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RÉSUMÉ	  
	  

	  

	  

La	   protéine	   Tau	   est	   impliquée	   dans	   de	   nombreuses	  maladies	   neurodégénératives	   regroupées	  
sous	   le	   terme	   de	   Tauopathies.	   La	   plus	   fréquente	   des	   Tauopathies	   est	   la	   maladie	   d’Alzheimer	  
(MA).	  Cette	  démence	  est	  caractérisée,	  dans	  les	  phases	  précoces,	  par	  une	  augmentation	  du	  stress	  
oxydant	  dans	  le	  cerveau	  des	  patients.	  L’accumulation	  d’espèces	  réactives	  de	  l’oxygène	  (ou	  ROS)	  
dans	   les	   neurones	   mène	   notamment	   à	   l’apparition	   de	   dommages	   au	   niveau	   de	   leur	   ADN	  
génomique.	  Les	  neurones	  ne	  se	  divisant	  pas,	  l’accumulation	  de	  dommages	  non	  réparés	  au	  niveau	  
de	   la	  molécule	  d’ADN	   induit,	   à	   terme,	  des	   conséquences	   importantes	   sur	   leur	   fonctionnement.	  
Cependant,	  les	  mécanismes	  impliqués	  dans	  l’accumulation	  de	  dommages	  à	  l’ADN	  neuronal	  dans	  
la	  MA	  ne	  sont	  pas	  élucidés.	  La	  MA	  est	  également	  caractérisée	  par	   la	  présence	  de	  protéine	  Tau	  
hyper	   et	   anormalement	   phosphorylée.	   Cette	   protéine	   Tau	   pathologique	   s’agrège	   et	   forme	   les	  
«	  dégénérescences	   neurofibrillaires	  »	   (ou	   DNF).	   Les	   mécanismes	   conduisant	   à	   l’agrégation	   de	  
Tau	  dans	   les	  cerveaux	  Alzheimer	  demeurent	  encore	  peu	  connus.	  Néanmoins,	   il	  est	  maintenant	  
admis	  que	  bien	  plus	  que	  les	  agrégats	  insolubles,	  ce	  sont	  des	  petites	  formes	  oligomériques	  de	  Tau	  
qui	  sont	  toxiques	  dans	  les	  neurones.	  	  

Tau	   est	   principalement	   connue	   pour	   son	   rôle	   de	   MAP	   (Microtubule	   Associated	   Protein).	  
Toutefois,	   en	   condition	   physiologique,	   elle	   se	   localise	   également	   au	   niveau	   de	   la	   membrane	  
plasmique	   et	   au	   sein	   du	   noyau	   des	   neurones.	   Dans	   le	   laboratoire,	   il	   a	   été	   montré	   dans	   des	  
cultures	   primaires	   de	   neurones	   murins	   que	   Tau	   joue	   un	   rôle	   essentiel	   dans	   la	   protection	   de	  
l’ADN	   génomique	   neuronal	   en	   condition	   de	   stress.	   Le	   premier	   objectif	   de	   cette	   thèse	   était	   de	  
savoir	  si	  in	  vivo	  Tau	  joue	  un	  rôle	  protecteur	  vis-‐à-‐vis	  de	  l’ADN.	  Pour	  répondre	  à	  cette	  question,	  
nous	   avons	   mis	   au	   point	   un	   modèle	   murin	   de	   stress	   hyperthermique,	   stress	   induisant	   la	  
formation	  de	  ROS.	  Dans	  ce	  modèle,	  nous	  avons	  validé	  in	  vivo	  la	  fonction	  protectrice	  de	  Tau	  vis-‐à	  
-‐vis	  de	   l’ADN	  génomique.	  Nous	  avons	  également	  mis	  en	  évidence	  que	   l’absence	  de	  Tau	  altérait	  
l’intégrité	   d’ARN	   cytoplasmiques	   et	   nucléaires	   en	   condition	   de	   stress,	   ce	   qui	   suggère	   que	   Tau	  
pourrait	   jouer	   un	   rôle	   dans	   le	   contrôle	   qualité	   des	   ARN.	   Le	   deuxième	   objectif	   était	   d’évaluer	  
l’impact	  de	  la	  pathologie	  Tau	  sur	  sa	  fonction	  protectrice	  de	  l’ADN.	  Notre	  hypothèse	  était	  que	  la	  
pathologie	  Tau	  pourrait	  avoir	  un	  rôle	  délétère	  sur	  sa	  fonction	  protectrice	  de	  l’ADN	  génomique.	  
L’impact	  de	  la	  pathologie	  Tau	  a	  alors	  été	  évalué	  in	  vivo	  dans	  un	  modèle	  de	  souris	  transgéniques	  
(THY-‐Tau22).	  Nos	  résultats	  indiquent	  que	  dans	  les	  neurones	  hippocampiques	  soumis	  à	  un	  stress	  
hyperthermique	   et	   possédant	   une	   pathologie	   de	   Tau	   précoce,	   il	   y	   a	   la	   perte	   de	   la	   fonction	  
protectrice	  de	  Tau	  vis-‐à-‐vis	  de	  l’intégrité	  des	  acides	  nucléiques.	  Par	  ailleurs,	  nous	  avons	  observé	  
qu’une	  augmentation	  de	  ROS	  jouait	  le	  rôle	  d’agent	  inducteur	  in	  vivo	  dans	  la	  formation	  de	  petits	  
oligomères	   de	   Tau	   dans	   le	   cytoplasme	   et	   le	   noyau	   de	   neurones	   hippocampiques.	   De	   façon	  
intéressante	  nous	  avons	  observé	  une	  corrélation	  entre	   les	  neurones	  possédant	  des	  dommages	  
aux	   acides	   nucléiques	   et	   la	   formation	   de	   petits	   oligomères	   de	   Tau.	   Ces	   résultats	   mettent	   en	  
lumière	   l’existence	   d’une	   fenêtre	   temporelle	   critique	   où	   une	   augmentation	   du	   stress	   oxydant	  
induit	   conjointement	   l’oligomérisation	   de	   Tau	   et	   la	   formation	   de	   dommages	   aux	   acides	  
nucléiques	  dans	  des	  neurones	  présentant	  une	  pathologie	  précoce.	  Ceci	  suggère	  que	  des	  formes	  
oligomériques	  de	  Tau	  seraient	  impliqués	  dans	  l’altération	  des	  acides	  nucléiques.	  

Les	  phospholipides	  peuvent	  également	  servir	  d’agent	   inducteur	  pour	   l’oligomérisation	  de	  Tau.	  
Ils	   sont	   retrouvés	   dans	   les	  membranes.	   Les	   radeaux	   lipidiques	   sont	   des	  microdomaines	   de	   la	  
membrane	  plasmique	  riches	  en	  sphingolipides	  et	  en	  cholestérol	  qui	  pourraient	  servir	  de	  point	  
de	   nucléation	   pour	   l’oligomérisation	   de	   Tau.	   Avant	   de	   pouvoir	   répondre	   à	   cette	   question,	   le	  
troisième	   objectif	   a	   été	   d’étudier	   l’état	   de	   phosphorylation	   de	   Tau	   associée	   aux	   radeaux	  
lipidiques.	  Nos	  résultats	  indiquent	  que	  dans	  le	  cortex	  de	  patients	  atteints	  de	  la	  MA,	   la	  protéine	  
Tau	  associée	  aux	  radeaux	  lipidiques	  est	  hyperphosphorylée	  et	  oligomérisée.	  	  
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Tau	   protein	   is	   involved	   in	   neurodegenerative	   diseases	   called	   tauopathies.	   The	  most	   frequent	  
tauopathies	  is	  Alzheimer's	  disease	  (AD).	  This	  dementia	  is	  characterized,	  in	  the	  early	  phases,	  by	  
an	   increase	   of	   oxidative	   stress	   in	   the	   brain	   of	   patients.	   The	   accumulation	   of	   reactive	   oxygen	  
species	  (ROS)	   in	  neurons	   leads	  to	   the	  appearance	  of	  damage	  to	  genomic	  DNA.	  Neurons	  do	  not	  
divide,	  so	  unrepaired	  DNA	  damage	  will	  have	  important	  consequences	  on	  neuronal	  functioning.	  
However,	  mechanisms	  involved	  in	  DNA	  damage	  accumulation	  in	  AD	  have	  not	  been	  deciphered.	  

AD	   is	   also	   characterized	   by	   the	   presence	   of	   hyper	   and	   abnormally	   phosphorylation	   of	   Tau	  
protein.	  Pathological	  Tau	  forms	  aggregates	  and	  leads	  to	  the	  formation	  of	  neurofibrillary	  tangles.	  
However,	   mechanisms	   involved	   in	   the	   intracellular	   aggregation	   of	   Tau	   in	   AD	   brains	   remain	  
unknown.	  Nevertheless,	   it	   is	  now	  admitted	   that,	  much	  more	   than	   insoluble	   aggregates	  of	  Tau,	  
small	  oligomers	  are	  the	  toxic	  form	  of	  Tau.	  

Tau	  protein	  is	  mainly	  known	  for	  its	  MAP	  (Microtubule	  Associated	  Protein)	  function.	  However,	  in	  
physiological	   condition,	   it	   can	   also	   be	   located	   at	   the	   plasmic	  membrane	   level	   and	   in	   neurons	  
nucleus	   and	   therefore	  may	   have	   others	   functions.	   A	   new	   function	   of	   Tau	  was	   revealed	   in	   the	  
laboratory.	  It	  was	  shown	  that	  Tau	  plays	  an	  essential	  role	  in	  neuronal	  genomic	  DNA	  protection	  in	  
stress	   condition.	   This	   study	   was	   performed	   in	   primary	   neuronal	   cultures	   of	   embryonic	   mice	  
neurons.	  The	  first	  objective	  of	  this	  thesis	  was	  to	  challenge	  the	  DNA	  protective	  function	  of	  Tau	  in	  
vivo.	  To	  answer	  this	  question,	  we	  designed	  a	  murine	  model	  of	  hyperthermic	  stress,	  which	  leads	  
to	   the	   formation	   of	   ROS.	   Using	   this	  model,	   we	   showed	   that	   Tau	   is	   able	   to	   protect	   in	   vivo	   the	  
genomic	   DNA	   of	   hippocampal	   neurons	   of	   mice	   submitted	   to	   hyperthermic	   stress.	   We	   also	  
highlighted	   the	   fact	   that	   Tau	   deficiency	   alters	   the	   integrity	   of	   cytoplasmic	   and	   nuclear	   ARN	  
suggesting	  that	  Tau	  could	  play	  a	  role	  in	  quality	  control	  of	  RNA.	  	  

Our	   second	   objective	   was	   to	   study	   if	   Tau	   pathology	   has	   a	   deleterious	   impact	   on	   its	   DNA	  
protective	   function.	   The	   impact	   of	   Tau	   pathology	   has	   been	   analyzed	   in	   the	   transgenic	  mouse	  
model	  THY-‐Tau	  22	  mice.	  Our	  results	  indicate	  that	  in	  neurons	  soumitted	  to	  hyperthermic	  stress	  
and	  with	  an	  early	  Tau	  pathology,	  there	  is	  the	  loss	  of	  the	  nucleic	  acid	  protective	  function	  of	  Tau.	  
We	   also	   observed	   that	   hyperthermic	   stress	   plays	   an	   inducing	   role	   in	   vivo	   in	   the	   formation	   of	  
small	  Tau	  oligomers	  in	  the	  nuclei	  and	  the	  cytoplasm	  of	  hippocampal	  neurons.	  Interestingly,	  we	  
observed	   a	   correlation	   between	   nucleic	   acid	   damage	   and	   the	   formation	   of	   Tau	   oligomers	  
suggesting	  that	  oligomers	  would	  be	  the	  toxic	  forms	  of	  Tau	  involved	  in	  the	  alteration	  of	  nucleic	  
acid	   integrity.	   These	   results	   bring	   to	   light	   the	   existence	   of	   a	   critical	   time	   window	   where	   an	  
increase	   of	   ROS	   induces	   both	   Tau	   oligomerization	   and	   nucleic	   acid	   damage	   in	   neurons	  
displaying	  early	  Tau	  pathology.	  

Phospholipids,	   which	   are	   principally	   found	   in	   membranes,	   can	   be	   an	   inducing	   agent	   for	   Tau	  
oligomerization.	   Lipid	   rafts	   are	   microdomains	   of	   the	   plasmic	   membrane,	   which	   are	   rich	   in	  
sphingolipids,	  and	  cholesterol.	  A	  hypothesis	  is	  that	  lipid	  rafts	  could	  be	  a	  nucleation	  point	  for	  Tau	  
oligomerisation.	  Before	  being	  able	   to	  answer	   this	  question,	   the	   third	  objectif	  was	   to	   study	   the	  
phosphorylation	   and	   conformational	   state	   of	   Tau	   associated	   with	   rafts	   in	   physiological	   and	  
pathological	  conditions.	  Our	  results	  indicate	  that	  in	  the	  cortex	  of	  AD	  patients,	  Tau	  associated	  to	  
lipid	  rafts	  is	  hyperphosphorylated,	  abnormally	  conformed	  and	  oligomerized.	  	  
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Aß	  :	  peptide	  β-‐amyloide	  

ADN	  :	  acide	  désoxyribonucléique	  	  

AICD	  :	  APP	  intracellular	  domain	  

APOE	  :	  apolipoprotéine	  E	  	  

APP	  :	  amyloid	  precursor	  peptide	  

ARN	  :	  acide	  ribonucléique	  

ATP	  :	  adénosine	  triphosphate	  

BER	  :	  Base	  ecision	  repair	  

CA	  :	  Corne	  d’Ammon	  	  

Cam	  K	  II	  :	  Calcium-‐	  and	  calmodulin-‐	  
dependent	  Protein	  Kinase	  II	  

CDK	  :	  Cyclin	  dependant	  kinase	  

CLU	  :	  clusterine	  	  

CR1	  :	  Récepteur	  1	  du	  complément	  

DAPI	  :	  di	  arninido	  phenyl	  indol	  

DCB	  :	  démence	  cortico	  basale	  	  

DNF	  :	  dégénérescence	  neurofibrillaire	  

Grb2	  :	  Growth	  factor	  receptor-‐bound	  
protein	  2	  

GPI	  :	  Glyco	  phosphatidyl	  inositol	  

GSK	  3β	  :	  glycogen	  synthase	  kinase	  3β	  

FTDP-‐17	  :	  démences	  fronto-‐temporales	  
avec	  syndrome	  parkinsonien	  lié	  au	  
chromosome	  17	  

HAPs	  :	  hydrocarbures	  aromatiques	  
polycycliques	  

	  JIP1	  :	  c-‐Jun-‐N-‐termainal	  kinase-‐
interacting	  protein	  1	  

kDa	  :	  KiloDalton	  

MA	  :	  maladie	  d’Alzheimer	  

MAP	  :	  microtubules-‐associated	  proteins	  	  	  

MAPK	  :	  mitogen	  activated	  protein	  
kinase	  
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I	  /	  PHYSIOLOGIE	  DE	  LA	  PROTÉINE	  TAU	  
	  

	  

	  

Dans	   le	   milieu	   des	   années	   1970,	   la	   protéine	   Tau	   (pour	   le	   terme	   anglais	   «	  Tubulin	  

Associated	   Protein	  »)	   a	   été	   identifiée	   pour	   la	   première	   fois	   comme	   une	   actrice	  

essentielle	  pour	  l’assemblage	  du	  réseau	  microtubulaire	  (Weingarten	  et	  al.,	  1975).	  Cette	  

protéine	   principalement	   localisée	   dans	   le	   système	   nerveux	   central,	   et	   plus	  

particulièrement	  au	  niveau	  des	  neurones,	  participe	  par	  son	  rôle	  de	  MAP	  («	  Microtubule	  

Associated	   Protein	  »),	   au	   maintien	   du	   réseau	   microtubulaire.	   Cette	   fonction	   de	   la	  

protéine	  Tau	  participe	  au	  bon	  fonctionnement	  neuronal.	  Outre	  sa	  localisation	  au	  niveau	  

des	  microtubules,	   Tau	   a	   également	   été	   décrite	   au	   niveau	   de	   la	   membrane	   plasmique	  

(Brandt	  et	  al.,	  1995)	  et	  au	  niveau	  du	  noyau	  des	  neurones	  (Loomis	  et	  al.,	  1990)	  suggérant	  

que	  Tau	  serait	  bien	  plus	  qu’une	  simple	  MAP.	  	  

Après	   avoir	   brièvement	   décrit	   le	   gène	   et	   la	   structure	   de	   cette	   protéine,	   nous	   nous	  

attarderons	  sur	  ses	  différentes	  fonctions.	  

	  

I.1	  /	  LA	  PROTÉINE	  TAU	  

	  

I.1.1/	  LES 	  DIFFÉRENTES	  ISOFORMES	  DE	  TAU	  

	  

Chez	  l’humain,	  le	  gène	  MAPT	  localisé	  sur	  le	  chromosome	  17	  (position	  17q21)	  code	  pour	  

la	   protéine	   Tau	   (Neve	   et	  al.,	   1986).	   Le	   transcrit	   primaire	   de	   la	   protéine	   Tau	   humaine	  

contient	  16	  exons	  (Andreadis	  et	  al.,	  1992)	  (Figure	  n°	  1).	  Les	  exons	  1,	  4,	  5,	  7,	  9,	  11,	  12	  et	  

13	   sont	   des	   exons	   constitutifs.	   Les	   exons	   -‐1	   et	   14	   sont	   transcrits	   mais	   non	   traduits	  

puisqu’ils	  se	  trouvent	  respectivement	  au	  niveau	  de	  la	  région	  promotrice	  et	  au	  niveau	  de	  

l’extrémité	  3’	  non	  traduite	  de	  ce	  transcrit	  primaire.	  	  
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Dans	  le	  cerveau	  humain,	  les	  exons	  4a	  et	  8	  sont	  systématiquement	  exclus.	  Les	  exons	  2,	  3,	  

6	  et	  10	  sont	  épissés	  de	  manière	  alternative.	  L’exon	  6	  est	  minoritaire	  (Luo	  et	  al.,	  2004).	  

Ainsi	   les	   principaux	   exons	   alternatifs	   sont	   les	   exons	   2,	   3	   et	   10.	   De	   plus,	   l’exon	   3	  

n’apparait	   jamais	   indépendamment	   de	   l’exon	   2.	   L’épissage	   alternatif	   conduit	   par	  

conséquent	   à	   la	   production	   de	   6	   isoformes	   protéiques	   majoritaires	   dans	   le	   cerveau	  

adulte	  humain.	  	  

	  

I.1.1.1/	  Isoforme	  fœtale	  	  

	  

Au	   cours	   du	   développement,	   l’expression	   des	   protéines	   Tau	   est	   régulée.	   En	   effet,	   une	  

seule	   isoforme	   est	   présente	   à	   la	   naissance,	   dépourvue	   des	   exons	   alternatifs,	   puis	   les	  

autres	  isoformes	  apparaissent	  progressivement	  (Takuma	  et	  al.,	  2003).	  

	  

I.1.1.2/	  Isoformes	  dans	  le	  cerveau	  adulte	  	  

	  

Dans	  le	  cerveau	  adulte,	  les	  6	  isoformes	  protéiques	  majeures	  de	  Tau	  présentent	  une	  taille	  

comprise	  entre	  441	  et	  352	  acides	  aminés	  et	  une	  masse	  apparente	  de	  65	  à	  45	  kDa	  en	  gel	  

SDS-‐PAGE	   (Buée	  et	  al.,	   2000).	  Ces	   isoformes	  de	  Tau	   se	  distinguent	  par	   la	  présence	  ou	  

l’absence	  d’un	  ou	  deux	  inserts	  au	  niveau	  de	  la	  partie	  amino-‐terminale	  et	  de	  3	  (isoformes	  

3R)	  ou	  4	  (isoformes	  4R)	  domaines	  de	   liaison	  aux	  microtubules	  dans	   la	  partie	  carboxy-‐

terminale.	  Les	  inserts	  du	  coté	  amino-‐terminal	  correspondent	  aux	  séquences	  codées	  par	  

les	  exons	  2	  et	  3.	  Le	  domaine	  de	  liaison	  aux	  microtubules,	  présent	  ou	  non	  en	  fonction	  de	  

l’isoforme,	  correspond	  à	  la	  séquence	  codée	  par	  l’exon	  10.	  	  
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I.1.2	  /	  STRUCTURE	  DE	  LA	  PROTÉINE	  TAU	   	  

	  

De	   façon	   générale,	   la	   protéine	   Tau	   est	   une	   molécule	   flexible	   qui	   ne	   possède	   pas	   de	  

conformation	   particulière	   lorsqu’elle	   est	   en	   solution	   (Schweers	   et	   al.,	   1994).	   On	   peut	  

distinguer	  deux	   régions	  au	  niveau	  de	   la	   structure	  primaire	  de	   la	  protéine	  Tau	   (Figure	  

n°2).	   La	   première	   est	   un	  domaine	   de	   projection	   impliqué	   dans	   l’interaction	   de	   Tau	  

Figure	  1	   :	   Représentation	   schématique	  du	   gène	  de	   la	   protéine	  Tau	  humaine,	   de	  
son	   transcrit	   primaire	   et	   des	   six	   isoformes	   résultant	   de	   l'épissage	   alternatif	   du	  
transcrit	   primaire	   dans	   le	   cerveau	   humain.	   Le	   gène	   de	   la	   protéine	   Tau	   humaine	  
appelé	  MAPT	  est	  localisé	  au	  niveau	  du	  bras	  long	  du	  chromosome	  17	  en	  position	  17q21.	  
Il	  contient	  16	  exons	  (ligne	  du	  haut).	  Dans	  le	  cerveau	  humain,	   les	  exons	  4a	  et	  8	  ne	  sont	  
pas	   transcrits.	   L’exon	   6	   est	   très	  minoritaire	   (ligne	  médiane).	   Les	   exons	   -‐1	   et	   14	   sont	  
transcrits	  mais	  non	   traduits.	   Les	   exons	  1,	   4,	   5,	   7,	   9,	   11,	   12	   et	  13	   sont	   constitutifs.	   Les	  
exons	   2,	   3	   et	   10	   sont	   épissés	   de	   manière	   alternative.	   L’exon	   3	   n’apparaît	   jamais	  
indépendamment	  de	  l’exon	  2.	  Il	  en	  résulte	  6	  isoformes	  majoritaires	  pour	  la	  protéine	  Tau	  
humaine	  dans	  le	  SNC	  de	  longueur	  comprise	  entre	  352	  et	  441	  acides	  aminés.	  L’isoforme	  
la	  plus	  courte	  et	  retrouvée	  dans	  le	  cerveau	  fœtal	  (ligne	  du	  bas).	  (Adapté	  de	  Sergeant	  et	  
al.,	  2008).	  	  	  
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avec	  des	  éléments	  du	  cytosquelette	  et	  avec	  la	  membrane	  plasmique	  (Brandt	  et	  al.,	  1995).	  

Cette	   région	   est	   située	   dans	   la	   partie	   amino-‐terminale	   (N-‐ter)	   de	   la	   protéine.	   La	  

deuxième	   région	   est	   un	  domaine	   de	   liaison	   aux	  microtubules.	   Elle	   se	   situe	  dans	   la	  

partie	   carboxy-‐terminale	   (C-‐ter)	   de	   la	   protéine	   et	   permet	   la	   liaison	   aux	  microtubules	  

(Pour	  revue	  (Kolarova	  et	  al.,	  2012)).	  

	  

	  

Figure	   2	  :	   Représentation	   schématique	   de	   la	   structure	   de	   la	   protéine	   Tau.	  
L’isoforme	  représentée	  ici	  est	  la	  plus	  longue,	  contenant	  les	  exons	  2,	  3	  et	  10	  (notés	  E2,	  E3	  
et	  E10).	  La	  protéine	  Tau	  possède	  deux	  domaines	  distincts.	  Le	  domaine	  de	  projection	  se	  
trouve	   du	   côté	   amino-‐terminal	   et	   contient	   une	   région	   riche	   en	   résidus	   prolines.	   	   Le	  
domaine	   de	   liaison	   aux	   microtubules	   situé	   du	   côté	   carboxy-‐terminal	   contient	   4	  
domaines	  de	  répétition	  (notés	  R1	  à	  R4)	  (Adaptée	  de	  Buée	  et	  al.,	  2000)	  

	  

I.1.2.1/	  Domaine	  de	  projection	  	  

	  

Le	  domaine	  de	  projection	  possède	  une	   longueur	  variable.	  Cette	   longueur	  dépend	  de	   la	  

présence	   ou	   non	   d’un	   ou	   de	   deux	   inserts	   codés	   par	   les	   exons	   2	   et	   3.	   Ces	   inserts	   sont	  

composés	   de	   29	   acides	   aminés	   chacun,	   principalement	   acides.	   A	   côté	   de	   cette	   région	  

acide,	  on	  trouve	  une	  région	  plus	  basique	  enrichie	  en	  résidus	  proline.	  Cette	  région	  riche	  

en	   proline	   permet	   l’interaction	   de	   Tau	   avec	   l’actine	   (He	   et	   al.,	   2009),	   la	   membrane	  

plasmique	  (Brandt	  et	  al.,	  1995)	  ainsi	  que	  des	  tyrosines	  kinases	  de	  la	  famille	  de	  Src	  (Lee,	  

2005).	  Le	  domaine	  de	  projection	  constitue	  une	  extrémité	   libre	   (Hirokawa	  et	  al.,	  1988)	  

qui	   permet	   de	   déterminer	   la	   distance	   entre	   les	   microtubules	   des	   axones.	   Ceci	   est	   la	  

conséquence	  d’une	  répulsion	  électrostatique	  entre	  cette	  région	  et	  les	  microtubules,	  tous	  

deux	  étant	  chargés	  négativement	  (Ballatore	  et	  al.,	  2007).	  	  
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I.1.2.2/	  Domaine	  de	  liaison	  aux	  microtubules	  	  

	  

Le	  domaine	  de	  liaison	  aux	  microtubules	  contient	  3	  ou	  4	  régions	  répétées	  en	  fonction	  de	  

l’inclusion	   ou	   non	   de	   l’exon	   10.	   Ainsi	   on	   distingue	   les	   isoformes	   de	   Tau	   3R	   (avec	   3	  

régions	   répétées)	  des	   isoformes	  4R	   (avec	  4	   régions	   répétées).	  Dans	   le	   cerveau	  adulte	  

normal,	   les	   isoformes	  de	  Tau	  3R	  et	  4R	   sont	   exprimées	  de	   façon	  équivalente	   (Goedert	  

and	  Jakes,	  1990).	  Chacune	  des	  régions	  répétées	  est	  composée	  de	  18	  acides	  aminés.	  Elles	  

sont	   séparées	   entre	   elles	   par	   13	   ou	   14	   acides	   aminés	   (Harada	   et	   al.,	   1994).	   Ces	  

séquences	   répétées	   permettent	   l’interaction	   de	   Tau	   avec	   les	   microtubules.	   Ainsi,	   les	  

isoformes	   de	   Tau	   4R	   ont	   une	   plus	   grande	   affinité	   pour	   les	   microtubules	   que	   les	  

isoformes	   de	   Tau	   3R	   (Goedert	   and	   Jakes,	   1990).	   Elles	   stabilisent	   par	   conséquent	  

davantage	   le	   réseau	  microtubulaire	   (Goedert	   and	   Jakes,	   1990;	   Hong	   et	   al.,	   1998).	   De	  

plus,	   le	   domaine	   de	   liaison	   aux	   microtubules	   étant	   chargé	   positivement,	   il	   est	   donc	  

capable	  d’interagir	  avec	  la	  surface	  des	  microtubules	  chargée	  négativement	  (Ballatore	  et	  

al.,	  2007).	  	  

	  

I.2	  /	  LOCALISATIONS	  ET	  FONCTIONS	  PHYSIOLOGIQUES	  DE	  TAU	  

	  

La	  fonction	  la	  plus	  connue	  pour	  la	  protéine	  Tau	  est	  son	  rôle	  de	  MAP	  au	  sein	  du	  cytosol.	  

Cependant	   d’autres	   localisations,	   et	   ainsi	   d’autres	   fonctions	   de	   Tau	   ont	   été	   mises	   en	  

évidence.	  Dans	  ce	  chapitre	  les	  différents	  rôles	  de	  Tau	  seront	  discutés	  ainsi	  que	  l’impact	  

de	  sa	  phosphorylation	  physiologique	  sur	  ses	  fonctions.	  

	  

I .2.1	  /	  TAU, 	  UNE	  PROTÉINE	  CYTOSOLIQUE	   	  

	  

I.2.1.1	  /	  Dynamique	  microtubulaire	  

	  

Les	  microtubules	  sont	  des	  composants	  du	  cytosquelette	  impliqués	  dans	  la	  morphologie	  

et	  le	  transport	  de	  molécules	  dans	  les	  neurones.	  Les	  microtubules	  sont	  formés	  à	  partir	  de	  
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dimères	  de	   tubulines	  α	   et	  β.	  Ces	  dimères	  s’associent	  en	  protofilaments	  qui	  à	   leur	   tour	  

forment	   un	   microtubule	   (Figure	   n°3).	   Les	   microtubules	   possèdent	   une	   structure	  

dynamique.	  La	  longueur	  d’un	  microtubule	  peut	  atteindre	  25	  nanomètres	  et	  dépend	  d’un	  

équilibre	  entre	  la	  polymérisation	  et	  la	  dépolymérisation	  des	  dimères	  de	  tubulines.	  Ceci	  

forme	  un	  système	  dynamique.	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

La	   protéine	   Tau	   interagit	   directement	   avec	   les	   microtubules	   (Breuzard	   et	   al.,	   2013).	  

Cette	   interaction	   se	   fait	   notamment	   par	   l’intermédiaire	   des	   domaines	   de	   répétitions	  

situés	   sur	   la	   partie	   carboxy-‐terminale	   de	   Tau.	   Elle	   permet	   une	   meilleure	   stabilité	   du	  

système	  (Drechsel	  et	  al,	  1992).	  	  

