Dans les cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer,
plusieurs études ont mis en évidence une augmentation significative des dommages oxydatifs
de I’ADN mitochondrial et nucléaire dans certaines régions du cerveau en particulier dans les
lobes temporaux, pariétaux et frontaux comparée aux cerveaux de sujet sains (Gabbita et al.,
1998; Lyras et al., 1997; Mecocci et al., 1994; Wang et al., 2005). Par exemple, le taux de
cassures est deux fois plus élevé dans le cortex cérébral de patients Alzheimer (Mullaart et al.,
1990). L’accumulation des lésions au niveau de I’ADN est probablement due a une

augmentation du stress oxydant et/ou une baisse de leur capacité de réparation des
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dommages. En effet, l’augmentation des dommages oxydatifs dans les maladies
neurodégéneratives s’accompagne souvent d’une baisse des mécanismes de défense anti-
oxydante (Furuta et al., 2001; Jacobsen et al., 2004; Shackelford, 2006 ). De plus, dans
plusieurs Tauopathies comme la MA, la PSP ou la maladie de Pick, le stress oxydant est
observé précocement dans certaines régions vulnérables du cerveau affectées par les lésions
responsables de la neurodégénérescence (Albers et al., 1999; Castellani et al., 1995; Hartzler
et al., 2002; Komori et al., 1998; Odetti et al., 2000). Dans la MA, des études ont mis en
évidence une augmentation de certaines 1ésions de I’ADN entre des patients controles et des
patients dits MCI (pour le terme anglais « Mild cognitif impairment ») c’est a dire présentant
des troubles cognitifs 1égers, mais pas entre les patients MCI et ceux atteints de MA avérée
suggérant que les dommages apparaissent dans les stades précoces de la maladie (Wang et al.,
2006). Ces données suggerent que ces dommages ne sont peut étre pas simplement des
événements secondaires mais pourraient participer aux mécanismes liés a la
neurodégénerescence.

Par ailleurs, dans le cerveau de souris, il a été montré que les régions touchées par les
agrégats de Tau sont les mémes que celles qui montrent une accumulation de dommages
associés a I’dge (Schmitz et al., 1999). Par conséquent, la vulnérabilité de certaines
populations neuronales pourrait étre en partie due au fait que certains types de neurones dans
le cerveau humain accumulent des dommages a I’ADN qui ne sont pas ¢liminés avec 1’age.
Ces neurones deviendraient alors particulierement vulnérables a la formation d’inclusions de
Tau.

En conclusion, de multiples études ont montré une augmentation des dommages de
I’ADN nucléaire et mitochondrial associée a une diminution de la capacité de réparation de
I’ADN dans les neurones de cerveau de patients atteint de maladies neurodégénératives
comme la maladie d’Alzheimer. Ces dommages semblent apparaitre de maniére trés précoce
suggérant une contribution de ces 1ésions dans la physiopathologie de ces maladies (Keller e?

al., 2005; Markesbery et al., 2005; Nunomura et al., 2001; Wang et al., 2006).
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Objectif de I’étude

Des modifications pathologiques de Tau, en particulier une dérégulation de la
phosphorylation et la formation d’agrégats dans les neurones sont au cceur d’un processus
dégénératif observé dans un certain nombre de maladies neurodégénératives : les Tauopathies.
Bien que I’origine des formes pathologiques de Tau ne soit pas clairement établie, 1’altération
de Tau conduit a une perte de ses fonctions responsable, au moins en partie, du

dysfonctionnement neuronal.

Notre laboratoire s’intéresse a la fonctionnalité de Tau dans les neurones et a I’implication de
Tau dans les mécanismes conduisant a la neurodégénérescence.

Les protéines Tau sont majoritairement exprimées dans les neurones. Elles sont
principalement connues pour leur association aux microtubules et leur fonction de régulation
de la dynamique microtubulaire essentielle au maintien de la morphologie et de la
fonctionnalité des neurones. Tau est également présente dans le noyau de nombreux types
cellulaires et neuronaux, cependant sa fonction nucléaire dans les neurones est inconnue. /n
vitro et in situ, il a été montré que Tau se lie 8 ’ADN au niveau de séquences riches en A/T.
Des travaux réalisés in vitro ont, de plus, décrit un rdle protecteur vis-a-vis de ’ADN en

particulier contre 1’attaque par les radicaux libres.

Le but de cette étude est de caractériser la protéine Tau nucléaire et d’étudier le role de
Tau dans I’intégrité de I’ADN des neurones en situation de stress, plus particulierement lors
de stress modulant la phosphorylation de Tau comme un stress thermique ou un stress

oxydant.

Ainsi, I’étude présentée dans ce manuscrit s’est orientée autour de deux objectifs :

- Les travaux présentés dans la premicre partie visent a étudier I’implication de la
phosphorylation dans la localisation de Tau et le role de Tau nucléaire dans la
protection de ’ADN neuronal en condition de stress Pour cela, nous avons modulé I’état
de phosphorylation de Tau dans les neurones grace a différents stress. Différents travaux ont

montré qu’un stress hyperthermique induit une déphosphorylation de Tau tandis qu’un stress
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hypothermique conduit a une hyperphosphorylation de la protéine (Feng et al., 2005; Galas et
al., 2006; Papasozomenos, 1996; Planel et al., 2004).

- La seconde partie de 1’étude a pour objectif d’étudier ’implication potentielle de régions
de Tau dans la translocation nucléaire de la protéine en condition de stress

hyperthermique.

Ce travail a été réalisé a I’aide de deux types de modéle: des modeles cellulaires avec
’utilisation de cultures primaires de neurones corticaux embryonnaires murins ainsi que
I’utilisation de la lignée cellulaire de neuroblastomes SH-SYSY stablement transfectées avec

différentes isoformes de Tau et un modele ex vivo de coupes de cortex de souris adultes.
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Résultats
Résultats

1. Role de Tau nucléaire dans la protection de I’ADN neuronal en condition
de stress: implication de la phosphorylation de Tau

1. 1. Effets d’un stress hyperthermique sur la localisation et la fonction de Tau
dans le noyau des neurones.

1.1.1. Objectifs

Tau est une protéine associée aux microtubules dont la principale fonction connue est
de promouvoir 1’assemblage et la stabilisation des microtubules dans les neurones. Par cette
interaction, elle participe a la mise en place de la polarité neuronale et assure le maintien
d’une architecture cellulaire normale. Elle intervient également dans la régulation du transport
axonal, essentielle au bon fonctionnement des neurones. De part ses fonctions, Tau est
principalement une protéine cytosolique. Cependant, d’autres localisations ont été décrites
notamment au niveau de la membrane plasmique en interaction avec certains composants
membranaires tels que Fyn ou PLC-y (Klein ef al., 2002; Lee et al., 1998; Reynolds et al.,
2008). Tau est également présente dans le noyau de plusieurs types cellulaires dont les
neurones (Brady et al., 1995; Gomez de Barreda et al ., 2010). Par ailleurs, des données in
vitro indiquent que Tau se lie a ’ADN, et plus particuliecrement au niveau de certaines
séquences spécifiques telles que des séquences A/T riches situées dans le petit sillon de
I’ADN. Par cette interaction, elle est capable de protéger la double hélice des dommages
induits par la DNase 1 et par des radicaux libres in vitro (Wei et al., 2008). Au contraire,
d’autres travaux in vitro suggerent que Tau, en se liant aux molécules d’ADN, modifierait la
conformation de la double hélice, déstabilisant ’ADN et le rendant plus sensible a la

digestion par les DNAses (Padmaraju et al., 2010).

In situ, dans les neurones, le role de Tau nucléaire n’a jamais été étudié. Est-il capable de se
lier ’ADN? A t’il un rdle protecteur ou, au contraire, perturbe t’il la stabilité de ’ADN? La
fonction de Tau sur I’ADN et de maniere plus générale dans le noyau des neurones reste, par

conséquent, une question posée.

Dans cette premiere partie, nous avons étudi€ les effets du stress sur 1’état de phosphorylation
de Tau et sa localisation subcellulaire dans les neurones. Pour cela, nous avons testé les effets

d’un stress hyperthermique ou oxydant, connus pour déphosphoryler Tau sur de nombreux
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sites notamment par I’activation de la phosphatase PP2A (Davis et al., 1997; Galas et al.,

2006; Papasozomenos, 1996; Zambrano et al., 2004).

Les effets d’un stress hyperthermique ou oxydant ont été analysés dans des neurones
corticaux issus d’embryons de souris a 10 jours de mise en culture (10 DIV, pour le terme
anglais « day in vitro »), stade auquel les neurones sont majoritairement différenciés. De plus,
la phosphorylation basale de Tau est élevée. En effet, I’état de phosphorylation de la protéine
varie en fonction du temps de mise en culture. Au dela de 10-12 DIV, la phosphorylation des
protéines Tau diminue (Liu et al., 2004c). Ce temps de mise en culture nous permet ainsi de
mieux visualiser une déphosphorylation en réponse a un stress hyperthermique.

Les effets d’un stress hyperthermique sur la localisation de Tau ont également été analysés
dans des neurones adultes a I’aide d’un modele ex vivo, plus précisément, dans des neurones
provenant de coupes de cortex de souris adultes afin de se placer dans un contexte plus
physiologique et s’affranchir de I’origine embryonnaire des cultures.

Nous avons ensuite étudié la capacité de Tau a interagir avec I’ADN et testé sa fonction
potentiellement régulatrice de 1’intégrité de 1’ADN en condition de stress hyperthermique

dans les neurones en culture.

1.1.2. Résultats

Les résultats de ce travail sont soumis pour publication et sont présentés sous la forme

d’un article:
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Tau, a neuronal protein involved in
neurodegenerative disorders  such as
Alzheimer’s disease that is primarily

described as a microtubule-associated protein,
has also been observed in the nuclei of
neuronal and non-neuronal cells. However,
the function of the nuclear form of Tau in
neurons has not yet been elucidated. In this
work, we demonstrate that acute oxidative
stress and mild heat stress (HS) induce the
accumulation of dephosphorylated Tau in
neuronal nuclei. Using chromatin
immunoprecipitation assays, we demonstrate
that the capacity of endogenous Tau to
interact with neuronal DNA increased
following HS. Comet assays performed on
both wild-type and Tau-deficient neuronal
cultures showed that Tau fully protected
neuronal genomic DNA against HS-induced
damage. Interestingly, HS-induced DNA
damage observed in Tau-deficient cells was
completely rescued after the over-expression
of hTau (human Tau) targeted to the nucleus.
These results highlight a novel role for nuclear
Tau as a key player in early stress response.

Tau was first described as an essential factor
for cytoskeletal microtubule assembly (1). Since
then, Tau has been primarily described as a
regulator of microtubule dynamics. However,
due to its diverse cellular distribution, Tau likely
has multiple functions. Furthermore, although
Tau is primarily seen as a cytosolic protein, the
nuclear localization of Tau has been described in
neuronal (2,3) and non-neuronal cells (4,5). In
mitotic HeLa cells and fibroblasts, Tau is
localized to the nucleolus and is associated with

the nucleolar organizer regions and it has been
suggested that Tau plays a role in the nucleolar
organization and/or heterochromatization of
rRNA genes (6).

Interestingly, in vitro studies have shown that
purified Tau directly binds to polynucleotides
with a preference toward AT-rich DNA
compared to GC-rich DNA sequences. However,
contradictory in vitro results have shown a
protective or deleterious role of Tau in DNA
integrity (7,8,9). In addition, a recent study
reported chromosomal aberrations in fibroblasts
and lymphocytes from patients carrying a Tau
mutation (10).

Nevertheless, although Tau has been detected in
brain nuclei (11), the function of neuronal
nuclear Tau has not yet been -elucidated.
Furthermore, unlike other proteins present in
both cellular compartments, nucleo-cytoplasmic
shuttling of Tau has not yet been reported. The
protection of genomic integrity is a major
challenge for living cells that are continuously
exposed to DNA-damaging injuries, especially in
the brain. However, whether endogenous Tau has
the capacity to protect neuronal DNA in situ has
remained an open question. In this study, we
aimed to investigate the potential protective
effects of Tau against DNA damage in central
neurons.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Primary embryonic neuronal culture- .Wild type
and knock-out Tau mouse primary cortical
cultures were prepared as previously described
(12).

Adenovirus growth and labeling- HAdV-5-
hTau44Wt (wild-type Tau isoform 2-3-10-) and



HAdV-5-hTau44-NLS were constructed using
the gateway system (Invitrogen), and they were
amplified and purified in our Ilaboratory as
previously described (13). HAdV-5-hTau44-NLS
was obtained by insertion of a nuclear
localization signal (NLS) from the Epstein-Barr
virus mRNA export factor EB2 (14) to the N-
terminal part of human Tau. After standard virus
purification by ultracentrifugation in CsCl
gradient, viral genomes were quantified by
measuring UV absorption at 260 nm, and the
virus titer was expressed as viral physical
particles (PP) per ml.

HAdV infection- Primary cultured cells were
seeded in 6-well culture plates at a density of
1.28 x 10° cells per well. Cells were then infected
with 2000 PP/cell of HAdV-5-hTau44 or HAdV-
5-hTau44NLS vectors for 2 h at 37°C in
minimum volume. Culture medium was added
following infection for 24 h at 37°C.

Cell treatment- At 10 DIV, cells were
maintained at 37°C (C) or exposed to 44 °C (HS)
in a 5% CO2 incubator for 1 h, or to 1 mM H,0,
for 1 h at 37°C. Netropsin dihydrochloride
(Sigma Aldrich) or methyl green (Sigma Aldrich)
was added 1 h before and not removed during
treatment.

Antibodies-  Anti-Tau antibodies have been
previously described (12,15). The anti-lamin B
and anti-Hsc70 antibodies were obtained from
Santa-Cruz, the anti-Tau3R from Sigma and the
anti-human Tau antibody HT7 from Thermo
Scientific.

Cell fractionation- Cell fractionation was
prepared as previously described (16).
Electrophoresis and immunoblotting- Aliquots
of cytoplasmic or nuclear extracts were processed
as previously described (12). Immunolabeling
was observed with an Image Reader LAS3000
(Fujifilm) and quantified by densitometry.
Phosphorylated and total Tau levels were
normalized against synaptophysin for the
cytoplasmic fraction and Lamin B for the nuclear
fraction.

Phosphorylated Tau levels were further
normalized against the level of total Tau to
measure the exact phosphorylation state.

Lactate dehydrogenase assay- LDH assay was
assayed as described by the manufacturer
(Promega, WI, USA).

Immunofluorescence- Cell cultures were fixed in
cold 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. After a 30-min saturation in 2%

bovine serum albumin, immunostainings were
carried out using Tau antibodies. Tau staining
was revealed with goat anti-mouse or goat anti-
rabbit IgG (H+L) antibodies coupled to Alexa
Fluor®488 (Molecular Probes). DAPI was
present in the Vectashield mounting medium for
fluorescence (Vector). Slides were analyzed with
a Zeiss LSM710 confocal laser scanning
microscope (60x magnification). Images were
collected in the z direction at 0.50 *m intervals.
For Taul labeling, cells were incubated with 1
*M ToPro3 (Molecular Probe) for 30 min. and
analyzed with a Leica-DMRBE microscope with
TCS 4D confocal head. Alternatively,
permeabilization (0.2%  Triton X-100 in
phosphate-buffered saline for 10 min) was
carried out before 10 min iced-cold methanol
fixation to remove soluble proteins.

Electron microscopy- Cell cultures were fixed
with  0.05%  glutaraldehyde and 4%
paraformaldehyde in 0.2 M Pipes buffer for 30
min at 4°C. Cells were then incubated in
phosphate-buffered saline containing 10% fetal
calf serum, scraped, and centrifuged at 15000xg.
Pellets were soaked overnight in phosphate-
buffered saline containing 2.3 M sucrose and
20% polyvinyl pyrrolidone. Cells were rapidly
frozen in liquid nitrogen. Frozen ultrathin
sections were made with a cryo-ultramicrotome
(Leica) at a thickness of 85 nm. The sections
were picked up on formvar-carbon-coated nickel
grids. After a 30-min saturation in 2% bovine
serum albumin, immunostaining was carried out
using Tau5, an anti-total Tau antibody. Tau5
staining was revealed with a goat anti-mouse IgG
gold conjugate (12 nm in diameter) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, USA). Negative
staining of the ultrathin sections was carried out
using 0.4% uranyl acetate and 1.8% methyl
cellulol. Labeling was observed under a Zeiss
902 electron microscope.

Chromatin  immunoprecipitation-  Chromatin
immunoprecipitation was carried out as
previously described (18). Genomic DNA from
control and HS-treated cells were
immunoprecipitated either with Taul antibody or
with a polyclonal antibody directed against the
nonstructural NSs protein encoded by Rift Valley
Fever Virus (a generous gift from Dr. Michéle
Bouloy).  Immunoprecipitated and  input
(corresponding to 2 g of total non-
immunoprecipitated genomic DNA) DNAs were
5’-end  radioactively labeled using T4
polynucleotide kinase (exchange reaction) and -
32P ATP (3000 Ci/mmol). 32P-labeled DNA



was quantified after migration on a non-
denaturing  polyacrylamide gel using a
Phospholmager.

Comet and fast halo assays- Comet and fast halo
assays (4 cells/slide) were embedded in a layer of
0.5% of low melting point agarose (LMPA) (Bio-
Rad) and kept at 37 °C previously coated upon
slides. Slides were replaced on a slide tray on ice
packs for 3 to 5 minutes. Four slides (2 for the
non-denaturing fast halo assay and 2 for the
Comet assay) were prepared for each cell
suspension.