	  

	  

	  

Figure	  3	  :	  Dynamique	  microtubulaire	  et	  rôle	  de	  Tau.	  Les	  monomères	  de	  tubuline	  α	  et	  
β	   s’associent	   pour	   former	   des	   dimères	   de	   tubulines	   puis	   des	   protofilaments.	   Les	  
protofilaments	   forment	   ensuite	   des	   microtubules.	   Les	   protéines	   Tau	   permettent	   aux	  
microtubules	  de	  s	  ‘associer	  en	  faisceaux	  et	  confèrent	  une	  meilleure	  stabilité	  au	  squelette	  
microtubulaire.	  
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I.2.1.2	   /	   Implication	   de	   Tau	   dans	   la	   polarité	   axonale	   et	  

accumulation	  d’évidence	  de	  sa	  fonction	  dans	  le	  transport	  axonal	  

	  

Les	  microtubules	   sont	   des	   structures	   polarisées.	   L’extrémité	   positive	   est	   le	   lieu	   de	   la	  

polymérisation	   alors	   que	   la	   dépolarisation	   se	   situe	   au	   niveau	   de	   l’extrémité	   négative.	  

Cette	   organisation	   permet	   le	   maintien	   de	   l’organisation	   du	   neurone	   en	   deux	  

compartiments,	   un	   compartiment	   somato-‐dendritique	   et	   un	   prolongement	   axonal.	  

(Caceres	  and	  Kosik,	  1990	  ;	  Baas	  et	  al.,	  1991	  ;	  Harada	  et	  al.,	  1994).	  	  

La	   protéine	   Tau,	   en	   collaboration	   avec	   d’autres	   MAP	   permet	   la	   stabilisation	   de	   ces	  

microtubules	   polarisés	   en	   faisceaux.	   Cette	   organisation	   est	   essentielle	   pour	   le	  

développement	   de	   prolongements	   cellulaires	   et	   plus	   particulièrement	   de	   l’axone.	   En	  

effet,	  l’inhibition	  de	  l’expression	  de	  Tau	  à	  l’aide	  d’ARN	  anti-‐sens	  engendre	  un	  retard	  de	  	  

croissance	  neuritique	  dans	  des	  cultures	  primaires	  de	  neurones	  de	  souris	   (Caceres	  and	  

Kosik,	   1990)	   et	   la	   prévient	   totalement	   dans	   une	   lignée	   cellulaire	   neuronale	   (Esmaeli-‐

Azad	   et	   al.,	   1994).	   Ces	   résultats	   ont	   été	   confirmés	   dans	   des	   cultures	   primaires	   de	  

neurones	  hippocampaux	  de	   souris	  déficientes	   en	  protéines	  Tau	   (Dawson	  et	  al.,	   2001).	  

Tau	  possède	  donc	  une	  fonction	  essentielle	  dans	  la	  croissance	  neuritique.	  	  

Le	  transport	  axonal	  est	  un	  processus	  cellulaire	  important	  responsable	  du	  mouvement	  de	  

nombreuses	  molécules	  dans	   le	  neurone.	   Les	  microtubules	   constituent	   le	   squelette	  des	  

axones	  et	  	  servent	  de	  «	  rails	  »	  aux	  protéines	  motrices	  (Figure	  n°4).	  

Ces	   protéines	   motrices	   nommées	   kinésines	   et	   dynéines	   se	   lient	   à	   des	   «	  cargos	  »	   qui	  

peuvent	   être	   des	   organelles,	   des	   vésicules	   ou	   des	   complexes	   protéiques.	   Elles	  

permettent	   ainsi	   leur	   mouvement.	   Les	   kinésines	   permettent	   le	   transport	   du	   corps	  

cellulaire	  du	  neurone	  vers	  la	  terminaison	  axonale	  (extrémité	  positive).	  Ce	  transport	  est	  

appelé	  antérograde	  (Hirokawa	  et	  al.,	  1991).	  Les	  dynéines,	  quant	  à	  elles,	  en	  formant	  un	  

complexe	   avec	   la	   dynactine,	   permettent	   le	   transport	   rétrograde,	   des	   synapses	   vers	   le	  

noyau	  (Paschal	  and	  Vallee,	  1987).	  

Tau	  participe	  au	  transport	  axonal	  par	  son	   interaction	  avec	  ces	  protéines	  motrices.	  Des	  

expériences	  in	  vitro	  ont	  montré	  une	  interaction	  directe	  entre	  Tau	  et	  la	  protéine	  p150	  qui	  

appartient	   au	   complexe	   protéique	   dynéine-‐dynactine	   (Magnani	   et	   al.,	   2007).	   D’autres	  

études	  ont	  démontré	   la	   liaison	  de	  Tau	  avec	   la	  kinésine	   in	  vitro	   (Jancsik	  et	  al,	   1996)	  et	  
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dans	   des	   cultures	   primaires	   de	   neurones	   de	   souris	   (Utton	   et	   al.,	   2005).	   L’interaction	  

directe	  de	  Tau	  avec	   la	  kinésine	  a	  pour	   conséquence	   le	  détachement	  des	  kinésines	  des	  

microtubules	   et	   diminue	   ainsi	   le	   transport	   antérograde	   (Dixit	   et	   al.,	   2008).	   Tau	   est	  

également	   capable	   de	   se	   lier	   à	   la	   protéine	   JIP1	   (c-‐Jun-‐N-‐terminal	   kinase-‐interacting	  

protein	  1)	  qui	  est	  associée	  au	  complexe	  de	  transport	   incluant	   la	  kinésine.	  L’interaction	  

de	   Tau	   avec	   JIP1	   conduit	   également	   à	   la	   perturbation	   du	   transport	   antérograde	   dans	  

l’axone	  du	  neurone	  (Ittner	  et	  al.,	  2009).	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Cependant	   l’impact	   véritable	   de	   Tau	   dans	   le	   transport	   axonal	   n’est	   pas	   si	   simple.	   En	  

effet,	   la	   liaison	  de	  Tau	  aux	  microtubules	  dans	   les	  conditions	  physiologiques	  ne	  semble	  

pas	   modifier	   le	   transport	   axonal.	   Morfini	   et	   collaborateurs	   montrent	   en	   2007	   que	  

l’interaction	   de	   la	   protéine	   Tau	   monomérique	   aux	   microtubules	   ne	   perturbe	   pas	   ce	  

transport	  (Morfini	  et	  al,	  2007).	  La	  délétion	  de	  Tau	  dans	  des	  modèles	  murins	  n’inhibe	  pas	  

non	  plus	  le	  transport	  axonal	  (Yuan	  et	  al.,	  2008).	  Toutefois,	  in	  vitro,	  à	  des	  concentrations	  

50	   fois	   supérieures	   à	   la	   normale,	   toutes	   les	   isoformes	   de	   Tau	   inhibent	   le	   transport	  

axonal	  (Morfini	  et	  al,	  2007).	  	  

	  

Figure	  4	  :	  Transport	  axonal.	  Les	  neurones	  sont	  des	  cellules	  polarisées	  comprenant	  un	  
compartiment	   somato-‐dendritique	   et	   un	   axone.	   Les	   moteurs	   moléculaires	   de	   type	  
kinésine	   et	   dynéine	   assurent	   respectivement	   le	   transport	   axonal	   antérograde	   (vers	  
l’extrémité	  +)	  et	  rétrograde	  (vers	  l’extrémité	  -‐).	  	  
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I.2.2	  /	  TAU, 	  UNE	  PROTÉINE	  ASSOCIÉE	  À 	  LA	  MEMBRANE	  PLASMIQUE	   	  

	  

Différentes	  études	  montrent	  que	  la	  protéine	  Tau,	  par	  l’intermédiaire	  de	  son	  domaine	  de	  

projection,	  peut	  interagir	  avec	  la	  membrane	  plasmique	  (Brandt	  et	  al.,	  1995)	  (Arrasate	  et	  

al.,	  2000	  ;	  Ekinci	  and	  Shea,	  2000).	  Cette	  interaction	  se	  fait	  principalement	  via	   la	  région	  

riche	   en	   résidus	   proline	   de	   Tau	   (motif	   PXXP)	   avec	   les	   domaines	   SH3	   des	   protéines	  

kinases	   de	   la	   famille	   Src.	   Ces	   kinases	   sont	   localisées	   dans	   des	   microdomaines	  

membranaires	  appelés	  «	  radeaux	  lipidiques	  »	  (ou	  «	  lipid	  rafts	  »)	  (Liang	  et	  al.,	  2001).	  	  

	  

I.2.2.1	  /	  Les	  radeaux	  lipidiques	  
	  

Bien	   que	   plus	   fréquemment	   rencontrés	   au	   niveau	   de	   la	   membrane	   plasmique,	   les	  

radeaux	   lipidiques	  peuvent	  également	  être	  observé	  au	  niveau	  de	   l’appareil	  de	  Golgi	  et	  

des	   lysosomes.	   Ce	   sont	   des	   portions	   de	   la	   membrane	   riches	   en	   sphingolipides	   et	  

cholestérol.	   Les	   radeaux	   lipidiques	   contiennent	   notamment	   des	   protéines	   ancrées	   à	  

l’aide	  d’un	  phosphatidylinositol	  (GPI),	  des	  protéines	  tyrosines	  kinases	  de	  la	  famille	  Src,	  

et	  des	  protéines	  transmembranaires	  (Simons	  and	  Toomre,	  2000).	  Leur	  assemblage	  n’est	  

pas	   figé	   mais	   plus	   ordonné	   et	   compact	   que	   la	   bicouche	   environnante	   (Simons	   and	  

Ehehalt,	   2002).	  Ainsi	   ils	   influencent	   la	   fluidité	  des	  membranes.	   Les	   radeaux	   lipidiques	  

constituent	   également	  des	  points	  d’ancrage	   essentiels	  pour	   l’assemblage	  de	  molécules	  

de	   signalisation.	   De	   ce	   fait,	   ils	   participent	   à	   la	   neurotransmission	   (Korade	   and	  

Kenworthy,	  2008).	  	  

	  

I.2.2.2	  /	  Tau	  et	  signaux	  de	  transduction	  

	  

La	   liaison	  de	  Tau	  avec	   les	   radeaux	   lipidiques	   se	   fait	  principalement	  avec	   les	  protéines	  

kinases	  de	  la	  famille	  Src.	  Parmi	  les	  kinases	  de	  la	  famille	  Src,	  Fyn	  interagit	  avec	  Tau	  (Lee	  

et	  al.,	   1998;	   Krylova	   et	  al.,	  2005).	   Fyn	   phosphoryle	   les	   résidus	   tyrosines	   de	   protéines	  

impliquées	  dans	  différentes	  voies	  de	  signalisation	  régulant	  ainsi	  leurs	  fonctions	  (Yang	  et	  
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al.,	  2011).	  A	   travers	  son	   interaction	  avec	   la	  protéine	  Fyn,	  Tau	  pourrait	   intervenir	  dans	  

certaines	  voies	  de	  transduction	  de	  signaux.	  

Tau	  permet	  l’apport	  de	  Fyn	  au	  niveau	  de	  l’élément	  post-‐synaptique	  (Ittner	  et	  al.,	  2010).	  

A	  ce	  niveau,	  Fyn	  régule	  le	  fonctionnement	  de	  récepteurs	  NMDA	  (N-‐methyl-‐D-‐aspartate) 

en	   phosphorylant	   l’une	   de	   ses	   sous-‐unités	   (Trepanier	   et	   al.,	   2012).	   Tau	   participerait	  

donc	  indirectement	  à	  l’activation	  de	  ce	  récepteur	  qui	  est	  impliqué	  dans	  des	  phénomènes	  

mnésiques.	  	  

Une	   étude	   met	   également	   en	   évidence	   l’interaction	   de	   Tau	   avec	   les	   domaines	   SH3	  

d’autres	   protéines	   de	   signalisation	   intracellulaire	   que	   sont	   PI3K,	   PLCγ1	   et	   Grb2	  

(Reynolds	   et	   al.,	   2008).	   Ainsi	   Tau	   possèderait	   un	   rôle	   étendu	   dans	   la	   signalisation	  

cellulaire	  via	  son	  interaction	  avec	  ces	  protéines.	  	  

	  

I.2.3	  /	  TAU, 	  UNE	  PROTÉINE	  NUCLÉAIRE	  

	  

Différentes	  études	  ont	  montré	  que	  Tau	  pouvait	  se	  localiser	  au	  niveau	  du	  compartiment	  

nucléaire.	   Tau	   pourrait	   donc	   avoir	   une	   fonction	   biologique	   au	   niveau	   du	   noyau	   des	  

cellules.	  	  

	  

I.2.3.1	  /	  Localisation	  nucléaire	  de	  Tau	  	  

	  

La	  protéine	  Tau	  a	  été	  décrite	  pour	  la	  première	  fois	  au	  niveau	  du	  compartiment	  nucléaire	  

de	   cellules	   en	   1990	   (Loomis	   et	   al.,	   1990).	   Ces	   cellules	   incluent	   notamment	   des	  

macrophages	   et	   des	   lignées	   cellulaires	   de	   neuroblastomes	  humains.	  Depuis,	   Tau	   a	   été	  

observé	   dans	   le	   noyau	   de	   différents	   types	   cellulaires.	   Elle	   est	   localisée	   au	   niveau	   du	  

noyau	  de	  neurones	  (Brady	  et	  al.,	  1995;	  Adamec	  et	  al.,	  2002;	  De	  Barreda	  et	  al.,	  2010),	  de	  

lignées	   cellulaires	  neuronales	   (Loomis	  et	  al.,	   1990;	  Wang	  et	  al.,	   1993;	  Greenwood	  and	  

Johnson,	  1995;	  Thurston	  et	  al.,	  1997)	  et	  non	  neuronales	  (Sjöberg	  et	  al.,	  2006).	  	  

Le	  noyau	  des	  cellules	  eucaryotes	  contient	  l’essentiel	  du	  matériel	  génétique	  de	  la	  cellule.	  

Il	  contient	  également	  le	  nucléole,	  lieu	  de	  synthèse	  des	  ARN	  ribosomiques.	  Tau	  se	  localise	  

spécifiquement	  au	  niveau	  du	  nucléole	  de	  cellules	  de	  lignées	  neuronales	  humaines	  et	  de	  
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singes	  (Loomis	  et	  al.,	  1990;	  Wang	  et	  al.,	  1993;	  Greenwood	  and	  Johnson,	  1995).	  Dans	  des	  

cellules	   tumorales	   Hela	   ainsi	   que	   dans	   des	   fibroblastes	   humains,	   Tau	   est	   également	  

observée	  au	  niveau	  de	  la	  région	  organisatrice	  du	  nucléole	  (Sjöberg	  et	  al.,	  2006).	  	  

Toutefois,	   aucune	  étude	  réalisée	  à	  partir	  de	   lignées	  cellulaires	  neuronales	  murines	  n’a	  

pu	  distinguer	  une	  localisation	  nucléaire	  particulière	  pour	  la	  protéine	  Tau	  (Loomis	  et	  al.,	  

1990;	  Lambert	  et	  al.,	  1995;	  Sultan	  et	  al.,	  2011).	  La	  localisation	  nucléolaire	  de	  Tau	  a	  donc	  

été	  observée	  uniquement	  dans	  des	  cellules	  de	  primates.	  	  

	  

I.2.3.2	  /	  Fonction	  nucléaire	  de	  Tau	  	  

	  

Le	   rôle	   de	   la	   protéine	   Tau	   nucléaire	   reste	   aujourd’hui	   peu	   connu	   dans	   les	   neurones.	  

Cependant	  elle	  est	  décrite	  dans	  la	  région	  organisatrice	  du	  nucléole	  (Sjöberg	  et	  al.,	  2006).	  	  

Tau	   pourrait	   alors	   jouer	   un	   rôle	   important	   dans	   l’organisation	   du	   nucléole	   et/ou	  

l’hétérochromatisation	  des	  ARN	  ribosomaux	  dans	  les	  neurones.	  	  

La	  littérature	  relate	  également	  l’implication	  de	  Tau	  dans	  la	  stabilisation	  et	  la	  protection	  

de	   l’ADN.	   En	   effet,	   une	   étude	   in	   vitro,	   a	   montré	   que	   la	   protéine	   Tau	   est	   capable	   de	  

protéger	  l’ADN	  de	  la	  dénaturation	  thermique	  (Hua	  and	  He,	  2003)	  et	  de	  l’attaque	  par	  les	  

radicaux	   libres	   (Wei	  et	  al.,	  2008).	  A	   l’inverse	  une	  étude	   in	  vitro	  montre	  que	  Tau,	  en	  se	  

liant	   à	   l’ADN,	   altère	   sa	   conformation	   et	   de	   ce	   fait	   diminue	   sa	   stabilité	   le	   rendant	   plus	  

vulnérable	   à	   la	   digestion	   par	   les	   DNAses.	   Les	   auteurs	   émettent	   l’hypothèse	   que	   ces	  

altérations	  pourrait	  conduire,	  à	  terme,	  à	  une	  dysfonction	  neuronale	  notamment	  suite	  à	  

une	  dérégulation	  de	  l’expression	  de	  gènes	  (Padmaraju	  et	  al.,	  2010).	  	  

Des	  travaux	  réalisés	  au	  laboratoire	  ont	  montré	  que	  la	  protéine	  Tau	  nucléaire	  est	  capable	  

de	  protéger	   l’ADN	  neuronal	  des	  dommages	  induits	  par	  un	  stress	  hyperthermique	  dans	  

un	  modèle	  de	  culture	  primaire	  de	  neurones	  corticaux	  de	  souris	  (Sultan	  et	  al.,	  2011).	  Le	  

stress	  hyperthermique	  est	  utilisé	  comme	  outil	  pour	  induire	  de	  façon	  très	  reproductible	  

un	   stress	   oxydant	   (Bruskov	   et	   al.,	   2002).	   Grâce	   à	   la	   méthode	   du	   test	   des	   comètes,	  

réalisées	  sur	  des	  neurones	  sauvages	  et	  déficients	  en	  protéine	  Tau,	   il	  a	  été	  montré	  que	  

Tau	  protège	  l’intégrité	  de	  leur	  ADN	  génomique	  (Sultan	  et	  al.,	  2011).	  
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Les	  mécanismes	  par	  lesquels	  Tau	  protège	  l’ADN	  sont	  aujourd’hui	  très	  peu	  connus.	  L’une	  

des	   explications	   possible	   est	   que	   Tau	   jouerait	   son	   rôle	   protecteur	   en	   se	   liant	   à	   la	  

molécule	  d’ADN.	  Cette	  hypothèse	  s’appuie	  sur	  différentes	  études	  in	  vitro	  qui	  ont	  mis	  en	  

évidence	  la	  liaison	  directe	  de	  la	  protéine	  Tau	  au	  simple	  brin	  (Krylova	  et	  al.,	  2005)	  et	  au	  

double	  brin	  d’ADN	  (QHuaa,	  2003	  ;	  Camero	  et	  al,	  2013).	  Cette	  liaison	  se	  ferait	  au	  niveau	  

des	  séquences	  riches	  en	  A/T	  de	  l’ADN,	  au	  niveau	  de	  son	  petit	  sillon	  (Sjöberg	  et	  al.,	  2006;	  

Sultan	   et	  al.,	   2011).	   Cette	   interaction	   se	   fait	   très	   probablement	   par	   la	   région	   riche	   en	  

proline	  de	  Tau	  et	  les	  domaines	  de	  liaison	  aux	  microtubules	  (Sultan	  et	  al.,	  2011).	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

I .2.4. 	  / 	  PERTE	  DE	  FONCTION	  DE	  TAU	  

	  

Au	   vu	   des	   nombreux	   rôles	   de	   la	   protéine	   Tau,	   on	   pourrait	   imaginer	   que	   la	   perte	   de	  

fonction	   de	   Tau	   entrainerait	   des	   conséquences	   importantes	   sur	   l’ensemble	   de	   ses	  

fonctions.	   Cependant,	   les	   souris	   déficientes	   en	   protéines	   Tau	   sont	   viables,	   se	  

reproduisent	  et	  présentent	  peu	  d’altérations	  cognitives	  (Harada	  et	  al.,	  1994	  ;	  Dawson	  et	  

al.,	  2001).	   Ces	   souris	   ont	   peu	   de	   caractéristiques	   physiques	   mis	   à	   part	   une	   faiblesse	  

musculaire	   et	   une	   hyperactivité	   (Ikegami	   et	   al.,	   2000).	   Nous	   pouvons	   expliquer	   ce	  

phénomène	   par	   la	   présence	   probable	   d’autres	  MAP	   qui	   vont	   compenser	   l’absence	   de	  

Figure	  5	  :	  Différentes	  localisations	  et	  fonctions	  de	  Tau	  
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protéine	   Tau.	   Harada	   et	   collaborateurs	  montrent	   notamment	   une	   augmentation	   de	   la	  

quantité	  de	  MAP1A	  dans	  le	  cerveau	  de	  souris	  déficientes	  en	  Tau	  (Harada	  et	  al.,	  1994).	  

	  

I.3	  /	  MODIFICATIONS	  POST-‐TRADUCTIONNELLES	  

	  

La	  protéine	  Tau	  subit	  de	  nombreuses	  modifications	  post-‐traductionnelles	  qui	   régulent	  

son	  activité	  (Pour	  revue	  (Martin	  et	  al.,	  2011)).	  La	  phosphorylation	  est	  la	  plus	  importante	  

en	   terme	   de	   résidus	   impliqués.	   Elle	   possède	   un	   impact	   important	   sur	   les	   différentes	  

fonctionnalités	  de	  Tau.	  C’est	  pourquoi	  nous	  allons	  nous	  attarder	  plus	  particulièrement	  

sur	  cette	  dernière.	  	  

	  

I .3.1	  /	  PHOSPHORYLATION	   	  

	  

La	   phosphorylation	   consiste	   en	   l’ajout	   d’un	   groupement	   phosphate,	   fourni	   par	   l’ATP	  

(Adénosine	  Tri	  Phosphate),	  par	  estérification	  d’un	  résidu	  sérine,	  thréonine	  ou	  tyrosine.	  

Il	   existe	   donc	   85	   sites	   potentiels	   de	   phosphorylation	   sur	   l’isoforme	   la	   plus	   longue	   de	  

Tau.	  Parmi	  ces	  sites,	  71	  peuvent	  être	  phosphorylés	  dans	  les	  conditions	  physiologiques	  et	  

pathologiques.	   La	   phosphorylation	   de	   Tau	   est	   régulée	   par	   l’action	   antagoniste	  

d’enzymes,	   les	   kinases	   et	   phosphatases.	   Cette	   régulation	   est	   fondamentale	   pour	   les	  

fonctions	  de	  la	  protéine	  Tau	  (cf.	  chapitre	  I.5).	  	  

	  

I.3.1.1	  /	  Kinases	  	  

	  

Les	  kinases	  sont	  des	  enzymes	  de	   la	   famille	  des	   transférases	  qui	   catalysent	   le	   transfert	  

d'un	   groupe	   phosphorylé	   d’une	   molécule	   à	   une	   autre.	   Elles	   sont	   par	   conséquent	  

responsables	  de	  la	  phosphorylation	  de	  Tau.	  Plus	  de	  30	  kinases	  peuvent	  la	  phosphoryler.	  

Communément,	  les	  enzymes	  ciblant	  les	  résidus	  sérines	  et	  thréonines	  sont	  divisées	  en	  3	  

groupes	  distincts:	   les	  PDPK,	   les	  non-‐PDPK	  et	   la	   famille	  des	  glycogènes	  synthétases.	  Un	  

quatrième	  groupe	  comporte	  les	  kinases	  phosphorylant	  des	  résidus	  tyrosines.	  	  	  	  	  	  
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Le	  premier	  groupe	  est	  composé	  de	  l’ensemble	  des	  enzymes	  qui	  phosphorylent	  Tau	  sur	  

des	  sérines	  et	  thréonines	  qui	  suivent	  des	  résidus	  prolines.	  Ces	  enzymes	  sont	  nommées	  

PDPK	  pour	  le	  terme	  anglais	  «	  Proline	  Directed	  Protein	  Kinases	  ».	  Dans	  ce	  groupe,	  nous	  

pouvons	  citer	  par	  exemple,	  la	  «	  Mitogen	  Activated	  Protein	  Kinase	  »	  ou	  MAPK	  (Drewes	  et	  

al.,	  1992),	  les	  «	  Cyclin	  Dependent	  Kinases	  »	  telles	  que	  CDK2	  et	  5	  (Baumann	  et	  al.,	  1993),	  

et	  plusieurs	  «	  Stress	  Activated	  Protein	  Kinases	  »	  SAPKs	  (Goedert	  et	  al.,	  1997).	  

Le	  second	  groupe	  est	  celui	  des	  kinases	  non-‐PDPK	  pour	  «	  Non	  Proline	  Directed	  Protein	  

Kinases	  ».	  Ces	  enzymes	  phosphorylent	  des	  sérines	  et	   thréonines	  et	   incluent	   la	  «	  Cyclin	  

AMP-‐dependent	   Protein	   Kinase»	   (ou	   PKA)	   	   (Jicha	   et	   al.,	   1999),	   la	   «Calcium-‐	   and	  

calmodulin-‐dependent	   Protein	   Kinase	   II»	   (ou	   CaMKII)	   (Steiner	   et	   al.,	   1990),	   la	  

«Microtubule	  Affinity	  Regulating	  Kinase»	  (ou	  MARK)	  (Drewes	  et	  al.,	  1997)	  et	  la	  «	  Protein	  

Kinase	  C»	  (ou	  PKC)	  (Correas	  et	  al.,	  1992).	  

Le	  groupe	  suivant	  correspond	  à	  la	  famille	  des	  «	  glycogen	  protein	  kinases	  ».	  Autrefois	  

appartenant	  aux	  kinases	  PDPK,	   les	  «glycogen	  protein	  kinases	  »	   forment	  maintenant	  un	  

groupe	  particulier.	  En	  effet,	  elles	  phosphorylent	  la	  protéine	  Tau	  sur	  des	  résidus	  sérines	  

et	  thréonines.	  Cependant	  il	  a	  été	  décrit	  que	  ces	  acides	  aminés	  suivent	  parfois	  mais	  pas	  

nécessairement	  une	  proline.	  Elles	  possèdent	  le	  motif	  de	  reconnaissance	  suivant	  (Ser-‐X-‐

X-‐X-‐pSer	  ou	  Ser	  X-‐X-‐X-‐D/E).	  Ce	  groupe	  inclut	  notamment	  la	  glycogène	  synthétase	  3β	  (ou	  

GSK	  3β)	  (Cho	  and	  Johnson,	  2003).	  Comme	  39	  sur	  les	  71	  sites	  de	  phosphorylation	  de	  Tau	  

peuvent	  être	  phosphorylés	  par	  la	  GSK3β	  (soit	  environ	  55	  %	  des	  sites)	  cette	  enzyme	  est	  

considérée	  comme	  une	  kinase	  de	  Tau	  importante.	  

Enfin,	   Tau	   peut	   également	   être	   phosphorylée	   sur	   ces	  5	   résidus	   tyrosines	   (Lee	   et	  al.,	  

1998	  ;	  Lebouvier	  et	  al.,	  2008b),	  situés	  en	  position	  Y18	  (Lee	  et	  al.,	  2004),	  Y29,	  Y197	  (Vega	  

et	   al.,	   2005),	   Y310	   et	   Y394	   (Derkinderen	   et	   al.,	   2005).	   L’ensemble	   des	   enzymes	  

permettant	   la	   phosphorylation	   de	   la	   protéine	   Tau	   sur	   ces	   résidus	   constitue	   le	   4ème	   et	  

dernier	   groupe.	   Il	   comprend	   peu	   de	   protéines	   kinases	   spécifiques.	   Parmi	   elles,	   on	  

retrouve,	   la	   kinase	   abelson	   (ou	   c-‐abl)	   (Derkinderen	   et	   al.,	   2005)	   et	   les	   kinases	   de	   la	  

famille	   Src.	   Cette	   famille	   regroupe	   les	   kinases	   Src	   (Lee,	   2005),	   Lck	   (Williamson	   et	  al.,	  

2002),	  Syk	  (Lebouvier	  et	  al.,	  2008a)	  et	  Fyn	  (Lee	  et	  al.,	  2004).	  	  
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I.3.1.2	  /	  Phosphatases	  

	  

Les	  enzymes	  phosphatases	  sont	  responsables	  de	  la	  déphosphorylation	  par	  hydrolyse	  du	  

groupement	   phosphate	   des	   acides	   aminés.	   Les	   phosphatases	   qui	   peuvent	  

déphosphoryler	  Tau	  appartiennent	  au	  groupe	  des	  phosphatases	  à	  sérines	  ou	  thréonines	  

nommées	  «Phospho-‐Protein	  Phosphatases»	  (ou	  PPP).	  Ce	  groupe	  inclut	  notamment	  PP1,	  

PP2A	   (Sontag	   et	   al.,	   1996),	   PP2B	   et	   PP5	   (Liu	   et	   al.,	   2005),	   toutes	   capables	   de	  

déphosphoryler	  Tau	  (Martin	  et	  al.,	  2013).	  PP2A	  est	  la	  phosphatase	  majeure	  du	  cerveau	  

humain	  dans	  les	  conditions	  physiologiques.	  Son	  activité	  représente	  pour	  70	  %	  environ	  

de	  la	  déphosphorylation	  de	  Tau	  totale	  (Liu	  et	  al.,	  2005).	  	  	  

	  

I.3.1.3	  /	  Autres	  acteurs	  de	  la	  phosphorylation	  	  

	  

En	   plus	   de	   l’action	   directe	   des	   kinases	   et	   des	   phosphatases	   citées	   précédemment,	   la	  

phosphorylation	   de	   Tau	   peut	   être	  modulée	   indirectement	   par	   l’action	   de	   la	   peptidyl-‐

prolyl	  cis/trans	  isomérase	  Pin1	  (Lu	  et	  al.,	  1999	  ;	  Zhou	  et	  al.,	  2000;	  Hamdane	  et	  al.,	  2006).	  

En	  effet,	  l’interaction	  entre	  Tau	  et	  Pin1	  entraine	  l’activation	  de	  la	  phosphatase	  PP2A	  qui	  

favorise	  la	  déphosphorylation	  de	  Tau	  dans	  les	  neurones	  (Galas	  et	  al.,	  2006).	  	  

	  

I .3.2	  /	  AUTRES	  MODIFICATIONS	  POST-‐TRADUCTIONNELLES	  

	  

La	   phosphorylation	   est	   la	   principale	   modification	   post-‐traductionnelle	   de	   la	   protéine	  

Tau.	   Cependant,	   il	   faut	   savoir	   que	   Tau	   peut	   également	   faire	   l’objet	   de	   O-‐	   et	   de	   N-‐

glycosylation,	   d’acétylation,	   de	   clivage,	   de	   nitration,	   d’ubiquitination,	   de	   glycation,	   de	  

poly-‐amination	  et	  enfin	  de	  prolyl-‐isomérisation	  (Buée	  et	  al.,	  2000	  :	  Sergeant	  et	  al.,	  2008	  ;	  

Martin	  et	  al.,	  2011).	  	  
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I.4	   /	   IMPACT	   DE	   LA	   PHOSPHORYLATION	   PHYSIOLOGIQUE	   DE	   TAU	   SUR	   SES	  

DIFFÉRENTES	  FONCTIONS	  	  

	  

La	  phosphorylation	  a	  des	   conséquences	   importantes	   sur	   les	   fonctions	  de	  Tau	  dans	   les	  

différents	   compartiments	   cellulaires.	   L’impact	   de	   la	   phosphorylation	   physiologique	   de	  

Tau	  sur	  ses	  rôles	  fait	  donc	  l’objet	  du	  chapitre	  suivant.	  	  	  

	  

I.4.1	  /	  PHOSPHORYLATION	  DE	  TAU	  ET	  STABILISATION	  MICROTUBULAIRE	   	  

	  

La	  phosphorylation	  de	  Tau	  régule	  de	  façon	  importante	  sa	  liaison	  aux	  microtubules	  et	  en	  

conséquence	  l’organisation	  du	  réseau	  microtubulaire	  neuronal.	  En	  effet,	  Lindwall	  et	  Cole	  

ont	   montré	   dans	   une	   étude	   in	   vitro	   que	   lorsque	   la	   protéine	   Tau	   est	   majoritairement	  

déphosphorylée	   cela	   favorise	   la	   stabilité	   des	   faisceaux	   de	  microtubules	   (Lindwall	   and	  

Cole,	  1984).	  	  

De	  plus,	  il	  a	  été	  montré	  in	  vitro	  que	  la	  phosphorylation	  d’un	  seul	  épitope	  particulier	  de	  la	  

protéine	  Tau	  suffit	  pour	  avoir	  une	  incidence	  importante	  sur	  la	  stabilité	  microtubulaire.	  

C’est	  notamment	  le	  cas	  de	  la	  phosphorylation	  de	  la	  sérine	  262	  (Biernat	  et	  al,	  1993)	  qui,	  a	  

elle	   seule,	   diminue	   très	   fortement	   cette	   interaction.	   C’est	   le	   cas	   également	   de	   la	  

phosphorylation	   de	   la	   sérine	   214	   (Illenberger	   et	   al.,	   1998).	   De	   plus,	   en	   2004,	   Cho	   et	  

Johnson	  ont	  montré	  que	  la	  phosphorylation	  de	  la	  thréonine	  231	  possède	  également	  un	  

rôle	  important	  dans	  la	  régulation	  de	  l’interaction	  de	  Tau	  avec	  les	  microtubules	  (Cho	  and	  

Johnson,	   2004).	   En	   effet,	   elle	   diminue	   à	   la	   fois	   son	   habilité	   à	   se	   lier	   au	   réseau	  

microtubulaire	  mais	  aussi	  diminue	  sa	  capacité	  à	   le	   stabiliser.	  De	   façon	   intéressante,	   la	  

thréonine	  231	  est	  une	  cible	  privilégiée	  de	  la	  kinase	  GSK	  3β	  (Goedert	  et	  al.,	  1994).	  Cette	  

enzyme	  possède	  donc	  très	  probablement	  une	  fonction	  importante	  dans	  la	  régulation	  du	  

réseau	  microtubulaire.	  
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I .4.2	  /	  PHOSPHORYLATION	  DE	  TAU	  ET	  TRANSPORT	  AXONAL	  

	  

Dans	  une	  lignée	  cellulaire	  neuronale	  murine,	  lorsque	  Tau	  est	  phosphorylée	  par	  la	  kinase	  

GSK	  3β,	  une	  diminution	  du	  transport	  antérograde	  a	  été	  observée.	  Le	  traitement	  de	  ces	  

cellules	   par	   du	   lithium,	   un	   inhibiteur	   de	   l’enzyme	   GSK	   3β,	   prévient	   l’altération	   du	  

transport	   axonal	   (Tatebayashi,	   2004).	   L’état	   de	   phosphorylation	   de	   Tau	   est	   donc	  	  

également	  un	  élément	  important	  pour	  le	  transport	  axonal	  de	  molécules.	  	  

Le	   domaine	   PAD	   de	   la	   protéine	   Tau	   active	   un	   signal	   de	   transduction	   impliquant	   la	  

phosphatase	   PP1	   (protein	   phosphatase	   1).	   A	   son	   tour,	   cette	   protéine	   active	   l’enzyme	  

GSK	  3β	  qui	  phosphoryle	  la	  kinésine	  entrainant	  le	  détachement	  de	  son	  cargo	  (LaPointe	  et	  

al.,	  2009).	  L’activation	  de	  cette	  cascade	  de	   transduction	  nécessite	   la	  disponibilité	  de	   la	  

partie	   amino-‐terminale	   de	   la	   protéine	   Tau	   qui	   contient	   un	   domaine	   d’activation	   des	  

phosphatases	   nommé	   PAD	   (pour	   le	   terme	   anglais	   «	  phosphatase-‐activating	   domain	  »)	  

(Kanaan	   et	   al.,	   2012).	   Ainsi	   ce	   domaine	   PAD,	   lorsqu’il	   est	   exposé,	   possède	   un	   effet	  

délétère	  sur	  le	  transport	  axonal	  (Figure	  n°7	  B).	  	  

Figure	   6	  :	   Phosphorylation	   de	   Tau	   et	   dynamique	   microtubulaire.	   L’état	   de	  
phosphorylation	  de	  Tau	  est	  impliqué	  dans	  la	  régulation	  de	  sa	  liaison	  aux	  microtubules.	  
Les	   formes	   phosphorylées	   de	   Tau	   présentent	   une	   capacité	   moindre	   à	   lier	   les	  
microtubules.	   L’équilibre	   de	   la	   dynamique	   microtubulaire	   fait	   donc	   l’objet	   d’une	  
régulation	  complexe	  faisant	  intervenir	  des	  kinases	  et	  des	  phosphatases.	  	  
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Le	   site	   de	   phosphorylation	   Y18	   est	   situé	   dans	   le	   domaine	   PAD	   de	   la	   partie	   amino-‐

terminale	   de	   Tau.	   Cet	   épitope	   est	   un	   substrat	   pour	   une	   kinase	   de	   la	   famille	   Src,	   la	  

protéine	   Fyn	   (Lee	   et	   al.,	   2004).	   Kanaan	   et	   collaborateurs	   ont	   étudié	   l’impact	   de	   la	  

phosphorylation	  de	  ce	  site	  sur	  la	  modulation	  du	  transport	  axonal	  par	  Tau.	  Pour	  ce	  faire	  

une	  protéine	  Tau	  mutée	  mimant	  la	  phosphorylation	  de	  ce	  site	  a	  été	  utilisée.	  La	  tyrosine	  

en	  position	  18	  a	  été	  mutée	  en	  acide	  glutamique	  afin	  de	  respecter	  la	  charge	  négative	  et	  la	  

conformation	  de	  la	  phosphorylation.	  Les	  auteurs	  ont	  montré	  que	  la	  phosphorylation	  de	  

Figure	  7	  :	  Impact	  de	  la	  phosphorylation	  de	  la	  partie	  amino-‐terminale	  de	  Tau	  sur	  le	  
transport	   axonal.	   (A)	  :	   Le	   transport	   par	   les	   kinésines	   est	   actif.	   Le	   domaine	   PAD	   est	  
inaccessible	   par	   la	   conformation	   particulière	   de	   Tau	   ou	   par	   la	   phosphorylation	   de	   la	  
tyrosine	  18.	  Il	  ne	  peut	  activer	  la	  cascade	  PP1-‐	  GSK	  3β.	  (B)	  :	  La	  protéine	  cargo	  est	  libérée	  
par	  la	  kinésine.	  Le	  domaine	  PAD	  est	  accessible	  et	  peut	  activer	  la	  cascade	  PP1-‐	  GSK3	  β.	  
GSK3	  β	  va	  phosphoryler	   la	  kinésine,	   ce	  qui	  détache	   le	   cargo	   (Adapté	  de	  Kanaan	  et	  al.,	  
2012)	  
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ce	  site	  prévient	   l’effet	  délétère	  du	  domaine	  PAD	  sur	   le	   transport	  axonal	  (Kanaan	  et	  al.,	  

2012)	  (Figure	  n°7	  A).	  	  

	  

	  

I .4.3	  /	  PHOSPHORYLATION	  PHYSIOLOGIQUE	  DE	  TAU	  ET	  LIAISON	  À 	  LA	  

MEMBRANE	  PLASMIQUE	  

	  

Tau	   est	   capable	   de	   se	   lier	   à	   la	  membrane	  plasmique	   via	   son	   domaine	   amino-‐terminal	  

(Brandt	  et	  al.,	  1995).	  Cette	   interaction	  est	  régulée	  par	  son	  état	  de	  phosphorylation.	  De	  

façon	  globale,	  la	  phosphorylation	  de	  Tau	  inhibe	  sa	  liaison	  avec	  la	  membrane	  (Ekinci	  and	  

Shea,	   2000;	   Maas	   et	   al.,	   2000;	   Reynolds	   et	   al.,	   2008).	   L	  ‘étude	   d’Arrasate	   et	  

collaborateurs	   montre	   que	   la	   protéine	   Tau	   liée	   à	   la	   membrane	   est	   détectée	   par	  

l’anticorps	  Tau	  1.	  Ce	  dernier	  reconnaît	  des	  formes	  de	  Tau	  déphosphorylée	  au	  niveau	  des	  

sérines	   195,	   198,	   199	   et	   202.	   La	   protéine	   Tau	   membranaire	   n’est	   pas	   détectée	   avec	  

l’anticorps	  AT8	  reconnaissant	  la	  sérine	  202	  et	  la	  thréonine	  205	  phosphorylées	  (Arrasate	  

et	   al.,	   2000).	   De	   façon	   globale,	   la	   phosphorylation	   de	   Tau,	   en	   la	   détachant	   de	   la	  

membrane,	   aurait	   un	   effet	   inhibiteur	   sur	   son	   rôle	   dans	   la	   transduction	   de	   signaux	   au	  

niveau	  des	  synapses.	  	  

	  

I .4.4	  /	  PROTÉINE	  TAU	  NUCLÉAIRE	  ET	  PHOSPHORYLATION	   	  

	  

Peu	   d’études	   ont	   été	   menées	   sur	   la	   protéine	   Tau	   nucléaire	   et	   son	   état	   de	  

phosphorylation	  dans	  le	  noyau.	  	  

Cependant,	  les	  premières	  études	  ayant	  mis	  en	  évidence	  l’existence	  de	  cette	  protéine	  Tau	  

nucléaire	   ont	   été	   réalisées	   à	   l’aide	   de	   l’anticorps	  Tau	  1.	   La	   protéine	  Tau	  nucléaire	   est	  

donc	  au	  moins	  déphosphorylée	  sur	   les	   sites	   reconnus	  par	  cet	  anticorps	   (Loomis	  et	  al.,	  

1990	  ;	  Brady	  et	  al.,	  1995).	  Ceci	  a	  été	  confirmé	  dans	  une	  étude	  menée	  au	  laboratoire	  par	  

Sultan	   et	   collaborateurs.	   Les	   auteurs	   montrent	   l’accumulation	   nucléaire	   de	   protéines	  

Tau	  déphosphorylée	  sur	  les	  sites	  reconnus	  par	  l’anticorps	  Tau	  1	  en	  condition	  de	  stress	  

hyperthermique	  dans	  des	  cultures	  primaires	  de	  cortex	  d’embryons	  de	  souris	  (Sultan	  et	  

al.,	   2011).	   Les	   thréonines	   212	   et	   231	   ne	   sont	   pas	   phosphorylées	   dans	   le	   noyau	   des	  
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neurones	   dans	   ces	   conditions	   (anticorps	   anti-‐PT212	   et	   AT180	   de	   Tau)	   (Sultan	   et	   al.,	  

2011).	  Dans	  cette	  même	  étude,	   la	  protéine	  Tau	  nucléaire	  de	  tranches	  ex-‐vivo	  de	  souris	  

soumises	   à	   un	   stress	   hyperthermique	   est	   phosphorylée	   sur	   les	   sérines	   262	   et	   356	  

(anticorps	  12	  E	  8).	  	  

D’autres	  études	  sont	  par	  conséquent	  nécessaires	  afin	  de	  pouvoir	  conclure	  de	  façon	  plus	  

complète	  sur	  l’état	  de	  phosphorylation	  de	  Tau	  dans	  le	  noyau	  des	  neurones.	  	  	  

	  

	  

En	  conclusion,	   la	  protéine	  Tau	  est	  une	  MAP	  dont	   le	  rôle	   le	  plus	  connu	  consiste	  à	  

favoriser	   l’assemblage	  et	   la	  stabilisation	  des	  microtubules,	   fonctions	  essentielles	  

pour	   la	  maintenance	  de	   la	  morphologie	   cellulaire,	   l’établissement	  de	   la	  polarité	  

neuronale	  et	  la	  régulation	  du	  transport	  axonal.	  	  

Cependant,	  Tau,	   en	   interagissant	  avec	  des	  éléments	  de	   la	  membrane	  plasmique,	  

intervient	  probablement	  également	  dans	   la	   régulation	  de	  voies	  de	   signalisation.	  

Dans	  le	  noyau,	  la	  protéine	  Tau	  permet	  de	  protéger	  l’ADN	  neuronal	  des	  dommages	  

induits	  par	  un	  stress.	  	  

Les	   fonctions	   physiologiques	   de	   Tau	   sont	   régulées	   par	   des	   modifications	   post-‐	  

traductionnelles.	  La	  plus	  importante	  de	  ces	  modifications	  est	  la	  phosphorylation.	  	  

Une	  dérégulation	  de	   l’état	  de	  phosphorylation	  de	  Tau	  peut	  ainsi	   conduire	  à	  une	  

perte	   de	   fonction	   de	   la	   protéine,	   et	   entraîner,	   à	   terme,	   un	   dysfonctionnement	  

neuronal	  important.	  
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II	  /	  LES	  TAUOPATHIES	  

	  

	  

	  

Le	   temps	  conduit	   inéluctablement	  au	  vieillissement.	  Ce	  dernier	  représente	   le	  principal	  

facteur	  de	  risque	  de	  développer	  des	  maladies	  neurodégénératives.	  	  Avec	  l’accroissement	  

de	  la	  longévité,	  le	  nombre	  de	  patients	  atteints	  de	  démences	  a	  conjointement	  augmenté.	  

Parmi	   les	   différentes	  maladies	   neurodégénératives,	   nous	   allons	   nous	   focaliser	   sur	   les	  

«	  Tauopathies	  »	  et	  plus	  particulièrement	  sur	  la	  maladie	  d’Alzheimer	  (MA).	  

	  

II.1	  /	  CONCEPT	  DE	  TAUOPATHIES	  

	  

Il	  existe	  une	  vingtaine	  de	  Tauopathies	  différentes	  (Sergeant	  et	  al.,	  2008;	  Spillantini	  and	  

Goedert,	   2013)	   (tableau	   n°	   1).	   Leur	   point	   commun	   est	   la	   présence	   d’agrégats	  

intracellulaires	  formés	  de	  protéine	  Tau	  hyper	  et	  anormalement	  phosphorylée.	  Bien	  que	  

présents	   dans	   toutes	   les	   Tauopathies,	   ces	   agrégats	   possèdent	   différentes	   localisations	  

cellulaires	  en	  fonction	  de	  la	  maladie	  considérée.	  En	  effet,	  ils	  peuvent	  être	  présents	  dans	  

les	  neurones,	  les	  astrocytes	  ou	  bien	  encore	  les	  oligodendrocytes	  (Tableau	  n°1).	  	  
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Classe	  de	  
Tauopathies	  

Tauopathies	   Cellules	   Références	  

	  

	  

	  

	  

Classe	  1	  

	  

	  

	  

	  

	  

Maladie	  d’Alzheimer	   Neurones	   Sergeant	  et	  
al,	  2005	  

Syndrome	  de	  Down	   Neurones	  
Hof	  et	  al,	  

1995	  

Parkinsonisme	  Post-‐

encéphalique	  

Neurones	  et	  
prolongements	  
astrocytaires	  

Buée-‐
Scherrer	  et	  
al,	  1996	  

Sclérose	  latérale	  
amyotrophique	  de	  l’ile	  de	  

Guam	  
Neurones	  

Buée-‐
Scherrer	  et	  
al,	  1995	  

Atrophie	  multisystémique	   Oligodendrocytes	   	  

Maladie	  de	  Niemann	  Pick	  de	  

type	  C	  
Neurones	  

Love	  et	  al,	  

1995	  

Démence	  pugilistique	   Neurones	  
Hof	  et	  al,	  

1992	  

Panencéphalite	  sclérosante	  
subaigue	  

Neurones	  et	  
oligodendrocytes	  

	  

Neuroferritinopathie	  (Maladie	  
d’Hallenvorden-‐Spatz)	  

Neurones	   Zarranz	  et	  al,	  
2006	  

Maladie	  de	  Gerstmann-‐
Straussler-‐Scheinker	  

Neurones	   Tranchant	  et	  
al,	  1997	  

Classe	  1,	  2	  

ou	  3	  
FTDP-‐17	  

Neurones,	  
oligodendrocytes,	  
astrocytes	  (selon	  la	  

mutation)	  

Hutton	  et	  al,	  
1998	  

Gasparini	  et	  
al,	  2007	  

	  

Classe	  2	  

Démence	  à	  grains	  argyrophiles	  
Neurones,	  

oligodendrocytes,	  
astrocytes	  

Tolnay	  et	  al,	  
2002	  

Paralysie	  supranucléaire	  
progressive	  

Neurones	  et	  astrocytes	   Sergeant	  et	  
al,	  1999	  

Dégénérescence	  cortico-‐basale	  
Neurones	  pyramidaux,	  

astrocytes,	  
oligodendrocytes	  

Sergeant	  et	  
al,	  1999	  
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Classe	  3	   Maladie	  de	  Pick	   Neurones	  granulaires	   Delacourte	  et	  
al,	  1996	  	  

Classe	  4	   Dystrophie	  myotonique	  de	  type	  
I	  et	  de	  type	  II	   Neurones	  et	  astrocytes	   Sergeant	  et	  

al,	  2001	  

	  

	  

	  

Les	   agrégats	   intracellulaires	   de	   protéine	  Tau	  diffèrent	   également	   du	   point	   de	   vue	   des	  

isoformes	  et	  de	  l’état	  de	  la	  phosphorylation	  de	  la	  protéine	  Tau	  agrégée.	  Ceci	  modifie	  le	  

poids	   moléculaire	   apparent	   de	   Tau	   après	   migration	   en	   électrophorèse	   SDS-‐PAGE	  

monodimensionnelle.	   Ainsi,	   4	   classes	   distinctes	   de	   Tauopathies	   ont	   été	   identifiées	   en	  

fonction	   du	   profil	   biochimique	   des	   agrégats	   de	  Tau	   (pour	   revue	   Sergeant	   et	  al,	   2005)	  

(Figure	  n°8).	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

-‐ Classe	  1	  :	  Agrégation	  de	  toutes	  les	  formes	  de	  Tau	  

Cette	  classe	  est	  caractérisée	  par	  un	  profil	  électrophorétique	  représentant	  4	  bandes	  à	  60,	  

!"#$%"&'(')'*$"++,-,."/,01'2%+'34,1.,3"$%+'!"&03"/5,%+6'!"#$%&'&'()*+)*,()-&'()*.+/*.',,"%+)&+/*-0$//+/*
1'(-2'3'45+/*+&*.+/*-+0050+/*#(//".$)&*0+/*$6%"6$&/*.+*#%(&"')+*7$58**

Figure	  8	  :	  Classification	  biochimique	  des	  Tauopathies.	  Tissus	  de	  cerveaux	  humains	  
de	   patients	   atteints	   par	   différentes	   Tauopathies.	   Les	   protéines	   ont	   été	   séparées	   par	  
électrophorèse	  sur	  gel	  d’acrylamide	  et	  les	  protéines	  Tau	  pathologiques	  ont	  été	  révélées	  
par	   immunoempreintes	   en	   utilisant	   un	   anticorps	   phospho-‐dépendant	   (anticorps	  
monoclonal	   AD2	   reconnaissant	   la	   protéine	   Tau	   lorsqu’elle	   est	   phosphorylée	   sur	   les	  
sérines	  396	  et	  404	  de	  l’isoforme	  le	  plus	  longue),	  4	  profils	  électrophorétiques	  différents	  
des	   protéine	   Tau	   pathologiques	   sont	   observés.	   Ils	   sont	   composés	   de	   bandes	  
pathologiques	  à	  60,	  64,	  69	  et	  74	  kDa	  (Adapté	  de	  Sergeant	  et	  al,	  2005).	  	  
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64,	   69	   et	   74	   kDa.	   Les	   6	   isoformes	   de	   Tau	   y	   sont	   retrouvées.	   La	   bande	   à	   74	   kDa	   est	  

composée	  de	  l’isoforme	  de	  Tau	  la	  plus	   longue	  (isoforme	  2+	  3+	  10+).	  La	  bande	  a	  69	  kDa	  

correspond	  aux	  isoformes	  2+	  3+	  10-‐	  et	  2+	  3-‐	  10+	  et	  celle	  a	  64	  kDa	  aux	  isoformes	  2+	  3-‐	  10-‐	  

et	  2-‐	  3-‐	  10+.	  Enfin	  la	  dernière	  bande	  la	  plus	  légère	  correspond	  à	  l’isoforme	  la	  plus	  courte	  

de	  Tau,	   l’isoforme	  fœtale	  (isoforme	  2-‐	  3-‐	  10-‐)	  (Sergeant	  et	  al.,	  1997).	  Cette	  classe	  est	   la	  

plus	  vaste	  et	  comprend	  la	  majorité	  des	  Tauopathies	  dont	  la	  MA.	  

	  

-‐ Classe	  2	  :	  Agrégation	  des	  isoformes	  incluant	  l’exon	  10	  

La	   classe	   2	   est	   caractérisée	   par	   un	   doublet	   pathologique	  migrant	   à	   64	   et	   69	   kDa.	   Ces	  

bandes	  correspondent	  aux	  isoformes	  de	  Tau	  incluant	  et	  excluant	  l’exon	  10.	  Cette	  classe	  

regroupe	  notamment	  la	  paralysie	  supranucléaire	  progressive,	  la	  démence	  cortico-‐basale	  

et	   la	  démence	  à	  grains	  argyrophiles	  (Ksiezak-‐Reding	  et	  al.,	  1994;	  Sergeant	  et	  al.,	  1999)	  

caractérisées	  par	  une	  augmentation	  du	  ratio	  Tau	  4R	  /	  Tau	  3R.	  

	  

-‐ Classe	  3	  :	  Agrégation	  des	  isoformes	  excluant	  l’exon	  10	  

Le	   profil	   biochimique	   de	   la	   classe	   3	   est	   un	   doublet	   pathologique	   à	   60	   et	   64	   kDa.	   Ce	  

doublet	   correspond	   majoritairement	   aux	   isoformes	   de	   Tau	   3R.	   Cette	   classe	   regroupe	  

certaines	  démences	  fronto-‐temporales	  avec	  syndrome	  parkinsonien	  lié	  au	  chromosome	  

17	  (FTDP-‐17)	  et	  la	  maladie	  de	  Pick	  (Sergeant	  et	  al.,	  1997).	  

	  

-‐ Classe	  4	  :	  Agrégation	  principalement	  de	  l’isoforme	  excluant	  les	  exons	  2,	  3	  et	  10	  

Cette	   classe	   est	   représentée	   par	   une	   seule	   maladie	   neurodégénérative,	   la	   dystrophie	  

myotonique.	   Une	   bande	   majeure	   à	   60	   kDa	   correspondant	   aux	   agrégats	   de	   Tau	   est	  

retrouvée.	   Ces	   agrégats	   sont	   majoritairement	   composés	   des	   isoformes	   excluant	   les	  

exons	  2	  et	  3	  et	  partiellement	  l’exon	  10	  (Sergeant	  et	  al.,	  2001).	  

	  

Les	   agrégats	   de	   protéine	   Tau	   peuvent	   également	   prendre	   différents	   aspects	  

histologiques	   en	   fonction	   de	   la	   maladie	   (figure	   n°9).	   Par	   exemple,	   dans	   la	   maladie	  

d’Alzheimer,	   les	   agrégats	   forment	   des	   dégénérescences	   neurofibrillaires.	   Dans	   la	  

maladie	  de	  Pick,	  ils	  constituent	  les	  corps	  de	  Pick	  et	  dans	  la	  démence	  cortico-‐basale,	  	  les	  

touffes	  gliales	  (Hasegawa	  et	  al.,	  1999).	  	  
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Figure	  9	  :	  Structure	  des	  agrégats	  de	  Tau	  dans	  certaines	  Tauopathies.	  De	  gauche	  à	  
droite	  :	   dégénérescence	   neurofibrillaire	   retrouvée	   notamment	   dans	   la	   maladie	  
d’Alzheimer	  ;	   corps	  de	  Pick	  de	   la	  maladie	  de	  Pick	  ;	   plaque	   astrocytaire	  de	   la	   paralysie	  
supranucléaire	  (PSP)	  ;	  touffe	  astrocytaire	  de	  la	  démence	  cortico-‐basale	  (DCB).	  Marquage	  
histologique	   à	   l’aide	   de	   l’anticorps	   AT8	   de	   Tau	   (Pser	   202/	   PThr205).	   (Adapté	   de	  
Hasegawa	  et	  al.,	  2006)	  

	  

Les	  Tauopathies	   présentant	   une	  mutation	   sur	   le	   gène	  de	  Tau	   sont	   regroupées	   sous	   le	  

terme	  de	  démence	   fronto-‐temporale	  avec	  syndrome	  parkinsonien	   liée	  au	  chromosome	  

17	  ou	  FDTP-‐17.	  	  

	  

II.2	   /	   FTDP-‐17	  :	   DES	   MUTATIONS	   DU	   GÈNE	   MAPT 	   CONDUISANT	   À	   LA	  

PATHOLOGIE	  TAU	  	  

	  

Les	  FTDP-‐17	  sont	  des	  maladies	  autosomiques	  dominantes	  caractérisées	  notamment	  par	  

une	   importante	   atrophie	   corticale,	   une	   perte	   neuronale	   et	   une	   gliose.	   Il	   existe	   une	  

grande	   variabilité	   entre	   les	   individus	   concernant	   l’étendue	   de	   la	   neuropathologie	   qui	  

peut	   atteindre	   l’hippocampe,	   l’amygdale,	   le	   cortex	   enthorinal	   ou	   la	   substance	   noire	  

(Spillantini	  et	  al.,	  1998a).	  Malgré	  cette	  hétérogénéité,	  on	  retrouve	  dans	  toutes	  ces	  FTDP-‐

17	   des	   inclusions	   neuronales	   de	   protéine	   Tau	   hyper	   et	   anormalement	   phosphorylée	  

(pour	  revue	  (Gasparini	  et	  al.,	  2006)).	  

A	  ce	  jour,	  une	  quarantaine	  de	  mutations	  sur	  le	  gène	  de	  Tau	  ont	  été	  identifiées	  dans	  ces	  

démences	   (Figure	   n°10).	   Ces	   mutations	   sont	   localisées	   principalement	   au	   niveau	   des	  

exons	  1,	  9,	  10,	  11,	  12	  et	  13	  de	  MAPT.	   La	  majorité	  des	  mutations	  décrites	   se	   localisent	  

donc	   dans	   les	   régions	   codantes	   de	   Tau	   et	   inclues	   des	   substitutions,	   délétions	   ou	  
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mutations	  silencieuses.	  Des	  mutations	  au	  niveau	  de	  l’intron	  compris	  entre	  les	  exons	  9	  et	  

10	  sont	  les	  plus	  fréquentes.	  La	  majorité	  des	  mutations	  localisées	  au	  niveau	  des	  régions	  

exoniques	  se	  trouve	  au	  niveau	  de	  la	  région	  de	  liaison	  aux	  microtubules	  (exons	  compris	  

entre	  le	  9	  et	  le	  12)	  ou	  proche	  (exon	  13).	  Deux	  mutations	  retrouvées	  au	  niveau	  de	  l’exon	  

1	  ont	  aussi	  été	  décrites	  (Hasegawa	  et	  al.,	  1999;	  Yoshida	  et	  al.,	  2002).	  Les	  mutations	  de	  

l’exon	   10	   affectent	   uniquement	   les	   formes	   à	   4	   domaines	   de	   répétitions	   de	   Tau.	   La	  

principale	   conséquence	  des	  mutations	   retrouvées	  dans	   les	   régions	   introniques	  de	  Tau	  

est	  de	  modifier	  des	  éléments	  impliqués	  dans	  la	  régulation	  de	  l’épissage	  alternatif	  de	  Tau.	  

Ceci	   entraine	  un	  déséquilibre	  du	   ratio	  des	  différentes	   isoformes	  de	  Tau	   (Hutton	  et	  al.,	  

1998;	  Spillantini	  et	  al.,	  1998b).	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figure	   10	  :	   Mutations	   du	   gène	  MAPT.	   Ces	  mutations	   sont	   à	   l’origine	   des	   démences	  
fronto-‐temporales	   avec	   syndrome	   parkinsonien	   lié	   au	   chromosome	   17	   (FTDP-‐17).	  
Description	  de	  42	  mutations	  dans	  les	  régions	  codantes	  et	  9	  mutations	  dans	  les	  régions	  
introniques	  encadrant	  l’exon	  10	  (Adapté	  de	  Goedert	  et	  al,	  2012).	  	  
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Cependant,	   la	   majorité	   des	   démences	   sont	   sporadiques	   et	   la	   plus	   fréquemment	  

rencontrée	  est	  la	  maladie	  d’Alzheimer.	  De	  plus,	  les	  formes	  génétiques	  de	  la	  MA	  ne	  sont	  

jamais	  due	  à	  des	  mutations	  sur	  le	  gène	  de	  Tau.	  

	  

II.3	  /	  MALADIE	  D’ALZHEIMER	  

	  

La	  maladie	  d’Alzheimer	  est	  caractérisée	  comme	  toutes	  les	  Tauopathies	  par	  la	  présence	  

de	   filaments	   de	   protéines	   Tau	   hyper	   et	   anormalement	   phosphorylée.	   L’étude	   de	   la	  

pathologie	   Tau	   permet	   de	   mieux	   comprendre	   les	   mécanismes	   impliqués	   dans	   le	  

développement	  de	  cette	  démence.	  	  