Non-denaturing fast halo assay- The fast halo
assay was used to identify DNA fragmentation
due to apoptosis and/or necrosis and/or true
genotoxicity. It was performed under alkaline
conditions following the procedure of Sestili et
al. (19). The essential steps of the fast halo assay

were the following: Slides were immersed in the
pH 10.1 lysis solution for 10 minutes at + 4 °C in
the dark. The slides were then rinsed in PBS for
less than 30 seconds and neutralized for 15
minutes in PBS (pH 7.4) containing 0.1 mg/mL
RNase. The DNA was then exposed for 5
minutes to absolute ethanol to preserve all the
halo assay slides.

Comet assay- After the top layer of agarose had
solidified, the slides were immersed for at least 1
hour at + 4 °C in the dark in a lysis solution
consisting of 2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10
mM Tris, pH 10, to which 1% Triton X-100 and
10% DMSO were freshly added. The slides were
then removed and placed on a horizontal gel
electrophoresis unit and the unit filled was with
freshly prepared alkaline buffer (1 mM EDTA
and 300 mM NaOH, pH > 13) to around 0.25 cm
above the slides. To reduce the wvariability
associated with gel box slide position or multiple
electrophoresis runs, slides were randomly
distributed. The cells were exposed to the
alkaline solution for 20 minutes to allow DNA
unwinding and expression of single-strand breaks
and alkali-labile sites. Next, electrophoresis was
conducted for 20 minutes at 0-4°C by applying
an electric current of 0.7 V/cm (25 V /300 mA).
All of these steps were conducted in the absence
of daylight to prevent additional DNA damage.
After electrophoresis, the slides were neutralized
with 0.4 M tris (pH 7.5) and the DNA was
exposed for 5 minutes to absolute ethanol to
preserve all the comet assay samples.
Subsequently, the slides were air-dried and then
stored at room temperature until scored for DNA
migration (20).

Scoring- Just prior to scoring, the DNA was
stained using propidium iodide (20 pg/mL
distilled water; 25 uL/slide). Slides were coded
and examined at 200 x magnification using a
fluorescent microscope (Leica Microsystems
SAS -DM 2000, Heerbrugg, Switzerland),
equipped with an excitation filter of 515-560 nm
and a barrier filter of 590 nm, connected through
a gated monochrome CCD IEEE1394 FireWire
video camera (Allied Vision Technologies) to a
Comet Assay IV Image Analysis System, version
4.11, with Windows XP Pro Software (Perceptive
Instruments Ltd, Suffolk, UK). Images of at least
50 randomly selected cells were analyzed from
the 2 slides prepared, i.e., 100 cells per culture.
For the fast Halo assay, 100 hundred cells per
slide were also randomly scored.

Choice of DNA damage parameters- The Olive
tail moment (OTM), developed by Olive (21),
was used to evaluate DNA damage. The OTM,
expressed in arbitrary units, is calculated by
multiplying the percent of DNA (fluorescence) in
the tail by the length of the tail in um (22). The
tail length is measured between the edge of
comet head and the end of the comet tail. A
major advantage of using the OTM as an index of
DNA damage is that both the amount of damaged
DNA and the distance of migration of the genetic
material in the tail are represented by a single
number (23).

Subcellular fractionation from brain slices- Brain
slices were prepared as previously described
(17). Mouse brains were quickly removed and
placed in ice-cold artificial cerebrospinal fluid
(ACSF) containing: 117 mM NaCl, 4.7 mM KClI,
1.2 mM NaH2PO4, 23 mM NaHCO3, 2.5 mM
CaCl2, 1.2 mM MgCI2, and 25 mM glucose,
continuously oxygenated with 95% 02, 5% CO2
(pH 7.4). Transverse brain slices (400 *m) were
cut using a Vibratome (Leica, Wetzlar,
Germany). Slices were obtained from 1.70 mm
anterior to the bregma. For each allow recovery
from damage, the slices were maintained for 30
min at room temperature in home-made
incubation chambers containing ACSF and
continuously bubbled with 95% 02, 5% CO2.
The slices were then transferred to oxygenated
ACSF at 37°C for 1 hour. For each brain, one of
the two batches was then transferred to
oxygenated ACSF at 44°C for 1 hour and the
other one was kept at 37 °C. Slices were then
dissected and the appropriate quantity of cortex
was removed.

Analysis and Statistics- Results are expressed as
means = S.D of at least three independent



experiments. Image J software was used for
quantification. The Mann-Whitney test and the 2-
way ANOVA test were used to statistically
analyze the expression of proteins visualized by
western blots.

The student t-test was used to statistically
analyze the OTM values in the Comet assay.

RESULTS

Oxidative stress and heat stress induce nuclear
accumulation of Tau. Mild hyperthermia shares
common mechanisms with oxidative stress such
as that induced by exposure to H,O, and reactive
oxygen species (ROS) production (24,25). H,0O,
and heat shock (HS) were previously reported to
reduce the phosphorylation of Tau in neuronal
cultures through protein phosphatase 2A
activation (26,12). Given that neuronal nuclear
Tau has primarily been described under a
dephosphorylated state, based on Taul labeling
using an antibody (27), we asked whether
oxidative stress or HS could modulate the
cellular localization of Tau. The influence of
H,0, and HS on the cellular localization of Tau
was evaluated in neurons by exposing cortical
primary cultures of neurons to 1 mM H,O, or
hyperthermia (44°C) for 1 h. H,O, (Figure 1A)
and HS (Figure 1B) induced a strong increase in
Tau level in the nuclear fraction. A slight but
significant decrease in Tau level was also
detected in the cytosol after both stresses. Low-
molecular weight bands, indicative of Tau
degradation, were not detected in the nucleus.
HS-induced dephosphorylation of Tau was
analyzed by immunoblotting with Taul antibody,
which recognizes Tau only when serine residues
(195-202) are dephosphorylated.
Dephosphorylated Tau, detected by Taul,
increased after oxidative and heat treatment in
both cytosolic and nuclear fractions. Taken
together, our results suggest that both stresses
induced Tau dephosphorylation and increased the
nuclear localization of dephosphorylated Tau in
cultured neurons.

H>0; induces cytotoxicity in neuronal cultures. A
lactate dehydrogenase (LDH) assay was used to
test the effect of 1-h H,O, and HS treatments on
cell viability in cultured cortical neurons and
after a recovery of 24 or 48 h at 37°C (Figure 2).
Only H,O,; significantly increased LDH release
24 h after treatment. These results show that an
acute stress induced by H,O, induces cell death
in neuronal cultures. Contrary to H,O,, stress
induced by mild hyperthermia was not cytotoxic,
demonstrating that HS-induced accumulation of

Tau in the nuclei of neurons did not induce cell
death. Mild hyperthermia was chosen in the
following study to characterize and study the
function of stress-induced nuclear Tau
accumulation, free from interfering cell death
mechanisms.

Heat stress—induced nuclear accumulation of
Tau is reversible. To study the consequences of
HS-induced accumulation of nuclear Tau, cells
were allowed to recover for 24 h at 37°C after
HS. The results shown in Figure 3A and B
demonstrate that the level of nuclear Tau, as
detected by anti-total Tau and Taul antibody,
was strongly reduced after heat-stressed cells
recovered at 37°C, with the amount of nuclear
Tau returning to a level similar to that observed
before HS. The absence of lower molecular-
weight bands indicates that Tau was not
degraded. These results suggest that stress-
induced Tau dephosphorylation and nuclear
accumulation is reversible.

Nuclear Tau under heat stress is mainly
dephosphorylated. The results obtained with
Taul antibody in Figure 1B suggested that HS
induced the dephosphorylation of Tau. HS-
induced dephosphorylation of Tau was further
confirmed by immunoblotting with the phospho-
dependent Tau antibodies anti-pT212-Tau,
AT180, 12E8 and AD2. Figure 4A illustrates that
HS led to a strong decrease of phosphorylated
Tau. None of these phosphorylated forms of Tau
were detected in the nuclear fraction under
control or HS conditions, confirming that the
dephosphorylated state of the nuclear form of
Tau accumulated after HS.

Heat stress—induced nuclear accumulation of
Tau is reproduced in adult neurons. In primary
neuronal cultures, neurons were studied after 10
days in vitro (DIV) and thus were mainly
differentiated. Nevertheless, to overcome any
potential artifactual effects related to the
embryonic origin of the neurons, we also tested
the effect of HS in the adult mouse brain. Ex vivo
slices from the cerebral cortex of adult mice were
incubated for 1 h at 37°C or 44°C, and the
cytosolic and nuclear fractions were analyzed
under the same conditions as in Figure 1B and
Figure 4A. Hyperthermia induced an increase in
the level of nuclear Tau in the adult mouse brain,
as previously observed in embryonic neuronal
cultures. The phosphorylation state of stress-
induced nuclear Tau was analyzed in brain slices
from adult mice (Figure 4B) using the same
phospho-specific antibodies as in Figure 4A.
Similar results were obtained with Taul (as in



Figure 1B), P-T212, AT180 and AD2 antibodies,
but not with the 12E8 antibody. At 37°C as well
as after HS, nuclear Tau was detected not only
with Taul but also, surprisingly, with 12ES.
Under HS, a specific increase of Taul and 12ES8
labeling was observed. Overall, these data
indicate that in the ex vivo model of cortical
slices, nuclear Tau was mainly dephosphorylated
both in the control condition and under HS,
except for at Ser262-356 (KXGS motifs). This is
consistent with previous findings that Tau is
mainly dephosphorylated, except at Ser262, in
cerebral extracts from heat-shocked rats (28).
Interestingly, although the majority of Ser/Thr-
Pro sites that flank the microtubule-binding
repeats are phosphorylated by so-called Ser/Thr-
Pro kinases such as cdk5 and GSK3 (15), Ser262
and Ser356 are located within microtubule-
binding domains and form KXGS motifs that are
preferentially phosphorylated by MARK/Par-1
kinase, CamKII or ChK2 (29,30,31). A
differential expression and/or regulation of these
kinases between embryonic and adult neurons
could explain the differences observed here with
the Tau 12E8 antibody.

Microscopic visualization of heat stress-induced
accumulation of Tau in neuronal cells. The
accumulation of Tau in the nuclei of neuronal
cultures after HS was further analyzed by
immunofluorescence and confocal microscopy
analysis (Figure 5A,B,C). Under the control
condition, total Tau antibody clearly stained the
cellular body and neurites but only weakly
labeled the nucleus (Figure S5A, upper panel).
Under the HS condition, however, accumulation
of Tau was clearly observed in the nuclei of
cortical primary cultured neurons (Figure 5A,
lower panel).

The location of Tau was also studied after
removing soluble proteins by permeabilization of
the cells before ice-cold methanol fixation
(Figure 5B). In this condition, Tau tightly bound
to insoluble cell structures (“bound” Tau) was
immunolabeled using an anti-total Tau antibody.
Nuclear fluorescence was quantified using a
Zeiss confocal microscope program. The average
ratio of bound Tau under the HS versus the
control (HS/C) condition was 2.06 + 0,17
(p<0.001).

The accumulation of dephosphorylated Tau in the
nuclei of neuronal cultures after HS was
illustrated using Taul antibody (Figure 5C).
Under control conditions, no labeling was
detected in neuronal nuclei, and only weak
labeling was observed in the cellular body

(Figure 5C, upper panel). Conversely, clear
staining of dephosphorylated Tau was detected
on the entire cell body and the nucleus after HS
treatment (Figure 5C, lower panel).

The accumulation of nuclear Tau under HS was
also visualized by electron microscopy (Figure
6). Tau was detected in the nuclei of frozen
sections derived from cortical neuronal cultures
only under stress conditions (Figure 6CILILIII)
associated with DNA (light-gray regions in 6CII)
as well as with nucleoli (Figure 6CIII). This
nucleolar localization is consistent with previous
studies describing nucleolar localization of Tau
in various cell lines (4,6,10).

Heat stress potentiates Tau—DNA complex
formation. The ability of Tau to form protein—
DNA complexes in vitro has been previously
reported by different groups (32,33,6,8). To
analyze the ability of Tau to interact in situ with
neuronal DNA before and after HS treatment, we
carried out chromatin immunoprecipitation
(ChIP) experiments (Figure 7). During these
experiments, genomic DNA from control and
HS-treated cells was immunoprecipitated with
either Taul antibody or an antibody directed
against the nonstructural NSs protein encoded by
the Rift Valley fever virus, which was used here
as an arbitrary negative control. The total amount
of immunoprecipitated DNA was labeled at the
5'-end with *P-YATP and submitted to non-
denaturing  polyacrylamide  electrophoresis
(Figure 7). These results indicate that the
capacity of Tau protein to interact with DNA,
previously described in vitro, could also be
observed in situ in a dose-dependent manner. In
addition, we found that the total amount of DNA
interacting with nuclear Tau was about two-fold
higher in heat-stressed cells compared to control
cells (Figure 7). The difference was even more
significant considering that overall labeling of
input DNA, corresponding to total genomic DNA
before immunoprecipitation, was slightly weaker
after HS compared to the control condition. As
expected, no DNA immunoprecipitated with the
anti-NSs antibody in control or in HS cells.

In parallel, the concentration of DNA that
immunoprecipitated with the anti-Taul antibody
under control or HS conditions was measured
using a Nanodrop spectrophotometer. The
average ratio of immunoprecipitated DNA (% of
input) under HS versus control (HS/C) conditions
was 1.8 = 0.07 (p<0.001). This result was
correlated with the increase in nuclear “bound”
Tau observed under HS (Figure 5B). Taken
together, these data show that in addition to



enhancing the nuclear fraction of Tau, HS also
enhanced the amount of Tau interacting with
DNA, suggesting that under the HS condition,
the majority of nuclear Tau forms protein—DNA
complexes with endogenous cellular DNA.

Agent that competively binds to the DNA minor
groove  partially  prevents  nuclear  Tau
accumulation. Previous studies demonstrated
that, in vitro, purified Tau binds to synthesized
DNA specifically through the minor groove (8) .
To assess this specificity ex vivo, competitor
experiments were performed using netropsin, a
naturally occurring antibiotic that binds to the
minor groove of DNA in spots rich in AT, and
methyl green, a DNA major groove binding drug.
Competitive effects were tested on Tau nuclear
accumulation  (Figure 8A,B).  Netropsin
significantly decreased the level of nuclear Tau
under heat stress conditions. Concentrations from
10 to 25 uM induced a similar effect on nuclear
Tau accumulation (data not shown). Identical
concentrations of methyl green did not alter heat
shock-induced Tau accumulation in the nucleus.
As heat shock is known to induce rapid Hsc70
accumulation into cellular nuclei independent of
minor groove binding, the detection of Hsc70
was used first to check the lack of effect of
netropsin on the integrity of nuclear shuttling
mechanisms and second as a negative control to
check the specificity of netropsin binding to
DNA at the minor groove. As expected, netropsin
did not modify the heat shock-induced nuclear
increase of Hsc70. Netropsin partially prevented
stress-induced nuclear Tau accumulation. These
data suggest that the interaction of nuclear Tau
with DNA is partly mediated through interactions
with the A/T-rich DNA minor groove and that
minor groove-unbound Tau would not remain in
the nuclear fraction. Interestingly, if minor
groove-unbound Tau does not remain in the
nuclear fraction, it suggests that accumulation of
Tau into the nucleus under heat stress conditions
is subordinate to DNA binding.

Tau deficiency generates heat stress-induced
DNA damage. Previous in vitro studies have
shown that Tau protein is able to prevent DNA
from damage induced by thermal denaturation
and peroxidation (8,7). To test the role of Tau in
neuronal DNA in situ, we studied the effect of
Tau deficiency on DNA integrity under HS using
the single-cell gel electrophoresis assay (the
Comet assay) (Figure 9). The Comet assay under
alkaline conditions is considered the most
sensitive quantitative method for measuring
damage to genomic DNA of eukaryotic cells on a

single-cell basis (21). It detects DNA damage as
single-stranded and/or double-stranded DNA
breaks and DNA-DNA and/or DNA-protein
crosslinks at the level of the genome of
eukaryotic cells, alkali-labile sites, incomplete
DNA repair sites, and changes in chromosome
structural conformations (19). The Olive tail
moment (OTM) was used to evaluate DNA
damage in single cells by measuring the DNA-
specific fluorescent staining. The effect of HS on
DNA integrity was assessed in both wild-type
and Tau-deficient cortical neuronal cultures.
Figure 9 shows the ratio of the OTM of HS-
treated cells over control cells. DNA migration
was strongly reduced in Tau-deficient cells,
suggesting DNA damage. Delayed migration of
DNA observed in Tau-deficient cells under HS is
considered to reflect either DNA crosslinking or
bulk adduct formation (34). Conversely, HS did
not significantly induce DNA damage in wild-
type neuronal cultures, suggesting that Tau can
protect neuronal DNA integrity under HS
conditions.

To test if the DNA damage detected in Tau-
deficient cultures by the Comet assay (Figure 8)
reflected cell death, the highly sensitive non-
denaturing fast halo assay was used to selectively
quantify damaged DNA associated with
apoptosis and necrosis (19). As shown in Table I,
HS did not induce apoptotic or necrotic features
in either wild-type or Tau-deficient cultures,
indicating HS-induced DNA damage observed in
Tau-deficient neurons was not a consequence of
cell death.