	  

II.3.1	  /	  GÉNÉRALITÉS 	   	  

	  

II.3.1.1	  /	  Clinique	  	  

	  

D’un	  point	  de	  vue	  clinique,	   le	  premier	  symptôme	  observé	  dans	   la	  maladie	  d’Alzheimer	  

est	   souvent	   une	   perte	   de	   mémoire	   se	   manifestant	   initialement	   par	   des	   distractions	  

mineures.	   Cette	   perte	   de	   mémoire	   s'accentue	   avec	   la	   progression	   de	   la	   maladie.	   Les	  

souvenirs	  plus	  anciens	  sont	  cependant	  relativement	  préservés.	  L'atteinte	  neurologique	  

s'étend	  par	   la	  suite	  aux	  cortex	  associatifs	   frontaux	  et	   temporo-‐pariétaux,	  se	   traduisant	  

par	  des	   troubles	  cognitifs	  plus	  sévères	   (confusions,	   irritabilité,	  agressivité,	   troubles	  de	  

l'humeur	   et	   des	   émotions,	   des	   fonctions	   exécutives	   et	   du	   langage)	   et	   la	   perte	   de	   la	  

mémoire	   à	   long	   terme.	   La	   destruction	   des	   neurones	   se	   poursuit	   jusqu'à	   la	   perte	   des	  

fonctions	  autonomes	  et	  la	  mort	  cellulaire.	  

	  

I.3.1.2	  /	  Cas	  génétiques	  	  

	  

Moins	   de	   1	   %	   des	   cas	   de	   maladie	   d’Alzheimer	   sont	   des	   formes	   familiales.	   Elles	   sont	  

caractérisées	   par	   des	   mutations	   autosomiques	   dominantes	   à	   pénétrance	   complète	   à	  
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l’âge	  de	  60	  ans.	  Ces	  mutations	  sont	  observées	  dans	  des	  gènes	  codant	  pour	  des	  protéines	  

impliquées	   dans	   la	   physiopathologie	   de	   la	   maladie.	   En	   1991,	   la	   première	   mutation	  

responsable	   de	   la	   MA	   a	   été	   découverte	   sur	   le	   gène	   de	   l’APP	   (amyloid	   precurssor	  

protein).	  D’autres	  mutations	  ont	  ensuite	  été	  découvertes	  sur	  ce	  même	  gène	  ainsi	  que	  sur	  

les	  gènes	  codant	  pour	  les	  présénilines	  1	  et	  2	  (Chartier-‐Harlin	  et	  al.,	  1991;	  Mullan	  et	  al.,	  

1992;	  Tysoe	  et	  al.,	  1998).	  	  

	  

II.3.1.3	  /	  Cas	  sporadiques	  	  

	  

Le	  plus	  souvent,	  la	  MA	  apparaît	  de	  façon	  sporadique.	  Cependant,	  les	  origines	  des	  formes	  

sporadiques	  de	  la	  MA	  sont	  encore	  à	  l’heure	  actuelle	  inconnues.	  Des	  facteurs	  de	  risque	  à	  

la	  fois	  génétiques	  et	  environnementaux	  sont	  mis	  en	  jeu	  dans	  l’apparition	  de	  la	  MA.	  L’âge	  

est	  le	  plus	  important.	  Compte	  tenu	  de	  l’augmentation	  toujours	  croissante	  de	  l’espérance	  

de	  vie,	  cette	  démence	  est	  devenue	  aujourd’hui	  un	  problème	  majeur	  de	  santé	  publique.	  

	  

II.3.1.3	  /	  Facteurs	  de	  risque	  	  	  

	  

Différents	   facteurs	   de	   risque	   génétiques	   ont	   été	   identifié	   pour	   la	  MA.	   La	   présence	   de	  

l’allèle	  4	  de	  l’apolipoprotéine	  E	  (APOE)	  est	  le	  facteur	  de	  risque	  le	  plus	  important	  (Genin	  

et	  al.,	  2011).	  D’autres	  facteurs	  de	  susceptibilité	  génétique	  ont	  été	  identifiés	  (Harold	  et	  al.,	  

2009;	  Lambert	  et	  al.,	  2009).	  Neuf	  gènes	  en	  plus	  de	  celui	  de	  l’APO	  E	  sont	  impliqués	  dans	  

l’apparition	  de	  la	  MA	  (Ebbert	  et	  al.,	  2013).	  C’est	  le	  cas	  de	  certains	  variants	  des	  gènes	  de	  

la	  clusterine	  (CLU)	  et	  du	  récepteur	  1	  du	  complément	  (CR1)	  (Lambert	  et	  al.,	  2009).	  C’est	  

également	   le	   cas	   du	   gène	   Bin1	   codant	   pour	   10	   isoformes	   différentes	   dont	   l’une	   est	  

impliquée	  dans	  les	  mécanismes	  d’endocytose	  (Kamboh	  et	  al.,	  2012).	  	  

D’autres	  facteurs	  de	  risques	  environnementaux	  influencent	  l’apparition	  de	  la	  MA..	  Outre	  

le	   vieillissement,	   nous	   pouvons	   citer	   des	   facteurs	   d’origine	   vasculaire	   tels	   que	   les	  

accidents	   vasculaires	   cérébraux	   ou	   les	   maladies	   cardiovasculaires	   (Salib	   and	   Hillier,	  

1997	  ;	  de	  Toledo	  Ferraz	  Alves	  et	  al.,	  2010).	  Les	  traumatismes	  crâniens	  (Sivanandam	  et	  
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al,	   2012)	   ou	   le	   syndrôme	   métabolique	   (Kroner,	   2009	   ;	   Leboucher	   et	   al.,	   2013)	   sont	  

également	  des	  facteurs	  augmentant	  le	  risque	  de	  développer	  la	  MA.	  	  

	  

II.3.2	  /	  NEUROPATHOLOGIE	  

	  

C’est	  au	  début	  du	  XXème	  siècle	  que	  le	  neuropsychiatre	  Aloïs	  Alzheimer	  examine	  Auguste	  

Deter,	  qui	  sera	  la	  première	  patiente	  diagnostiquée	  avec	  une	  «	  démence	  présénile	  ».	  Elle	  

présente	   à	   son	   arrivée	   des	   troubles	   de	   la	   mémoire,	   du	   langage	   et	   des	   hallucinations.	  

Après	   le	   décès	   de	   sa	   patiente,	   le	   Dr.	   Alzheimer	   étudia	   son	   cerveau	   et	   identifia	   une	  

importante	  atrophie.	  En	  effet,	  au	  niveau	  macroscopique,	  le	  cerveau	  des	  patients	  atteints	  

de	   la	   MA	   révèle	   une	   atrophie	   cortico	   sous	   corticale.	   On	   observe	   également	   une	  

augmentation	   du	   volume	   des	   ventricules	   et	   des	   sillons	   corticaux	   (Figure	   n°11).	  

L’atrophie	  reflète	  en	  partie	  la	  perte	  neuronale	  chez	  les	  patients	  atteints	  de	  la	  MA	  et	  est	  

particulièrement	  observée	  au	  niveau	  de	  l’hippocampe.	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figure	   11	  :	   Illustration	   de	   l’atrophie	   corticale	   observée	   dans	   la	   maladie	  
d’Alzheimer.	   Cette	   illustration	   représente	   une	   coupe	   transversale	   du	   cerveau.	   Elle	  
montre	  la	  conséquence	  de	  la	  disparition	  massive	  de	  cellules	  dans	  le	  cerveau	  à	  des	  stades	  
avancés	   de	   la	   maladie.	   L’atrophie	   est	   particulièrement	   marquée	   au	   niveau	   de	  
l’hippocampe	  et	  la	  taille	  des	  ventricules	  augmente.	  	  
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Le	  Dr	  Alzheimer	  réalisa	  des	  imprégnations	  argentiques	  pour	  colorer	  des	  fines	  coupes	  du	  

cerveau	   de	   A.	   Deter.	   A	   l’aide	   de	   cette	   technique,	   deux	   types	   de	   dépôts	   sont	   alors	  

observés	  :	  

- des	  dépôts	  extra-‐neuronaux,	  qui	  s’avéreront	  être	  des	  plaques	  amyloïdes.	  

	  

- des	   dépôts	   intra-‐neuronaux	   aujourd’hui	   appelés	   des	   enchevêtrements	  

neurofibrillaires	  ou	  dégénérescences	  neurofibrillaires	  (Figure	  n°12).	  

	  

	  

A	  l’heure	  actuelle,	  nous	  savons	  que	  l’accumulation	  conjointe	  de	  ces	  deux	  types	  de	  dépôts	  

dans	  le	  cerveau	  est	  la	  caractéristique	  anatomo-‐pathologique	  de	  la	  maladie	  d’Alzheimer.	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

II.3.2.1	  /	  Plaques	  amyloïdes	  	  

	  

Les	   plaques	   séniles	   sont	   des	   agrégats	   extracellulaires	   d’une	   petite	   protéine	   nommée	  

peptide	  amyloïde	  (ou	  Aβ).	  Cette	  agrégation	  se	  fait	  sous	   la	   forme	  de	  feuillets	  plissés.	  Le	  

précurseur	  de	  l’Aβ	  est	  une	  protéine	  transmembranaire	  codée	  par	  le	  gène	  APP	  (Amyloïd	  

Precursor	   Protein)	   situé	   sur	   le	   chromosome	   21	   (Thinakaran	   and	   Koo,	   2008).	   Son	  

Figure	  12	  :	  Dessin	  original	  d’Aloïs	  Alzheimer.	  Ce	  dessin	  représente	  les	  dépôts	  intra-‐
neuronaux	  que	  le	  Dr	  Alzheimer	  observa	  après	  imprégnation	  argentiques	  dans	  le	  cerveau	  
de	  sa	  patiente	  Auguste	  Deter	  et	  qui	  s’avèrent	  être	  des	  enchevêtrements	  neurofibrillaires	  
de	  protéines	  Tau.	  	  
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épissage	  alternatif	  conduit	  à	  la	  production	  de	  plusieurs	  isoformes,	  dont	  la	  taille	  varie	  de	  

695	  à	  770	  acides	  aminés.	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

L’APP	  peut	  être	  clivée	  de	  manière	  séquentielle	  par	  deux	  enzymes,	  la	  β	  (ou	  BACE)	  et	  la	  γ	  

sécrétase	  conduisant	  à	  la	  formation	  du	  peptide	  amyloïde.	  La	  γ-‐sécrétase	  est	  un	  complexe	  

multi-‐protéique	  constitué	  de	  quatre	  partenaires	  :	  Un	  hétérodimère	  des	  présénilines	  PS1	  

et	   PS2,	   la	   nicastrine	   (Yu	   et	   al.,	   2000	  ;	   Edbauer	   et	   al.,	   2002)	   et	   deux	   protéines	  

membranaires,	  APH-‐1	  et	  PEN-‐2	  (Francis	  et	  al.,	  2002).	  	  

L’activité	   protéolytique	   mettant	   en	   jeu	   la	   β	   et	   la	   γ	   sécrétase	   est	   appelée	   «	  voie	  

amyloïdogénique	  »	  de	  maturation	  de	  l’APP.	  Les	  extrémités	  du	  peptide	  amyloïde	  peuvent	  

Figure	  13	  :	  Voies	  du	  métabolisme	  de	  l’APP.	  La	  protéolyse	  de	  l’APP	  peut	  se	  réaliser	  via	  
deux	  voies	  distinctes.	  Une	  voie	  amyloïdogénique,	  qui	  après	   le	  clivage	  de	   l’APP	  par	   la	  β	  
puis	   la	  γ	  sécrétase,	  génère	  un	  domaine	  extracellulaire	  nommé	  APPβ,	   l’AICD	  (pour	  APP	  
intracellular	  domain)	  et	  le	  peptide	  Aβ	  (de	  39	  à	  42	  acides	  aminés).	  Le	  peptide	  Aβ	  a	  une	  
grande	  capacité	  d’agrégation	  et	  peut	   former	  des	  dimères,	   trimères	  et	  à	  un	  niveau	  plus	  
élevé	   des	   oligomères,	   puis	   des	   plaques.	   Les	   plaques	   amyloïdes	   sont	   une	   des	  
caractéristiques	  neuropathologiques	  de	  la	  MA.	  Dans	  la	  voie	  non	  amyloïdogénique,	  l’APP	  
va	  être	  clivé	  par	  la	  γ	  puis	  l’α	  sécrétase.	  Cela	  va	  générer	  le	  domaine	  extracellulaire	  APP	  α,	  
l’AICD	  et	   le	   fragment	  p3	  dont	   la	   fonction	  est	  toujours	   inconnue	  (Adapté	  de	  Hicks	  et	  al,	  
2012).	  	  
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être	   clivées	  à	  différents	   sites	  et	  génèrent	  différentes	   formes	  d’Aβ.	  Le	  peptide	  A-‐β	  peut	  

avoir	  une	   longueur	  comprise	  entre	  36	  à	  43	  acides	  aminés.	  Les	   formes	  majoritaires	  du	  

pepetide	  amyloïde	   sont	   l’	  Aβ40	  et	   l’	  Aβ42.	  La	  γ	   sécrétase	   clive	   le	  peptide	  amyloïde	  au	  

niveau	  de	  son	  40ème	  acide	  aminé	  libérant	  l’Aβ40	  	  ou	  au	  niveau	  de	  son	  42ème	  acide	  aminé,	  

produisant	  ainsi	  le	  peptide	  Aβ42.	  Ces	  deux	  formes	  d’Aβ,	  très	  proche	  d’un	  point	  de	  vue	  de	  

leur	  séquence	  peptidique,	  possèdent	  néanmoins	  des	  propriétés	  agrégatives	  différentes.	  

L’Aβ42	  présente	  un	  pouvoir	  agrégatif	  plus	  important	  que	  l’	  Aβ40	  (Burdick	  et	  al.,	  1997).	  

Dans	   la	   MA,	   les	   formes	   Aβ42	   sont	   généralement	   augmentées	   de	   manière	   sélective	  

conduisant	  à	  une	  forte	  agrégation	  (Selkoe,	  2001).	  	  

Il	  existe	  également	  une	  	  «	  voie	  non	  amyloïdogénique	  »	  de	  maturation	  de	  l’APP.	  L’enzyme	  

α-‐sécrétase	   clive	   l’APP	   au	   milieu	   de	   la	   séquence	   du	   peptide	   amyloïde,	   prévenant	   la	  

formation	  de	  ce	  dernier.	  Plusieurs	  protéines	  possédant	  une	  activité	  α-‐sécrétase	  ont	  été	  

décrites,	   en	   particulier	   des	   protéines	   de	   la	   famille	   ADAM	   (Asai	   et	   al.,	   2003).	   (Figure	  

n°13).	  

	  

II.3.2.2	  /	  Dégénérescences	  neurofibrillaires	  

	  

Dans	  la	  MA,	  les	  protéines	  Tau	  agrégées	  s’organisent	  en	  filaments	  appariés	  en	  hélice	  que	  

l’on	   retrouve	   dans	   le	   corps	   cellulaire	   du	   neurone	  mais	   aussi	   dans	   ses	   prolongements	  

(axone	  et	  dendrites)	  et	  forment	  les	  dégénérescences	  neurofibrillaires.	  

La	  propagation	  de	  la	  DNF	  dans	  la	  MA	  est	  fortement	  corrélée	  avec	  l’évolution	  des	  signes	  

cliniques	  et	   la	  sévérité	  de	   la	  maladie	  (Arriagada	  et	  al.,	  1992).	  L’évolution	  des	   lésions	  a	  

été	  caractérisée	  dès	  1991	  (Braak	  and	  Braak,	  1991).	  Une	  caractérisation	  plus	  fine	  réalisée	  

en	   1999	   permet	   de	   distinguer	   10	   stades	   distincts	   correspondants	   aux	   différentes	  

régions	  cérébrales	  touchées	  successivement	  dans	  la	  maladie	  d’Alzheimer	  (Delacourte	  et	  

al,	   1999)	   (Figure	   n°14).	   La	   pathologie	   Tau	   se	   répand	   de	   manière	   stéréotypée	   et	  

séquentielle	  au	  sein	  des	  différentes	  structures	  cérébrales.	  	  

Récemment,	  il	  a	  été	  montré	  que	  la	  première	  région	  atteinte	  par	  la	  pathologie	  Tau	  est	  le	  

locus	  coereleus	  (Braak	  and	  Del	  Tredici,	  2011).	  Cette	  découverte	  renforce	  l’hypothèse	  de	  

la	  progression	  de	   la	  pathologie	  Tau	  via	  des	  voies	  neuro-‐anatomiques.	  En	  effet,	   le	   locus	  

coeruleus	   possède	   des	   axones	   qui	   projettent	   au	   niveau	   du	   cortex	   trans-‐enthorinal,	   la	  
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deuxième	  région	  touchée	  par	  la	  pathologie.	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

II .3.3	  /	  L’HIPPOCAMPE	  

	  

L’une	  des	  premières	  régions	  atteintes	  par	  la	  pathologie	  Tau	  dans	  la	  maladie	  d’Alzheimer	  

après	  le	  locus	  coeruleus	  est	  l’hippocampe.	  C’est	  une	  structure	  anatomique	  sous-‐corticale	  

qui	  doit	  son	  nom	  à	  sa	  forme	  particulière	  rappelant	  l’animal	  marin	  du	  même	  nom	  (Figure	  

n°15).	  	  

C’est	   une	   structure	   paire,	   présente	   dans	   chacun	   des	   hémisphères	   cérébraux.	   Chaque	  

hippocampe	   est	   constitué	   du	   gyrus	   dentelé	   (ou	   denté)	   et	   de	   la	   corne	   d’Ammon	   (CA)	  

(Figure	   n°16).	   Il	   fait	   partie	   d’un	   ensemble	   plus	   vaste	   nommé	   «	  formation	  

hippocampique	  »,	   constituée	   de	   l’hippocampe	   au	   sens	   strict	   en	   association	   avec	   les	  

structures	  para-‐hippocampiques	  que	  sont	  le	  cortex	  enthorinal	  et	  le	  subiculum.	  	  

	  

Figure	  14	  :	  progression	  cérébrale	  de	   la	  DNF	  au	  cours	  de	   la	  maladie	  d’Alzheimer.	  
Les	   premières	   lésions	   apparaissent	   dans	   le	   cortex	   trans-‐enthorinal	   et	   la	   région	  
hippocampique	   puis	   s’étend	   progressivement	   à	   l’ensemble	   du	   cerveau	   (Adapté	   de	  
Delacourte	  et	  al,	  1999).	  	  
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Figure	   15	   Comparaison,	   par	   le	   neuroscientifique	   hongrois	   László	   Seress,	   d'une	  
préparation	  d'un	  hippocampe	  et	  d'un	  fornix	  humain	  avec	  un	  hippocampe	  (animal)	  
(1980).	  

	  

La	   corne	   d’Ammon	   peut	   être	   divisée	   en	   trois	   parties	  appelées	   CA1,	   CA2	   et	   CA3.	  

Différents	   types	   de	   cellules	   y	   sont	   présentes.	   Les	   principaux	   neurones	   localisés	   au	  

niveau	   de	   la	   corne	   d’Ammon	   sont	   les	   neurones	   pyramidaux.	   Ils	   représentent	   environ	  

90%	   des	   neurones.	   Ces	   cellules	   sont	   des	   neurones	   excitateurs	   utilisant	   le	   glutamate	  

comme	  neurotransmetteur.	   Ils	  possèdent	  une	  taille	  variable	  et	  sont	  plus	   larges	  dans	  la	  

CA2	  et	  la	  CA3	  par	  rapport	  à	  ceux	  de	  la	  CA1.	  	  

Dans	   le	   gyrus	   dentelé,	   les	   principaux	   neurones	   sont	   des	   neurones	   granulaires.	   Ces	  

neurones	   excitateurs	  possèdent	  une	   forme	   ronde	   et	   sont	   plus	  petits	   que	   les	   neurones	  

pyramidaux.	  Ils	  forment	  une	  couche	  très	  dense	  de	  neurones.	  Environ	  12%	  des	  neurones	  

de	   l’hippocampe	  sont	  des	  cellules	  dites	  «	  non-‐pyramidales	  »,	  c’est	  à	  dire	  ne	  sont	  ni	  des	  

neurones	  granulaires	  ni	  des	  neurones	  pyramidaux	  (Benes	  et	  al.,	  1998).	  La	  plupart	  de	  ces	  

cellules	   sont	   des	   interneurones	   gabaergiques.	   Ils	   exercent	   donc	   une	   action	   inhibitrice	  

sur	  les	  réseaux	  neuronaux	  les	  avoisinant.	  Plusieurs	  de	  ces	  neurones	  peuvent	  également	  

contenir	   des	   neuropeptides	   comme	   la	   cholécystokinine,	   le	   VIP	   (vasoactive	   intestinal	  

peptide)	   ou	   encore	   la	   substance	   P	   (Pawelzik	   et	   al.,	  2002).	   En	   plus	   des	   neurones,	   des	  
cellules	  gliales	  sont	  retrouvées	  dans	  l’hippocampe	  :	  des	  astrocytes,	  des	  oligodendrocytes	  

et	  de	  la	  microglie.	  	  

L	  ‘hippocampe	   est	   caractérisé	   par	   une	   boucle	   neuronale	   trisynaptique.	   Ce	   circuit	  

neuronal	   est	   constitué	   tout	   d’abord	   des	   «	  fibres	   perforantes	  »,	   axones	   provenant	   du	  

cortex	  enthorinal	  et	  projetant	  directement	  sur	  les	  cellules	  granulaires	  du	  gyrus	  dentelé.	  
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Cette	  voie	  constitue	  la	  voie	  d’entrée	  de	  l’information	  de	  l’hippocampe.	  Le	  gyrus	  dentelé	  

envoie	   ensuite	   ses	   axones,	   qui	   constituent	   les	   «	  fibres	   moussues	  »	   vers	   les	   cellules	  

pyramidales	  de	  la	  zone	  CA3	  de	  la	  corne	  d’Ammon.	  Les	  axones	  de	  ces	  cellules	  se	  projetent	  

sur	   les	   cellules	   pyramidales	   de	   la	   CA1	   et	   cette	   voie	   est	   appelée	   «	  collatérale	   de	  

Schaeffer	  ».	  Enfin,	  les	  axones	  des	  neurones	  de	  la	  CA1	  envoient	  leurs	  axones	  au	  niveau	  du	  

subiculum	  ou	  du	  cortex	  enthorinal.	  Ce	  circuit	  trisynaptique	  correspond	  aux	  principales	  

voies	  retrouvées	  au	  sein	  de	  l’hippocampe	  (Figure	  n°16).	   

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

La	  perte	  de	  mémoire	  est	   l’un	  des	  tous	  premiers	  symptômes	  observés	  chez	   les	  patients	  

atteints	  de	  la	  MA.	  L’hippocampe	  est	  une	  structure	  essentielle	  à	  cette	  fonction	  cognitive.	  	  

Son	  importance	  dans	  les	  phénomènes	  mnésiques	  a	  notamment	  été	  mise	  en	  évidence	  par	  

des	  approches	  lésionnelles	  chez	  l’Homme	  (Zola-‐Morgan	  et	  al.,	  1986;	  Corkin	  et	  al.,	  1997)	  

et	  dans	  des	  modèles	  animaux	  (Zola-‐Morgan	  et	  al.,	  1992	  ;	  Moser	  et	  al.,	  1993	  ;	  Moser	  et	  al,	  

1995).	  

Figure	  16	  :	  Emplacement	  de	  l’hippocampe	  dans	  le	  cerveau	  de	  souris	  et	  description	  
générale	   de	   la	   boucle	   trisynaptique.	   Visualisation	   d’une	   coupe	   d’hippocampe	   tel	  
qu’elle	  apparaitrait	   in	  situ.	  Chaque	  coupe	   inclut	  une	  portion	  de	  cortex	  enthorinal	   (CE),	  
de	  gyrus	  dentelé	  (DG)	  de	  CA1,	  CA2	  et	  CA3	  de	  la	  Corne	  d’Ammon.	  Les	  lignes	  représentent	  
les	  projections	  axonales.	  (Adapté	  de	  Wojtowicz,	  2011)	  
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Toutes	  les	  Tauopathies	  sont	  caractérisées	  par	  le	  dépôt	  d’agrégats	  intracellulaires	  

de	  protéine	  Tau	  dans	  le	  système	  nerveux	  central.	  Ces	  lésions	  conduisent,	  à	  terme,	  

à	   une	   dégénérescence	   des	   cellules	   cérébrales.	   Ceci	   mène	   chez	   les	   patients	   à	  

l’apparition	  de	  différents	  troubles	  cognitifs	  et	  comportementaux.	  Bien	  que	  toutes	  

ces	  maladies	  mettent	   en	   jeu	   la	  même	   protéine,	   elles	   différent	   par	   des	   tableaux	  

cliniques	   divers	   ainsi	   que	   des	   particularités	   biochimiques	   et	   génétiques	  

distinctes.	  	  
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III	  /	  AGRÉGATION	  DE	  LA	  PROTÉINE	  TAU	  
	  

	  

	  

Dans	  les	  conditions	  pathologiques,	  la	  protéine	  Tau	  est	  retrouvée	  sous	  une	  forme	  agrégée	  

en	   feuillets	   plissés	   β.	   Elucider	   les	   mécanismes	   impliqués	   dans	   son	   agrégation	   est	  

essentiel	  afin	  de	  comprendre	  l’apparition	  de	  la	  pathologie.	  Nous	  nous	  intéresserons	  aux	  

formes	  agrégées	  insolubles,	  caractéristiques	  des	  Tauopathies,	  mais	  également	  aux	  petits	  

oligomères	  solubles	  de	  Tau	  qui	  sont	  de	  plus	  en	  plus	  décrits	  comme	  des	  intermédiaires	  

toxiques	  de	  l’agrégation.	  	  

	  

III.1	   /	   STRUCTURE	   ET	   MODIFICATIONS	   POST-‐TRADUCTIONNELLES	  

IMPLIQUÉES	  DANS	  L’AGRÉGATION	  DE	  TAU	  

	  

La	   protéine	   Tau	   est	   une	   molécule	   flexible	   qui	   ne	   possède	   pas	   de	   conformation	  

particulière	   lorsqu’elle	   est	   en	   solution.	   Cependant,	   des	   études	   ont	   montré	   que	   les	  

séquences	  en	  acides	  aminés	  275VQJINK280	  et	  306VQJVYK311,	  respectivement	  situées	  dans	  le	  

domaine	   de	   répétition	   R2	   et	   R3	   de	   Tau,	   possédaient	   des	   propriétés	   pro-‐agrégatives	  

(Bergen	   et	   al.,	   2000).	   Les	   agrégats	   de	   Tau	   intracellulaires	   sont	   la	   caractéristique	  

commune	  des	  Tauopathies.	  	  	  

	  

III.1.1	  /	  PHOSPHORYLATION	  ANORMALE	  ET	  AGRÉGATION	  DE	  TAU	  

	  

Différentes	  modifications	  post-‐traductionnelles	  peuvent	  également	  être	  impliquées	  dans	  

les	  phénomènes	  d’agrégation	  de	  Tau.	  La	  principale	  modification	  est	  la	  phosphorylation,	  

régulée	   par	   de	   nombreuses	   kinases	   et	   phosphatases	   (cf	   chapitre	   I.3).	   En	   conditions	  

pathologiques,	  les	  phénomènes	  de	  phosphorylation	  sont	  dérégulés	  et	  la	  protéine	  Tau	  est	  

hyper	   et	   anormalement	   phosphorylée.	   L’hyperphosphorylation	   correspond	   à	   une	  
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augmentation	   du	   nombre	   de	   groupement	   phosphate	   sur	   des	   sites	   normalement	  

phosphorylés.	   La	   phosphorylation	   anormale	   correspond	   à	   des	   épitopes	   de	   la	   protéine	  

Tau	  phosphorylés	  dépourvus	  de	  ce	  motif	  en	  condition	  physiologique.	  Ces	  modifications	  

de	  phosphorylation	  perturbent	  l’équilibre	  entre	  les	  protéines	  Tau	  liées	  aux	  microtubules	  

et	   celles	   libres	   dans	   le	   cytosol.	   En	   effet,	   l’augmentation	   de	   la	   phosphorylation	   de	   la	  

protéine	   Tau	   favorise	   son	   détachement	   des	   microtubules	   (Sun	   and	   Gamblin,	   2009)	  

augmentant	  le	  pool	  de	  protéines	  Tau	  libres.	  	  

Dans	   la	  maladie	   d’Alzheimer	   45	   sites	   de	   phosphorylation	   ont	   été	   identifiés	   sur	   les	   85	  

sites	  potentiels.	  Ces	  phosphorylations	  se	  situent	  principalement	  au	  niveau	  de	  la	  région	  

riche	  en	  proline	  et	  les	  régions	  encadrant	  les	  domaines	  de	  répétitions	  aux	  microtubules	  

(Figure	  n°	  17).	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figure	   17	  :	   Les	   différents	   sites	   de	   phosphorylation	   des	   protéines	   Tau	   impliqués	  
dans	   la	   maladie	   d’Alzheimer	   (représentés	   sur	   l’isoforme	   la	   plus	   longue).	   Ils	   sont	  
principalement	   concentrés	   au	   niveau	   du	   domaine	   riche	   en	   proline	   et	   à	   l’extrémité	  
carboxy-‐terminale	  de	  la	  protéine	  Tau,	  deux	  régions	  encadrant	  le	  domaine	  de	  liaison	  aux	  
microtubules.	  

	  

Ces	  protéines	  Tau	  cytoplasmiques	  hyper	  et	  anormalement	  phosphorylées	  adoptent	  alors	  

une	   conformation	   tridimensionnelle	   favorisant	   leur	   agrégation	   (Daly	   et	   al.,	   2000).	  

Certains	   anticorps	   reconnaissent	   spécifiquement	   des	   conformations	   particulières	  

pathologiques	  de	  la	  protéine	  Tau.	  C’est	  le	  cas	  des	  anticorps	  Alz50	  (Carmel	  et	  al.,	  1996)	  et	  

MC1	  (Weaver	  et	  al.,	  2000).	  
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III.1.2	   /	   AUTRES	   MODIFICATIONS	   POST-‐TRADUCTIONNELLES 	   ET	   AGRÉGATS	  

DE	  TAU	   	  

	  

D’autres	   modifications	   post-‐traductionnelles	   sont	   impliquées	   dans	   l’agrégation	   de	   la	  

protéine	  Tau.	  C’est	  le	  cas	  notamment	  du	  clivage.	  En	  effet,	  in	  vitro,	  des	  fragments	  de	  Tau	  

clivés	   par	   la	   caspase	   3	   montrent	   une	   propension	   plus	   grande	   à	   former	   des	   agrégats	  

(Binder	  et	  al.,	  2005)	  en	  présence	  de	  GSK	  3β	  (Cho	  and	  Johnson,	  2003).	  De	  plus,	  dans	  un	  

modèle	   murin,	   l’expression	   de	   protéines	   Tau	   tronquées	   induit	   la	   formation	   de	  

dégénérescence	   neurofibrillaire	   (Zilka	   et	  al.,	   2006).	   La	   nitration	   et	   l’oxydation	   de	   Tau	  

semblent	   également	   influencer	   sa	   polymérisation	   (Reynolds	   et	   al.,	   2005)	   ainsi	   que	  

l’ubiquitination	  (Riederer	  et	  al.,	  2009)	  et	  la	  N-‐glycosylation	  (Sato	  et	  al.,	  2001).	  	  	  

	  

III.1.3	  /	  MUTATIONS	  ET	  AGRÉGATS	  DE	  TAU	   	  

	  

Certaines	   mutations	   rencontrées	   dans	   les	   démences	   fronto-‐temporales	   liées	   au	  

chromosome	   17	   sont	   également	   connues	   pour	   induire	   l’agrégation	   de	   Tau,	  

particulièrement	   les	   mutations	   ∆K280	   et	   P301L	   (Barghorn	   et	   al.,	   2000;	   Chang	   et	   al.,	  

2008).	   Une	   hypothèse	   est	   que	   ces	   mutations,	   en	   diminuant	   l’affinité	   de	   Tau	   pour	   les	  

microtubules	  (Hasegawa	  et	  al.,	  1998),	  augmenterait	  le	  pool	  de	  protéines	  Tau	  au	  niveau	  

du	  compartiment	  cytoplasmique	  ce	  qui	  favoriserait	  son	  agrégation.	  	  

	  

III.2	  /	  LES	  OLIGOMÈRES	  DE	  PROTÉINES	  TAU	  

	  

Le	   terme	   «	  d’oligomère	  »	   désigne	   tout	   complexe	   de	   deux	   ou	   plusieurs	  molécules	   dans	  

une	   structure	  multimérique.	  Des	   formes	   oligomériques	   de	  Tau	   ont	   été	   isolées	   pour	   la	  

première	  fois	  en	  1993	  à	  partir	  de	  la	  fraction	  soluble	  provenant	  de	  cerveaux	  de	  patients	  

atteints	   de	   la	   MA	   (Köpke	   et	   al.,	   1993).	   Les	   oligomères	   de	   Tau	   peuvent	   être	   solubles,	  

lorsqu’ils	   sont	   constitués	   d’un	   petit	   nombre	   de	   protéines	   Tau	   ou	   insolubles	   lorsqu’ils	  

sont	  constitués	  d’un	  nombre	  élevé	  de	  molécules.	  	  	  
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III.2.1	  /	  MÉCANISMES	  D’OLIGOMÉRISATION	  DE	  TAU	  

	  

III.2.1.1	  /	  Généralités	  

	  

Spontanément	  la	  protéine	  Tau	  physiologique	  ne	  s’oligomérise	  pas	  in	  vitro.	  Pour	  ce	  faire,	  

elle	   a	   besoin	   de	   changements	   dans	   sa	   structure	   tels	   que	   ceux	   induits	   par	   certaines	  

modifications	  post-‐traductionnelles	  (cf	  chapitre	  III.1).	  

Par	   ailleurs,	   pour	   induire	   in	   vitro	   la	   formation	   d’oligomères	   à	   partir	   de	   protéine	   Tau	  

recombinante,	  un	  agent	  inducteur	  est	  toujours	  nécessaire.	  Cet	  agent	  inducteur	  peut	  être	  

de	  nature	  très	  diverse	  tels	  que	  l’héparine	  (Goedert	  et	  al.,	  1996),	  la	  taurine	  (Santa-‐María	  

et	  al.,	  2007),	  les	  acides	  gras	  polyinsaturés	  (Wilson	  and	  Binder,	  1997),	  les	  phospholipides	  

anioniques	   (Chirita	   et	   al.,	   2003),	   l’ARN	   (Kampers	   et	   al.,	   1996)	   ou	   bien	   encore	   l’ADN	  

(Hikosou	  et	  al.,	  2007).	  Tous	  ces	  agents	  inducteurs	  sont	  des	  polyanions,	  qui	  permettent	  le	  

rapprochement	   de	   2	   protéines	   Tau	   dont	   les	   domaines	   de	   répétition	   sont	   chargés	  

positivement.	  	  

	  

Figure	   18	  :	   Différents	   effecteurs	   de	   l’oligomérisation	   de	  Tau.	  L’interaction	  de	  Tau	  
avec	  des	  polyanions	  naturels	  (héparines	  ;	  ARN)	  neutralise	   la	  charge	  positive	  de	  Tau	  et	  
induirait	  son	  agrégation.	  La	  phosphorylation	  de	  Tau	   joue	  également	  un	  rôle	   important	  
dans	  son	  oligomérisation	  (Adapté	  de	  Sluchanko	  et	  al,	  2011).	  	  
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La	   protéine	   Tau	   pour	   s	  ‘oligomériser	   à	   toujours	   besoin	   d’un	   agent	   inducteur.	   A	  

l’heure	  actuelle,	  aucun	  agent	  inducteur	  pour	  Tau	  n’a	  été	  mis	  en	  évidence	  dans	  la	  

MA.	  	  

	  

III.2.1.1	  /	  Stress	  oxydant	  et	  oligomérisation	  de	  Tau	  

	  

Le	   cerveau	   pour	   fonctionner	   a	   besoin	   d’une	   quantité	   très	   importante	   d’oxygène.	   Il	   ne	  

représente	   environ	   que	   2	   %	   du	   poids	   du	   corps	   humain	   mais	   consomme	   à	   lui	   seul	  

environ	   20	   %	   de	   l’oxygène	   présent	   dans	   l’organisme.	   Cet	   oxygène	   sera	   ensuite	  

transformé	   en	   énergie	   par	   l’intermédiaire	   des	   mitochondries.	   La	   réaction	   permettant	  

cette	   transformation	   engendre	   notamment	   la	   formation	   «	  d’espèces	   réactives	   de	  

l’oxygène	  »	  (ou	  ROS	  pour	  Reactive	  Oxygen	  Species).	  Notre	  organisme	  en	  produit	  donc	  en	  

permanence.	   Cependant,	   si	   ces	   ROS	   sont	   produites	   de	  manière	   trop	   importante	   ou	   si	  

elles	   ne	   sont	   pas	   éliminées	   correctement,	   elles	   entraineront	   des	   dégâts	   cellulaires	  

importants.	   C’est	   ce	   que	   l’on	   appelle	   communément	   le	   stress	   oxydant.	   C’est	   pourquoi	  

chaque	   cellule	   possède	   de	   nombreux	   mécanismes	   permettant	   de	   lutter	   contre	   les	  

radicaux	   libres	  engendrés	  afin	  de	  maintenir	  un	  équilibre	  entre	   leur	  production	  et	   leur	  

dégradation.	  Ces	  mécanismes	   sont	   finement	   régulés	   à	   l’aide	  d’enzymes	  anti-‐oxydantes	  

telles	  que	  les	  superoxydes	  dismutases.	  

Le	   stress	   oxydant	   apparait	   dans	   de	   nombreux	   contextes	   pathologiques	   (Valko	   et	   al.,	  

2006)	   lorsque	   le	   système	   ne	   fait	   plus	   correctement	   face	   à	   la	   production	   de	   ROS.	   Les	  

lésions	  oxydatives	  associées	  servent	  de	  marqueurs	  d’un	  environnement	  riche	  en	  ROS	  et	  

sont	   de	   différentes	   natures.	   Les	   espèces	   réactives	   de	   l’oxygène	   peuvent	   induire	  

l’oxydation,	   la	   carbonylation,	   la	   nitration,	   la	   glycation	   ou	   encore	   la	   glycosylation	   des	  

protéines	   au	   niveau	   de	   leurs	   résidus	   lysines.	   Les	   acides	   gras	   polyinsaturés	   qui	  

composent	  notamment	   les	   lipides	  membranaires	  sont	  des	  cibles	  majeures	  des	  espèces	  

réactives	  de	  l’oxygène.	  Ils	  entrainent	  leur	  peroxydation.	  L’ADN,	  qu’il	  soit	  mitochondrial	  

ou	  nucléaire,	  peut	  également	  être	  la	  cible	  des	  ROS	  ainsi	  que	  les	  types	  différents	  d’ARN.	  	  

La	  quantité	  d’acides	   gras	  oxydés	   augmente	  dans	   le	   cerveau	  des	  patients	   atteints	  de	   la	  

MA	  par	  l’action	  des	  ROS.	  Or,	  les	  acides	  gras	  oxydés	  facilitent	  la	  polymérisation	  de	  Tau	  in	  

vitro	  (Gamblin	  et	  al,	  2000).	  Le	  stress	  oxydant	  favoriserait	  donc	  l’oligomérisation	  de	  Tau.	  
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III.3	   /	  OLIGOMÈRES	   SOLUBLES	  OU	  AGRÉGATS	   INSOLUBLES,	   QUELLES	   SONT	  

LES	  FORMES	  TOXIQUES	  DE	  TAU	  ?	  

	  

III.3.1	  /	  LES 	  AGRÉGATS	  INSOLUBLES	  DE	  TAU, 	  LES 	  FORMES	  INERTES	  

	  

Les	  Tauopathies	   sont	   caractérisées	   par	   la	   présence	   d’agrégats	   insolubles	   de	   protéines	  

Tau.	  Ces	  agrégats	  peuvent	  prendre	  différentes	   formes	  en	   fonction	  de	   la	  Tauopathie	  (cf	  

chapitre	  II.1).	  De	  façon	  intéressante,	  ces	  agrégats	  se	   localisent	  dans	   les	  mêmes	  régions	  

que	   la	   perte	   neuronale	   observée	   dans	   ces	   maladies	   neurodégénératives.	   Ils	   ont	   donc	  

longtemps	  été	  considérés	  comme	  étant	  à	  l’origine	  de	  la	  mort	  des	  neurones.	  	  

Le	   rôle	   délétère	   des	   agrégats	   insolubles	   de	   Tau	   est	   aujourd’hui	   remis	   en	   cause.	  

Différentes	  études	  suggèrent	  que	  les	  agrégats	  ne	  sont	  pas	  une	  cause	  suffisante	  au	  déclin	  

cognitif	   et	   à	   la	   perte	   neuronale	   observés	   dans	   les	   Tauopathies.	   En	   effet,	   les	   neurones	  

possédant	  des	  agrégats	  de	  protéines	  Tau	  peuvent	  survivre	  plusieurs	  décennies	  (Morsch	  

et	  al.,	  1999).	  Par	  ailleurs,	  différentes	  études	  utilisant	  des	  modèles	  murins	  de	  pathologie	  

Tau	  ont	  montré	  que	   l’altération	  du	   transport	   axonal,	   les	  déficits	  mnésiques	   et	   la	  mort	  

neuronale	   apparaissent	   bien	   avant	   la	   formation	   des	   agrégats	   insolubles	   (Spires	   et	  al.,	  

2006).	   Ces	   observations	   ont	   été	   confirmées	   dans	   des	  modèles	  murins	   inductibles.	   La	  

suppression	  d’une	   forme	  mutée	  de	  Tau	  après	   l’installation	  de	   la	  pathologie	  prévient	   le	  

déclin	   cognitif	   et	   la	   perte	   cellulaire	   malgré	   l’augmentation	   des	   fibres	   agrégées	   de	  

protéines	   Tau	   (SantaCruz	   et	   al.,	   2005;	   Fox	   et	   al.,	  2011).	   	   De	   plus,	   dans	   un	  modèle	   de	  

drosophile	   exprimant	   une	   protéine	   Tau	  mutée,	  Wittmann	   et	   collaborateurs	  montrent	  

une	   dégénérescence	   corticale	   dans	   le	   cerveau	   des	   mouches	   en	   l’absence	   d’agrégats	  

(Wittmann	  et	  al.,	  2001).	  

Par	  ailleurs,	  plusieurs	  études	  suggèrent	  même	  un	  effet	  protecteur	  de	  ces	  agrégats	  dans	  

les	  neurones.	  La	  formation	  des	  agrégats	  de	  Tau	  pourrait	  en	  effet,	  constituer	  une	  réponse	  

protectrice	  contre	  le	  stress	  oxydant	  (Nunomura	  et	  al.,	  2001).	  L’agrégation	  des	  protéines	  

Tau	   interviendrait	   dans	   les	   mécanismes	   de	   détoxification	  mis	   en	   place	   par	   la	   cellule,	  

tentant	   de	   contenir	   les	   espèces	   plus	   petites	   toxiques	   en	   les	   stockant	   sous	   des	   formes	  

inertes	  	  (Bretteville	  and	  Planel,	  2008;	  Brundin	  et	  al.,	  2010).	  	  
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Cependant	  bien	  que	   ces	   agrégats	   insolubles	   soient	  de	  plus	   en	  plus	  décrits	   comme	  des	  

structures	   inertes	   voire	   protectrices,	   ils	   mènent,	   à	   terme	   à	   une	   perturbation	  

physiologique	   de	   la	   cellule.	   En	   effet,	   leur	   accumulation	   au	   sein	   de	   la	   cellule	   laisse	   de	  

moins	  en	  moins	  de	  place	  aux	  organelles	   intracellulaires.	  Des	  études	  de	   l’ultrastructure	  

des	   neurones	   possédant	   des	   agrégats	   de	   Tau	   montrent	   une	   perte	   progressive	   du	  

réticulum	   endoplasmique	   et	   des	   ribosomes.	   Par	   contre	   les	   mitochondries	   sont	  

maintenues	   dans	   ces	   neurones.	   Ces	   observations	   suggèrent	   qu’en	   parallèle	   de	  

l’agrégation	  de	  Tau,	  la	  synthèse	  protéique	  serait	  altérée.	  (Sumpter	  et	  al,	  1986).	  	  

	  

III.3.2	  /	  DES	  OLIGOMÈRES	  INSOLUBLES	  DE	  TAU, 	  LES 	  FORMES	  TOXIQUES	  

	  

Il	  apparaît	  dans	  la	  littérature	  que	  bien	  plus	  que	  les	  formes	  agrégées	  de	  Tau,	  ce	  sont	  des	  

formes	  oligomériques	  solubles	  qui	  sont	  toxiques	  pour	  les	  neurones.	  	  

Dans	   un	  modèle	  murin	   inductible	   exprimant	   une	   forme	   de	   Tau	   «	  pro-‐agrégante	  »,	   les	  

animaux	  ont	  des	  problèmes	  mnésiques	  associés	  à	  une	  perte	  neuronale	  et	  de	  la	  plasticité	  

synaptique.	   Cette	   forme	   «	  pro-‐agrégante	  »	   de	   Tau	   correspond	   aux	   4	   domaines	   de	  

répétition	   d’une	   protéine	   Tau	   humaine	   avec	   la	   mutation	   ∆K280	   (observée	   dans	  

certaines	  FTDP-‐17)	  (Mocanu	  et	  al,	  2008).	  Dans	  le	  même	  modèle,	  si	  après	  avoir	  exprimé	  

cette	   protéine	   Tau	   humaine	   cette	   expression	   est	   arrêtée,	   les	   souris	   retrouvent	   la	  

mémoire	  et	  une	  densité	  synaptique	  plus	  importante	  après	  4	  mois	  (Mocanu	  et	  al,	  2008).	  

Dans	   un	   autre	  modèle	  murin,	   exprimant	   une	   protéine	  Tau	  mutée	   P301L	   humaine,	   les	  

auteurs	  montrent	  une	  corrélation	  entre	  l’apparition	  d’oligomères	  solubles	  de	  Tau	  avec	  le	  

déclin	  cognitif	  (Berger	  et	  al.,	  2007;	  Sahara	  et	  al.,	  2013)	  et	  confirme	  le	  caractère	  toxique	  

des	  oligomères	  solubles	  de	  Tau.	  Des	  résultats	  similaires	  ont	  été	  obtenus	  dans	  un	  modèle	  

transgénique	   de	   drosophiles	   exprimant	   une	   protéine	   Tau	   mutée.	   Une	   importante	  

dégénérescence	  des	  neurones	  sans	  la	  formation	  de	  filaments	  de	  Tau	  hyperphosphorylée	  

est	  observée.	  Cela	  suggère	  que	  la	  toxicité	  est	  médiée	  par	  des	  espèces	  solubles	  de	  Tau.	  De	  

plus,	   l’expression	   de	   NMNAT	   (Nicotinamide	   MonoNucleotide	   (NAD)	   Adenylyl	  

Transferase),	  une	  protéine	  neuroprotectrice,	  diminue	  de	   façon	  significative	   les	  déficits	  

comportementaux	  et	  morphologiques	  associés	  à	  l’expression	  de	  la	  protéine	  Tau	  mutée.	  

La	  NMNAT	  possèderait	   un	   rôle	  neuro-‐protecteur	   en	  diminuant	  de	   la	   concentration	   en	  

oligomères	   solubles	   de	   Tau	   (Ali	   et	   al.,	   2012).	   De	   même,	   dans	   le	   cerveau	   de	   patients	  
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atteints	   de	   la	   MA,	   les	   formes	   oligomériques	   solubles	   de	   Tau	   apparaissent	   de	   façon	  

précoces	  et	  initient	  très	  probablement	  la	  pathologie	  contrairement	  aux	  filaments	  de	  Tau	  

hyperphosphorylée	   (Maeda	   et	   al.,	   2007;	   Patterson	   et	   al.,	   2011;	   Lasagna-‐Reeves	   et	   al.,	  

2012).	  	  

Les	   injections	  hippocampiques	   chez	  des	   souris	   sauvages	  de	  différentes	   formes	  de	  Tau	  

(monomères,	  oligomères,	  fibrilles)	  permettent	  de	  mieux	  comprendre	  les	  mécanismes	  de	  

neurotoxicité	  de	  Tau.	  Seule	   l’injection	  d’oligomères	   induit	  chez	   les	  souris	   injectées	  des	  

problèmes	  mnésiques	  (Lasagna-‐Reeves	  et	  al.,	  2011).	  	  

Dans	   ce	   contexte,	   le	   développement	   d’outils	   permettant	   de	   discriminer	   les	   formes	  

oligomèriques	   de	   Tau	   est	   particulièrement	   intéressant.	   Deux	   anticorps	   reconnaissant	  

des	   oligomères	   solubles	   de	   Tau	   ont	   été	   décrits	   dans	   la	   littérature.	   L.	   Binder	   et	  

collaborateurs	  ont	  généré	  un	  anticorps	  qui	  reconnaît	  spécifiquement	   les	  dimères	  et	   les	  

oligomères	   de	   Tau	   de	   petites	   tailles.	   Cet	   anticorps	   est	   nommé	   TOC1	   pour	   «	  Tau	  

Oligomeric	   Complex	   1	  »	   (Patterson	   et	   al.,	   2011;	   Ward	   et	   al.,	   2012).	   R.	   Kayed	   et	  

collaborateurs	  ont	   développé	   l’anticorps	   T22	   reconnaissant	   également	   des	   oligomères	  

de	  Tau	  (Lasagna-‐Reeves	  et	  al.,	  2012).	  

	  

	  

Figure	   19	  :	   Différentes	   espèces	   de	   Tau	   en	   fonction	   du	   temps.	   La	   toxicité	   des	  
différentes	  espèces	  de	  Tau	  est	  représentée	  en	  rouge	  (Adapté	  de	  Breteville	  et	  al.,	  2008).	  
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En	   conclusion,	   toutes	   les	   Tauopathies	   présentent	   une	   hyperphosphorylation	   et	  

une	   phosphorylation	   anormale	   de	   la	   protéine	   Tau	   menant	   à	   la	   formation	  

d’agrégats.	   Ces	   agrégats	   de	   Tau	   présentent	   des	   caractéristiques	   spécifiques	   à	  

chaque	  Tauopathie.	  Ces	  dernières	  années,	  il	  a	  été	  montré	  que	  ce	  sont	  des	  formes	  

oligomériques	   solubles	   de	   la	   protéine	   Tau	   qui	   sont	   les	   formes	   toxiques	   et	   qui	  

induisent	   la	  pathologie	  et	  non	   les	  agrégats	   insolubles	  qui	  pourraient	  même	  être	  

neuroprotecteurs.	  

	  La	  compréhension	  de	  la	  formation	  et	  de	  l’action	  de	  ces	  oligomères	  solubles	  dans	  

les	  neurones	  est	  donc	  essentielle	  à	  la	  compréhension	  de	  la	  pathologie	  Tau.	  	  

	  

	  

III.4	  /	  IMPACT	  DE	  LA	  PATHOLOGIE	  TAU	  SUR	  SES	  DIFFÉRENTES	  FONCTIONS	  

	  

La	   localisation	   de	   la	   protéine	   Tau	   est	   altérée	   dans	   les	   Tauopathies.	   Principalement	  

axonale	   en	   condition	   physiologique,	   elle	   est	   notamment	   relocalisée	   dans	   le	  

compartiment	   somato-‐dendritique	   dans	   la	   pathologie	   (Götz	   et	   al.,	   1995).	   Les	  

changements	  dans	  la	  localisation,	  la	  conformation	  et	  la	  phosphorylation	  de	  Tau	  observés	  

dans	   la	   pathologie	   ont	   des	   conséquences	   importantes	   sur	   ses	   différentes	   fonctions	  

biologiques.	  	  

	  

III.4.1	  /	  PATHOLOGIE 	  TAU	  ET	  STABILISATION	  DES 	  MICROTUBULES	  

	  

La	  	  stabilisation	  du	  réseau	  microtubulaire	  est	  régulée	  dans	  les	  conditions	  physiologiques	  

par	   l’équilibre	  entre	   la	  phosphorylation	  et	   la	  déphosphorylation	  de	   la	  protéine	  Tau.	  La	  

phosphorylation	   pathologique	   de	   Tau	   a	   tendance	   à	   la	   détacher	   des	   microtubules.	   En	  

effet,	  Sun	  et	  Gamblin	  ont	  montré	  que	  lorsque	  Tau	  est	  phosphorylée	  sur	  les	  acides	  aminés	  

S199,	   S202,	   T205,	   T231,	   S396	   et	   S404,	   sa	   liaison	   avec	   les	   microtubules	   était	   très	  

diminuée	  (Sun	  and	  Gamblin,	  2009).	  L’hyperphosphorylation	  de	  Tau	  induit	  également	  un	  

plus	  grand	  espace	  entre	  les	  microtubules	  (Lee,	  2005	  ;	  Shahpasand	  et	  al.,	  2012).	  	  
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Globalement,	  la	  pathologie	  Tau	  entraine	  donc	  une	  perte	  de	  sa	  fonction	  de	  MAP.	  	  

	  

III.4.2	  /	  TRANSPORT	  AXONAL	  ET	  PATHOLOGIE 	  TAU	   	  

	  

La	  protéine	  Tau	  est	   impliquée	  dans	   le	   transport	  axonal.	  Or,	  dans	  des	  souris	  exprimant	  

une	  protéine	  Tau	  portant	  une	  mutation	  observée	  dans	  des	  FTDP-‐17,	  le	  transport	  axonal	  

est	  diminué	  (Ittner	  et	  al.,	  2008).	  La	  pathologie	  Tau	  entrainerait	  donc	  un	  déficit	  dans	   le	  

transport	  axonal.	  	  

Un	  des	  mécanismes	  impliqués	  dans	  ce	  phénomène	  serait	  lié	  au	  domaine	  PAD	  de	  Tau.	  En	  

effet,	  des	  études	  immuno-‐histochimiques	  menées	  dans	  des	  cerveaux	  de	  patients	  atteints	  

de	  la	  MA	  indiquent	  qu’avec	  la	  progression	  de	  la	  pathologie,	  le	  domaine	  PAD	  de	  Tau	  est	  

de	  plus	  en	  plus	  exposé	  (Kanaan	  et	  al.,	  2011).	   Il	   est	  donc	  accessible	  aux	  enzymes	   telles	  

que	  PP1	  et	  active	  une	  cascade	  de	  signalisation	  menant	  à	  la	  libération	  par	  les	  kinésines	  de	  

leur	  cargo	  (Figure	  n°20).	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figure	  20	  :	  Impact	  de	  l’agrégation	  de	  Tau	  sur	  le	  transport	  axonal.	  La	  protéine	  cargo	  
est	  libérée	  par	  la	  kinésine.	  Le	  domaine	  PAD	  est	  accessible	  et	  peut	  activer	  la	  cascade	  PP1-‐
GSK	  3β.	  GSK	  3β	  va	  phosphoryler	  la	  kinésine,	  ce	  qui	  détache	  le	  cargo	  (Adapté	  de	  Kanaan	  
et	  al,	  2012).	  	  
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III.4.3	  /	  LIAISON	  À 	  LA	  MEMBRANE	  PLASMIQUE	  ET	  PATHOLOGIE 	  TAU	   	  

	  

La	   phosphorylation	   de	   Tau	   inhibe	   sa	   liaison	   avec	   la	   membrane	   plasmique.	   	   En	   effet,	  

Maas	   et	   collaborateurs	   montrent	   à	   l’aide	   de	   différents	   anticorps	   phospho-‐dépendants	  

que	  les	  phosphorylations	  pathologiques	  au	  niveau	  des	  sites,	  Thr231,	  et	  Ser396/Ser404	  	  

diminuent	  l’interaction	  avec	  la	  membrane	  plasmique	  (Maas	  et	  al.,	  2000).	  Tau	  est	  capable	  

d’interagir	  avec	  les	  radeaux	  lipidiques	  qui	  sont	  des	  portions	  de	  la	  membrane	  plasmique	  

riches	   en	   sphingolipides	   et	   cholestérol.	   Dans	   les	   cerveaux	   de	   patients	   atteints	   de	   la	  

maladie	  d’Alzheimer,	  Tau	  est	   toujours	   capable	  de	   se	   lier	   aux	   radeaux	   lipidiques	   et	   est	  

sous	   une	   forme	   hyperphosphorylée	   au	   moins	   sur	   les	   sites	   Ser396/Ser404	  

(Kawarabayashi	  et	  al,	  2004).	  Toutefois,	   l’état	  de	  phosphorylation	  de	  la	  protéine	  Tau	  au	  

niveau	  des	  radeaux	  lipidiques	  dans	  la	  pathologie	  n’est	  pas	  décrit	  dans	  la	  littérature.	  	  

	  

III.4.4	  /	  PATHOLOGIE 	  TAU	  ET	   	  S IGNALISATION	  NEURONALE	  

	  

Une	   plus	   grande	   quantité	   de	   Tau	   est	   observée	   au	   niveau	   des	   épines	   dendritiques	   de	  

neurones	   hippocampiques	   provenant	   de	   cultures	   primaires	   de	   souris	   exprimant	   une	  

protéine	   Tau	   mutée	   P301L	   (Hoover	   et	   al.,	   2010).	   Une	   mutation	   de	   Tau	   peut	   donc	  

entrainer	  sa	  relocalisation	  et	  son	  accumulation	  au	  niveau	  des	  épines.	  

La	  pathologie	  Tau	  module	  également	  la	  quantité	  de	  récepteurs	  au	  glutamate	  au	  niveau	  

de	   l’élément	   post-‐synaptique.	   En	   effet,	   une	   quantité	   moindre	   de	   sous-‐unités	   des	  

récepteurs	   glutamatergiques	   est	   observée	   à	   ce	   niveau	   dans	   des	   neurones	  

hippocampiques	  de	  souris	  transgéniques	  P301L	  (GluA1,	  GluA2/3	  et	  NR1)	  (Hoover	  et	  al.,	  

2010).	   Cela	   pourrait	   mener,	   avec	   le	   temps,	   à	   la	   déficience	   des	   épines	   dendritiques	  

(McKinney,	   2010).	   En	   effet,	   dans	   un	   modèle	   de	   souris	   exprimant	   une	   protéine	   Tau	  

humaine	   mutée,	   le	   nombre	   d’épines	   associées	   aux	   synapses	   dans	   l’hippocampe	   est	  

diminué	  significativement	  (Eckermann	  et	  al.,	  2007).	  

Des	  souris	  exprimant	  la	  protéine	  Tau	  humaine	  en	  l’absence	  de	  protéine	  murine	  (souris	  

hTau),	   accumulent	   avec	   le	   temps	   des	   oligomères	   de	   protéine	   Tau	   au	   sein	   de	   leur	  

cerveau.	   On	   observe	   alors	   une	   délocalisation	   de	   la	   sous-‐unité	   NR2B	   des	   récepteurs	  

glutamatergiques	   NMDA	   hors	   des	   épines	   dendritiques.	   De	   plus,	   le	   traitement	   de	   ces	  
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souris	  à	  l’aide	  de	  curcumin	  permet	  l’éliminer	  des	  oligomères	  de	  protéines	  Tau	  et	  corrige	  

la	  localisation	  de	  la	  sous-‐unité	  NR2B	  	  (Ma	  et	  al,	  2013).	   

La	   pathologie	   Tau	   entraine	   donc	   des	   déficits	   dans	   la	   signalisation	   synaptique	  

notamment	  des	  récepteurs	  au	  glutamate.	  

	  

III.4.5	  /	  IMPACT	  SUR	  LA	  FONCTION	  NUCLÉAIRE	  DE	  TAU	  

	  

Très	  peu	  d’études	  ont	  été	  menées	  sur	  l’impact	  de	  la	  pathologie	  Tau	  sur	  sa	  localisation	  et	  

ses	  fonctions	  nucléaires.	  Cependant,	  des	  aberrations	  chromosomiques	  ont	  été	  observées	  

dans	  les	  lymphocytes	  et	  fibroblastes	  de	  patients	  atteints	  de	  démence	  fronto-‐temporales	  

avec	  la	  mutation	  P301L	  (Rossi	  et	  al.,	  2008;	  Rossi	  et	  al.,	  2013)	  Une	  mutation	  pathologique	  

de	   Tau	   pourrait	   donc	   altérer	   sa	   fonction	   protectrice	   de	   l’ADN	   et	   engendrer	  

l’accumulation	  de	  lésions.	  	  