Overexpression of nuclear Tau rescues heat
stress-induced DNA damage in Tau-deficient
neurons. To confirm the role of Tau in protecting
DNA against HS-induced damage, Tau-deficient
cultures were infected with an adenoviral vector
encoding human wild-type Tau (HAdV-
5hTau44Wt) and were then subjected to HS. To
accurately determine the specific role of nuclear
Tau in DNA protection, a nuclear localization
signal (NLS) was fused to the hTau sequence
(HadV-5- hTau44-NLS) (Figure 10A). hTau
(human Tau), which was predominantly localized
in the cytosolic fraction under control conditions,
accumulated into the nucleus after HS treatment,
whereas most of hTau-NLS was present in the
nucleus under both control and stress conditions
(Figure 10A). The integrity of DNA after HS was
analyzed using the Comet assay in wild-type and
Tau-deficient cultures overexpressing hTau or
hTau-NLS. As shown in Figure 10B, expression
of hTau or hTau-NLS fully prevented HS-



induced DNA damage in Tau-deficient cultures.
The complete prevention of DNA damage by
nuclear-targeted Tau demonstrated that nuclear
localization of Tau was, by itself, sufficient to
protect DNA from HS-induced damage and that
DNA protection was not related to an indirect
cytosolic Tau-induced effect.

DISCUSSION

Here, we report that oxidative or hyperthermic
stress induces accumulation of dephosphorylated
Tau in the nuclei of embryonic and adult
neurons. The presence of Tau in the nuclei of
heat-stressed neurons was necessary to protect
DNA from HS-induced damage. Tau-mediated
genomic DNAprotection was correlated with an
increase of Tau— DNA binding. This study is the
first in situ demonstration that oxidative and HS
insults modulate nuclear Tau translocation and
that nuclear Tau is essential to protect neuronal
DNA from HS-induced damage.

Although the presence of Tau in the nuclei of
neurons was reported more than 15 years ago
(11), this is the first demonstration that
environmental conditions can modulate neuronal
cytoplasmic—nuclear transport of Tau in a
developmentally independent manner. Both
nuclear import and export of proteins are highly
regulated processes (35). Movement of proteins
larger than approximately 40 kDa into the
nucleus requires specific transport receptors, the
use of the nuclear pore complex and the
recognition of specific signals in the cargo
protein by a transport receptor. Given that Tau
sequences do not include a canonical NLS or a
nuclear export signal, cytoplasmic/nuclear
translocation of Tau likely requires the
interaction of Tau with one or more other
proteins to pass through the nuclear pore
complex.

Phosphorylation is a biological process that
regulates nucleo-cytoplasmic transport (36,37).
In this work, we observed that stress-induced
dephosphorylation of cytosolic Tau was
correlated with nuclear accumulation of Tau. On
the other hand, at 24 h after HS, increased
cytosolic Tau phosphorylation was associated
with decreased nuclear Tau. Rephosphorylation
of Tau after HS has been previously reported in a
heat shock rat model (28). Taken together, these
data suggest that phosphorylation might be a
major mechanism to control nuclear Tau
shuttling. Further investigation is necessary to
decode the mechanisms involved in the nucleo-

cytoplasmic trafficking of Tau in stressed
neurons.

Nevertheless, given the strong increase of Tau
levels in the nuclear fraction, changes in Tau
transcription within the nucleus cannot be fully
ruled out. However, as observed with changes in
Tau phosphorylation and reversibility, it seems
that nucleo-cytoplasmic shuttling of Tau proteins
is mainly responsible for the increase in nuclear
Tau.

Interestingly, oxidative stress and hyperthermia
quickly induce nuclear translocation of molecular
chaperones (38,39) as well as proteins involved
in the etiopathology of neurodegenerative
diseases, such as a-synuclein (40), the amyloid
precursor protein (APP) C-terminal fragment
(41) or APP partner Fe65 (42) and ataxin-3 (43).
Neurons are highly differentiated postmitotic
cells that cannot divide and cannot survive after
irreversible damage; therefore, neurons are
highly susceptible to insult. Because neurons
should survive as long as the organism does, they
need to employ powerful defense mechanisms to
ensure their functionality and long-term survival
(44). Altogether our results demonstrate that
nuclear Tau emerges as a novel neuronal genome
caretaker in stress condition as illustrated in
Figure 11.

The capacity of Tau to protect neurons in situ
from HS-induced DNA damage was correlated
with an increased interaction of Tau with
genomic DNA. To further characterize Tau—
DNA complex formation, we predicted the DNA-
binding residues (3) in the Tau sequence
(supplemental Fig. 1). This analysis suggested
that the proline-rich domain of Tau is highly
susceptible to interacting with DNA, especially at
the epitopes specifically recognized by Taul,
PT212 and AT180 antibodies. Interestingly, in
vitro results from EMSA previously implicated
the proline-rich domain of Tau in DNA
association (8).

Results obtained with netropsin indicates that in
situ Tau interacted with DNA through the A/T
rich minor groove, as previously demonstrated in
vitro (8). DNA protection by minor groove—
binding proteins is a mechanism common to
various types of cells for efficient preservation of
the integrity of the genome. Histone H1 (45) and
high-mobility group box 1 protein (Hmgbl) (46)
are chromatin architectural proteins that bind to
the minor groove of double-stranded DNA and
confer protection to DNA against radiation
damage. In prokaryotes, spores of Bacillus
bacteria represent an astonishing example of a



powerful DNA protection mechanism mediated
by minor groove-binding proteins. Dormant
spores of Bacillus can survive for hundreds of
years. Spores of Bacillus are extremely resistant
to a wide array of extreme insults, including heat,
desiccation, toxic chemicals, enzymes and
radiation. This spore resistance is mainly due to
protection against DNA damage by the binding
of small acid-soluble proteins (SASPs) to the
DNA minor groove, inducing protective changes
in the structure of DNA (47,48). Interestingly, as
SASPs, Tau is an acid soluble molecule. Tau has
been previously purified from brain extracts
based on heat stability and acid solubility derived
from a histone purification protocol (49). It is
tempting to speculate that DNA safeguards
mediated by Tau might reproduce an ancestral
mechanism conserved during evolution from
prokaryotic cells to highly specialized eukaryotic
cells such as neurons to provide powerful
resistance to stress insults. Thus, interaction of
Tau with DNA through the minor groove might
be important for neuronal longevity in the brain.

Interest in Tau arose when different laboratories
discovered that this protein was the main
component of paired helical filaments that
compose neurofibrillary tangles (NFT). NFTs are
a hallmark of Alzheimer’s disease (AD) and
other neurodegenerative disorders (the so-called
tauopathies) (15). In AD, aberrant modifications
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Cellular distribution of Tau in stress-treated cortical neurons. Western blot analysis of Tau
expression in primary neuronal cultures of mouse embryonic cortex using an anti-total Tau antibody
recognizing the C terminal Tau sequence (TauCTer) and anti-unphospho Tau (Taul) antibodies.
Cortical cultures were maintained at 37°C (C), treated with HO, (A) or heated to 44°C (HS) (B) for
1h. Cells were subjected to cellular fractionation as described in the Material and Methods.
Distribution of Tau was analyzed in cytosolic and nuclear fractions. H,O, and HS increased the
nuclear Tau level in cultured neurons. Densitometric analysis of Western blot using anti-total Tau
antibody. Synaptophysin and Lamin B were respectively used as specific markers of the cytoplasmic
and the nuclear fractions. Results are expressed as a percentage of the control. Data shown are the
mean £ SD of four different experiments from separate.

FIGURE 2. Effect stress treatments on the LDH level in neuronal cultures. The influence of 1 mM
H,0, and Heat Stress (HS) for 1 hour or after 24H or 48H recovery at 37°C on the LDH level was
measured in cultured cortical neurons. H,O, but not HS induced LDH leakage in medium 24h after
treatment.

FIGURE 3. Transient nuclear accumulation of Tau in Heat Stress-treated neurons. (A) WB analysis
using phospho-independent (anti-TauCTer) and dephospho-Tau (Taul) antibodies. Cortical cultures
were heated to 44°C (HS) or kept at 37°C (C) for 1h and then maintained at 37°C for 24 h. Total Tau
and dephosphorylated Tau labeling were analyzed both in cytosolic and nuclear fractions. A loss of
nuclear Tau staining was observed 24 h after HS. (B) Densitometric analysis of WB using anti-total
Tau antibody. Results are expressed as percentage of the control. Data shown are the mean + SD of
three different experiments. ***p=0.0001, *p<0.05.

FIGURE 4. Heat Stress modulates Tau phosphorylation in cortical neurons. (A) Representative
Western blot analysis using anti-total Tau antibody (TauCTer) and phospho-dependent (Taul, PT212,
AT180, 12E8, AD2). Cortical cultures were untreated or treated with HS. Tau phosphorylation at
various epitopes was analyzed both in cytosolic and nuclear fractions. In the cytosol, HS induced
dephosphorylation. In nuclei from HS-treated neurons, Tau accumulated in the nucleoplasm was in a
dephosphorylated state. (B) Representative Western blot analysis using anti-total Tau antibody (anti-
TauCTer) and phospho-dependent antibodies (Taul, PT212, AT180, 12E8, AD2) in brain slices from
adult mouse cortex. Cortical slices were untreated or treated with HS. In adult neurons, HS induced
nuclear dephosphorylation of all Tau epitopes except for Ser262-356 (12ES).
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FIGURE 5. Confocal microscopy analysis of Tau localization in cultured neurons. (A)
Immunofluorescence staining of total Tau (Tau3R) in cortical neuronal cultures. Tau3R antibody
specifically recognizes Tau isoforms presenting three repeat domains, this being the case of the
embryonic Tau isoform, independantly of their phosphorylation state. Immunolabeling of Tau and
DAPI nuclear counterstaining were analyzed by confocal laser scanning microscopy. HS strongly
increased Tau staining in neuronal nuclei. Scale bars indicate 20 pm. (B) Immunofluorescence
staining of total Tau (TauC17). Cells were permeabilized before ice cold méthanol fixation in order to
only visualize nuclear bound Tau. Arrowheads indicate neuronal nuclei. Nuclear fluorescence was
analyzed by confocal laser scanning microscopy. (C) Immunofluorescence staining of unphospho-Tau
(Ser195-202) using Taul antibody in cortical culture of neurons. Immunolabeling of Taul and ToPro3
nuclear counterstaining were analyzed by confocal laser scanning microscopy. Heat shock strongly
increased Taul staining in neuronal cytosol and nucleus. Scale bars indicate 10 pm.

FIGURE 6. Electron microscopy analysis of Tau localization in cultured neurons. Immunogold
electron microscopy of total Tau (Tau5 antibody) in primary neuronal cultures of mouse embryo
cortex. M : mitochondria, C : cytosol, N : nucleus, Nu : nucleolus, f: fibrillar area, g : granular area,
NEv : nuclear envelope. Stars indicate Tau staining. Scale bars indicate 10 pm.

FIGURE 7. Interaction of nuclear Tau with genomic DNA is enhanced after HS treatment. Equal
amounts (20 pg or 10 pg) of genomic DNA from control (C) and heat-shocked (HS) primary cultured
neurons were immunoprecipitated with Taul antibody or an antibody directed against the viral non-
structural NSs protein (anti-NSs used here as a negative control). Immunoprecipitated and input DNA
(corresponding to non-immunoprecipitated genomic DNA) as well as pBR322/Alul DNA were 5’-end
32P-radioactivelly labeled and submitted to non-denaturating electrophoresis. Tau interacted with DNA
a dose-dependent manner. HS increased Tau-DNA interaction. Data shown are representative from
three independent experiments using separate cultures.

FIGURE 8. (A) Netropsin modulates HS-induced nuclear Tau accumulation. Western blot analysis of
effects of netropsin on Tau, Hsc70 and Lamin B expression in the nuclear fraction using, respectively,
anti-total Tau (TauCTer), anti-Hsc70 and anti-Lamin B antibodies. (B) Densitometric analysis of
western blot using an anti-total Tau (TauCTer) antibody. Results are expressed as a percentage of the
control. Data shown are the mean + SD of three different experiments. *p<0.05.

FIGURE 9. Heat Stress selectively impairs DNA integrity in Tau-deficient neuronal cultures. The
effect of HS on DNA from wild type (Tau+/+) or Tau-deficient cells (Tau-/-) was measured by Comet
assay. Results are presented as the Olive tail moment (OTM) ratio from heat-shocked cells (HS) over
control (C). Each OTM value is a median value from 150 to 200 cells. Data shown are the means from
three different experiments using separate cultures. **p<0.01.

FIGURE 10. Heat Stress-induced DNA damage induced in Tau-deficient neurons is prevented by
hTau-NLS or hTau overexpression. (A) WB analysis using a specific antibody raised against human
Tau (HT7). Tau-deficient cortical cultures were infected for 24 h with adenoviral vectors coding for
human Tau (HAdV-5-hTau44Wt) or human Tau-NLS (HAdV-5-hTau44NLS), heated to 44°C (HS) or
maintained at 37°C (C) for 1h and subjected to subcellular fractionation. hTau-NLS was specifically
expressed in the nuclei independently of temperature treatment. hTau was mostly localized in the
cytosolic fraction in the control condition. Nuclear hTau level increased after HS. (B) Comet assay
showing the effect of human Tau and human Tau-NLS overexpression in Tau-deficient cells. Data
shown are the means + SD of 100 cells measured for each condition. **p<0.005.

FIGURE 11. Tau-mediated DNA protection in postmitotic neurons. Scheme illustrating the nuclear
Tau protection of DNA integrity in heat stressed neurons.

TABLE 1. Tau deficiency-related DNA damage is not related to cell death. Representative fast halo

assay measuring the percentage of apoptotic and necrotic cells from wild-type and Tau-deficient
cultures untreated or treated with HS. Apoptotic or necrotic cells were detected in a population of 100
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cells. p<0.001.
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Figure 3
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Figure 4
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Table 1

Apoptotic cells Necrotic cells

Ratio HS/C

Tau +/+ 0.66 1.01

Tau -/- 1.05 1.10




BindN prediction of DNA-binding residues

Summary

Your sequence: sp|P10636-8| TAU_HUMAN Isoform Tau-4 of Microtubule-
associated protein tau OS=Homo sapiens GN=MAPT

Input sequence 441 amino acids

length:

Predicted binding 147 residues

sites:

User-defined 80.00%

specificity:

Estimated sensitivity:56.96%

Overview

Sequence: MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGY TMHQODQEGDTDAGLKESPLQTPTEDGSEEPG
Prediction: ————t e Fmm et e Ft———— Fom—_——
Confidence: 574646799999959724544656424522434887983886843525223634735455
Sequence: SETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHTEIPEGTTAEEAGIGDTPSLEDEAAG
Prediction: B L T
Confidence: 436753755247459298999879556456526335753822657997642538978988
Sequence: HVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPK
Prediction: ——tt—t——ttt+tt—t—t——tt—t————ttt——t -ttt -ttt -+ -t ——+
Confidence: 364539256868535462356654325758338395445342846344794435825328
Sequence: TPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAK
Prediction: t+++++—t——F+——t++—F++++++++++++t -ttt ——t— -+ttt ————t+++—+++++—+
Confidence: 866782422572297278884854976998996922922794354565685538969929
Sequence: SRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHV
Prediction: B R —— ettt - B T = S
Confidence: 793587486566754656732772262223546674564347574473562368328338
Sequence: PGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNI
Prediction: R B T P —— oo -t ot
Confidence: 455666257234854795677325663853536572727545477525772725426649
Sequence: THVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMV
Prediction: = @ ———————-— B e S o — ettt —F -ttt —t————
Confidence: 348464426953625742825565584488777254247523554944854757348869
Sequence: DSPQLATLADEVSASLAKQGL

Prediction: = @ ———————————- Fo———t——

Confidence: 926398388659452557367

*** Prediction: binding residues are labeled with '+' and in red;

non-binding residues labeled with '-' and in green.
*** Confidence: from level 0 (lowest) to level 9 (highest).