	  

Tau	  est	  une	  protéine	  possédant	  différentes	   localisations	  et	   fonctions	  au	  sein	  des	  

neurones.	   La	   pathologie	   Tau	   affecte	   l’ensemble	   de	   ses	   fonctions.	   A	   ce	   titre,	   les	  

Tauopathies	  résulteraient	  donc	  de	   l’altération	  des	  différents	  rôles	  neuronaux	  de	  

la	  protéine	  Tau.	  Cependant,	  l’impact	  de	  la	  pathologie	  Tau	  sur	  sa	  fonction	  nucléaire	  

est	  à	  ce	  jour	  toujours	  inconnu.	  	  
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IV	  /	  DOMMAGES	  AUX	  ACIDES	  NUCLÉIQUES	  DANS	  LES	  

TAUOPATHIES	  
	  

	  

	  

C’est	  en	  1869	  que	  le	  médecin	  et	  biologiste	  suisse	  Miescher	  isole	  pour	  la	  première	  fois	  à	  

partir	   de	   leucocytes	   de	   pus	   de	   plaies,	   une	   substance	   riche	   en	  phosphore	  qu’il	   nomma	  

«	  nucléine	  »	   car	   provenant	   du	   noyau	   des	   cellules	   qu’il	   étudiait.	   Cette	   substance	   sera	  

ensuite	   identifiée	   au	   début	   du	   XXème	   siècle	   comme	   étant	   l’acide	   désoxyribonucléique	  

(ADN).	  Cette	  macromolécule	  est	  un	  polymère	  dont	  l’unité	  de	  base	  est	  le	  nucléotide.	  Ses	  

deux	   principales	   fonctions	   biologiques	   sont	   le	   support	   de	   l’information	   biologique	   et	  

d’être	   le	   code	   permettant	   la	   synthèse	   protéique,	   essentielle	   au	   bon	   fonctionnement	  

cellulaire.	  Le	  deuxième	  polynucléotide	  biologique	  présent	  au	  sein	  des	  cellules	  est	  l’acide	  

ribonucléique	   (ARN),	   servant	   d’effecteur	   de	   l’expression	   de	   l’ADN	   en	   peptides	   et	  

protéines.	   Les	   ARN	   peuvent	   être	   divisés	   en	   deux	   catégories	   majeures	  :	   les	   ARN	  

messagers	  (ARNm)	  ou	  codants,	  les	  ARN	  non	  codants	  dont	  tels	  que	  les	  ARN	  de	  transfert	  

(ARNt)	   et	   les	   ARN	   ribosomaux	   (ARNr).	   Les	   neurones,	   cellules	   post-‐mitotiques,	   ne	   se	  

divisent	   pas.	   Des	   lésions	   au	   niveau	   de	   leur	   patrimoine	   génétique	   peuvent	   avoir	   des	  

conséquences	   importantes	   sur	   le	   métabolisme	   cellulaire	   voire	   à	   terme	   entrainer	   leur	  

mort.	  La	  préservation	  de	  l’intégrité	  des	  acides	  nucléiques	  au	  sein	  des	  neurones	  est	  donc	  

essentielle	  au	  bon	  fonctionnement	  cérébral	  

	  

IV.1	  /	  L’ADN,	  LE	  SUPPORT	  DE	  L’INFORMATION	  GÉNÉTIQUE	  	  

	  

IV.1.1	  /	  STRUCTURE	   	  

	  

Dans	  un	  article	  d’une	  seule	  page,	  publié	  le	  25	  avril	  1953,	  le	  biophysicien	  Francis	  Crick	  et	  

le	   généticien	   James	   Watson	   décrivirent	   la	   «	  structure	   à	   deux	   chaines	   hélicoïdales	  

enroulées	   chacune	   autour	   du	   même	   axe	  »	   de	   l’ADN,	   imaginant	   alors	   «	  un	   possible	  
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mécanisme	   de	   copie	   du	   matériel	   génétique	  ».	   L’ADN	   est	   formé	   par	   deux	   chaines	  

complémentaires	  chacune	  constituées	  d’un	  squelette	  de	  phosphodiesters	  en	  alternance	  

avec	  un	  sucre,	  le	  ribose.	  Chaque	  sucre	  porte	  une	  base	  azotée	  pouvant	  s’appareiller	  avec	  

une	   seconde	   base	   azotée,	   ce	   qui	   permet	   de	   donner	   sa	   forme	   de	   double	   hélice	   à	   la	  

molécule	  d’ADN.	  	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figure	  21	  :	  Double	  hélice	  d’ADN.	  La	  molécule	  d’ADN	  est	  composée	  d’un	  squelette	  de	  
phosphodiesters	   	   en	  alternance	  avec	  un	   sucre,	   le	   ribose.	  Chaque	   sucre	  porte	  une	  base	  
azotée.	  Il	  existe	  4	  bases	  azotée	  différentes	  au	  sein	  de	  l’ADN	  :	  l’adénosine	  s’appariant	  avec	  
la	  thymine	  ;	  la	  guanine	  s’appariant	  avec	  la	  cytosine.	  

	  

Il	   existe	   4	   bases	   azotées	   différentes	   constituant	   l’ADN	  :	   l’adénosine,	   la	   thymine,	   la	  

guanine,	   et	   la	   cytosine.	   C’est	   l’enchainement	   de	   ces	   quatre	   bases	   qui	   constituera	  

l’information	  génétique	  propre	  à	  chaque	   individu.	  L’intégrité	  de	   la	  molécule	  d’ADN	  est	  

essentielle	   à	   la	   propagation	   de	   la	   vie.	   Toutefois,	   les	   lésions	   au	   niveau	   de	   la	   séquence	  

d’ADN	  ne	  sont	  pas	  rares	  puisque	  l’on	  considère	  qu’environ	  1000	  à	  10000	  dommages	  à	  

l’ADN	  sont	  générés	  par	  cellule	  et	  par	  jour.	  	  	  
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IV.1.2	  /	  ORIGINES	  DES 	  LÉSIONS	   	  

	  

De	   nombreux	   agents	   environnementaux	   peuvent	   altérer	   l’intégrité	   de	   l’ADN.	   Parmi	  

ceux-‐ci,	  on	  peut	  citer	  les	  rayonnements	  ultraviolets	  composant	  la	  lumière	  du	  soleil	  (UVA	  

et	   UVB)	   et	   des	   radiations	   ionisantes	   (rayonnement	   cosmique,	   éléments	   radioactifs	   du	  

sol,	   irradiations	   médicales).	   Des	   agents	   génotoxiques	   chimiques	   tels	   que	   les	  

hydrocarbures	  aromatiques	  polycycliques	  (HAPs),	  polluants	  retrouvés	  dans	  la	  fumée	  de	  

cigarette,	   sont	   aussi	   très	   impliqués	   dans	   la	   formation	   des	   lésions	   au	   niveau	   de	   l’ADN	  

entrainant	  notamment	  des	  déficits	  dans	  la	  neurogénèse	  (La	  Maestra	  et	  al.,	  2011).	  L’abus	  

d’alcool	   engendre	   également	   des	   dommages	   au	   niveau	   de	   l’ADN	   des	   neurones	   qui	  

peuvent	  à	  terme	  entrainer	  la	  mort	  neuronale	  (Kruman	  et	  al.,	  2012).	  	  

Les	  lésions	  à	  l’ADN	  peuvent	  également	  trouver	  leur	  origine	  au	  niveau	  endogène.	  En	  effet,	  

l’hydrolyse	  spontanée	  des	  bases	  survient	  dans	  tous	  les	  types	  de	  molécules	  biologiques.	  

Dans	   l’espèce	   humaine	   il	   se	   produit	   dans	   chaque	   cellule	   et	   par	   jour	   environ	   5000	  

dépurinations	   (hydrolyse	   entre	   le	   pentose	   et	   la	   base	   azotée)	   et	   environ	   100	  

désaminations	   oxydatives	   (conversion	   de	   cytosine	   en	   uracile).	   La	   deuxième	   source	  

endogène	   de	   lésions	   est	   les	   radicaux	   libres	   qui	   se	   forment	   au	   cours	   du	   métabolisme	  

aérobie.	  L’une	  des	  modifications	   les	  plus	   fréquentes	  au	  niveau	  de	   l’ADN	  causés	  par	   les	  

ROS	  générés	  est	  la	  8	  OHdG	  (hydroxylated	  nucleoside	  8-‐hydroxy-‐2′-‐deoxyguanosine).	  Les	  

différents	  dommages	  causés	  peuvent	  entrainer	  des	  mutations	  au	  niveau	  de	  la	  séquence	  

nucléotidiques	  de	  l’ADN.	  Cela	  peut	  également	  amener	  la	  cellule	  à	  produire	  des	  protéines	  

non	   fonctionnelles.	   Une	   accumulation	   trop	   importante	   de	   dommages	   à	   l’ADN	   peut	  

engendrer	  la	  mort	  de	  la	  cellule.	  (Hoeijmakers,	  2001).	  	  

Récemment,	  il	  a	  été	  mis	  en	  évidence	  dans	  un	  modèle	  in	  vivo	  murin	  que	  l’exploration	  d’un	  

nouvel	   environnement,	   tâche	   associée	   à	  une	  augmentation	  de	   l’activité	  neuronale	   et	   à	  

l’encodage	  de	  nouvelle	  information,	  cause	  l’apparition	  de	  cassure	  double	  brin	  de	  l’ADN	  

dans	   les	   régions	   associées	   à	   la	   mémoire.	   L’apparition	   de	   ces	   dommages	   à	   l’ADN	   est	  

exacerbée	   par	   la	   présence	   du	  peptide	   amyloïde.	   Les	   auteurs	   suggèrent	   que	   le	   peptide	  

amyloïde	   pourrait	   donc	   avoir	   un	   rôle	   délètére	   dans	   la	   stabilisation	   du	   génome	   ou	  

interférer	   avec	   l’expression	   de	   gènes	   impliqués	   dans	   les	   fonctions	   cognitives	  

(Suberbielle	  et	  al.,	  2013).	  
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IV.1.3	  /	  LES 	  PRINCIPALES 	  VOIES 	  DE	  RÉPARATION	  DE	  L ’ADN	  

	  

La	   capacité	   de	   réparation	   de	   l’ADN	   d’une	   cellule	   est	   essentielle	   à	   son	   bon	  

fonctionnement	  puisqu’à	  terme	  l’accumulation	  de	  dommage	  peut	  entrainer	  la	  mort	  de	  la	  

cellule.	  L’ensemble	  des	  mécanismes	  de	  réparation	  est	  complexe.	  En	  effet,	  chaque	  type	  de	  

dommage	  va	   activer	  une	  voie	  de	   réparation	  particulière.	  Ainsi,	   chez	   l’Homme	   il	   existe	  

principalement	  5	  systèmes	  de	  réparation	  (Figure	  n°22).	  	  

	  

Dommages	  simple	  brin	  :	  	  

	  

- le	  BER	  (Base	  Excision	  Repair),	  ou	  système	  de	  réparation	  par	  excision	  de	  base,	  qui	  

répare	   les	   bases	   oxydées	   ou	   alkylées,	   les	   sites	   abasiques	   et	   les	   cassure	   simple	  

brin.	  	  

	  

- le	   NER	   (Nucleotide	   excision	   repair),	   ou	   système	   de	   réparation	   par	   excision	   de	  

nucléotide,	  qui	  permet	  de	  réparer	  les	  déformations	  importantes	  de	  l’ADN	  tels	  que	  

les	  pontages	  inter	  et	  intra-‐brins,	  les	  adduits	  volumineux	  et	  les	  dommages	  formés	  

par	  les	  ultraviolets.	  

	  

- Le	  MMR	  (MisMatch	  repair),	  ou	  système	  de	  réparation	  des	  mésappariements	  qui,	  

comme	  son	  nom	  l’indique,	  prendra	  en	  charge	  de	  réparer	  les	  défauts	  d’assemblage	  

des	  bases	  azotées	  

	  

Cassure	  double	  brin	  :	  	  

	  

- Le	   NHEJ	   (Non	   Homologue	   End-‐Joining),	   ou	   la	   jonction	   non	   homologue	   des	  

extrémités	  	  

	  

- le	   HR	   (Homologous	   Recombinaison)	   ou	   recombinaison	   homologue	   qui	   vont	  

réparer	  les	  cassures	  doubles	  brins	  de	  l’ADN.	  
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IV.2	  /LES	  ARN,	  EFFECTEURS	  DE	  L’EXPRESSION	  DE	  L’ADN	  EN	  PROTÉINE	  
	  

IV.2.1	  /	  GÉNÉRALITÉS 	  ET 	  STRUCTURE	  
	  

Les	  ARN	  sont	  des	  polymères	  de	  nucléotides	  constitués	  dans	  la	  plupart	  des	  cas	  d’un	  seul	  

brin.	  Les	  ARN	  sont	  composés	  de	  quatre	  bases	  azotées	  différentes,	  à	  l’identique	  de	  l’ADN	  

à	  l’exception	  de	  l’uracile	  remplaçant	  la	  thymine.	  	  

Il	   existe	  différents	   types	  d’ARN	  présents	  dans	   les	   cellules	  des	   organismes	   vivants.	   Les	  

principaux	  sont	  résumés	  dans	  le	  tableau	  suivant	  :	  	  
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Type	  d’ARN	   Fonctions	  

ARN	  ribosomiques	  (ARNr)	   Constituent	  les	  ribosomes	  permettant	  la	  
synthèse	  protéique	  

ARN	  de	  transfert	  (ARNt)	   Elongation	  de	  la	  chaîne	  polypeptidique	  pendant	  
la	  traduction	  

ARN	  messagers	  (ARNm)	   Support	  de	  l’information	  transcrite	  à	  partir	  de	  
l’ADN	  

ARN	  hétérogènes	  
nucléaires	  (ARNhn)	   Précurseurs	  des	  ARN	  messagers	  

Petits	  ARN	  stables	   	  

ARN	  génomique	   Virus	  /	  rétrovirus	  

	  

Tableau	  2	  :	  Différents	  types	  d’ARN	  

	  

	  

Il	   semble	  qu’une	  grande	  partie	  du	  génome	  soit	   transcrite	  en	  ARN	  alors	  que	  seulement	  

1,2	  %	  du	   génome	   soit	   traduit	   en	  protéines.	   L’importance	  quantitative	   et	   fonctionnelle	  

des	   ARN	   non	   codants	   a	   longtemps	   été	   sous	   estimée.	   Parmi	   ces	   ARN	   non	   codants,	   les	  

petits	   ARN	   non	   codants	   participent	   à	   différents	   mécanismes	   moléculaires	   tels	   que	   la	  

traduction,	  l’épissage	  ou	  la	  transcription.	  Les	  ARN	  non	  codants	  dits	  «	  longs	  »	  sont	  quant	  

à	  eux,	  moins	  connus.	  	  

	  

IV.2.2	  /	  ORIGINES	  DES 	  LÉSIONS	  
	  

Une	   des	   caractéristiques	   des	   maladies	   neurodégénératives	   est	   l’accumulation	   de	  

protéines	  possédant	  des	  défauts	  de	   conformation	   (Dobson,	  2003).	  Ces	  erreurs	  dans	   la	  

conformation	  tridimensionnelle	  des	  protéines,	  peuvent	  résulter	  d’un	  défaut	  de	  synthèse	  

et	  avoir	  des	  conséquences	  désastreuses	  pour	  les	  neurones,	  promouvoir	  l’agrégation	  de	  

protéines	   (Ross	   and	   Poirier,	   2004)	   et	  mener	   à	   terme	   à	   la	  mort	   neuronale	   (Lee	   et	   al.,	  

2006).	  	  
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Les	   défauts	   de	   synthèse	   de	   protéines	   peuvent	   provenir	   de	   l’altération	   des	   ARN	   de	   la	  

cellule.	  C’est	  pourquoi	  cette	  atteinte	  des	  ARN	  semble	  être	  un	  événement	  important	  dans	  

les	  processus	  neurodégénératifs.	  	  

Les	   ARN	   sont	   particulièrement	   sensibles	   aux	   dommages.	   En	   effet,	   contrairement	   à	   la	  

molécule	   d’ADN,	   les	   ARN	   ne	   disposent	   pas	   d’histones	   capables	   de	   les	   protéger	   des	  

agents	  inducteurs	  de	  lésions.	  De	  plus,	  ils	  sont	  situés	  plus	  près	  des	  mitochondries	  sources	  

de	  ROS.	  Plusieurs	  études	  ont	  montré	  que	  des	  ARN	  sont	   lésés	  dans	   les	   stades	  précoces	  

des	   maladies	   neurodégénératives.	   C’est	   le	   cas	   notamment	   dans	   les	   cerveaux	   post-‐

mortem	   de	   patients	   MCI	   (Ding	   et	   al.,	   2005)	   et	   atteints	   de	   la	   maladie	   d’Alzheimer	  

(Nunomura	  et	  al.,	  1999).	  	  

Maintenir	  l’intégrité	  des	  ARN	  est	  crucial	  au	  bon	  fonctionnement	  cellulaire.	  Il	  y	  a	  encore	  

quelques	  années,	   il	  était	  courant	  de	  penser	  que	  la	  réparation	  des	  ARN	  était	  inexistante	  

du	  fait	  du	  grand	  nombre	  de	  copie	  d’un	  même	  ARN	  au	  sein	  de	  la	  cellule.	  La	  réparation	  de	  

ces	   ARN	   semblait	   donc	   inutile	   et	   l’on	   pensait	   que	   les	   ARN	   endommagés	   étaient	  

uniquement	   dégradés.	   Cependant,	   il	   est	  maintenant	   établi	   que	   cette	   réparation	   existe	  

(Aas	  et	  al,	  2013).	  	  

	  

IV.3	  /LE	  STRESS	  OXYDANT,	  UN	  AGENT	  INDUCTEUR	  DE	  DOMMAGES	  AUX	  

ACIDES	  NUCLÉIQUES	  NEURONAUX	  DANS	  LES	  TAUOPATHIES	  

	  

II.3.1	  /	  STRESS 	  OXYDANT	  ET	  TAUOPATHIES	  

	  

Les	  patients	  MCI	  pour	  «	  mild	   cognitive	   impairment	  »	  présentent	  des	   troubles	   cognitifs	  

légers	  et	  possèdent	  un	  risque	   important	  de	  développer	  une	  démence.	   Ils	   sont	   souvent	  

considérés	  comme	  un	  stade	   très	  précoce	  de	   la	  maladie	  d’Alzheimer.	  Chez	  ces	  patients,	  

différentes	  modifications	  de	  l’ADN	  traduisant	  son	  oxydation	  sont	  retrouvées	  (Migliore	  et	  

al.,	  2005)	  (Wang	  et	  al.,	  2006).	  L’apparition	  de	  dommages	  liés	  au	  stress	  oxydant	  est	  donc	  

un	  phénomène	  qui	  apparaitrait	  très	  tôt	  dans	  l’évolution	  de	  maladies	  neurodégénératives	  

de	  type	  Alzheimer.	  
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De	  même,	  les	  protéines	  de	  l’hippocampe	  et	  du	  cortex	  pariétal	  sont	  plus	  carbonylées	  chez	  

les	  patients	  atteints	  de	  la	  MA	  que	  chez	  les	  patients	  sains	  (Hensley	  et	  al.,	  1995).	  	  

Le	  stress	  oxydant	  est	  une	  caractéristique	  importante	  des	  maladies	  neurodégénératives	  

(pour	   revue	   (Dasuri	  et	  al,	  2013).	  L’augmentation	  de	   la	  quantité	  d’espèces	   réactives	  de	  

l’oxygène	  dans	   les	  neurones	  a	  des	  conséquences	   importantes	  sur	   l’intégrité	  des	  acides	  

nucléiques.	  	  

	  

II.3.2	  /	  STRESS 	  OXYDANT	  ET	  DOMMAGES	  À 	  L’ADN	  

	  

Les	   neurones	   devant	   survivre	   toute	   la	   vie	   de	   l’individu,	   les	   lésions	   non	   réparées	   au	  

niveau	  de	  l’ADN	  s’accumuleront	  avec	  le	  temps	  (Lagouge	  and	  Larsson,	  2013).	  L’oxydation	  

des	  bases	  de	  l’ADN,	  dont	  la	  plus	  fréquente	  est	  la	  8-‐OHdG,	  peut	  entrainer	  des	  mutations	  

ou	  des	  cassures	  des	  brins.	  

Gabitta	   et	   collaborateurs	   ont	   comparé	   les	   lésions	   oxydatives	   de	   l’ADN	   nucléaire	   de	  

cerveaux	   de	   patients	   atteints	   de	   la	   maladie	   d’Alzheimer	   avec	   des	   cerveaux	   de	   sujets	  

sains	  du	  même	  âge	   (Gabbita	  et	  al.,	  1998).	   Leur	  étude	   rapporte	  que	   l’ADN	  des	  patients	  

atteints	  de	   la	  maladie	  d’Alzheimer	  est	  plus	  endommagé	  que	   l	  ‘ADN	  des	  sujets	   sains	  au	  

niveau	   des	   cortex	   frontaux,	   temporaux	   et	   pariétaux.	   Cette	   augmentations	   des	   lésions	  

génomiques	   a	   également	   été	   observée	   dans	   le	   liquide	   céphalo-‐rachidien	   (Abe	   et	   al.,	  

2002).	  

	  

II.3.2	  /	  STRESS 	  OXYDANT	  ET	  DOMMAGES	  AUX	  ARN	  

	  

Les	  ARN	  sont	  une	  cible	  des	  espèces	  réactives	  de	  l’oxygène.	  La	  plus	  fréquente	  des	  lésions	  

oxydatives	   sur	   les	   ARN	   est	   la	   8-‐OHG	   (hydroxylated	   nucleoside	   8-‐hydroxy-‐2′-‐

oxyguanosine).	   Sa	   présence	   est	   fortement	   augmentée	   dans	   les	   cerveaux	   de	   patients	  

atteints	  de	  la	  MA	  	  et	  dans	  les	  patients	  MCI	  (Nunomura	  et	  al,	  2012).	  L’ensemble	  des	  ARN	  

peuvent	  être	  endommagés,	  que	  ce	  soit	  les	  ARN	  codants	  ou	  non	  codants.	  L’accumulation	  

de	  dommages	  aux	  ARN	  peut	  entrainer	  la	  synthèse	  de	  protéines	  non	  fonctionnelles.	  	  
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La	  MA	  est	  caractérisée,	  dans	  les	  phases	  précoces,	  par	  une	  augmentation	  du	  stress	  

oxydant	   dans	   le	   cerveau	   des	   patients.	   L’accumulation	   d’espèces	   réactives	   de	  

l’oxygène	   (ou	   ROS)	   dans	   les	   neurones	   mène	   notamment	   à	   l’apparition	   de	  

dommages	  au	  niveau	  de	  leur	  ADN	  génomique	  et	  au	  niveau	  des	  ARN.	  Les	  neurones	  

ne	   se	   divisant	   pas,	   l’accumulation	   de	   dommages	   non	   réparés	   au	   niveau	   de	   la	  

molécule	   d’ADN	   a,	   à	   terme,	   des	   conséquences	   importantes	   sur	   leur	  

fonctionnement.	   	   Les	   dommages	   au	   niveau	   des	   ARN	   sont	   également	   importants	  

puisqu’ils	   peuvent	   entrainer	   entre	   autre	   la	   formation	   de	   protéines	   non	  

fonctionnelles	  	  
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OBJECTIFS	  DE	  L’ETUDE	  
	  

	  

	  

La	   fonction	   la	  plus	   connue	  pour	  Tau	  en	   condition	  physiologique,	   est	   son	   rôle	  de	  MAP.	  

Cependant,	  la	  protéine	  Tau	  possède	  également	  d’autres	  localisations	  et	  par	  conséquent	  

pourrait	  avoir	  d’autres	   fonctions.	  Cette	  protéine	  peut	  se	   lier	  à	   la	  membrane	  plasmique	  

(Brandt	  et	  al.,	  1995)	  et	  se	  localise	  également	  au	  niveau	  du	  noyau	  neuronal	  (Brady	  et	  al.,	  

1995;	   Adamec	   et	   al.,	   2002;	   Álvarez	   et	   al.,	   2012).	   Ce	   sont	   ces	   deux	   localisations	  moins	  

étudiées,	  qui	  vont	  nous	  intéresser	  dans	  cette	  thèse.	  	  

	  

Objectif	   1	  :	   Le	   cerveau	   pour	   fonctionner	   a	   besoin	   d’une	   quantité	   très	   importante	  

d’oxygène.	   Cet	   oxygène	   sera	   ensuite	   transformé	   en	   énergie	   par	   l’intermédiaire	   des	  

mitochondries.	   Cela	   engendre	   la	   formation	   «	  d’espèces	   réactives	   de	   l’oxygène	  »	   (ou	  

ROS).	   Notre	   organisme	   en	   produit	   donc	   en	   permanence.	   Cependant,	   si	   ces	   ROS	   sont	  

produites	  de	  manière	  trop	  importantes	  ou	  si	  elles	  ne	  sont	  pas	  suffisamment	  éliminées,	  

elles	  entrainent	  des	  dégâts	  cellulaires	  importants	  comme	  des	  dommages	  à	  l’ADN.	  L	  ‘ADN	  

génomique	   des	   neurones	   est	   particulièrement	   sensible	   aux	   ROS.	   En	   effet,	   comme	   les	  

neurones	   sont	   des	   cellules	   post-‐mitotiques,	   les	   dommages	   oxydatifs	   non	   réparés	   au	  

niveau	  de	  leur	  ADN	  s’accumulent	  avec	  le	  temps.	  Or	  l’accumulation	  de	  dommages	  à	  l’ADN	  

neuronal	   peut	   entrainer	   un	   dysfonctionnement	   des	   neurones	   et	   une	   neuro-‐

dégénérescence	  (Borgesius	  et	  al.,	  2011).	  

Il	  a	  été	  montré	  dans	  le	  laboratoire	  que	  la	  protéine	  Tau	  nucléaire	  est	  capable	  de	  protéger	  

l’ADN	  des	  dommages	   induits	  par	  un	  stress	  oxydant	  ou	  un	  stress	  hyperthermique,	   tous	  

deux	   produisant	   des	   ROS.	   Cette	   étude	   a	   été	   menée	   dans	   des	   cultures	   primaires	   de	  

neurones	  corticaux	  d’embryons	  de	  souris	  (Sultan	  et	  al.,	  2011).	  

	  Le	  premier	  objectif	  de	  mes	  travaux	  de	  thèse	  a	  été	  de	  savoir	   si	   la	   protéine	  Tau	   était	  

également	  capable	  de	  protéger	  l’intégrité	  de	  l’ADN	  in	  vivo	  chez	  des	  souris	  adultes	  

en	  condition	  physiologique	  et	  de	  stress	  hyperthermique.	  	  
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Pour	   cela	   nous	   avons	   tout	   d’abord	   mis	   en	   place	   un	   modèle	   murin	   de	   stress	  

hyperthermique.	   Ce	   modèle	   in	   vivo	   permet	   la	   génération	   de	   ROS	   dans	   le	   cerveau	   de	  

souris	  adulte.	  Nous	  avons	  étudié	  chez	  des	  souris	  sauvages	  ou	  déficientes	  en	  protéine	  Tau	  

l’intégrité	   des	   acides	   nucléiques	   en	   condition	   physiologique	   et	   de	   stress	  

hyperthermique.	  	  	  

	  

Les	   résultats	   obtenus	   ont	   fait	   l’objet	   d’une	   publication	   soumise	   dans	   le	   journal	  

«	  Frontiers	  in	  Cellular	  Neurosciences	  ».	  	  

A	   major	   role	   for	   Tau	   in	   neuronal	   DNA	   and	   RNA	   protection	   in	   vivo	   under	  

physiological	  and	  hyperthermic	  conditions.	  	  

Marie	   Violet,	   Lucie	   Delattre,	   Meryem	   Tardivel,	   Audrey	   Sultan,	   Alban	   Chauderlier,	  

Raphaelle	  Caillierez,	  Smail	  Talahari,	  Fabrice	  Nesslany,	  Bruno	  Lefebvre,	  Eliette	  Bonnefoy,	  

Luc	  Buée,	  Marie-‐Christine	  Galas.	  	  

	  

Objectif	  2	  :	  	  

La	  maladie	  d’Alzheimer	  est	  la	  démence	  la	  plus	  fréquente	  dans	  nos	  sociétés	  occidentales.	  

Elle	  est,	  entre	  autre,	  caractérisée	  par	  la	  présence	  de	  dommages	  oxydatifs	  au	  niveau	  des	  

acides	  nucléiques	  des	  neurones	  des	  patients.	  Ces	  dommages	  apparaissant	  très	  tôt	  dans	  

l’évolution	   de	   la	   maladie,	   ont	   des	   conséquences	   importantes	   sur	   le	   fonctionnement	  

neuronal.	   La	   MA	   est	   également	   caractérisée	   par	   deux	   lésions	   histopathologiques.	   Ces	  

lésions	  sont	  les	  plaques	  séniles	  constituées	  majoritairement	  de	  peptide	  amyloïde	  et	  les	  

DNF	   constituées	   majoritairement	   de	   protéine	   Tau	   hyper	   et	   anormalement	  

phosphorylée.	  	  

De	  plus,	  il	  apparaît	  dans	  la	  littérature	  que	  bien	  plus	  que	  les	  formes	  agrégées	  de	  Tau,	  ce	  

sont	  des	  formes	  oligomériques	  solubles	  qui	  sont	  toxiques	  pour	  les	  neurones.	  Elucider	  les	  

mécanismes	   impliqués	   dans	   l’oligomérisation	   de	   Tau	   est	   donc	   essentiel	   pour	  

comprendre	   l’apparition	   de	   la	   MA.	   Or,	   la	   protéine	   Tau	   ne	   s’oligomérise	   pas	  

spontanément.	  Elle	  a	  besoin	  d’un	  agent	  inducteur.	  Nous	  avons	  donc	  également	  étudié	  si	  

la	   production	   de	   ROS	   dans	   notre	   modèle	   pouvait	   entrainer	   l’oligomérisation	   de	   Tau	  

comme	  observé	  pour	  le	  peptide	  amyloïde	  dans	  la	  littérature	  (Murakami	  et	  al,	  2011)	  et	  si	  
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des	   oligomères	   de	   Tau	   pourraient	   induire	   une	   altération	   de	   l’intégrité	   des	   acides	  

nucléiques.	  	  	  

Le	  deuxième	  objectif	  de	  mes	   travaux	  de	   thèse	  a	   été	  de	  comprendre	   si	   la	   pathologie	  

Tau	  entraine	  la	  perte	  de	  sa	  fonction	  protectrice	  de	  l’ADN	  en	  condition	  de	  stress	  et	  

participe	  de	  ce	  fait	  à	  l’étiologie	  de	  la	  MA.	  	  	  