Details

Position Residue SVM Output Prediction* Confidence**
1 M -0.6034 - 0.5131
2 A -1.1052 - 0.7452
3 E -0.4262 - 0.4369
4 P -0.9774 - 0.6823
5 R 0.5335 + 0.4931
6 Q -0.8462 - 0.6191
7 E -1.0572 - 0.7200
8 F -1.5745 - 0.9212
9 E -1.6820 - 0.9472
10 v -2.1632 - 0.9903
11 M -1.8088 - 0.9700
12 E -1.7193 - 0.9536
13 D -1.5711 - 0.9208
14 H -0.7701 - 0.5834
15 A -1.5388 - 0.9123
16 G -1.1358 - 0.7578
17 T 0.2844 - 0.2236
18 Y 0.4408 + 0.4507
19 G -0.7818 - 0.5881
20 L -0.4413 - 0.4436
21 G -0.4025 - 0.4273
22 D -1.0010 - 0.6948
23 R 0.6905 + 0.5604
24 K 0.7712 + 0.6055
25 D -0.4248 - 0.4361
26 Q 0.2937 - 0.2214
27 G -0.4176 - 0.4328
28 G -0.6426 - 0.5269
29 Y 0.3224 - 0.2142
30 T 0.3536 - 0.2058
31 M -0.3656 - 0.4147
32 H -0.1675 - 0.3459
33 Q -0.3996 - 0.4262
34 D -1.4230 - 0.8747
35 Q -1.2534 - 0.8080
36 E -1.0705 - 0.7281
37 G -1.5867 - 0.9239
38 D -1.3630 - 0.8514
39 T -0.2707 - 0.3825
40 D -1.3040 - 0.8269
41 A -1.2766 - 0.8161
42 G -0.9865 - 0.6864
43 L -1.2890 - 0.8208
44 K 0.3939 + 0.4350
45 E -0.2340 - 0.3673
46 S 0.5973 + 0.5189
47 P 0.2388 - 0.2328
48 L -0.7018 - 0.5523
49 Q 0.0330 - 0.2866
50 T 0.0683 - 0.2775
51 P -0.2478 - 0.3731
52 T 0.8456 + 0.6525
53 E -0.0877 - 0.3197
54 D -0.4522 - 0.4494
55 G -1.2224 - 0.7953
56 S -0.1175 - 0.3305
57 E -0.6321 - 0.5220
58 E -0.4745 - 0.4592
59 P -0.5932 - 0.5097
60 G -0.6721 - 0.5392
61 S 0.4639 + 0.4590
62 E -0.0575 - 0.3127



63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
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388 H -0.3792 - 0.4191
389 G -1.2514 - 0.8072
390 A -1.4683 - 0.8908
391 E -1.0548 - 0.7187
392 I -1.0628 - 0.7234
393 v -1.2063 - 0.7875
394 Y 0.2768 - 0.2255
395 K 0.7100 + 0.5724
396 S 0.3778 + 0.4323
397 P 0.0441 - 0.2828
398 v -0.5236 - 0.4794
399 v -1.0648 - 0.7247
400 S 0.7448 + 0.5889
401 G 0.1724 - 0.2516
402 D -0.0550 - 0.3120
403 T 0.6814 + 0.5576
404 S 0.6118 + 0.5263
405 P 0.5082 + 0.4811
406 R 2.1295 + 0.9862
407 H 0.4353 + 0.4498
408 L -0.3556 - 0.4109
409 S 1.2668 + 0.8535
410 N 0.6643 + 0.5493
411 v -0.4872 - 0.4661
412 S 0.9848 + 0.7207
413 S 0.6936 + 0.5622
414 T 1.0090 + 0.7364
415 G -0.3125 - 0.3966
416 S 0.4316 + 0.4470
417 I -1.3087 - 0.8297
418 D -1.2657 - 0.8120
419 M -0.8742 - 0.6316
420 v -1.6310 - 0.9352
421 D -1.6963 - 0.9498
422 S 0.1585 - 0.2550
423 P -0.8601 - 0.6244
424 Q -0.2506 - 0.3744
425 L -1.5438 - 0.9136
426 A -1.3080 - 0.8297
427 T -0.2619 - 0.3784
428 L -1.3501 - 0.8466
429 A -1.4861 - 0.8972
430 D -0.9217 - 0.6525
431 E -0.7843 - 0.5892
432 v -1.9236 - 0.9828
433 S 0.4356 + 0.4498
434 A -0.7294 - 0.5622
435 S 0.3566 - 0.2055
436 L -0.6999 - 0.5516
437 A -0.7588 - 0.5772
438 K 0.9774 + 0.7152
439 Q -0.0668 - 0.3147
440 G -0.8329 - 0.6123
441 L -1.0253 - 0.7056

* The output threshold used for prediction is 0.3725.
** The confidence value is (1 - sensitivity) for positive predictions,
and (1 - specificity) for negative predictions.



Résultats

1. 1. 3. Conclusion

L’hyperthermie et le stress oxydant induisent une accumulation de Tau déphosphorylée

dans le noyau des neurones.

Dans des neurones en cultures ou dans des neurones adultes, un stress hyperthermique
induit une déphosphorylation des protéines Tau sur de nombreux sites dans le cytosol.
La déphosphorylation des protéines s’accompagne d’une translocation nucléaire et d’une
accumulation réversible de Tau dans le noyau des neurones.
Dans le noyau, les protéines sont majoritairement sous forme déphosphorylée bien que la
protéine reste phosphorylée sur les sites Ser 262 et Ser 356. La déphosphorylation de ces sites
ne semble donc pas essentielle au transport de la protéine dans le noyau.
Une déphosphorylation (sur les sites Ser 195/198/199/202) et une accumulation nucléaire de
Tau sont également observées dans des neurones en cultures suite a un stress oxydant. Ainsi,
I’augmentation de la quantit¢ de Tau dans le noyau coincide avec la déphosphorylation de
Tau. Cette corrélation entre phosphorylation et localisation subcellulaire de Tau suggere que
la déphosphorylation de Tau sur certains sites pourrait jouer un rdle dans sa localisation

nucléaire.

Association de Tau nucléaire avec ’ADN.

La détection de Tau dans le noyau des neurones par microscopie confocale aprés
¢limination des protéines solubles suggere que Tau nucléaire se lie a certaines structures
insolubles. Nous avons par ailleurs observé une corrélation entre la liaison de Tau a des
structures insoluble et son interaction avec I'ADN. L’analyse de la liaison Tau-ADN dans des
cultures primaires de neurones corticaux a montré que Tau se lie & I’ADN. De plus, le stress
hyperthermique conduit a une augmentation de I’interaction suggérant que lorsque Tau entre
dans le compartiment nucléaire, la protéine s’associe a I’ADN. Ces résultats sont en accord
avec d’autres études décrivant une liaison de Tau a I’ADN in vitro et in situ (Hua and He,
2003; Qu et al., 2004; Sjoberg et al., 2006).

Une analyse informatique de la prédiction des résidus de Tau susceptibles de se lier a I’ADN
a été réalisée a 1’aide du logiciel BindN. Cette analyse indique que certaines régions de Tau,

en particulier dans sa région riche en proline, pourraient se lier a ’ADN. Ces données
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concordent avec les résultats de travaux réalisés in vitro mettant en évidence une implication
du domaine riche en proline dans la liaison de Tau a I’ADN. Dans cette étude, la protéine, en
se liant spécifiquement au petit sillon de I’ADN, est capable de le protéger de dommages
induits par la DNase I ou par les radicaux libres (Wei et al., 2008). Nous avons cherché a
savoir si dans notre modele, Tau se liait de maniére spécifique au niveau du petit sillon de
I’ADN par un test de compétition entre la nétropsine, une molécule spécifique de séquences
A/T riches situées sur le petit sillon, le methyl green et Tau.

Nos résultats suggerent que la nétropsine entre en compétition avec Tau pour la liaison a
I’ADN entrainant une baisse de la liaison Tau-ADN. Les protéines Tau ne se liant pas a
I’ADN via le petit sillon ressortiraient alors du noyau des neurones. Cette baisse de la
quantité de Tau dans le noyau n’est pas observée en présence de methyl green, un ligand
spécifique du grand sillon (Kim and Nordén, 1993) suggérant que Tau se lie spécifiquement
au petit sillon riche en A/T de I’ADN.

Néanmoins, une certaine quantit¢ de Tau reste dans le compartiment nucléaire malgré
I’augmentation de la concentration en nétrospine suggérant que les protéines Tau pourraient
se lier a des séquences autres que des séquences A/T riches situées dans le petit sillon. Par
ailleurs, ces résultats restent indirects, une étude complémentaire de la liaison de Tau a ’ADN
par CHIP en présence de nétropsine ou methyl green est nécessaire pour pouvoir conclure sur

I’implication de ces séquences dans la liaison a Tau a I’ADN.

Tau nucléaire protége I’ADN des dommages induits par I’hyperthermie

Nous avons étudi¢ le role protecteur potentiel de Tau vis a vis de ’ADN par la
technique de Comet assay en analysant I’intégrité de I’ADN dans des cultures primaires
sauvages ou déficientes en Tau en condition de stress hyperthermique.

Le Comet assay est considéré comme la technique la plus sensible pour détecter et quantifier
des dommages a I’ADN, comme de la fragmentation ou des pontages, a I’échelle de cellules
individualisées (Olive et al., 1990). Son principe repose sur la capacité des fragments d’ADN
a migrer dans un gel en condition dénaturante sous I’effet d’un champ électrique. De ce fait,
en fonction de la taille des fragments d’ADN, ces derniers migrent plus ou moins rapidement
dans le gel ce qui permet, par la suite, de mesurer et différencier les types de dommages

(Ashby et al., 1995) (Figure 16).
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A
ADN intact ADN endommagé
Fragmentation pontage
. l

Mesure de «olive tail moment » (OTM)
OTM = % fluorescence de la queue de comet x
longueur de la queue de comet

Intensité de
fluorescence

Longueurdela
queuede comet

Figure 16: Technique de Comet assay. A. représentation schématique de I’ADN intact
ou endommagé avec la présence d’une fragmentation ou de pontages. Si ’ADN est
fragmenté, on observe la présence de fragments qui migrent plus rapidement dans le gel.
Au contraire, la présence de pontages se caractérise par un retard de migration de I’ADN.
B. Calcul de ’OTM (pour le terme anglais, « Olive tail moment »), utilis€ pour mesurer
les dommages a I’ADN.

Dans notre modele, I’étude de D’intégrit¢ de I’ADN en condition de stress

hyperthermique a révélé que DI’hyperthermie entralne des dommages a 1’ADN,
majoritairement de type pontages, uniquement dans les neurones déficients en Tau. Ce type de
dommage ne refléte cependant pas la mort des neurones comme 1’indique les résultats du Fast
Halo assay.
Dans les neurones déficients en Tau, la réexpression de la protéine Tau humaine sauvage ou
de la protéine Tau humaine avec une séquence de localisation nucléaire, prévient les
dommages de I’ADN. Par conséquent, la présence de Tau dans le noyau des neurones est
suffisante pour protéger I’ADN des dommages induits par I’hyperthermie. La protection de
I’ADN n’est donc pas due a un effet indirect médié par les protéines Tau cytosoliques. De
plus, I’effet neuroprotecteur vis-a-vis de I’ADN pourrait faire intervenir 1’interaction de Tau
avec le petit sillon de ’ADN.

En résumé, I’hyperthermie et le stress oxydant induisent une déphosphorylation de

Tau qui s’accompagne de son passage dans le noyau des neurones. Dans le noyau, Tau
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protége I’ADN des dommages induits par un stress hyperthermique. Ces résultats soulévent la
question de I’implication de la phosphorylation de Tau dans la fonction nucléaire de la
protéine et nous ont conduit a étudier 1’effet de 1’hyperphosphorylation de Tau sur sa

localisation et sa fonction neuroprotectrice vis a vis de I’ADN.

1. 2. Effet de I’hyperphosphorylation de Tau sur sa localisation subcellulaire et sa
fonction neuroprotectrice : implication dans les Tauopathies

1. 2. 1. Objectif

Au cours de notre étude, nous avons montré qu’un stress hyperthermique ou un stress
oxydant conduisent a une déphosphorylation de Tau sur de nombreux sites s’accompagnant
d’une translocation nucléaire et d’une accumulation de la protéine dans le noyau des
neurones. De plus, dans le noyau, Tau est sous forme déphosphorylée. Par conséquent, 1’état
de phosphorylation de Tau et plus précisément sa déphosphorylation pourrait étre impliquée
dans la translocation nucléaire de la protéine.

Dans les Tauopathies, les protéines Tau sont anormalement et hyperphosphorylées. On peut
donc se demander si la dérégulation de la phosphorylation observée dans ces pathologies
modifierait leur localisation subcellulaire en condition de stress, en particulier lors de stress

oxydant, mécanisme impliqué précocement dans la maladie d’Alzheimer.

Ici, nous avons précisé I’implication de la phosphorylation de Tau sur sa localisation et
sa fonction vis-a-vis de 1I’ADN. Pour cela, nous avons étudié les effets d’une
hyperphosphorylation de Tau induite par un stress hypothermique, sur la localisation

cellulaire de Tau et sur I’intégrité de ’ADN des neurones.

1. 2. 2. Résultats

> Effet de I’hypothermie sur la phosphorylation et la localisation

subcellulaire de Tau

Nous avons étudié I’état de phosphorylation de Tau et étudié sa localisation dans les
neurones en condition de stress hypothermique, connu pour induire une hyperphosphorylation

de Tau (Planel et al., 2004; Planel et al., 2007). Pour cela, les cellules ont été incubées 1H a
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30 °C  (CS, pour le terme anglais «cold stress») puis nous avons étudi¢ 1’état de
phosphorylation de Tau par immuno-empreinte apres fractionnement subcellulaire. Dans nos
conditions, 1I’hypothermie entraine une hyperphosphorylation de Tau sur la plupart des sites
¢tudiés c'est-a-dire au niveau des Ser 195 a 202 (anticorps Taul), de la Thr 212 (anticorps
P212) ainsi que des Ser 396-404 (anticorps AD2). Seule la phosphorylation des sites Thr 231
et Ser 235 (anticorps AT180) ne semble pas modifiée par un stress hypothermique.

Dans la fraction nucléaire, on n’observe pas de changement de la quantité ou de I’état de
phosphorylation de Tau suite & I’hypothermie indiquant d’une part que, dans ces conditions,
Tau ne s’accumule pas dans le noyau des neurones et d’autre part que Tau nucléaire n’est pas
hyperphosphorylée par la baisse de la température (Figure 17). Ces résultats renforcent 1’idée

que 1’état de phosphorylation de Tau est fortement impliqué dans sa translocation nucléaire.
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Figure 17: Effet de I’hypothermie sur la phosphorylation et la localisation
subcellulaire de Tau. Immuno-empreintes réalisées a 1’aide d’anticorps anti Tau
phospho-indépendant (anti-Tau Cter) ou phospho-dépendants (Taul, P-Tau
(Thr212), AT180, AD2). L’analyse a été réalisée a partir d’extraits cytosoliques
et nucléaires provenant de cultures primaires corticales embryonnaires (10 DIV)
incubées ou non 1H a 30°C (CS ou C).

> Conséquence d’une hyperphosphorylation de Tau sur ’intégrité de ’ADN

en condition d’hypothermie

Dans un premier temps, nous avons vérifié que nos conditions d’hypothermie

n’induisaient pas de mort neuronale a I’aide d’un test LDH, c’est a dire en mesurant 1’activité
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de la lactate déshydrogénase (LDH) libérée des cellules, signe d’une cytotoxicité. L’analyse a
révélé que, bien que des Iésions au niveau de I’ADN soient induites, ces dommages

n’entrainent pas de toxicité cellulaire 24H et 48H apres arrét du traitement (Figure 18).
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Figure 18: Effet de ’hypothermie sur la viabilité cellulaire. Evaluation de la
mort cellulaire par la mesure de la libération de la lactate déshydrogénase (LDH).
Le test LDH a été réalisé dans des cultures primaires de neurones corticaux en
condition contréle (T=0), aprés 1H a 30 °C (CS), 24H et 48H aprés arrét du
traitement.

Le role de Tau sur I’intégrité de ’ADN en condition de stress thermique a ensuite été analysé
par Comet assay en comparant des cultures primaires de neurones corticaux murins sauvages
(Tau +/+) ou déficients en Tau (Tau -/-) soumis a une hypothermie (CS) ou une hyperthermie
(HS).

Les résultats du Comet assay indiquent que, comme nous 1’avions observé précédemment,
I’hyperthermie induit des dommages a I’ADN uniquement dans les neurones Tau -/-,
majoritairement des pontages reflétés par une baisse de migration de I’ADN par rapport a la
condition contrdle. En revanche, en condition d’hypothermie, on observe une forte diminution
de la migration de I’ADN et donc une large formation de pontages dans les neurones
déficients en Tau mais également dans les neurones sauvages suggérant que, en 1’absence

d’une augmentation de Tau dans le noyau, I’ADN n’est pas protégé (Figure 19A).
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Figure 19: Etude de I’intégrité de ’ADN
en condition de stress hyperthermique A
ou hypothermique dans les neurones
sauvages ou déficients en Tau. A.
L’analyse de l’intégrit¢ de I’ADN a été
réalisée par Comet assay dans des
neurones sauvages ou déficients en Tau
issus de cultures primaires corticales
embryonnaires (10 DIV) incubées 1H a
44°C (HS), 1H a 30°C (CS) ou maintenues
a 37°C (C). B. Analyse de la mort
cellulaire par apoptose ou nécrose par le
test du «Fast halo assay» dans les
neurones précédemment analysés. Les B
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Nous avons également vérifié 1’absence de mort cellulaire dans nos deux conditions a 1’aide
de la technique du « Fast halo assay » en condition non dénaturante qui permet de détecter et
quantifier de facon trés sensible les dommages associés a de 1’apoptose ou nécrose (Sestili et
al., 2006). Cette méthode, basée sur la visualisation de fragments d’ADN apres diffusion
passive dans un gel, permet de distinguer la fragmentation issue d’un processus apoptotique
ou nécrotique (Figure 19B).

Les résultats obtenus confirment ceux obtenus a l’aide du test LDH a savoir que les

dommages observés n’entrainent pas de mort cellulaire.

1. 2. 3. Conclusion

L’état de phosphorylation de Tau semble jouer un role important dans sa localisation
au sein des neurones. En effet, un stress hyperthermique ou un stress oxydant induit une
déphosphorylation des protéines et leur translocation dans le compartiment nucléaire. Au
contraire, suite a une hypothermie, Tau est hyperphosphorylée et ne s’accumule pas dans le
noyau des neurones suggérant que dans ces conditions, la protéine ne pénetre pas dans le

compartiment nucléaire ou ressort sans s’y accumuler. Les protéines Tau initialement
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localisées dans les noyaux ne sont, de plus, pas phosphorylées par la baisse de température.
Ces résultats suggerent que 1’hyperphosphorylation de la protéine cytosolique prévient son
accumulation dans le noyau de neurones. Dans ces conditions, L’ADN présente des
dommages, majoritairement des pontages mis en évidence par la technique du Comet assay.
L’absence d’une quantité suffisante de Tau dans le noyau des cellules pourrait étre la cause de
cette absence de protection de I’ADN.

L’hyperphosphorylation de Tau est connue pour engendrer des altérations importantes des
fonctions de Tau, et est impliquée dans la physiopathologie de nombreuses maladies
neurodégénératives : les Tauopathies. Cette hyperphosphorylation de Tau pourrait conduire a
une perte de la fonction neuroprotectrice des protéines Tau lors de stress en particulier lors

d’un stress oxydant, mécanisme qui est précocement impliqué notamment dans la MA.

1. 3. Stress hyperthermique et localisation subcellulaire de protéines partenaires
de Tau

1. 3. 1. Objectifs

Comme nous venons de le voir, une augmentation de la température induit le passage
de Tau dans le noyau des neurones. Une localisation nucléaire de Tau dans les neurones et
d’autres types cellulaires a été mise en évidence a plusieurs reprises. Cependant, aucune étude
n’a décrit de passage entre cytosol et noyau. Le poids moléculaire des protéines Tau
(supérieur a 40 kDa) indique que les déplacements a travers la membrane nucléaire
nécessitent un transport actif des protéines. Cependant, aucune séquence de localisation
nucléaire connue n’a été identifiée dans la séquence de Tau. Ce transport pourrait donc
impliquer I’intervention de partenaires capables de faire passer Tau a travers la membrane

nucléaire.

Plusieurs études ont mis en évidence des interactions entre Tau et diverses protéines. Parmi
ces protéines, on retrouve des protéines de choc thermique telles que, HSP 70 ou HSC 70, la
protéine Pin 1 ou encore FKPBS52 des protéines connues pour interagir avec Tau et étre
impliquées dans les mécanismes de stress (Chambraud et al., 2010; Dou et al., 2003; Jinwal

etal.,2010; Lu et al., 1999; Sarkar et al., 2008; Shimura ef al., 2006).
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Pinlest une prolyl cis/trans isomérase humaine qui catalyse 1’isomérisation de la liaison
peptidique sur les résidus pSer/pThr précédant les prolines. La protéine se lie a Tau au niveau
de sa Thr 231 lorsque le résidu est phosphorylé. Par cette liaison, Pin lest capable de modifier
la conformation de Tau lui permettant par la suite d’étre déphosphorylée par PP2A (Galas et
al., 2006; Hamdane et al., 2006; Thorpe et al., 2001; Zhou et al., 2000).

FKPBS52 est une immunophylline qui, dans des cellules PC12 en différentiation, est capable
d’inhiber I’accumulation de Tau ainsi que la croissance des neurites. De plus, in vitro, la
protéine se lie a Tau et en particulier lorsque cette dernicre est hyperphosphorylée et inhibe sa
capacité a promouvoir ’assemblage des microtubules (Chambraud et al., 2010). FKBP52 a
¢galement une activité peptidyl prolyl cis-trans isomerase, similaire a Pinl et pourrait donc,
comme Pinl catalyser I’isomérisation de certaines liaisons peptidiques de Tau.

Tau interagit également avec les protéines de choc thermique HSC70 et HSP70. Bien que le
role de ces associations ne soit pas clairement identifi¢, certains travaux suggerent que, en
interagissant avec Tau, HSC70 et HSP70 protégent les protéines Tau en condition
physiologique et participent a leur dégradation lorsque celles-ci sont altérées (Dou et al.,
2003; Jinwal et al., 2010; Shimura et al., 2004a).

Ainsi, nous avons étudié¢ 1’effet de I’hyperthermie sur la localisation subcellulaire des
protéines HSP 70, HSC 70, la protéine Pin 1 ou encore FKPB52 afin de voir si une corrélation
existe entre la localisation de Tau et ces protéines susceptibles de participer a la translocation

nucléaire de Tau.

1. 3. 2. Résultats

Dans des cultures primaires de neurones corticaux, nous avons ¢étudi¢ I’effet d’une
hyperthermie sur la localisation subcellulaire de plusieurs protéines connues pour interagir
avec Tau. Pour cela, les cellules ont été¢ incubées 1H a 44 °C puis la localisation subcellulaire
des protéines Pin 1, FKBP57, HSP70 et HSC 70 a été analysée par immuno-empreinte aprés

fractionnement subcellulaire (Figure 20).
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Figure 20: Effet de I’hyperthermie sur la localisation subcellulaire de
protéines partenaires de Tau. Immuno-empreintes représentatives de la
localisation subcellulaire des protéines FKBP57, Pin 1, HSP 70, HSC 70 dans
des cultures primaires corticales embryonnaires (10 DIV) incubées 1H a 44°C
(HS) ou maintenues a 37°C (C). La détection des protéines FKBP57, Pin 1, HSP
70, HSC 70 a été réalisée respectivement a 1’aide des anticorps anti-FKBP57
(don du Pr Baulieu), anti-Pinl H123 (Santacruz, sc-15340), anti HSP70
(Santacruz, sc-24) et anti-HSC70 (Santacruz, sc-7298) dans les fractions
cytosoliques et nucléaires. La synaptophysine sert de marqueur de la fraction

cytosolique et la lamine de marqueur de la fraction nucléaire.

Résultats

Parmi les protéines étudiées, toutes sont détectées dans la fraction cytosolique. Dans la

fraction nucléaire, a I’exception de FKBP57, les protéines sont également présentes en faibles

quantités. Apres traitement par la chaleur, seule la quantit¢ de HSC70 augmente dans le noyau

des neurones suggérant une translocation nucléaire et une accumulation de la protéine en

réponse a I’hyperthermie.

1. 3. 3. Conclusion

L’hyperthermie entraine spécifiquement I’accumulation nucléaire de certaines

protéines partenaires de Tau. En effet, parmi les protéines testées, on n’observe pas

d’augmentation de la quantité des protéines Pin 1, FKBP52 et HSP70 dans le noyau.
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Le poids moléculaire de Pin 1 (environ 18 kDa) suggere un transport passif de la protéine a
I’inverse des protéines FKBP52 et HSP70 dont le poids moléculaire (> 40kDa) laisse prédire
un mécanisme actif de transport de ces deux protéines.

Par conséquent, le stress hyperthermique ne semble pas n’entrainer pas de perturbation des
mécanismes de transport nucléaire ou d’altération de la membrane nucléaire pouvant induire
le passage non spécifique de protéines.

De plus, ces résultats indiquent que ces trois protéines ne semblent pas directement
impliquées dans le transport de Tau dans le compartiment nucléaire.

La protéine Pin 1 se lie a Tau au niveau du résidu Thr231 lorsque celui-ci est phosphorylé. De
méme, des ¢tudes ont montré que FKBP52 se lie davantage a Tau lorsque la protéine est
phosphorylée. L’hyperthermie conduisant a une déphosphorylation de Tau sur de nombreux
sites dont le site Thr231, il est donc probable que ces deux protéines ne s’associent pas a Tau
dans nos conditions. Cependant, ces résultats ne permettent pas de conclure quant a leur
participation éventuelle dans la déphosphorylation de Tau.

Au contraire, nous avons mis en évidence une translocation nucléaire de la protéine HSC 70
en réponse au stress hyperthermique. HSC 70 est une protéine de choc thermique exprimée de
maniere constitutive et localisée dans le cytoplasme et le noyau des cellules. Elle est connue
pour étre impliquée dans plusieurs processus notamment la localisation subcellulaire ou la
dégradation de protéines et joue un rdle dans la protection des cellules en condition de stress
(Imamoto et al., 1992; pour revue, (Richter-Landsberg and Goldbaum, 2003); Shi and
Thomas, 1992). Plusieurs travaux ont mis en évidence une translocation nucléaire HSC70 en
réponse a un stress hyperthermique (Tsukahara and Maru, 2004; Kodiha et al., 2005), données
en accord avec les résultats que nous avons obtenus. Cette corrélation entre la localisation de
Tau et HSC70 en condition de stress suggere que cette derniere pourrait étre impliquée dans

les mécanismes de translocation de Tau dans le noyau de neurones.

L’¢étude des mécanismes intervenant dans la translocation nucléaire de Tau nous a ensuite
amené a nous intéresser aux régions de Tau potentiellement impliquées dans son transport

nucléo-cytoplasmique.
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2. Isoformes de Tau et translocation nucléaire

2. 1. Objectifs

Dans le systéme nerveux central, un épissage alternatif a lieu sur le transcrit primaire
du geéne codant pour Tau. Cet épissage donne naissance a 6 isoformes de Tau qui différent de
part la présence ou non des exons 2 et 3 et 10. Les protéines sont constituées de 3 ou 4
domaines répétés au niveau de leur domaine de liaison aux microtubules en fonction de
I’inclusion ou non de 1’exon 10 dans leurs transcrits qui détermine la présence du 2°™
domaine répété sur les protéines. Parmi les 6 isoformes de Tau, 3 isoformes sont constitués de
4 domaines de répétition, on parle de « Tau 4R », les 3 autres comportent 3 domaines répétés
et sont dits « Tau 3R ». Les fonctions des isoformes de Tau sont similaires bien que certaines
différences soient a noter. Par exemple, les isoformes Tau 4R se lient plus efficacement aux
microtubules favorisant davantage leur polymérisation et leur stabilité que les isoformes Tau
3R. De méme, des différences d’affinité pour certaines protéines membranaires comme FYN
ont été observées entre les isoformes Tau 3R et Tau 4R (Bhaskar et al., 2005). Plusieurs
¢tudes ont décrit la présence des protéines Tau dans le noyau des neurones et autres cellules
de types neuronales. Cependant, la composition en isoformes et les domaines impliqués dans

le passage nucléaire des protéines Tau ne sont pas connus.

Nous nous sommes intéressés aux différentes isoformes capables de transloquer dans le noyau
de cellules neuronales en condition de stress hyperthermique. Dans ce but, nous avons utilisé
des neurones corticaux issus d’embryons de souris. Dans ces neurones embryonnaires, les
isoformes 3R et 4R de Tau sont présents a l’inverse des neurones murins adultes
principalement constitués des isoformes Tau 4R (McMillan et al., 2008). L’utilisation des
neurones embryonnaires de souris nous a ainsi permis de comparer la localisation des
isoformes de Tau 3R et 4R en condition de stress hyperthermique et ainsi d’étudier de réle de
la séquence codée par 1’exon 10 dans la localisation de Tau. L’implication potentielle des
séquences de Tau codées par les exons 2, 3 a également été analysée a I’aide de la lignée de
cellules de neuroblastomes SH-SYSY stablement transfectée avec des isoformes de Tau

possédant ou non les séquences codant pour ces exons.
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2. 2. Matériel et méthodes

> Entretien des lignées cellulaires SH-SYSY

La lignée cellulaire utilisée (SH-SYS5Y) dérive de cellules issues de neuroblastomes
humains. Elles ont par conséquent la capacité de se diviser. L’entretien et I’amplification des
cellules s’effectuent a une température de 37°C et dans un environnement contenant 5% en
CO2. Le milieu de culture utilisé¢ est un milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, GIBCO BRL) supplémenté en sérum de veau foetal (10%), en acides aminés non-
essentiels (ImM), en L-glutamine (2mM) et en pénicilline/streptomycine (50U/ml).
Lorsque les cellules sont a confluence, celles-ci sont rincées au PBS (GIBCO BRL) puis
décollées de leur support suite a une incubation avec une solution de Trypsine/EDTA
(GIBCO BRL), a 37°C sous 5% en CO2 pendant quelques minutes. L’inactivation de la

trypsine est réalisée par ajout de milieu de culture complet.

» [Etablissement des populations cellulaires stablement transfectées

Le vecteur d’expression plasmidique pNTap

Le vecteur d’expression utilis¢ pour exprimer différentes isoformes de Tau au sein de
la lignée SH-SYSY est le vecteur plasmidique eucaryote pNTap (InterPlay® N-terminal
Mammalian TAP System, STRATAGENE). La particularit¢ de ce vecteur réside dans la
présence de la séquence codante de 2 étiquettes polypeptidiques distinctes placées en tandem
au niveau 5' de la séquence codante a insérer (en I’occurrence Tau) qui sont : la séquence du
« streptavidin binding peptide » (SBP) et celle du « calmodulin binding peptide » (CBP)
(Figure 21).
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Transfections stables et sélection des populations cellulaires stables

Les transfections ont été réalisées dans la lignée SH-SYSY a ’aide du kit Exgen 500
(Euromedex), compos¢ de polymeres d’éthylénimide linéaires qui en présence d’ADN
forment des microprécipités qui pénetrent dans la cellule par endocytose.

Les cellules misent en culture dans une plaque 6 puits (9cm2) sont transfectées par lipofection
lorsqu’elles atteignent 50% de confluence (Exgen500, EUROMEDEX). On réalise un
mélange plasmides/Exgen500 avec 4ug de plasmides pour 20uLd’exgen dans un volume de
400uL de DMEM. Le mélange est ensuite incubé pendant 15 minutes a température ambiante
pour permettre la formation des complexes ADN/lipides, puis ajouté aux cellules. Apres 3
heures d’incubation a 37°C, 4 ml de milieu de culture complet sont rajoutés aux cellules. Le
lendemain, le milieu est remplacé par un milieu DMEM complet dans lequel 1’antibiotique
nécessaire a la sélection clonale a été rajouté (G418; Gibco BRL ; 400ug/ml).

La sélection clonale est maintenue durant 4 a 5 semaines, par changement de milieu DMEM
complet additionné de G418 3 fois par semaine. A I’issue des 5 semaines de sélection, la
population clonale résistante est amplifiée par passage en boite de culture de 25 cm2 pour

caractérisation et entretien.

2. 3. Résultats

Nous avons tout d’abord analysé la présence des isoformes 3R et 4R de Tau dans des
cultures primaires de neurones corticaux dans les fractions cytosoliques et nucléaires par

immuno-empreinte.
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Les isoformes de Tau 3R et 4R sont toutes deux présentes dans les cultures primaires
utilisées. Dans la fraction nucléaire, les 2 types d’isoformes sont également détectés et
augmentent en condition d’hyperthermie indiquant que les isoformes de Tau 3R et 4R passent

dans le compartiment nucléaire (Figure 22).
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Figure 22: Etude de D’effet d’un stress hyperthermique sur la
localisation subcellulaire des isoformes 3R et 4R de Tau dans les
neurones. Immuno-empreintes réalisées a 1’aide d’anticorps
reconnaissant spécifiquement les isoformes Tau 3R ou Tau 4R a
partir d’extraits cytosoliques et nucléaires provenant de cultures
primaires corticales embryonnaires (10 DIV) incubées 1H a 44°C
(HS) ou maintenues a 37°C (C).

Cependant, une détection correcte des isoformes 4R de Tau, en particulier dans la fraction
nucléaire, a nécessité 1’utilisation d’une méthode de détection plus sensible que celle
couramment utilisée lors de la révélation des membranes d’immuno-empreinte (kit « ECL
detection reagent » (Electro Chemo Luminescence, Amersham)). Dans le cas présent, le kit
« Super signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate » (Termo scientific) a été utilisé
pour permettre de visualiser le marquage de Tau 4R dans la fraction nucléaire.

De ce fait, a méthode identique, les quantités de Tau 4R semblent beaucoup plus faibles que
celles des Tau 3R, en particulier dans la fraction nucléaire bien que ces variations puissent

¢galement étre en partie dues a des différences de sensibilité entre des anticorps utilisés.
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Nous avons ensuite analysé le role des séquences codées par les exons 2, 3 et 10 dans
la localisation de Tau dans des lignées cellulaires de neuroblastomes SH-SYSY stablement
transfectées avec différentes isoformes de Tau possédant ou non les séquences codées par les
exons 2, 3 et 10 (isoformes 2- 3- 10-; 2+ 3- 10- et 2+ 3+ 10+). Nous avons étudi¢, comme
précédemment, la localisation subcellulaire des différentes isoformes de Tau suite a un stress

hyperthermique dans les fractions cytosoliques et nucléaires par immuno-empreinte (Figure
23).
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Figure 23: Etude de D’effet d’une hyperthermie sur la localisation subcellulaire des différentes
isoformes de Tau. A. Représentation schématique des trois isoformes de Tau utilisées pour 1’établissement
des lignées stables (isoformes 2- 3- 10-, 2+ 3- 10- et 2+ 3+ 10+). B. Immuno-empreintes révélée a ’aide
d’un anticorps anti Tau total (HT7) dirigé contre les différentes isoformes de Tau. L’étude a été réalisée a
partir d’extraits cytosoliques et nucléaires provenant de la lignée cellulaire SH-SYSH stablement transfectée
et exprimant les isoformes 2- 3- 10-, 2+ 3- 10-, 2+ 3+ 10+ ou n’exprimant pas Tau (vecteur vide). Les
cellules ont été incubées 1H a 44°C (HS) ou maintenues a 37°C (C).
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Nous avons ainsi observé que les 3 isoformes testées sont présentes a la fois dans le cytosol et
le noyau des cellules quoique trés majoritairement localisées dans le cytosol. De plus, la
quantité de toutes les isoformes testées augmente dans la fraction nucléaire apres le traitement
des cellules par la chaleur (Figure 23). Par conséquent, les isoformes de Tau 2-3-10-, 2+3-10-
et 2+3+10+ transloquent et s’accumulent dans le noyau des cellules en réponse a un stress

hyperthermique.

2. 4. Conclusion

L’¢étude de la présence et de la localisation cellulaire des isoformes 3R et 4R dans les
neurones soumis a un stress hyperthermique a révélé que les deux types d’isofomes sont
présents dans les neurones corticaux murins et passent dans le compartiment nucléaire. Par
conséquent, le 2°™ domaine répété codé par I’exon 10 ne semble pas essentiel au transport
nucléo-cytoplasmique de Tau.