Afin	   d’étudier	   l’effet	   de	   la	   pathologie	   Tau,	   nous	   avons	   utilisé	   un	   modèle	   de	   souris	  

transgéniques	  développé	  au	  sein	  du	  laboratoire,	  le	  modèle	  THY-‐Tau22.	  Ce	  modèle	  murin	  

surexprime	   une	   isoforme	   4R	   de	   Tau	   humaine	   (hTau)	   possédant	   deux	   mutations	  

retrouvées	   dans	   certaines	   FTDP-‐17	   (mutations	   G272V	   et	   P301S),	   sous	   contrôle	   du	  

promoteur	   neuronal	   THY	   1.2.	   Le	   modèle	   THY-‐Tau22	   présente	   une	   accumulation	  

progressive	   de	   protéines	   hTau	   au	   niveau	   de	   l’hippocampe	   puis,	   dans	   une	   moindre	  

mesure	  au	  niveau	  cortical	  (Schindowski	  et	  al.,	  2006).	  Les	  souris	  THY-‐Tau22	  présentent	  

des	  altérations	  progressives	  de	  l’apprentissage	  et	  de	  la	  mémoire	  spatiale	  en	  parallèle	  du	  

développement	  de	  la	  pathologie	  Tau.	  Les	  déficits	  d’apprentissage	  commencent	  dès	  l’âge	  

de	   trois	   ou	   quatre	   mois.	   A	   l’âge	   de	   douze	   mois,	   les	   souris	   présentent	   d’importants	  

déficits	  de	  mémoire	  (Schindowski	  et	  al.,	  2006).	  Des	  souris	  THY-‐Tau22	  à	  différents	  stades	  

de	  la	  pathologie	  (faible,	  modéré,	  sévère)	  ont	  été	  soumises	  à	  un	  stress	  hyperthermique.	  

Nous	  avons	  étudié	   l’effet	  d’un	  stress	  hyperthermique	  sur	   l’intégrité	  de	   l’ADN	  ainsi	  que	  

sur	  la	  pathologie	  Tau.	  	  

	  

Les	  résultats	  obtenus	  ont	  fait	  l’objet	  d’une	  publication	  en	  préparation	  :	  	  	  

Hyperthermia	  promotes	  Tau	  oligomerization	  and	  nuclear	  nucleic	  acid	  damage	  in	  

an	  AD-‐like	  transgenic	  mouse	  model.	  

Marie	  Violet,	  Lucie	  Delattre,	  Meryem	  Tardivel,	  Audrey	  Sultan,	  Alban	  Chauderlier,	  Elodie	  

Marciniak,	   Vincent	  Deramecourt,	   Sandrine	  Humez,	  Rakez	  Kayed,	   Lester	  Binder,	   Bruno	  

Lefebvre,	  Eliette	  Bonnefoy,	  Luc	  Buée,	  Marie-‐Christine	  Galas.	  	  
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Objectif	   3	  :	  Nous	  nous	  sommes	  également	   intéressés	  à	   la	   localisation	  membranaire	  de	  

Tau.	  Jusqu’à	  présent,	  l’état	  de	  phosphorylation	  de	  Tau	  au	  niveau	  des	  radeaux	  lipidiques	  

n’avait	  été	  que	  très	  partiellement	  décrit	  dans	  le	  cerveau.	  C’est	  pourquoi	  notre	  troisième	  

objectif	   était	   de	   caractériser	   les	   formes	   de	   Tau	   présentes	   au	   niveau	   des	   radeaux	  

lipidiques	  en	  condition	  physiologique	  et	  pathologique.	  	  

Pour	  ce	  faire,	  nous	  avons	  isolé	  des	  radeaux	  lipidiques	  à	  partir	  de	  cortex	  de	  souris	  et	  de	  

cerveaux	  de	  patients	  sains	  ou	  atteints	  de	  la	  MA.	  
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I/	  RÔLE	  PROTECTEUR	  DE	  TAU	  VIS-‐À-‐VIS	  DE	  L’ADN	  ET	  D’ARN 	  IN	  

VIVO	  EN	  CONDITION	  PHYSIOLOGIQUE	  ET	  DE	  STRESS	  

HYPERTHERMIQUE	  

	  

	  

I.1/	  OBJECTIFS	  

	  

Longtemps	   décrite	   uniquement	   comme	   étant	   une	   protéine	   cytosolique,	   Tau	   peut	  

également	  se	  localiser	  au	  sein	  du	  noyau	  des	  neurones	  (Brady	  et	  al.,	  1995;	  Sultan	  et	  al.,	  

2011;	   Monroy-‐Ramírez	   et	   al.,	   2013).	   Des	   données	   indiquent	   que	   Tau	   est	   capable	   de	  

protéger	   l’ADN	   génomique	   de	   dommages	   induits	   par	   les	   radicaux	   libres	   (Sultan	   et	  al.,	  

2011)	  Cela	  a	  été	  montré	  dans	   le	   laboratoire,	  dans	  un	  modèle	  de	  cultures	  primaires	  de	  

neurones	   corticaux	   d’embryons	   de	   souris.	   En	   effet,	   sous	   l’effet	   d’un	   stress	  

hyperthermique,	   utilisé	   afin	   de	   mimer	   un	   stress	   oxydant	   (Bruskov	   et	   al.,	   2002),	   la	  

protéine	   Tau	   va	   transloquer	   et	   s’accumuler	   dans	   le	   	   noyau	   et	   protéger	   l’ADN	   des	  

dommages	  induits	  par	  le	  stress.	  	  

Mais	   qu’en	   est-‐il	   in	  vivo	  ?	   La	   protéine	  Tau	   est-‐elle	   toujours	   capable	   de	  protéger	   l’ADN	  

neuronal	  ?	  	  

Afin	  de	  répondre	  à	  ces	  questions,	  nous	  avons	  tout	  d’abord	  mis	  au	  point	  un	  modèle	  murin	  

de	   stress	   hyperthermique.	   Ce	  modèle	   permet	   d’étudier	   l’impact	   de	   l’augmentation	   du	  

stress	  oxydant,	  une	  caractéristique	  très	  précoce	  observée	  dans	  les	  cerveaux	  de	  patients	  

atteints	  de	  la	  maladie	  d’Alzheimer.	  Nous	  avons	  vérifié	  le	  caractère	  protecteur	  de	  Tau	  vis-‐

à-‐vis	  de	  l’ADN	  en	  condition	  physiologique	  et	  de	  stress	  hyperthermique.	  	  

	  

I.2/	  RÉSULTATS	  	  

	  

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

d’un	  article	  :	  
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Abstract	  	  

Nucleic	  acid	  protection	  is	  a	  substantial	  challenge	  for	  neurons,	  which	  are	  continuously	  exposed	  to	  oxidative	  

stress	  in	  the	  brain.	  Neurons	  require	  powerful	  mechanisms	  to	  protect	  DNA	  and	  RNA	  integrity	  and	  ensure	  

their	   functionality	   and	   longevity.	   Beside	   its	   well	   known	   role	   in	   microtubule	   dynamics,	   we	   recently	  

discovered	   that	   Tau	   is	   also	   a	   key	   nuclear	   player	   in	   the	   protection	   of	   neuronal	   genomic	   DNA	   integrity	  

under	  reactive	  oxygen	  species	  (ROS)-‐inducing	  heat	  stress	  (HS)	  conditions	  in	  primary	  neuronal	  cultures.	  In	  

this	  report,	  we	  analyzed	  the	  capacity	  of	  Tau	  to	  protect	  neuronal	  DNA	  integrity	  in	  vivo	  in	  adult	  mice	  under	  

physiological	   and	  HS	   conditions.	  We	  designed	   an	   in	  vivo	  mouse	  model	   of	   hyperthermia/HS	   to	   induce	   a	  

transient	   increase	   in	   ROS	   production	   in	   the	   brain.	   Comet	   and	   TUNEL	   assays	   demonstrated	   that	   Tau	  

protected	  genomic	  DNA	  in	  adult	  cortical	  and	  hippocampal	  neurons	  in	  vivo	  under	  physiological	  conditions	  

in	  wild-‐type	  and	  Tau-‐deficient	  (KO-‐Tau)	  mice.	  HS	  increased	  DNA	  breaks	  in	  KO-‐Tau	  neurons.	  Notably,	  KO-‐

Tau	   hippocampal	  neurons	   in	   the	   CA1	   subfield	   restored	   DNA	   integrity	   after	   HS	   more	   weakly	   than	   the	  

dentate	   gyrus	   neurons.	   The	   formation	   of	   phosphorylated	   histone	   H2AX	   foci,	   a	   double-‐strand	   break	  

marker,	  was	  observed	  in	  KO-‐Tau	  neurons	  only	  after	  HS,	  indicating	  that	  Tau	  deletion	  did	  not	  trigger	  similar	  

DNA	  damage	  under	  physiological	  or	  HS	  conditions.	  Moreover,	  genomic	  DNA	  and	  cytoplasmic	  and	  nuclear	  

RNA	  integrity	  were	  altered	  under	  HS	   in	  hippocampal	  neurons	  exhibiting	  Tau	  deficiency,	  which	  suggests	  

that	   Tau	   also	  modulates	   RNA	  metabolism.	  Our	   results	   suggest	   that	   Tau	   alterations	   lead	   to	   a	   loss	   of	   its	  

nucleic	  acid	  safeguarding	  functions	  and	  participate	  in	  the	  accumulation	  of	  DNA	  and	  RNA	  oxidative	  damage	  

observed	  in	  the	  Alzheimer’s	  disease	  brain.	  

	  

Key	  words:	  Tau,	  oxidative	  stress,	  hyperthermia,	  DNA	  damage,	  RNA	  damage,	  γ-‐H2AX,	  DNA	  repair	  
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1.	  Introduction	  	  

Altered	   DNA	   and	   RNA	   integrity	   is	   particularly	   harmful	   in	   differentiated	   neurons.	   Non-‐repaired	   nucleic	  

acids	   trigger	   transcriptional	   and	   translational	   deregulation,	   which	   leads	   to	   reduced	   protein	   synthesis,	  

protein	  mutation,	  the	  production	  of	  truncated	  proteins	  and	  genomic	  instability.	  Oxidative	  stress	  generates	  

a	  wide	  range	  of	  nucleic	  acid	  lesions	  including	  base	  modifications,	  deletions	  and	  strand	  breaks.	  Neurons	  in	  

the	   brain	   continuously	   face	   the	   harmful	   effects	   of	   oxidative	   stress	   due	   to	   high	   oxygen	   consumption.	  

Therefore,	   the	   preservation	   of	   nucleic	   acid	   integrity	   from	   oxidative	   damage	   is	   essential	   to	   maintain	  

neuronal	  functionality	  and	  ensure	  their	  longevity	  (Englander	  et	  al.,	  2006	  ;	  Chen	  et	  al.,	  2007;	  Englander	  et	  

al.,	  2008;	  Mantha	  et	  al.,	  2013).	  To	  decipher	  the	  defense	  mechanisms	  involved	  in	  the	  protection	  of	  neuronal	  

DNA	   integrity	   in	   normal	   brain	   is	   crucial	   to	   understand	   DNA	   alteration	   observed	   in	   neurodegenerative	  

diseases	  (Brasnjevic	  et	  al.,	  2008	  ;	  Coppedé	  and	  Migliore,	  2009).	  

	  

Tau	  plays	  a	  well-‐known	  role	   in	  microtubule	  assembly	  and	  stabilization.	   It	  has	  recently	  been	  shown	  that	  

Tau	   functions	  as	  an	  essential	  nuclear	  player	   in	   the	  protection	  of	  neuronal	  genomic	  DNA	   integrity	  under	  

reactive	   oxygen	   species	   (ROS)-‐producing	   heat	   stress	   (HS)	   in	   primary	   neuronal	   cultures	   (Sultan	   et	   al.,	  

2011).	   We	   observed	   that	   oxidative	   stress	   and	   HS	   in	   wild-‐type	   (WT)	   neurons	   led	   to	   Tau	   nuclear	  

accumulation,	  which	  protected	  DNA	  integrity	  from	  HS-‐induced	  damage	  (Sultan	  et	  al.,	  2011).	  However,	  the	  

mechanisms	   responsible	   for	   Tau-‐mediated	   DNA	   protection	   are	   unknown.	   DNA	   protection	   may	   be	  

mediated	   partially	   through	  Tau	   interactions	  with	   the	  A-‐T-‐rich	  DNA	  minor	   groove	   (Sjoberg	   et	  al.,	   2006;	  

Wei	   et	   al.,	   2008;	   Sultan	   et	   al.,	   2011;	   Camero	   et	   al.,	   2013)	   ;	   however,	   a	   role	   for	   Tau	   in	   DNA	   repair	  

mechanisms	  cannot	  be	  excluded.	  

As	   this	   new	   and	   major	   DNA	   protective	   role	   of	   nuclear	   Tau	   has	   been	   described	   in	   primary	   neuronal	  

cultures	   (Sultan	  et	  al.	   2011).	   The	  major	   aim	  of	   this	  work	  was	   to	   analyze	   the	   capacity	   of	  Tau	   to	  protect	  

neuronal	   DNA	   integrity	   in	   vivo	   in	   adult	   mice	   under	   physiological	   and	   HS	   conditions	   to	   overcome	   any	  

potential	  artefactual	  effects	  related	  to	  the	  embryonic	  origin	  of	  cultured	  neurons.	  

Using	  a	  novel	  in	  vivo	  mouse	  model	  of	  transient	  hyperthermia/HS,	  this	  study	  demonstrated	  the	  efficiency	  

of	  the	  DNA	  protective	  function	  of	  Tau	  in	  neurons	   in	  vivo.	  We	  showed	  that	  Tau	  was	  indispensable	  for	  the	  

protection	  of	  neuronal	  DNA	  integrity	  in	  the	  cortex	  and	  hippocampus	  of	  adult	  mice	  under	  physiological	  and	  

HS	  conditions.	  Tau	  deletion	  did	  not	   trigger	  similar	  DNA	  damage	  under	  physiological	  and	  HS	  conditions.	  

Tau	   was	   involved	   in	   the	   DNA	   double-‐strand	   break	   repair	   process	   specifically	   under	   HS.	   Notably,	  

hippocampal	  neurons	  in	  the	  CA1	  subfield	  showed	  a	  reduced	  ability	  to	  restore	  DNA	  integrity	  after	  HS	  than	  

neurons	   in	  the	  dentate	  gyrus	  (DG).	  Surprisingly,	  our	  data	  obtained	   indicated	  that	  Tau	  deficiency	  altered	  

the	   integrity	  of	  genomic	  DNA	  and	  cytoplasmic	  and	  nuclear	  RNA.,	  suggesting	  that	  Tau	  could	  protect	  both	  

RNA	  and	  DNA.	  	  
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2.	  Material	  and	  methods	  

2.1.	  Animals	  	  

Seven	  month-‐old	   homozygous	   female	   KO	   Tau	  mice	   (Tucker	   et	  al.,	   2001)	   and	   littermate	  WT	  mice	  were	  

used	  to	  assess	  the	  role	  of	  Tau	   in	  DNA	  protection	   in	  aged	  mice.	  All	  animals	  were	  maintained	   in	  standard	  

animal	   cages	   under	   conventional	   laboratory	   conditions	   (12	   h/12	   h	   light/dark	   cycle,	   22°C),	   with	  ad	  

libitum	  access	  to	  food	  and	  water.	  The	  animals	  were	  maintained	  in	  compliance	  with	  institutional	  protocols	  

and	  all	  animal	  experiments	  were	  performed	   in	  compliance	  with,	  and	   following	   the	  approval	  of	   the	   local	  

Animal	  Resources	  Committee	   (CEEA	  342012	  on	  December	  12,	  2012),	   standards	   for	   the	  care	  and	  use	  of	  

laboratory	  animals,	  and	  theFrench	  and	  European	  Community	  guidelines.	  Three	  different	  mice	  have	  been	  

used	  in	  each	  group	  for	  all	  expeiments.	  	  

	  

2.2.	  In	  vivo	  hyperthermia	  model	  

We	  designed	  an	   in	  vivo	  mouse	  model	  of	  transient	  hyperthermic	  stress	  based	  on	  the	  rat	  model	  described	  

previously	   by	   Papasozomenos	   (1996).	   The	   mice	   were	   anesthetized	   using	   xylazine	   (20	   mg/kg)	   and	  

ketamine	  (100	  mg/kg)	  and	  maintained	  in	  a	  37°C	  environment	  for	  30	  minutes	  to	  avoid	  anesthesia	  related	  

hypothermia	  and	  Tau	  hyperphosphorylation	  as	  previously	  described	  (Planel	  et	  al.	  2007).	  The	  mice	  were	  

then	  maintained	  at	  37°C	  (control	  (C)	  group)	  or	  heat	  stressed	  (HS	  group)	  by	  being	  placed	  in	  an	  incubator	  

containing	  ambient	  air	  heated	  to	  44°C	  for	  20	  minutes.	  The	  rectal	  temperature	  of	  the	  mice	  was	  monitored	  

every	  10	  minutes	  and	  did	  not	  exceed	  41°C.	  In	  the	  (HS+24H)	  group,	  mice	  were	  subjected	  to	  HS	  during	  20	  

minutes	  and	  then	  returned	  to	  room	  temperature	  during	  24H.	  	  

	  

2.3.	  Oxidative	  stress-‐induced	  protein	  damage	  	  

Protein	  oxidation	  was	  analyzed	  using	  an	  OxyIHC	  oxidative	  stress-‐detection	  kit	  (Millipore)	  according	  to	  the	  

manufacturer's	  directions.	  Protein	   carbonyl	   groups	   generated	  by	  oxidative	   stress	  were	   visualized	  using	  

immunolabeling	  after	  reaction	  with	  2,4-‐dinitrophenylhydrazine	  (DNPH).	  

	  

2.4.	  Tissue	  collection	  for	  immunoblotting	  and	  confocal	  microscopy	  

The	   mice	   were	   euthanized	   through	   cervical	   dislocation,	   and	   their	   brains	   were	   rapidly	   removed.	   One	  

hemisphere	  of	  each	  brain	  was	  post-‐fixed	  for	  24	  h	  in	  4%	  paraformaldehyde	  and	  embedded	  in	  paraffin.	  The	  

hippocampus	  and	  cortex	  were	  dissected	  from	  the	  other	  hemisphere	  and	  used	  for	  biochemical	  analyses.	  

	  

2.5.	  Mouse	  brain	  cytoplasmic	  and	  nuclear	  fractionation	  

Mouse	   tissues	  were	   harvested	   in	   ice-‐cold	   buffer	   A	   (10	  mM	  HEPES,	   pH	   7.9,	   1.5	  mM	  MgCl2,	   10	  mM	  KCl,	  
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0.15%	  NP-‐40)	  supplemented	  with	  protease	  inhibitors	  (Complete	  Mini-‐Roche)	  and	  phosphatase	  inhibitors	  

(125	  nM	  okadaic	  acid	  and	  1	  mM	  orthovanadate).	  The	  tissues	  were	  mechanically	  homogenized	  using	  a	  50-‐

ml	  all-‐glass	  homogenizer	  on	  ice	  and	  centrifuged	  at	  100	  g	  for	  one	  minute.	  The	  supernatant	  was	  collected,	  

and	  a	  second	  homogenization	  was	  conducted.	  The	  supernatant	  was	  collected	  as	  the	  cytoplasmic	  fraction	  

after	  centrifugation	  at	  1000	  g	  for	  ten	  minutes.	  The	  pelleted	  nuclei	  were	  washed	  three	  times	  and	  lysed	  in	  

ice-‐cold	   RIPA	   buffer	   containing	   protease	   inhibitors	   (Complete	  Mini-‐Roche)	   and	   phosphatase	   inhibitors	  

(125	  nM	  okadaic	  acid	  and	  1	  mM	  orthovanadate).	  The	  samples	  were	  sonicated	  and	  centrifuged	  at	  12000	  g	  

at	  4°C	   for	  20	  minutes	   to	  yield	   the	  supernatant	  as	   the	  nuclear	   fraction.	  The	  protein	  concentrations	  were	  

determined	  using	  a	  BCA	  assay	  kit.	  Lamin	  B	  and	  synaptophysin	   (SYP)	  were	  used	  as	   specific	  nuclear	  and	  

cytoplasmic	  markers,	  respectively.	  

	  

2.6.	  Electrophoresis	  and	  immunoblotting	  	  

Electrophoresis	  and	  immunoblotting	  were	  performed	  as	  described	  previously	  (Sultan	  et	  al.,	  2011)	  using	  a	  

Tau	   C-‐terminal	   antibody	   as	   described	   previously	   (Galas	   et	   al.	   2006).	   The	   results	   are	   expressed	   as	   the	  

mean±S.E.M.	  of	  three	  different	  mice.	  ImageJ	  software	  was	  used	  for	  quantification.	  

	  

2.7.	  In	  vivo	  comet	  assay	  	  

The	   alkaline	   in	   vivo	   comet	   assay	   was	   specifically	   developed	   in	   the	   cortex	   for	   this	   project.	   The	   mouse	  

cortices	   were	   dissected	   and	   mechanical	   disaggregation	   of	   each	   tissue	   was	   performed	   by	   using	   the	  

Medimachine®	   system	   (Becton	  Dickinson).	   A	   small	   piece	   of	   cortex	  was	   inserted	   into	   a	  Medicon	   (i.e.,	   a	  

disposable	   chamber	   containing	   an	   immobile	   stainless	   steel	   screen	   allowing	   for	   efficient	   cutting)	   with	  

approximately	  1.0	  mL	  of	  PBS	  buffer.	  The	  Medicon	  was	  thus	   inserted	   into	  the	  Medimachine®	  which	  was	  

then	   run	   for	  5	   sec.	  Once	   the	   tissue	  was	  processed,	   the	   cell	   suspension	  was	   recovered	  and	  viability	  was	  

assessed	   using	   the	   trypan	   blue	   exclusion	   method.	   Cell	   viability	   was	   assessed	   using	   the	   trypan	   blue	  

exclusion	  method.	  The	  comet	  assay	  was	  performed	  as	  described	  previously	  (Sultan	  et	  al.,	  2011).	  The	  Olive	  

tail	   moment	   (OTM)	   (Olive	   et	   al.,	   1990)	   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	  micrometers.	  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.	  	  

	  

2.8.	  TUNEL	  staining	  	  

Terminal	   deoxyribonucleotidyltransferase-‐mediated	   deoxyuridine	   triphosphate	   nick	   end	   labeling	  

(TUNEL)	   staining	   was	   conducted	   on	   tissue	   slices	   using	   the	   TUNEL	   Apoptosis	   Detection	   Kit	   (Millipore)	  

according	   to	   the	  manufacturer's	   instructions.	   Tissue	   slices	  were	   pre-‐treated	  with	   low	   concentration	   of	  
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DNAse	  (1	  μg/mL	  during	  1H)	   to	  perform	  positive	  controls.	  The	  TUNEL	  assay	   is	  often	  used	   to	  detect	   late	  

apoptosis-‐induced	  DNA	   breaks;	   however,	   it	   also	   detects	   accessible	   3'-‐hydroxyl	   (3'-‐OH)	   groups	   that	   are	  

generated	  from	  DNA	  single-‐	  or	  double-‐strand	  breaks	  under	  non-‐apoptotic	  conditions	  (Liu	  et	  al.,	  2005).	  	  

	  

2.9.	  DNAse	  and	  RNAse	  treatments	  

Brain	   slices	   from	   heat-‐stressed	   KOTau	  mice	   were	   incubated	  with	   DNAse-‐free	   RNAse	   (0.5	  mg/mL,	   3	   h,	  

Roche),	  RNAse-‐free	  DNAse	  (0.2	  mg/mL,	  3	  h,	  Millipore	  #17-‐141h)	  or	  a	  mixture	  of	  DNAse/RNAse	  prior	  to	  

the	  TUNEL	  assay.	  

	  

2.10.	  Immunofluorescence	  	  	  

Sagittal	  (5	  µM)	  brain	  slices	  were	  deparaffinized	  and	  unmasked	  using	  citrate	  buffer	  (3.75	  mM	  acid	  citrate,	  

2.5	  mM	  disodium	  phosphate,	  pH	  6)	  for	  10	  minutes	  in	  a	  domestic	  microwave.	  The	  slices	  were	  submerged	  

for	  1	  h	  in	  1%	  horse	  serum	  (Vector	  Laboratories),	  and	  the	  primary	  antibodies	  were	  incubated	  overnight	  at	  

4°C	  in	  the	  presence	  of	  PBS-‐0.2%	  Triton	  using	  the	  following	  primary	  antibodies:	  total	  Tau	  (Tau	  CTer)	  and	  

Tau1	  antibodies	  (Galas	  et	  al.,	  2006)	  and	  the	  phospho-‐histone	  H2A.X	  (Ser	  139)	  antibody	  from	  Millipore.	  

These	  antibodies	  were	  revealed	  via	  secondary	  antibodies	  coupled	  to	  Alexa	  488	  or	  568	  (Life	  Technologies).	  

The	  sections	  were	  counterstained	  and	  mounted	  with	  Vectashield/DAPI	  (Vector	  Laboratories).	  DAPI	  (4',6-‐

diamidino-‐2-‐phenylindole)	  was	  used	  as	  a	  chromatin	  counterstain.	  

	  

2.11.	  Imaging	  systems	  and	  immunofluorescence	  quantification	  

Mouse	  hippocampal	  sections	  were	  acquired	  using	  an	  LSM	  710	  confocal	   laser-‐scanning	  microscope	  (Carl	  

Zeiss).	  The	  confocal	  microscope	  was	  equipped	  with	  a	  488-‐nm	  Argon	  laser,	  561-‐nm	  diode-‐pumped	  solid-‐

state	   laser	   and	   a	   405-‐nm	  ultraviolet	   laser.	   The	   images	  were	   acquired	  using	   an	   oil	   40x	  Plan-‐NEOFLUAR	  

objective	  (1.3	  NA)	  and	  an	  oil	  63X	  Plan-‐APOCHROMAT	  objective	  (1.4	  NA).	  All	  recordings	  were	  performed	  

using	  the	  appropriate	  sampling	  frequency	  (eight	  bits,	  1024-‐1024	  images	  and	  a	  line	  average	  of	  four).	  Serial	  

sections	  from	  the	  three-‐dimensional	  reconstruction	  were	  acquired	  using	  Z-‐steps	  of	  0.2	  µm.	  	  

Images	  is	  an	  array	  of	  pixel	  and	  each	  pixel	  contains	  information	  about	  the	  different	  light	  intensity	  or	  color.	  

This	  information	  is	  encoded	  in	  grid	  as	  a	  gray	  level.	  The	  gray	  values	  or	  gray	  scale	  describe	  the	  fluorescence	  

intensity	  of	  every	  pixel.	  Acquisitions	  in	  confocal	  microscope	  are	  executed	  in	  8	  bits,	  therefore	  the	  different	  

values	  of	  gray	  level	  of	  a	  pixel	  that	  can	  take	  are	  from	  0	  to	  255	  levels	  (0	  no	  signal	  and	  255	  maximum	  signal).	  

The	  elliptical	  selection	  tool	  of	  ImageJ	  marked	  20	  to	  30	  representative	  nuclei	  based	  on	  DAPI	  staining	  (Fig.	  

1).	  All	  immunofluorescence	  quantifications	  from	  the	  nuclear	  mean	  intensity	  fluorescence	  are	  expressed	  in	  

gray	   values,	   and	   image	   analyses	   of	   the	   raw	   data	   were	   obtained	   using	   ImageJ	  

(http://rsb.info.nih.gov.gate2.inist.fr/ij/,	  NIH,	  USA)	  and	  ZEN	  (Carl	  Zeiss)	  software	  programs.	  The	  results	  
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are	  expressed	  as	  the	  mean±S.D.	  of	  the	  gray	  value	  from	  20	  to	  30	  different	  nuclei	  or	  at	  least	  three	  different	  

areas	  of	  the	  CA1	  cell	  layer.	  

	  

2.12.	  Statistics	  

Student’s	   t-‐test	   (BiostaTGV	   software,	   Jussieu,	   France)	  was	   used	   to	   determine	   the	   significance	   (p	  value)	  

between	  groups	  for	  immunoblotting	  and	  immunofluorescence	  analysis.	  A	  p-‐value	  <0.05	  was	  considered	  to	  

indicate	  a	  significant	  difference.	  	  	  

	  

3.	  Results	  

	  

3.1.	   Tau	   protects	   neuronal	   DNA	   integrity	   in	   an	   in	   vivo	   mouse	   model	   under	   physiological	   and	  

hyperthermic	  conditions	  

We	   have	   shown	   previously	   that	   nuclear	   Tau	   protects	   DNA	   integrity	   in	   primary	   neuronal	   cultures	   of	  

embryonic	   origin	   (Sultan	   et	   al.	   2011).	   We	   designed	   an	   in	   vivo	   mouse	   model	   of	   transient	  

hyperthermia/heat	  stress	  (HS)	  that	  induced	  ROS	  production	  in	  the	  cortex	  and	  the	  hippocampus,	  a	  region	  

in	  the	  mouse	  brain	  particularly	  sensitive	  to	  oxidative	  stress,	  to	  investigate	  the	  physiological	  relevance	  of	  

the	  DNA-‐protective	  function	  of	  Tau.	  	  

The	  ability	  of	  HS	  to	   induce	  oxidative	  stress	  (Flanagan	  et	  al.,	  1998)	   in	   the	  cells	  of	  7-‐month	  (7m)	  WT	  and	  

KO-‐Tau	  mice	  was	  qualitatively	  analyzed	  through	  the	  immunohistochemical	  detection	  of	  carbonyl	  groups	  

added	  to	  proteins	  (Fig.	  2).	  HS	  induced	  an	  increase	  of	  the	  carbonyl	  immunolabelling	  both	  in	  WT	  and	  KOTau	  

cells	  in	  sagittal	  hippocampal	  sections.	  

The	   data	   obtained	   after	  Western	   blot	   analysis	   indicated	   that	   Tau	  was	   present	   in	   the	   nuclei	   of	   neurons	  

from	   the	   cortex	   and	   hippocampus	   of	   WT	   mice	   under	   physiological	   conditions	   (Figs.	   3A,	   B),	   which	   is	  

consistent	   with	   previous	   results	   in	   neuronal	   cultures	   (Sultan	   et	   al.,	   2011).	   HS	   increased	   Tau	   nuclear	  

localization,	  also	  as	  observed	  previously	  in	  neuronal	  cultures	  (Sultan	  et	  al.	  2011).	  The	  HS-‐induced	  nuclear	  

accumulation	  of	  Tau	  in	  both	  regions	  was	  reversible.	  Tau	  in	  cortical	  and	  hippocampal	  nuclear	  extracts	  from	  

WT	  mice	   was	   positively	   labelled	   with	   Tau1	   antibody	   in	   physiological	   and	   HS	   conditions	   showing	   that	  

nuclear	   Tau	   was	   predominantly	   dephosphorylated	   at	   epitope	   Ser195-‐202	   (Figs.	   3A,	   B),	   as	   previously	  

described	  in	  cultured	  neurons	  (Sultan	  et	  al.,	  2011).	  	  

The	   degree	   of	  DNA	  damage	  was	  monitored	   using	   a	   single-‐cell	   gel	   electrophoresis	   (Comet)	   assay	   in	   the	  

cortices	  of	  7m	  WT	  and	  KO-‐Tau	  mice	  under	   control	   and	  HS	   conditions	   to	  analyze	   the	   capacity	  of	  Tau	   to	  

protect	  neuronal	  DNA	  integrity	  in	  vivo.	  A	  highly	  significant	  enhancement	  of	  the	  median	  Olive	  Tail	  Moment	  

(OTM),	  which	  reflects	  DNA	  fragmentation,	  was	  observed	  in	  KO-‐Tau	  mice	  compared	  with	  WT	  mice	  under	  

physiological	  conditions	  (2.5-‐fold	  in	  KO-‐Tau	  C	  vs.	  WT	  C,	  p<0.001),	  which	  shows	  that	  the	  Tau	  protein	  plays	  
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a	  major	  role	  in	  the	  protection	  of	  DNA	  integrity	  in	  vivo	  in	  the	  adult	  mouse	  brain	  (Fig.	  4A).	  HS	  treatment	  also	  

selectively	   increased	   the	   OTM	   in	   KO-‐Tau	   mouse	   cells	   (1.4-‐fold	   in	   KO-‐Tau	   HS	   vs.	   KO-‐Tau	   C,	   p<0.05);	  

however,	  no	  significant	  induction	  of	  DNA	  damage	  was	  observed	  after	  HS	  treatment	  in	  WT	  mice	  (Fig.	  4A).	  	  

The	   TUNEL	   assay	   was	   performed	   to	   specifically	   visualize	   and	   quantify	   DNA	   breaks	   in	   vivo.	   Sagittal	  

hippocampal	   sections	   from	   non-‐treated	   or	   HS-‐treated	  WT	   and	   KO-‐Tau	  mice	   were	   subjected	   to	   TUNEL	  

assays,	  and	  the	  results	  were	   imaged	  using	   laser-‐scanning	  confocal	  microscopy	  (Fig.	  4B).	  Nuclear	  TUNEL	  

fluorescence	  was	  specifically	  quantified	  in	  the	  neurons	  (Fig.	  4C)	  of	  two	  distinct	  hippocampal	  areas,	  the	  DG	  

and	   the	  CA1	  subfield.	  A	  strong	  and	  highly	  significant	  difference	  was	  observed	  between	  WT	  and	  KO-‐Tau	  

mice	   under	   control	   and	  HS	   conditions,	   consistent	  with	   the	   Comet	   assays.	   TUNEL	   nuclear	   intensity	  was	  

dramatically	  higher	  in	  the	  DG	  and	  CA1	  of	  KO-‐Tau	  mice	  compared	  with	  WT	  mice	  under	  control	  condition	  

(≈20-‐fold	  increase	  in	  DG	  and	  CA1	  KO-‐Tau	  C	  vs.	  WT	  C	  ,	  p<0.001).	  Altogether,	  these	  observations	  support	  an	  

essential	  physiological	  role	  for	  Tau	  in	  the	  protection	  of	  neuronal	  DNA	  integrity.	  HS	  significantly	  increased	  

TUNEL-‐positive	  cells	  in	  KO-‐Tau	  mice	  compared	  with	  control	  (C)	  non-‐treated	  cells	  (CA1,	  1.6-‐fold	  in	  KO-‐Tau	  

HS	   vs.	   KO-‐Tau	   C	  DG,	  p<0.001;	  DG,	   2.5-‐fold	   in	  KO-‐Tau	  HS	   vs.	   KO-‐Tau	   C,	  p<0.001).	   Only	   a	   fraction	   of	   the	  

hippocampal	   neurons	   were	   TUNEL-‐positive	   after	   HS,	   which	   reflects	   the	   heterogeneity	   of	   the	   stress	  

response	   between	   neurons	   (Fig.	   4B).	   As	   a	   positive	   control,	   DG	   and	   CA1	   sagittal	   sections	   from	   seven-‐

month-‐old	  WT	  mice	   in	   control	   condition	  were	   pretreated	  with	   a	   low	   concentration	   of	  DNAse	   to	   create	  

substrate	  for	  the	  end-‐labeling	  réaction	  (Fig.	  4B).	  The	  level	  of	  gray	  was	  quantified	  within	  the	  nuclei	  in	  cells	  

from	  DG	  and	  CA1	  subfields	  in	  the	  positive	  control	  and	  compared	  to	  the	  averaged	  grey	  levels	  in	  the	  DG	  and	  

CA1	  regions	   in	   	  HS	  condition	   (DG	  :	  70%	   in	  KOTau	  HS	  vs.	  positive	  control	  ;	  CA1	  :	  100%	   in	  KOTau	  HS	  vs.	  

positive	  control),	  showing	  the	  potent	  effect	  of	  HS	  to	  induce	  nucleic	  acid	  breaks	  in	  KOTau	  neurons.	  	  

KO-‐Tau	  mice	  were	  allowed	  to	  recover	  for	  24	  h	  at	  room	  temperature	  after	  HS	  to	  investigate	  the	  later	  effects	  

of	   HS-‐induced	   DNA	   damage.	   The	   nuclear	   TUNEL	   fluorescence	   in	   DG	   neurons	   returned	   to	   basal	   levels	  

(p<0.001);	  however,	  the	  nuclear	  TUNEL	  fluorescence	  only	  partially	  decreased	  in	  CA1	  cells	  (1.2-‐fold	  in	  KO-‐

Tau	  HS+24H	   compared	  with	  KO-‐Tau	  HS,	  p<0,05;	   Fig.	   4C).	   These	   results	   demonstrate	   the	   persistence	   of	  

DNA	  damage	  selectively	  in	  CA1	  neurons.	  

No	   change	   in	   cell	   density	   was	   detected	   (Fig.	   4D),	   which	   demonstrates	   the	   absence	   of	   HS-‐induced	   cell	  

toxicity	  in	  KOTau	  mice	  in	  our	  in	  vivo	  HS	  model.	  	  

	  

3.2.	  H2AX	  phosphorylation	  is	  induced	  in	  KO-‐Tau	  neurons	  only	  after	  hyperthermia	  

The	   production	   of	   DNA	   double-‐strand	   breaks	   (DSB)	   leads	   to	   H2AX	   phosphorylation	   (γ-‐H2AX)	   under	  

normal	   conditions	   (Kuo	   and	   Yang;	   2008),	   which	   is	   necessary	   to	   initiate	   DSB	   repair.	   We	   performed	  

fluorescent	   immunohistochemical	   labeling	  using	  an	  anti-‐γ-‐H2AX	  antibody	   in	  hippocampal	  sections	   from	  

WT	  and	  KO-‐Tau	  mice	  before	  and	  after	  HS	  treatment	  to	  investigate	  DSB	  formation	  (Fig.	  5A).	  No	  significant	  

increase	   in	   γ-‐H2AX	   labeling	  was	  observed	  between	  7m	  WT	  and	  KO-‐Tau	  mice	  under	   control	   conditions.	  

However,	  a	   strong	   increase	   in	  nuclear	  γ-‐H2AX	   foci	  was	  observed	   in	  KO-‐Tau	  hippocampal	   (DG	  and	  CA1)	  

cells	  after	  HS	  treatment	  (Fig.	  5A).	  	  
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A	  strong	  increase	  in	  γH2AX	  levels	  (3.2	  fold	  in	  HS	  KO-‐Tau	  vs.	  HS	  WT,	  p<0.05)	  was	  also	  specifically	  observed	  

in	   lysates	   from	   KO-‐Tau	   hippocampi	   after	   HS	   treatment	   (Fig.	   5B)	   using	   immunoblotting.	   These	   results	  

indicate	  that	  only	  HS-‐induced	  neuronal	  DNA	  damage	  in	  KO-‐Tau	  mice	  led	  to	  γ-‐H2AX	  foci	  production	  γH2AX	  

fluorescent	   labeling	  and	  TUNEL	  assays	  were	  performed	  concomitantly	   in	  hippocampal	   slices	  of	  7m	  KO-‐

Tau	  mice	  (Fig.	  5C).	  HS	  specifically	  evoked	  γH2AX	   foci	  formation	  on	  chromatin	  in	  certain	  TUNEL-‐positive	  

neurons,	  as	  observed	  in	  the	  TUNEL/γ-‐H2AX,	  γ-‐H2AX-‐DAPI	  and	  TUNEL-‐DAPI	  overlays.	  	  

γ-‐H2AX	  labeling	  in	  DG	  cells	  from	  KO-‐Tau	  mice	  decreased	  to	  basal	  levels	  24	  h	  after	  HS	  (Fig.	  5D),	  which	  is	  

similar	  to	  the	  TUNEL	  staining.	  This	  result	  further	  confirms	  the	  capacity	  of	  the	  DG	  cells	  in	  KO-‐Tau	  mice	  to	  

repair	  HS-‐induced	  DNA	  damage.	  In	  contrast,	  discrete	  γ-‐H2AX	  foci	  persisted	  in	  the	  nuclei	  of	  CA1	  neurons,	  

which	  indicated	  the	  reduced	  capacity	  of	  CA1	  neurons	  to	  fully	  restore	  DNA	  integrity	  after	  HS.	  

	  

3.3.	  Hyperthermia	  alters	  DNA	  and	  RNA	  integrity	  in	  KO-‐Tau	  neurons	  

The	  TUNEL-‐positive	  staining	  described	   in	  Fig.	  3B	  was	  also	  present	   in	   the	  cytoplasm	  of	  KO-‐Tau	  neurons	  

(Fig.	  6).	  Cytoplasmic	  TUNEL	  staining	  was	  diffuse	  and,	  therefore,	  did	  not	  correspond	  to	  mitochondrial	  DNA	  

fragmentation.	   We	   hypothesized	   that	   the	   cytoplasmic	   TUNEL	   labeling	   reflected	   RNA	   fragmentation	  

because	  the	  TUNEL	  assay	  is	  based	  on	  fluorochrome	  labeling	  of	  3'-‐OH	  termini	  after	  nucleic	  acid	  breaks.	  	  

Hippocampal	   sagittal	   sections	   from	   heat-‐stressed	   7m	   KO-‐Tau	   mice	   were	   incubated	   with	   high	  

concentrations	  of	  DNAse-‐free	  RNAse,	  RNAse-‐free	  DNAse	  or	  a	  mixture	  of	  DNAse	  and	  RNAse	  to	  investigate	  

the	  possibility	  that	  the	  cytoplasmic	  TUNEL	  staining	  corresponded	  to	  RNA	  strand	  breaks	  (Fig.	  6).	  

Pre-‐treatment	   with	   RNAse	   fully	   abolished	   cytoplasmic	   TUNEL	   staining	   and	   partially	   abolished	   nuclear	  

TUNEL	  staining,	  which	  suggested	  that	  the	  cytoplasmic	  staining	  and	  a	  portion	  of	  the	  nuclear	  staining	  was	  

HS-‐induced	  RNA	  damage	   in	  KO-‐Tau	  neurons.	  Pre-‐treatment	  with	  DNAse	  only	  partially	   removed	  nuclear	  

TUNEL	   staining	   despite	   the	   complete	   disappearance	   of	   DAPI	   staining,	   which	   indicates	   complete	   DNA	  

degradation.	  This	  result	  suggests	  that	  nuclear	  RNA	  is	  damaged	  after	  HS	  in	  KO-‐Tau	  neurons.	  Concomitant	  

pre-‐treatment	   with	   DNAse	   and	   RNAse	   fully	   abolished	   cytoplasmic	   and	   nuclear	   TUNEL	   staining,	   which	  

confirms	  the	  specific	  alterations	  of	  these	  nucleic	  acids	  in	  stressed	  KO-‐Tau	  neurons.	  These	  results	  suggest	  

that	  DNA	  and	  nuclear	  and	  cytoplasmic	  RNA	  are	  damaged	  after	  HS	  in	  KO-‐Tau	  neurons.	  

	  

4.	  Discussion	  

	  

4.1.	  DNA	  protective	  function	  of	  Tau	  in	  vivo	  

The	   present	   study	   demonstrates	   a	   novel,	  major	   physiological	   role	   for	   nuclear	   Tau	   in	   the	   protection	   of	  

neuronal	  DNA	   integrity	   in	  vivo	   in	   the	  adult	  mouse	  brain	  under	  physiological	   conditions	  ;	   the	  absence	  of	  

Tau	  rendered	  neuronal	  cells	  abnormally	  susceptible	  to	  HS-‐induced	  DNA	  damage.	  	  
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Neurons	  in	  the	  brain	  encounter	  recurrent	  oxidative	  stress	  throughout	  their	  lifespan.	  The	  high	  basal	  levels	  

of	  DNA	  damage	  in	  KO-‐Tau	  compared	  with	  WT	  neurons	  in	  aged	  mice	  under	  physiological	  conditions	  likely	  

reflected	  a	  loss	  of	  the	  intrinsic	  protective	  function	  of	  Tau	  against	  chronic	  endogenous	  oxidative	  stress	  in	  

the	  brain.	  It	  may	  contribute	  to	  the	  different	  deficits	  observed	  with	  age	  in	  Tau	  KO	  mice	  (Ke	  et	  al.,	  2012).	  

We	  designed	  a	  novel	   in	  vivo	  mouse	  model	  of	  transient	  hyperthermia/HS	  as	  a	  valuable	  and	  useful	  tool	  to	  

easily	  investigate	  the	  effects	  of	  a	  transient	  and	  acute	  ROS	  increase	  in	  the	  whole	  brain	  of	  WT	  or	  transgenic	  

mice.	   This	   model	   can	   be	   used	   to	   delineate	   the	   role	   of	   Tau	   in	   DNA	   protection	   under	   oxidative	   stress	  

conditions.	   However,	   we	   cannot	   exclude	   the	   possibility	   that	   effects	   other	   than	   oxidative	   stress	   are	  

involved	  in	  hyperthermia	  (Morano	  et	  al.,	  2012).	  This	  model	  demonstrated	  that	  hyperthermia	  potentiated	  

DNA	  alterations	  in	  the	  absence	  of	  Tau	  in	  vivo,	  which	  reproduces	  the	  DNA	  protective	  role	  of	  Tau	  under	  HS	  

conditions	  in	  primary	  neuronal	  cultures	  (Sultan	  et	  al.,	  2011).	  	  

Altogether	  these	  results	  show	  that	  Tau	  plays	  an	  essential	  role	  to	  preserve	  DNA	  integrity	  in	  adult	  neurons	  

in	  vivo	  under	  physiological	  and	  HS	  conditions.	  	  

	  

4.2.	  Tau	  modulates	  DNA	  double-‐strand	  break	  repair	  	  

DNA	  damage	  in	  neurons	  triggers	  a	  cascade	  of	  highly	  potent	  DNA	  repair	  mechanisms	  to	  maintain	  genome	  

integrity	   (Canugovi	   et	   al.,	   2013).	   DNA	   damage	   responses	   can	   induce	   highly	   dynamic	   post-‐translational	  

modifications	  of	  histones	  that	  are	  critical	   for	  the	  DNA	  repair	  process	  (Lukas	  et	  al.,	  2011).	  Double-‐strand	  

breaks,	  one	  of	  the	  most	  toxic	  forms	  of	  DNA	  damage,	  quickly	  induce	  phosphorylation	  at	  serine	  139	  in	  the	  C-‐

terminal	   sequence	   of	   histone	  H2AX	   (γ-‐H2AX),	  which	   promotes	   the	   recruitment	   of	  multiple	  DNA	   repair	  

factors.	  	  

The	  absence	  of	  strong	  γ-‐H2AX	  accumulation	  in	  KO-‐Tau	  neurons	  under	  control	  conditions	  notwithstanding	  

the	  strong	   increase	   in	  neuronal	  DNA	  damage	   in	  KO-‐Tau	  compared	  with	  WT	  mice	  observed	  using	  Comet	  

and	   TUNEL	   assays,	   indicated	   that	   the	   DNA	   damage	   accumulation	   in	   Tau-‐deficient	   mice	   under	  

physiological	  conditions	  differs	  from	  the	  HS-‐induced	  damage.	  This	  result	  suggests	  that	  chronic	  oxidative	  

stress	  primarily	  induces	  single	  breaks	  rather	  than	  double-‐strand	  breaks	  or	  that	  the	  double-‐strand	  break	  

repair	  process	  is	  impaired	  in	  KO-‐Tau	  neurons	  under	  physiological	  conditions.	  	  

Conversely,	  hyperthermia	  induced	  a	  strong	  and	  transient	  increase	  in	  γ-‐H2AX	  foci	  selectively	  in	  the	  nuclei	  

of	  KO-‐Tau	  neurons,	  indicating	  that	  Tau	  deficiency	  induced	  the	  accumulation	  of	  non-‐repaired	  DNA	  double-‐

strand	   breaks	   through	   altered	   DNA	   damage-‐induced	   chromatin	   post-‐translational	   modifications.	   This	  

result	  suggests	  that	  Tau	  modulates	  double-‐strand	  break	  DNA	  repair	  responses	  under	  hyperthermia.	  	  

Hyperthermia-‐induced	  nucleic	  acid	  damage	  is	  reversible,	  which	  suggests	  that	  a	  Tau	  deficiency	  delays,	  but	  

is	  not	  critical	   for,	   the	  DNA	  repair	  process.	  Tau	   likely	  plays	  a	  modulating	  rather	   than	  an	  essential	  role	   in	  

double-‐strand	  break	  DNA	  repair	  mechanisms,	  and	  other	  proteins	  could	  compensate	  for	  its	  loss	  of	  function.	  	  
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These	  results	  show	  an	  essential	  role	  for	  Tau	  in	  the	  control	  of	  DNA	  breaks	  under	  physiological	  conditions	  

in	   adult	   neurons	   in	   vivo	   and	   a	   modulating	   role	   in	   the	   DNA	   double-‐strand	   break	   repair	   process	   under	  

hyperthermia.	  Overall,	  this	  study	  suggests	  	  an	  important	  role	  of	  Tau	  in	  DNA	  repair	  mechanisms	  although	  

we	  cannot	  exclude	  that	  Tau	  may	  only	  be	  involved	  in	  DNA	  protection.	  

	  

4.3.	  Differential	  DNA	  vulnerability	  among	  hippocampal	  neurons	  

DNA	   from	  hippocampal	  neurons	   in	   the	  CA1	   subfield	   showed	  a	  higher	   susceptibility	   to	  damage	   than	  DG	  

neurons	  24	  h	  after	  hyperthermia.	  This	  result	  highlights	  the	  relative	  weakness	  of	  KO-‐Tau	  CA1	  neurons	  to	  

restore	  DNA	  integrity	  compared	  with	  DG	  neurons.	  	  	  

Selective	   deficiency	   in	   oxidized	   DNA	   repair	   has	   been	   reported	   in	   CA1	   neurons	   compared	   to	   others	  

hippocampal	   neurons	   under	   oxidative	   stress	   conditions,	   hypoxia,	   ischemia	   and	   neurodegeneration	   in	  

Alzheimer’s	  disease	  (AD)	  (Wang	  et	  al.,	  2010).	  	  

Our	  data	   suggest	   that	   impaired	  Tau-‐dependent	  DNA	   repair	  plays	   a	   role	   in	   the	   selective	   vulnerability	   of	  

CA1	  neurons.	  	  

	  

4.4.	  Relationship	  between	  Tau	  and	  RNA	  metabolism	  

The	  present	  in	  vivo	  study	  suggests	  that	  Tau	  deficiency	  triggers	  alterations	  in	  RNA	  integrity	  in	  hippocampal	  

neurons	  under	  HS.	  	  

Indeed,	  RNA	  oxidation	  predominantly	   leads	   to	  strand	  breaks	   (Poulsen	  et	  al.,	  2012).	  Cytoplasmic	  TUNEL	  

staining	  has	  been	  described,	  but	  RNA	  fragmentation	  is	  rarely	  suggested	  as	  a	  possible	  cause.	  Nevertheless,	  

TUNEL	  protocols	  often	  advise	  the	  use	  of	  RNAse	  treatment	  to	  clear	  the	  so-‐called	  cytoplasmic	  background	  

(Zhang	  et	  al.	  2006).	  	  

However,	   as	   RNA	   integrity	   has	   been	   analyzed	   in	   an	   indirect	   way,	   	   further	   experiments	   like	   mass	  

spectrometry	  would	  be	  necessary	  to	  confirm	  the	  alteration	  of	  RNA	  in	  KOTau	  mice.	  	  

It	   is	   generally	   acknowledged	   that	   altered	  RNA	   is	   degraded	   rather	   than	   repaired	  because	   very	   few	  RNA	  

repair	  mechanisms	   have	   been	   described	   in	  mammalian	   cells	   (Aas	   et	  al.,	   2003;	   Nunomura	   et	  al.,	   2009).	  

Cleaved	  RNA	   is	   particularly	   harmful	   for	   neurons	  because	   it	   can	   lead	   to	   the	   translation	  of	   dysfunctional	  

truncated	  or	  mutated	  proteins.	  RNA	  damage	  accumulation	   in	  KO-‐Tau	  neurons	  suggests	   that	  Tau	  plays	  a	  

role	   in	   the	  RNA	  quality	   control	  process	   in	   addition	   to	   its	  previously	  described	  genomic	  DNA	  protective	  

function.	   Tau	   is	   an	   RNA-‐binding	   protein	   (Kampers	   et	   al.,	   1996),	   and	   Tau	   may	   protect	   RNA	   partially	  

through	  direct	  or	  indirect	  interactions.	  Further	  experiments	  are	  necessary	  to	  elucidate	  the	  potential	  role	  

of	  Tau	  in	  RNA	  metabolism.	  	  
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4.5.	  Conclusions	  

Our	  data	  suggest	  that	  Tau	  protection	  of	  DNA	  and	  RNA	  integrity	  plays	  a	  key	  role	   in	  nucleic	  acid	  integrity	  

under	  physiological	  conditions	  and	  under	  ROS-‐producing	  stress	  such	  as	  hyperthermia.	  

Tau	   is	   impaired	   in	   several	   devastating	   neurodegenerative	   diseases	   (i.e.,	   tauopathies)	   such	   as	   AD.	   An	  

increase	  in	  oxidative	  DNA	  (Brasnjevic	  et	  al.,	  2008	  ;	  Coppedé	  and	  Migliore,	  2009;	  Bradley-‐Whitman	  et	  al.,	  

2013)	   and	   RNA	   (Lovell	   et	   al.,	   2011;	   Nunomura	   et	   al.,	   2012)	   damage	   occurs	   in	   a	   subset	   of	   vulnerable	  

neurons	  that	  exhibit	  Tau	  pathology	  during	  the	  early	  stages	  of	  AD.	  Therefore,	  the	  pathological	  forms	  of	  Tau	  

may	   have	   altered	   nucleic	   acid	   protective	   functions.	   A	   loss	   of	   Tau-‐mediated	   nucleic	   acid	   functions	  may	  

participate	  in	  the	  DNA	  and	  RNA	  damage	  accumulation	  observed	  in	  tauopathies.	  
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7.	  Figures	  Legends	  

	  

Figure	  1.	  Fluorescence	  quantification	  in	  the	  nuclei	  of	  hippocampal	  neurons.	  

The	   elliptical	   selection	   tool	   of	   ImageJ	  was	   used	   to	  mark	   20	   to	   30	   representative	   nuclei	   based	   on	  DAPI	  

staining.	   The	   immunofluorescence	   quantifications	   from	   the	   nuclear	   mean	   intensity	   fluorescence	   are	  

expressed	   in	   gray	   values,	   and	   image	   analyses	   of	   the	   raw	   data	   were	   obtained	   with	   ImageJ	   and	   ZEN	  

software	  programs.	  

	  

Figure	  2.	  Hyperthermia	  generates	  oxidative	  stress	  in	  WT	  and	  KO-‐Tau	  hippocampi.	  

Protein	   carbonyl	   groups	   generated	   by	   oxidative	   stress	   were	   visualized	   using	   immunolabeling	   after	  

reaction	  with	  2,4-‐dinitrophenylhydrazine	   (DNPH)	   in	   sagittal	   sections	  of	   the	  hippocampus	   from	  WT	  and	  

KO-‐Tau	  mice	  under	  control	  (C)	  or	  heat	  stress	  (HS)	  conditions.	  HS	  increased	  DNPH	  staining	  in	  WT	  and	  KO-‐

Tau	  sections.	  Scale	  bars	  indicate	  200	  or	  10	  μm	  (zoom).	  

	  

Figure	   3.	   Nuclear	   Tau	   protects	   genomic	   DNA	   integrity	   from	   hyperthermia-‐induced	   damage.	   (A)	  

Nuclear	   extracts	   from	   the	   cortex	   and	   hippocampus	   of	  WT	  mice	   in	   the	   control	   (C)	   condition,	   after	   heat	  

stress	   (HS)	   or	   after	   a	   24-‐h	   recovery	   after	   HS	   (HS+24H)	   were	   analyzed	   using	   immunoblotting	   for	   Tau	  

independent	  of	  phosphorylation	  (Tau)	  and	  Tau	  unphosphorylated	  at	  epitope	  S195-‐202	  (Tau1).	  Lamin	  B	  

and	   synaptophysin	   (SYP)	   were	   used	   as	   specific	   nuclear	   and	   cytoplasmic	   markers,	   respectively.	   (B)	  

Densitometric	   analysis	   of	  Tau	   (normalized	   to	   lamin	  B)	   and	  Tau1	   (normalized	   to	   total	  Tau)	   revealed	   an	  

increase	  in	  Tau	  protein	  dephosphorylated	  at	  epitope	  S195-‐202	  in	  the	  nuclei	  of	  neurons	  under	  HS.	  Twenty-‐

four	   hours	   of	   recovery	   restored	   basal	   nuclear	   Tau	   levels.	   The	   data	   shown	   are	   the	   mean±S.D.	   of	   three	  

different	  mice.	  ***,	  p<0.001;	  **,	  p<0.01;	  *,	  p<0.05.	  	  

	  

Figure	   4.	   Hyperthermia	   increases	   non-‐cytotoxic	   nucleic	   acid	   damage	   selectively	   in	   KO-‐Tau	  

neurons.	  (A)	  The	  effect	  of	  Tau	  deficiency	  on	  genomic	  DNA	  integrity	  was	  measured	  using	  a	  Comet	  assay	  in	  

control	  (C)	  and	  heat-‐stress	  (HS)	  mice.	  The	  results	  are	  presented	  as	  the	  OTM	  from	  WT	  or	  KO-‐Tau	  cortices	  

under	   C	   or	   HS	   conditions.	   Tau	   deficiency	   selectively	   promoted	   DNA	   damage	   accumulation	   and	   the	  

majority	  of	  fragmentation	  under	  C	  and	  HS	  conditions.	  Each	  OTM	  value	  is	  the	  median	  value	  of	  150	  to	  200	  

cells	  from	  three	  different	  cortices.	  ***,	  p<0.001;	  *,	  p<0.05.	  (B)	  Representative	  images	  of	  the	  dentate	  gyrus	  

(DG)	  and	  CA1	  sagittal	  sections	  from	  seven-‐month-‐old	  KO-‐Tau	  mice	  subjected	  to	  TUNEL	  assay	  under	  C,	  HS	  

and	  24	  h	  recovery	  after	  HS	  (HS+24H)	  conditions	  and	  analyzed	  using	  laser	  scanning	  confocal	  microscopy.	  

Nuclei	  were	  detected	  with	  DAPI	  staining.	  HS	   induced	  a	  strong	  positive	  TUNEL	  staining	  selectively	   in	  DG	  
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and	  CA1	  KO-‐Tau	  neurons.	  The	  arrows	  indicate	  TUNEL-‐positive	  neurons.	  As	  a	  positive	  control,	  DG	  and	  CA1	  

sagittal	   sections	   from	   seven-‐month-‐old	  WT	  mice	   in	   control	   condition	   have	   been	   pretreated	  with	   a	   low	  

concentration	  of	  DNAse	   to	   create	   substrate	   for	   the	  end-‐labeling	   reaction.	  The	  scale	  bars	   indicate	  20	  μm.	  

(C)	   The	   effect	   of	   Tau	   deficiency	   on	   nuclear	   nucleic	   acid	   integrity	  was	   detected	   using	   the	   TUNEL	   assay	  

under	   C,	   HS	   or	   HS+24H	   conditions.	   The	   level	   of	   gray	   (0=black;	   255=white)	   was	   quantified	   within	   the	  

nuclei	  (based	  on	  DAPI	  detection)	  in	  cells	  from	  whole	  WT	  hippocampi	  (HIP)	  or	  dentate	  gyrus	  (DG)	  and	  CA1	  

subfields	   from	  KO-‐Tau	  hippocampi.	  Tau	  deficiency	   clearly	   increased	   the	   averaged	  gray	   levels	   in	   the	  DG	  

and	  CA1	  regions	  in	  C	  and	  HS	  conditions.	  Twenty-‐four	  hours	  after	  HS,	  the	  gray	  level	  fully	  returned	  to	  basal	  

levels	   in	   the	   nuclei	   from	   KO-‐Tau	   DG	   neurons	   but	   only	   partially	   decreased	   in	   the	   CA1	   neurons,	   which	  

shows	   the	   selective	   weakness	   of	   CA1	   neurons	   compared	   with	   DG	   cells	   in	   the	   removal	   of	   HS-‐induced	  

damage.	  The	  data	  shown	  are	  the	  mean±S.D.	  of	  20	  to	  30	  nuclei.	  ***,	  p<0.001;	  *,	  p<0.05.	  (D)	  Quantification	  of	  

DAPI-‐stained	  nuclei	  did	  not	  show	  significant	  changes	  in	  cell	  density	  in	  seven-‐month-‐old	  CA1	  KO-‐Tau	  mice	  

after	   HS	   or	   HS+24H.	   These	   data	   indicate	   that	   HS-‐generated	   nucleic	   acid	   damage	   did	   not	   promote	   cell	  

death.	  

	  

Figure	   5.	   Tau	   deletion	   induces	   γ-