Dans les cellules de neuroblastomes SH-SYS5Y, nous avons ¢galement observé une
translocation nucléaire en condition de stress thermique de toutes les isoformes testées soit
des isoformes de Tau 2-3-10-, 2+3-10- et 2+3+10+. Ces données confirment les résultats
obtenus dans les neurones et montrent, de plus, que le transport des protéines dans le noyau
semble également indépendant de la présence ou de I’absence des séquences de Tau codées
par les exons 2 et 3. Par conséquent, il est probable que les six isoformes de Tau soient
capables de passer dans le compartiment nucléaire suite a un stress hyperthermique.

La capacité de passage des différentes isoformes de Tau dans le noyau peut varier. Cependant,
dans cette étude, en raison de I’absence de lysats totaux qui auraient permis d’évaluer
I’efficacité de transfection de chaque plasmide, nous n’avons pas pu quantifier I’accumulation
des protéines Tau dans le compartiment nucléaire. Les résultats permettent donc uniquement
de préciser que les séquences codées par les exons 2, 3 et 10 ne sont pas essentielles au
passage et a 1’accumulation de Tau dans le noyau des neurones en condition de stress
hyperthermique.

Une étude complémentaire serait nécessaire pour quantifier I’efficacité de translocation et
I’accumulation de chaque isoforme dans le noyau des neurones et préciser le role

potentiellement modulateur de ces séquences.
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1. Stress et localisation de Tau dans les neurones : implication de la
phosphorylation de Tau

1. 1. Mécanismes impliqués dans la translocation et accumulation nucléaire de
Tau

Au cours de notre étude, nous avons montré qu’un stress hyperthermique et un stress
oxydant entralnaient une translocation et accumulation réversible des protéines Tau dans le
noyau des neurones. Des stress comme 1’hyperthermie et le stress oxydant sont connus pour
induire la translocation nucléaire de nombreuses protéines telles que des protéines
chaperonnes mais également des protéines impliquées dans 1’étiopathologie de maladies
neurodégénératives. En effet, suite a un stress hyperthermique, on observe une augmentation
des protéines de chocs thermiques comme HSP 70, le complexe HSP70/HSP90 et HSC 70
(Daniel et al., 2008; Kotoglu et al., 2009; Neri et al., 1995; Xu et al., 1998) dans le noyau des
cellules. De méme, une translocation nucléaire de I’alpha-synucléine a été observée suite a un
stress oxydant (Xu et al., 2006) et celle de I’ataxine-3 (Reina et al., 2010) aprés un stress
hyperthermique ou oxydant, des protéines impliquées respectivement dans la maladie de
Parkinson et I’ataxie spino-cérébelleuse de type 3.

Les mécanismes d’import et d’export de protéines a travers la membrane nucléaire sont
hautement régulés et font intervenir les pores nucléaires situés dans la membrane. Les
protéines dont le poids moléculaire est inférieur a 40 kDa peuvent ainsi passer la membrane
nucléaire de maniére passive contrairement a des protéines de plus haut poids moléculaire qui
requicrent la reconnaissance de signaux spécifiques par des protéines de transport pour
traverser des complexes de pores nucléaires. Ces signaux sont des séquences de localisation
nucléaire ou NLS (pour le terme anglais « nuclear localization sequence ») situées sur les
protéines qui doivent pénétrer dans le compartiment nucléaire. A I’inverse, la présence d’une
séquence d’export nucléaire, NES (pour le terme anglais « nuclear export sequence ») permet
I’export de protéines en dehors du noyau (pour revue (Terry et al., 2007)). Concernant les
protéines Tau, leur poids moléculaire supérieur a 40 kDa (environ 50 kDa chez la souris)
suggere un transport actif des protéines. Cependant, les séquences des protéines Tau ne

présentent pas de séquences NLS ni de NES classiques suggérant que leur transport nucléaire
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nécessite une interaction avec une ou plusieurs protéines possédant une NLS pour leur faire
traverser les pores nucléaires.

Les protéines Tau interagissent avec un certains nombre de protéines impliquées dans
des mécanismes de stress telles que les peptidyl prolyl cis-trans isomérase Pin et FKBP52
(Chambraud et al., 2010 ; Lu et al., 1999), des protéines de chocs thermiques comme HSP 27
(Shimura et al., 2004b), HSP70, HSP90 (Dou et al., 2003) et HSC 70 (Sarkar et al., 2008;
Shimura et al., 2006).

Lors de notre étude, nous avons observé une augmentation de la quantité de HSC 70 dans le
noyau des neurones en condition de stress thermique. En revanche, la localisation de Pinl,
FKBP52 et HSP70 ne varie pas suggérant que ces protéines ne sont pas directement
impliquées dans le transport de Tau.

La protéine HSC 70 intervient dans plusieurs processus notamment la protection des cellules,
la dégradation et la localisation subcellulaire de protéines en condition de stress. HSC 70
participe au transport de protéines dans le noyau des cellules. Des études ont, en effet, montré
que son inhibition prévenait 1’import nucléaire de protéines telles que I’histone HI1, la
nucléoplasmine et ’antigéne SV-40 (Imamoto et al., 1992; Shi and Thomas, 1992).

HSC 70 posséde un NLS et un NES lui permettant de changer de compartiment en réponse a
divers changements physiologiques (Tsukahara and Maru, 2004). Cette corrélation entre la
localisation de Tau et HSC70 en condition de stress suggere que cette derni¢re pourrait étre
impliquée dans les mécanismes de translocation de Tau dans le noyau de neurones.

Afin de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu dans le transport nucléo-
cytoplasmique de Tau, nous avons également tenté de rechercher des partenaires potentiels de
Tau dans le compartiment nucléaire par immuno-précipitation de Tau suivi d’une
identification par spectrométrie de masse. Cependant, bien que nous ayons réussi & immuno-
précipiter Tau dans la fraction nucléaire en condition contrdle ou de stress, nous n’avons pas,
jusqu’ici, identifié de partenaires.

L’accumulation nucléaire de Tau pourrait étre la conséquence d’une altération des
mécanismes d’import ou export suite a un stress hyperthermique ou oxydant.

En condition d’hyperthermie, le transport nucléo-cytoplasmique de certaines protéines est
perturbé. Par exemple, le stress abolit I’export nucléaire de HSC 70 entrainant son
accumulation dans le noyau des cellules. Ce mécanisme est cependant transitoire puisque son
transport dans le cytosol est rétablit apres le retour a une température normale (Kodiha et al.,
2005). Les stress hyperthermiques ou oxydants sont connus pour induire une accumulation et

rétention de I’importine-a dans le noyau, une protéine reconnaissant les séquences NLS et

74



Discussion

donc impliquée dans le transport nucléaire des protéines (Kodiha et al., 2008; Miyamoto et
al., 2004). D’autres travaux ont récemment montré une inhibition des mécanismes d’export
nucléaire de protéines médiée par Crm1, une protéine membre de la famille des importines-3
impliquée dans la reconnaissance des NES, en réponse a un stress oxydant (Crampton et al.,
2009). De ce fait, les stress thermiques et oxydants pourraient induire le blocage des systémes
d’export et la rétention de protéines impliquées dans le transport protéique de Tau conduisant

a ’accumulation des protéines dans le noyau.

1. 2. Implication de la phosphorylation de Tau dans sa localisation dans les
neurones.

La translocation nucléaire de Tau induite par ’hyperthermie est corrélée avec une
déphosphorylation de la protéine.
Dans le noyau, les protéines Tau sont majoritairement sous forme déphosphorylée bien que la
protéine reste phosphorylée sur les sites Ser 262 et Ser 356. La déphosphorylation de ces sites
ne semble donc pas essentielle au transport de Tau dans le noyau.
Peu de choses sont connues concernant 1’état de phosphorylation de Tau dans le noyau des
cellules. La plupart des études utilisent 1’anticorps Taul afin de visualiser Tau dans le noyau.
Or, Taul reconnait les sites Ser195/198/199/202 lorsque ces derniers sont
déphosphosphorylés. Certains anticorps anti-pTau tels que PHF-1 (Ser396/404) et ATS
(Ser199/202 et Thr205) ont également été testés mais n’ont pas permis de détecter Tau
suggérant que Tau nucléaire est déphosphorylée sur ces résidus (Arrasate et al., 2000). Dans
des cellules de neuroblastomes humains, une baisse du marquage nucléaire de Tau est
d’ailleurs observée apres traitement des cellules par de 1’acide okadaique, un inhibiteur de
phosphatase (Lefebvre ef al., 2003).
De plus, suite @ un stress hypothermique, les protéines sont hyperphosphorylées et ne
s’accumulent pas dans le noyau des neurones. Dans la fraction nucléaire, Tau n’est pas
hyperphosphorylée suggérant que les protéines hyperphosphorylées ne pénétrent pas ou ne
s’accumulent pas dans le noyau. Par conséquent, 1’état de phosphorylation des protéines Tau
semble jouer un rdle important dans les mécanismes de transport de Tau a travers la
membrane nucléaire. Cependant, on ne peut exclure la possibilit¢ que 1’absence de
translocation nucléaire de Tau soit due a une altération des mécanismes de transport
spécifiques de Tau induite par ce type de stress indépendamment de son état de

phosphorylation. Néanmoins, ce type d’hypothermie n’est pas connu pour bloquer les
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systémes de transport nucléo-cytoplasmique des protéines dans les cellules puisque des
protéines comme la 2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase sont connues pour
s’accumuler dans le noyau de cellules en réponse a une baisse de température (Hoshino and
Fujii, 2007).

L’induction d’une hyperphosphorylation de Tau par une autre méthode telle que le traitement
par le peptide AP (connu pour induire une hyperphosphorylation de Tau dans les cellules)
(Lopes et al., 2010; Ma et al., 2009) ou par I’inhibition de phosphatases en condition de stress
hyperthermique nous permettrait de confirmer I’implication de la phosphorylation dans sa

localisation subcellulaire.

D’autres études sont nécessaires afin de préciser le role de la phosphorylation de Tau
dans sa localisation subcellulaire et plus précisément les sites impliqués dans la régulation du
transport de la protéine. Dans ce but, I’expression de protéines Tau mutées sur certains résidus
afin de mimer un état phophorylé ou déphosphorylé nous permettrait d’analyser 1I’implication
de la phosphorylation de certains sites spécifiques dans la translocation de Tau dans le
compartiment nucléaire.

D’autre part, des travaux réalisés en 2003 ont mis en évidence une relation entre
phosphorylation, glycosylation et localisation subcellulaire de Tau. En effet, lorsque la
protéine est fortement phosphorylée, le taux d’incorporation de résidus O-GlcNAc diminue.
Cette hausse de la phosphorylation associée a la baisse de O-glycosylation est corrélée avec
une modification de la localisation cellulaire de Tau et plus précisément a une baisse de la
quantité de Tau dans le noyau des cellules (Lefebvre et al., 2003b) ce qui coincide avec nos
résultats. La O-glycosylation étant une modification connue pour moduler la localisation
cellulaire de certaines protéines (pour revue (Guinez et al., 2005)), il serait également
intéressant d’étudier 1’effet de la O-glycosylation sur la translocation nucléaire de Tau dans

notre modéle.
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2. Liaison Tau-ADN : quel(s) role(s) dans les neurones ?

Au cours de 1’étude nous avons mis en évidence une interaction entre Tau et ’ADN
neuronal.

L’interaction Tau-ADN pourrait faire intervenir certaines régions spécifiques de
I’ADN, notamment des régions A/T riches situées dans le petit sillon de ’ADN puisque que
I’ajout de la nétropsine, un ligand spécifique du petit sillon de I’ADN ayant une forte affinité
pour certaines séquences A/T riches, modifie la localisation de Tau dans les neurones et plus
précisément entraine une diminution de la quantité de Tau dans le noyau.

Plusieurs études ont montré¢ la formation de complexes Tau-ADN in vitro ou in situ (Corces et
al., 1980; Hua and He, 2003; Qu et al., 2004; Wei et al., 2008). Parmi les séquences d’ADN
analysées, Tau interagit aussi bien avec les séquences alpha satellites A/T riches d’origine
humaine qu’avec des séquences synthétiques poly dI/dC, séquences qui partagent de fortes
similarités structurales avec les bases A/T de ’ADN (Sjoberg et al., 2006). Ceci est en accord
avec une récente ¢tude mettant en évidence la capacité de Tau a interagir avec I’ADN double
brin a travers des séquences A-T riches du petit sillon. Dans cette étude, la liaison de Tau au
niveau de ces séquences A/T riches protege I’ADN des attaques par les radicaux libres et de la
digestion par les DNAses (Wei et al., 2008).

Nos résultats concordent avec ces données et suggerent que dans les neurones, Tau pourrait
protéger ’ADN a travers son interaction avec certaines séquences A/T riches du petit sillon
de I’ADN.

La liaison au petit sillon de I’ADN semble étre un mécanisme de protection commun a divers
types cellulaires pour protéger de manicre efficace leur génome. Par exemple, 1’histone H1 et
Hmbgl sont des protéines architecturales de la chromatine qui se lient au petit sillon de
I’ADN et conférent par ce moyen une protection de I’ADN contre des dommages provoqués
par les radiations (Giavara et al., 2005; McCauley et al., 2007; Roque et al., 2004). Chez les
procaryotes, les spores de la bactérie Bacillus représentent un modele étonnant de protection
de I’ADN par I’intermédiaire de la liaison de protéine au petit sillon de I’ADN. En effet, les
spores dormantes de cette bactérie peuvent survivre de nombreuses années et résister aux
attaques extérieures comme les ultras violets, la chaleur, le desséchement, des agents
chimiques, des enzymes et radiations. En plus de la contribution de nombreux facteurs, la
résistance des spores est largement due a la protection de son ADN par ’intervention de
petites protéines appelées SASP (pour le terme anglais « small acid-soluble protein »). Il est

¢tablie que ces protéines, en se liant au petit sillon de I’ADN, le proteége efficacement en
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modifiant la structure de I’ADN (Frenkiel-Krispin et al., 2004; Lee et al., 2008; Seltow,
2007). Ainsi, la protection de I’ADN a travers la liaison de protéines sur des régions A/T
riches localisées dans le petit sillon de ’ADN pourrait étre un mécanisme ancestral de
protection cellulaire conservé au cours de 1’évolution faisant intervenir un certain nombre de
protéines dont Tau pourrait faire partie.

Par ailleurs, le passage et I’accumulation de Tau sont réversibles ce qui permettrait d’éviter de
bloquer et altérer les mécanismes de transcription essentiels a la physiologie du neurone.

Les neurones sont des cellules qui ne se divisent pas et sont trés vulnérables aux
diverses attaques, en particulier par les ROS générées lors du stress oxydant (pour revue
(Barzilai et al., 2008)). Elles doivent ¢élaborer des mécanismes de défense efficaces pour
assurer leur longévité.

De ce fait, le complexe Tau-ADN pourrait étre essentiel a la protection de I’ADN neuronal
dont I’intégrité est indispensable au bon fonctionnement du neurone. Cette protection pourrait
passer par un changement de conformation rendant les molécules d’ADN plus résistantes aux
attaques. En effet, certains travaux mettent en évidence des modifications de la conformation
de ’ADN et de sa stabilité suite a son interaction avec Tau (Hua and He., 2003; Padmaraju et

al.,2010; Qu et al., 2004).

Cependant, le test de compétition que nous avons réalisé entre Tau et la nétrospine, a
révélé qu’une partie des protéines Tau nucléaires ne sont pas déplacées par la nétropsine
malgré une augmentation de la concentration en nétropsine suggérant que Tau ne se lie pas
uniquement sur des séquences A/T riches du petit sillon.

L’analyse de la localisation de Tau dans les neurones en condition de stress
hyperthermique par microscopie électronique a révélé la présence de Tau au niveau de
plusieurs régions dont le nucléole. Ces observations sont en accord avec des précédentes
¢tudes décrivant une localisation de la protéine dans des régions d’organisation nucléolaire
(NOR) des chromosomes acrocentriques dans des cellules de neuroblastomes en mitose ou
dans des régions fibrillaires denses du nucléole lorsque les cellules sont en interphase (Loomis
et al., 1990; Thurston et al., 1996). Plus récemment, il a été observé, in situ, que Tau est
présente dans la périphérie interne du nucléole, colocalisant partiellement avec une protéine
située dans des régions fibrillaires denses du nucléole, la nucléoline. Dans cette étude, une
interaction de Tau avec des séquences o-—satellites (d’origine humaine) et y-satellites
(d’origine murine) A/T riches organisées comme de I’hétérochromatine constitutive a

¢galement été décrite. Ces données laissent suspecter un role dans la conformation des
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structures nucléolaires et /ou dans 1’hétérochromatisation des génes codant pour les ARN
(Sjoberg et al., 2006) impliquée dans les phénomenes d’inactivation de la transcription des
genes.

Il n’est donc pas exclu que la protection de ’ADN médiée par Tau ne soit pas uniquement la
conséquence d’une plus grande stabilité de I’ADN suite a sa liaison sur des séquences A/T
riches. En effet, en réponse a un stress, les protéines Tau nucléaires pourraient également
moduler la transcription de certains genes impliqués dans la protection de I’ADN soit
directement par sa liaison a I’ADN soit plus indirectement a travers une interaction entre Tau
et certaines protéines qui, en se liant a I’ADN, module la transcription de génes notamment
des facteurs de transcription ou des enzymes impliquées dans les modifications €pigénétiques
de ’ADN (acétyltransférases, déacétylases, méthyltransférases etc...).

Par exemple, une interaction entre Tau et une histone déacétylase (HDAC6), une enzyme
cytosolique dont la fonction est de déacétyler des protéines comme la tubuline ou HSP90, a
¢té mise en évidence. HDAC6 est principalement connue pour son implication dans la
réponse a certains stress. Elle intervient notamment dans les processus de dégradation des
protéines endommagées et favorise 1’activation de protéines de choc thermique (Pour revue
(Matthias et al., 2008) La liaison Tau-HDAC6 conduit a I’inhibition de HDAC6 et par voie de
conséquence a I’augmentation de I’acétylation de ses protéines cibles (Perez et al., 2009). De
facon similaire, Tau nucléaire pourrait se lier a des histones déacétylases ou a des
acétyltransférases modifiant leur activit¢ et donc IP’acétylation des histones.
L’acétylation/déacétylation des histones altére la structure de I’ADN affectant 1’acces des
facteurs de transcription. Il en résulte une modification de 1’expression des genes régulés par
ces facteurs. Généralement, une augmentation d’acétylation des histones est associée avec une
activation transcriptionnelle. Au contraire, la déacétylation des histones conduit le plus
souvent a une répression de la transcription.

Récemment, une étude de transcriptomique, a 1’aide de puces & ARN, a ¢été réalisée a
partir de tissus provenant d’hippocampes de souris WT ou déficientes en Tau afin d’évaluer
des modifications possibles de ’expression génique suite a la suppression de Tau. Les
données obtenues ont permis d’identifier une augmentation d’expression du géne smarcel
codant pour la protéine BAF-57 (BRGl-associated factor 57) en 1’absence de Tau. La
protéine BAF-57 fait parti du complexe de remodelage de la chromatine ATP dépendant
SWI/SNF impliqué dans la régulation transcriptionnelle (Gomez de Barreda et al., 2010).
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De ce fait, de maniere plus ou moins directe, Tau pourrait réguler I’expression de certains
genes en modulant 1’activité de protéines impliquées dans les modifications de structure de

I’ADN.

3. Effet de I’hyperphosphorylation de Tau sur le maintien de I’intégrité de
I’ADN : implication dans les Tauopathies.

En réponse a une hypothermie, nous avons observé une hyperphosphorylation de Tau
sur de nombreux sites et une absence de passage ou accumulation de la protéine dans le
compartiment nucléaire. Par ailleurs, dans ces conditions, on note la présence de 1ésions au
niveau de ’ADN et notamment des pontages (ADN-ADN ou ADN-protéines). L’absence
d’une quantité suffisante de Tau dans le noyau des cellules pourrait étre a I’origine de cette
absence de protection de I’ADN.

Plusieurs études on décrit un role neuroprotecteur de I’hypothermie en particulier en condition
d’hypoxie rencontrée par exemple lors d’une ischémie cérébrale. Dans ces conditions, une
hypothermie modérée diminue 1’apoptose des cellules en les protégeant des dommages induits
par le manque d’apport d’oxygene (Hua et al., 2010; Li et al., 2009 ; Li and Wang, 2010).

En 2003, dans un mode¢le d’hibernation, il a été mis en évidence qu’une augmentation de la
phosphorylation de Tau dans I’hippocampe et le cortex d’écureuils était corrélée a une
diminution du nombre de synapses. L’hyperphosphorylation de Tau n’entraine néanmoins pas
la formation d’agrégats. De plus, ces effets sont reversés lorsque les animaux sortent de leur
¢tat d’hibernation suggérant un mécanisme physiologique de neuroprotection dans ces
conditions (Arendt et al., 2003).

Nos résultats peuvent paraitre contradictoires avec ces données. Cependant, dans ces études,
la présence de dommages spécifiques de I’ADN comme des pontages n’a pas été analysée. De
plus, dans nos conditions, nous n’avons pas observé de mort cellulaire par apoptose.

Ainsi, il est probable que I’hypothermie ait des effets plutot neuroprotecteurs vis-a-vis de la
mort cellulaire.

Par ailleurs, certaines études suggerent que les hypothermies induites par certaines anesthésies
générales répétées pourraient accélérer I’apparition ou la propagation de la pathologie Tau

(Planel et al., 2009).
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Comme nous ’avons suggéré précédemment, 1’hyperphosphorylation de Tau pourrait
perturber voir empécher le transport nucléaire de Tau. Il est également possible que Tau
hyperphosphorylée ne puisse pas s’associer a ’ADN. Les protéines ressortiraient alors du
compartiment nucléaire.

Nous avons étudié, a I’aide du logiciel BindN, la probabilité de liaison de chaque acide aminé
de Tau (sur I’isoforme de Tau de 441AA) avec I’ADN ainsi que I’impact de la mutation de
certains résidus sur leur probabilité d’interaction avec ’ADN (voir annexe). L’analyse a
permis de mettre en évidence certaines régions de Tau, en particulier au niveau de son
domaine riche et proline mais également dans sa partie C-terminale, ayant une tres forte
probabilité de liaison avec I’ADN. Dans ces régions, le remplacement de certaines serines et
thréonines par, respectivement, un aspartate ou un glutamate (mimant une phosphorylation
des sites) diminue dramatiquement leur capacité de liaison avec ’ADN. Parmi les sites mutés,
on distingue les Ser 199 et 205, reconnus par 1’anticorps Taul, la Ser212 (anticorps pTau-
212), les sites Thr 231 et Ser 235 (anticorps AT 180), ainsi que les Ser396/404 (anticorps
AD?2). Les anticorps pTau-212, AT180 et AD2 reconnaissent des sites phosphorylés au
contraire de Tau qui ne reconnait que des sites déphosphorylés. Or dans notre modele, que se
soit dans des neurones embryonnaires ou adultes, & I’exception de I’anticorps 128, seul Taul
permet de détecter Tau dans la fraction nucléaire suggérant une forte implication de la
déphosphorylation de ces sites dans la localisation nucléaire de Tau et dans son interaction
avec I’ADN (Figure 24).

Des études réalisées in vitro ont montré que Tau partiellement phosphorylée ou
hyperphosphorylée est également capable de se lier a ’ADN (Hua and He, 2002; Padmaraju
et al., 2010). Néanmoins, les sites phosphorylés ne sont pas identifiés, il est donc possible

que, en fonction des résidus phosphorylés, I’'impact sur I’interaction de Tau a I’ADN varie.
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Région riche

en proline
E2E3 — E10
Nter 1[ I LI 441 Cter
198 SSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSP 236 395 KSPVVSGDTSPRH 407
T o el e T e R R R s
Tau 1 ~ ATI80 AD2
198 SDPGDPGEPGSRSREPDLPTPPTREPKKVAVVREPPKDP 236 395 KDPVVSGDTDPRH 407
---------- +4ttmmmmmpmmpppmppmmm e memmmmm—————

+: liaison a ’ADN probable
-: liaison a ’ADN peu probable

Figure 24: Analyse de la probabilité de liaison entre I’isoforme de Tau la plus longue (441AA) et ’ADN.
La probabilité de liaison de Tau a I’ADN a été analysée a 1’aide du logiciel BindN. Le signe « + » correspond
a une forte probabilité de liaison des sites au contraire du signe « — » qui indique une faible probabilité de
liaison des résidus a I’ADN. L’effet de mutations sur certains résidus a été analysé en remplagant certains AA
par un glutamate (E) ou aspartate (D) mimant une phosphorylation des sites (représentés en rouge). Les
résidus dont la probabilité de liaison & I’ADN est modifiée par les mutations de Tau sont représentés en rouge.
Les anticorps reconnaissant différentes régions de Tau sont visualisés en violet.

Les stress hyperthermiques et oxydants partagent certaines caractéristiques dont la
production de ROS capables d’endommager I’ADN (Bruskov et al., 2002; Zhao et al., 2006).
Au cours de notre étude, nous avons observé que le traitement de cultures primaires de
neurones corticaux par le peroxyde d’hydrogeéne conduit, comme le stress hyperthermique, a
la déphosphorylation et translocation nucléaire de Tau. Ces résultats suggerent que Tau
nucléaire pourrait avoir un rdle similaire en condition de stress thermique et oxydant en
protégeant I’ADN de I’attaque par les radicaux libres.

Le stress oxydant entraine la formation de nombreux dommages au niveau des protéines, des
lipides et surtout de ’ADN (pour revue (Rao,1993)). Les effets du stress oxydant sur
I’intégrité de ’ADN génomique dans les neurones apparaissent fortement impliqués dans les
mécanismes liés a la neurodégénérescence. Il a par exemple été observé que, dans des cultures
de neurones humains, les promoteurs de genes liés au transport vésiculaire et aux fonctions
synaptiques et mitochondriales sont plus vulnérables et sujets a I’accumulation de dommages

causés par le stress oxydant, aboutissant a une baisse de 1’expression de génes impliqués dans
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la mémoire, I’intégrité synaptique et la survie neuronale de maniere plus générale (Lu et al.,
2004).

Par ailleurs, il existe une corrélation entre les neurones présentant de nombreux
agrégats de Tau et ceux accumulant des 1ésions de ’ADN avec 1’age (Schmitz ef al., 1999).
Une hypothése intéressante est que les altérations pathologiques des protéines Tau, en
particulier I’hyperphosphorylation des protéines, pourraient perturber leur capacité a pénétrer
dans le compartiment nucléaire et/ou affecter leur affinité pour I’ADN le rendant plus sensible
au stress.

L’hyperphosphorylation de Tau est connue pour engendrer des altérations importantes des
fonctions de Tau, et est impliquée dans la physiopathologie de nombreuses maladies
neurodégénératives : les Tauopathies.

Ainsi, ces formes pathologiques de Tau (hyperphosphorylées et/ ou agrégées) ne pourraient
plus protéger efficacement ’ADN des dommages notamment causés par le stress oxydant,
observés dans plusieurs Tauopathies comme la MA, la maladie de Pick ou la PSP (Albers et
al., 1999; Castellani et al., 1995; Hatzler et al., 2002; Komori et al., 1998; Odetti et al., 2000).
L’inefficacité a protéger I’ADN pourrait ainsi contribuer a perturber le bon fonctionnement
des neurones et participer a la physiopathologie de ces pathologies.

En accord avec cette hypothese, des aberrations chromosomiques (translocation,
décondensation, aneuploidies, coupures de ’ADN...) ont été observées dans les lymphocytes
et fibroblastes de patients portant la mutation P301L sur la protéine Tau, mutation associée a

des démences fronto-temporales (Rossi et al., 2008).

L’ensemble de ces résultats renforce 1’idée que Tau exercerait un role stabilisateur et
protecteur vis-a-vis de I’ADN et que son altération pourrait entrainer une perte de sa fonction

neuroprotectrice (Figure 25).

83



Discussion

A Condition physiologique

.
N
e

Cytoplasme

Protection
de I’ADN

B Condition pathologique

Stress
oxydant

* Pro on
de

\Cytoplasme /

Figure 25: Model possible de protection de PADN neuronal par Tau en
réponse a un stress oxydant. A. En condition physiologique, le stress oxydant
entraine la déphosphorylation et ’accumulation nucléaire de Tau. Dans le noyau,
Tau se lie a ’ADN et le protége de I’attaque par les radicaux libres. B. En
condition pathologique, Tau est hyperphosphorylée et ne s’accumule pas dans le
noyau des neurones. Dans ces conditions, Tau ne protége plus I’ADN.

Il n’existe pas, a ’heure actuelle, de traitements efficaces capables de prévenir ou
stopper 1’évolution de ces pathologies. La plupart des recherches effectuées dans ce domaine
visent a contrecarrer les perturbations engendrées par D’altération des protéines Tau
cytosoliques. Au vu de nos résultats, I’impact possible de I’altération de Tau nucléaire dans la
physiopathologie des Tauopathies n’est pas a négliger. Nous avons montré que la protection
de ’ADN pourrait passer, au moins en partie, par sa liaison au petit sillon de I’ADN. Ainsi, il
serait intéressant d’étudier I’effet de 1’ajout de ligands réversibles du petit sillon de I’ADN sur
les dommages observés en I’absence de Tau. Cependant, ces molécules bloquent la
transcription de nombreux geénes, ce qui a long terme pourrait s’avérer délétére pour les
cellules si ’effet n’est par reversé. L’utilisation de telles molécules est d’ailleurs testée en
thérapeutique anti-cancéreuse (Bielawski and Bielawska, 2008; Marchini et al., 2001).

Par conséquent, il est indispensable d’¢lucider précisément les mécanismes d’action de Tau
nucléaire vis a vis de la protection de I’ADN pour pouvoir élaborer des approches

thérapeutiques efficaces.
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4. Role central de la phosphorylation dans les différentes localisations et

fonctions de Tau

Dans les neurones, les protéines Tau sont peu phosphorylées. La phosphorylation de
Tau sur certains sites comme la Ser262 ou la Thr231 joue un rdle prépondérant dans la
régulation de I’interaction de Tau aux microtubules. En effet, la phosphorylation de ces sites
diminue fortement la capacité de liaison de Tau aux microtubules in situ (Biernat et al., 1993;
Cho and Johnson, 2003). La présence de Tau a la membrane plasmique dépend également de
son état de phosphorylation. La phosphorylation de certains de ces sites comme la Thr231
entraine son détachement des protéines membranaires (Maas et al., 2000; Reynolds et al.,
2008). De plus, Tau associée aux protéines membranaires n’est pas détectée avec les anticorps
ATS8 (pSer202/pThr202), AT180 (pThr231/pSer235) et PHF-1 (pSer396/404) suggérant que
ces sites sont déphosphorylés lorsque Tau se situe au niveau de la membrane plasmique
(Arrasate et al., 2000; Maas et al., 2000). Il en est de méme dans le noyau ou Tau est
déphosphorylée sur tous les sites analysés a I’exception des sites Ser262/356 (anticorps 12°8)
(Tableau 1).

T Localisations de 'lhlJ T i6e Tau associés aux Condition
T — “i.mbulw‘ protéines Teu nuclésire pathologique
Sites étudiés microtubules membranaires Ex: MA
Taul
(DépSer195/198/199/202) " i b -
P212 -
(PThr212) - ) M
AT 180 - -
(pThr231/pSer235) - H
12t +
(pSer262/356) - ) M
AD2
(pSer396/404) i i i M

Tableau 1: Implication de la phosphorylation de certains sites de Tau dans sa localisation subcellulaire.
Analyse récapitulative de 1’état de phosphorylation des sites étudiés au cours de notre étude dans le cytosol, la
membrane plasmique (plus précisément lorsque Tau est associée aux protéines membranaires) et le noyau des
neurones ainsi que dans un contexte pathologique. Le symbole « - » indique une absence de détection de Tau
par ’anticorps utilisé, « + » signifie que I’anticorps détecte Tau, « ++ » une forte détection de Tau et « ? »
indique que I’anticorps n’a pas été testé. Enfin, le symbole «+++» signifie que les sites sont
hyperphosphorylés.
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En conclusion, parmi les modifications post-traductionnelles, un état de
phosphorylation adéquat s’avere essentielle a la bonne localisation subcellulaire des
protéines leur permettant d’assurer correctement leurs fonctions que ce soit au niveau
des microtubules, de la membrane plasmique ou dans le noyau des neurones. Dans les
Tauopathies, de nombreux sites, dont ceux que nous avons étudiés, sont
hyperphosphorylés.

L’hyperphosphorylation des protéines Tau cytosoliques est considérée comme étant la
principale origine des dysfonctionnements observés dans les Tauopathies et conduisant a
un processus de neurodégénérescence. Cependant, comme nous I’avons montré, Tau
n’est pas uniquement une protéine associée aux microtubules mais davantage une
protéine multifonctionnelle. A ce titre, il est probable que les modifications
pathologiques de Tau affectent I’ensemble de ses fonctions. Les dysfonctionnements
observés dans les pathologies résulteraient alors davantage d’une altération de

I’ensemble des fonctions de Tau.
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Conclusion et perspectives

Ce travail a permis de mettre en évidence une nouvelle fonction de Tau dans le noyau
des neurones. Pour cela, nous avons développé et caractérisé un modele dans lequel Tau, en
réponse a un stress hyperthermique, est déphosphorylée et transloque dans le noyau des
neurones. Dans le noyau, la protéine se lie a I’ADN et le protége des dommages induits par le
stress.

Les mécanismes par lesquels Tau protege I’ADN ne sont pas identifiés. Cependant,

nos travaux suggerent que la protection de I’ADN pourrait, au moins en partie, passer par la
liaison de Tau a des séquences riches en A/T situées au niveau du petit sillon de I’ADN,
induisant une plus grande stabilité de la double hélice.
De plus, au cours de ce travail, nous avons montré que le stress oxydant, un mécanisme
précocement impliqué dans la maladie d’Alzheimer, entraine également la déphosphorylation
et la translocation nucléaire de Tau. Par conséquent, Tau pourrait protéger I’ADN neuronal
d’un stress oxydant et de manicre plus générale de 1’attaque par les radicaux libres.

Par ailleurs, ’état de phosphorylation de Tau semble impliqué dans le transport
nucléaire de la protéine et/ou dans sa liaison avec I’ADN. En effet, la déphosphorylation de
Tau correle avec une accumulation de Tau dans le noyau des neurones. En revanche, lorsque
la protéine est hyperphosphorylée suite a un stress hypothermique, Tau ne s’accumule pas
dans le compartiment nucléaire. Dans ces conditions, on observe la présence de 1ésions au
niveau de I’ADN.

De ce fait, la dérégulation de la phosphorylation des protéines Tau observée dans les
Tauopathies pourrait conduire a une perte de la fonction neuroprotectrice de Tau vis-a-vis de
I’ADN et participer a 1’étiopathologie de ces maladies.

En perspective, une étude plus approfondie des conséquences fonctionnelles de
I’interaction entre Tau et I’ADN a travers 1’analyse des séquences interagissant avec Tau et la
recherche de génes dont I’expression serait potentiellement affectée par cette association nous
permettra de mieux comprendre la fonction de Tau dans le noyau des neurones.

De plus, il serait intéressant de préciser, a ’aide de mutants de Tau, le réle de la
phosphorylation de différents épitopes de Tau dans le transport nucléo-cytoplasmique de la
protéine et dans son interaction avec I’ADN.

En résumé, Tau est bien plus qu’une protéine associée aux microtubules, c’est

¢galement une protéine nucléaire cl¢ impliquée dans la réponse précoce a un stress neuronal.
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BindN prediction of DNA-binding residues

Summary

Your sequence: sp|P10636-8| TAU_HUMAN Isoform Tau-4 of Microtubule-
associated protein tau OS=Homo sapiens GN=MAPT

Input sequence 441 amino acids

length:

Predicted binding 122 residues

sites:

User-defined 80.00%

specificity:

Estimated sensitivity:56.96%

Overview

Sequence: MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGY TMHQODQEGDTDAGLKESPLQTPTEDGSEEPG
Prediction: ————t e Fmm et e Ft———— Fom—_——
Confidence: 574646799999959724544656424522434887983886843525223634735455
Sequence: SETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHTEIPEGTTAEEAGIGDTPSLEDEAAG
Prediction: B L T
Confidence: 436753755247459298999879556456526335753822657997642538978988
Sequence: HVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPK
Prediction: ——tt—t——ttttt—F—t——FF et bttt et ettt b=t —F——+
Confidence: 364539256868535462356654325758338395445342846344794435825328
Sequence: TPPSSGEPPKSGDRSGYSDPGDPGEPGSRSREPDLPTPPTREPKKVAVVREPPKDPSSAK
Prediction: B T T ——— F o o o S — ottt bt ++—+
Confidence: 866782422572296362536955323795922454622794354776864562228838
Sequence: SRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHV
Prediction: B R —— ettt - B T = S
Confidence: 793587486566754656732772262223546674564347574473562368328338
Sequence: PGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNI
Prediction: R B T P —— oo -t ot
Confidence: 455666257234854795677325663853536572727545477525772725426649
Sequence: THVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKDPVVSGDTDPRHLSNVSSTGSIDMV
Prediction: =  ———————— s o Sy SR ettt tt—t————
Confidence: 348464426953625742825565584488998327478254253824654757348869
Sequence: DSPQLATLADEVSASLAKQGL

Prediction: = @ ———————————- Fo———t——

Confidence: 926398388659452557367

*** Prediction: binding residues are labeled with '+' and in red;

non-binding residues labeled with '-' and in green.
*** Confidence: from level 0 (lowest) to level 9 (highest).



Details

Position Residue SVM Output Prediction* Confidence**
1 M -0.6034 - 0.5131
2 A -1.1052 - 0.7452
3 E -0.4262 - 0.4369
4 P -0.9774 - 0.6823
5 R 0.5335 + 0.4931
6 Q -0.8462 - 0.6191
7 E -1.0572 - 0.7200
8 F -1.5745 - 0.9212
9 E -1.6820 - 0.9472
10 v -2.1632 - 0.9903
11 M -1.8088 - 0.9700
12 E -1.7193 - 0.9536
13 D -1.5711 - 0.9208
14 H -0.7701 - 0.5834
15 A -1.5388 - 0.9123
16 G -1.1358 - 0.7578
17 T 0.2844 - 0.2236
18 Y 0.4408 + 0.4507
19 G -0.7818 - 0.5881
20 L -0.4413 - 0.4436
21 G -0.4025 - 0.4273
22 D -1.0010 - 0.6948
23 R 0.6905 + 0.5604
24 K 0.7712 + 0.6055
25 D -0.4248 - 0.4361
26 Q 0.2937 - 0.2214
27 G -0.4176 - 0.4328
28 G -0.6426 - 0.5269
29 Y 0.3224 - 0.2142
30 T 0.3536 - 0.2058
31 M -0.3656 - 0.4147
32 H -0.1675 - 0.3459
33 Q -0.3996 - 0.4262
34 D -1.4230 - 0.8747
35 Q -1.2534 - 0.8080
36 E -1.0705 - 0.7281
37 G -1.5867 - 0.9239
38 D -1.3630 - 0.8514
39 T -0.2707 - 0.3825
40 D -1.3040 - 0.8269
41 A -1.2766 - 0.8161
42 G -0.9865 - 0.6864
43 L -1.2890 - 0.8208
44 K 0.3939 + 0.4350
45 E -0.2340 - 0.3673
46 S 0.5973 + 0.5189
47 P 0.2388 - 0.2328
48 L -0.7018 - 0.5523
49 Q 0.0330 - 0.2866
50 T 0.0683 - 0.2775
51 P -0.2478 - 0.3731
52 T 0.8456 + 0.6525
53 E -0.0877 - 0.3197
54 D -0.4522 - 0.4494
55 G -1.2224 - 0.7953
56 S -0.1175 - 0.3305
57 E -0.6321 - 0.5220
58 E -0.4745 - 0.4592
59 P -0.5932 - 0.5097
60 G -0.6721 - 0.5392
61 S 0.4639 + 0.4590
62 E -0.0575 - 0.3127
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65
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70
71
72
73
74
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76
77
78
79
80
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82
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84
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87
88
89
90
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101
102
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105
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107
108
109
110
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112
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116
117
118
119
120
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0.7663

0.9663

0.6241
-0.0891

1.0146

0.7472

0.7136

0.2002

0.5129
-1.0494
-0.3938
-0.6967
-1.5796

0.0736
-1.5701
-1.3327
-1.7668
-1.7942
-1.7276
-1.2527
-1.1962
-1.5700
-0.6141
-0.6751

0.8804

0.4737
-0.6643
-0.8400
-0.8004

0.0396
-0.9159
-0.2637
-0.1933
-0.6369
-1.0454
-0.5913
-0.3119
-1.3960

0.0462

0.2661
-0.8524
-0.7947
-1.0318
-1.6981
-1.7603
-1.1645
-1.0094
-0.5122

0.0563
-0.7108
-0.1462
-1.2385
-1.5558
-1.1965
-1.4657
-1.8587
-1.3723
-1.2641
-0.1220
-0.8512

0.4942

0.7012
-0.2642

1.9166

0.0571

+ + +

+ + 41

I+ + 1 1

I+ 4+ 1 1

+

0.6018
0.7060
0.5290
0.3206
0.7373
0.5908
0.5751
0.2439
0.4839
0.7167
0.4239
0.5500
0.9223
0.2758
0.9202
0.8403
0.9630
0.9669
0.9550
0.8075
0.7836
0.9200
0.5164
0.5409
0.6664
0.4618
0.5358
0.6159
0.5975
0.2841
0.6503
0.3792
0.3545
0.5245
0.7148
0.5095
0.3962
0.8647
0.2823
0.2283
0.6211
0.5948
0.7083
0.9502
0.9616
0.7684
0.6994
0.4745
0.2797
0.5552
0.3387
0.8019
0.9172
0.7836
0.8897
0.9777
0.8561
0.8117
0.3322
0.6209
0.4756
0.5641
0.3800
0.9788
0.2791



128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192

M ROWHOHEHOQULUONHYUYHEAROPOHOWHEARPOHITIAPIZIPOOAROQAUOPPQIWHAPHRARQUIDPORPDPRAROUODNOHEAQURNRNI

-0.5860
0.8261
1.3919
0.9276
1.3822
0.6322

-0.1951
0.7186

-0.3952
0.8294
0.1160

-0.2944
0.6732
0.8340

-0.9141
0.5748

-0.3796

-0.3000

-0.0100

-0.6714
0.9790
0.6486
1.2888

-0.2981

-0.2666
1.2031

-0.2953
1.6951

-0.5708

-0.3556

-0.4996

-0.5841

-0.0878

-0.3855
0.3376
1.2206

-0.3671
0.9146

-0.3168
0.4469

-0.5494
1.0852
1.8837

-0.3303
0.4842

-0.3085
0.6899
1.2349
0.3717
0.6705

-0.1316
0.2243
1.3449
1.4000
0.9012
0.8019
1.0849
1.14098
0.2171
0.4251
0.2580
0.0042
0.6420
0.9715
0.3117

o+ + + 4+

+

o+ + 4+ L4+ 4+

+ 1

I ++ 10 +1 ++ 1 + 10 +1 + 11

L+ + + 4+ ++ 11

+ o+

0.5077
0.6341
0.8876
0.6931
0.8866
0.5355
0.3552
0.5770
0.4245
0.6359
0.2650
0.3892
0.5530
0.6406
0.6500
0.5069
0.4191
0.3914
0.2981
0.5387
0.7161
0.5419
0.8645
0.3908
0.3809
0.8369
0.3898
0.9539
0.5011
0.4109
0.4711
0.5072
0.3197
0.4212
0.2102
0.8424
0.4155
0.6885
0.3975
0.4525
0.4911
0.7714
0.9751
0.4023
0.4682
0.3948
0.5604
0.8461
0.2005
0.5521
0.3344
0.2369
0.8829
0.8903
0.6783
0.6240
0.7714
0.8065
0.2383
0.4442
0.2291
0.2942
0.5392
0.7088
0.2175



193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257

R<2XRCowWwERHLpHOEPE T OXRPDNOMUOUORODOWHEHIIISI PSR AU HWEPEODHEHDTOnnOQUYEHQUOQUOUONKO®NXTO

0.1083
1.4685
0.7678
-0.3015
0.8748
0.3551
-0.7329
-0.1989
-1.0078
-1.6008
-0.6304
-0.6614
-0.0534
0.2230
-0.0238
0.9514
1.6984
0.7573
1.5247
0.2766
0.1184
-0.4779
-0.7207
-0.4238
0.8413
0.2531
0.0061
1.0394
1.4728
0.3788
-0.2093
0.5986
0.4467
-1.1358
-1.0672
-0.9761
-1.2815
0.7835
-0.5676
-0.6614
-0.9064
0.1808
0.1658
0.0293
1.1386
1.1425
-0.0423
1.2481
1.1076
1.8351
-0.1167
0.6160
1.1448
-1.1302
-0.4751
-1.2462
-0.9473
-0.5743
-0.8083
-0.8155
-1.0558
0.6810
0.4833
-0.9728
0.6457

+ 4+

+ o+ 4

+ 4+ o+ o+ o+ +

L I T T T B B

I+ 4+ 1 1

+

0.2677
0.9124
0.6028
0.3917
0.6618
0.2055
0.5636
0.3562
0.6983
0.9269
0.5212
0.5348
0.3120
0.2370
0.3019
0.7014
0.9539
0.5972
0.9290
0.2255
0.2647
0.4606
0.5587
0.4358
0.6479
0.2298
0.2928
0.7484
0.9134
0.4323
0.3598
0.5189
0.4525
0.7578
0.7269
0.6820
0.8177
0.6138
0.4994
0.5348
0.6464
0.2487
0.2533
0.2877
0.8000
0.8028
0.3086
0.8507
0.7797
0.9687
0.3303
0.5272
0.8046
0.7561
0.4598
0.8050
0.6662
0.5033
0.6020
0.6064
0.7192
0.5576
0.4682
0.6806
0.5410



258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
2717
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322

O NHESATARNPFUOUSKHHARK<SHO<NOOQOQAU<IZTRHZUORONLOORVNO<SZVNEHFUOPEARR"RZHHO<S RO QUWODREHEZHEHAHONOHRWN

0.8210
1.0902
-0.0890
0.0310
0.9769
0.9518
0.3577
0.3379
-0.9543
0.3500
0.1142
0.0843
-0.1243
-0.7264
-0.3938
-0.8066
0.7862
-1.1958
0.3741
-0.7411
-0.9992
-0.3781
-0.2174
0.5264
-1.2142
-0.7220
-1.0407
0.5157
0.5424
-1.1439
-0.0521
0.6564
0.9053
0.2905
-0.2208
0.8557
1.2087
-0.1970
0.0045
-1.4423
-0.0228
-0.2196
-1.2526
-0.5564
-0.8044
-0.6089
-0.9263
0.8599
-0.8742
0.3552
-0.7169
-1.1252
0.0881
-0.1550
-0.3440
-1.2494
-0.5731
-0.5027
1.0883
1.4263
-0.7559
0.8048
1.0661
1.0346
-0.0756

+ + 1 +

I ++ 1 1+ 4+ 101 4+ + 11

T

+ + 41

0.6332
0.7742
0.3203
0.2867
0.7134
0.7014
0.2052
0.2102
0.6706
0.2066
0.2656
0.2734
0.3328
0.5609
0.4239
0.6006
0.6147
0.7834
0.4304
0.5692
0.6937
0.4186
0.3630
0.4885
0.7914
0.5591
0.7122
0.4848
0.4977
0.7600
0.3114
0.5475
0.6811
0.2225
0.3642
0.6562
0.8406
0.3559
0.2942
0.8823
0.3019
0.3639
0.8075
0.4936
0.5994
0.5147
0.6564
0.6571
0.6316
0.2055
0.5570
0.7539
0.2723
0.3423
0.4066
0.8059
0.5030
0.4720
0.7733
0.9005
0.5759
0.6267
0.7613
0.7447
0.3169



323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387

Ol RpRpPIZEHDDHAPPRITABBHRRZOO0QU0U<SIETIAHZOPNOH R NO<S T UORH-HUOUPE R BRI BHBSOOOQAUWRIDTIDIHZAQE®NQ

0.1139
0.7446
-0.9250
-0.8704
-0.1096
-1.3911
-0.5726
-0.2338
0.6133
-0.2195
-0.9891
-0.7797
-1.0485
0.1644
-1.1493
0.0221
-1.0898
0.5605
0.3877
-0.6012
0.5455
-1.1774
-1.0697
-0.6611
0.2811
-0.6341
1.1312
-1.1415
0.1007
0.9651
0.3274
-0.6801
-0.5193
0.2720
-0.8580
-0.8412
-0.5502
-1.6403
-0.1698
-0.3878
-1.2568
-0.3567
-0.9447
-0.4522
-0.3601
0.2156
0.7708
1.4566
-0.6683
-0.2556
0.9232
0.1370
0.7216
-1.0320
0.5518
-0.0124
1.1763
0.2685
0.5534
-0.7482
0.8511
-0.7667
0.7438
1.2256
-0.4247

+ o+

+ 40+ 0+ 0

0.2661
0.5889
0.6553
0.6287
0.3284
0.8639
0.5027
0.3673
0.5263
0.3639
0.6887
0.5873
0.7166
0.2534
0.7631
0.2894
0.7372
0.5041
0.4341
0.5123
0.4977
0.7758
0.7278
0.5348
0.2241
0.5233
0.7935
0.7597
0.2697
0.7051
0.2122
0.5433
0.4778
0.2273
0.6237
0.6167
0.4914
0.9373
0.3466
0.4222
0.8092
0.4111
0.6652
0.4494
0.4125
0.2387
0.6055
0.9088
0.5372
0.3762
0.6931
0.2603
0.5788
0.7089
0.4995
0.2986
0.8230
0.2278
0.5005
0.5728
0.6553
0.5820
0.5889
0.8433
0.4361



388 H -0.3792 - 0.4191
389 G -1.2514 - 0.8072
390 A -1.4683 - 0.8908
391 E -1.6698 - 0.9444
392 I -1.5885 - 0.9242
393 v -1.4521 - 0.8852
394 Y -0.1534 - 0.3411
395 K 0.2812 - 0.2241
396 D -1.1016 - 0.7433
397 P -0.4949 - 0.4692
398 v -1.2152 - 0.7917
399 v -1.4828 - 0.8959
400 S 0.3485 - 0.2069
401 G -0.7935 - 0.5947
402 D -0.4543 - 0.4509
403 T 0.1624 - 0.2537
404 D -0.7386 - 0.5673
405 P -0.2400 - 0.3695
406 R 1.2602 + 0.8535
407 H 0.0859 - 0.2730
408 L -0.5457 - 0.4891
409 S 0.8514 + 0.6553
410 N 0.6643 + 0.5493
411 v -0.4872 - 0.4661
412 S 0.9848 + 0.7207
413 S 0.6936 + 0.5622
414 T 1.0090 + 0.7364
415 G -0.3125 - 0.3966
416 S 0.4316 + 0.4470
417 I -1.3087 - 0.8297
418 D -1.2657 - 0.8120
419 M -0.8742 - 0.6316
420 v -1.6310 - 0.9352
421 D -1.6963 - 0.9498
422 S 0.1585 - 0.2550
423 P -0.8601 - 0.6244
424 Q -0.2506 - 0.3744
425 L -1.5438 - 0.9136
426 A -1.3080 - 0.8297
427 T -0.2619 - 0.3784
428 L -1.3501 - 0.8466
429 A -1.4861 - 0.8972
430 D -0.9217 - 0.6525
431 E -0.7843 - 0.5892
432 v -1.9236 - 0.9828
433 S 0.4356 + 0.4498
434 A -0.7294 - 0.5622
435 S 0.3566 - 0.2055
436 L -0.6999 - 0.5516
437 A -0.7588 - 0.5772
438 K 0.9774 + 0.7152
439 Q -0.0668 - 0.3147
440 G -0.8329 - 0.6123
441 L -1.0253 - 0.7056

* The output threshold used for prediction is 0.3725.
** The confidence value is (1 - sensitivity) for positive predictions,
and (1 - specificity) for negative predictions.



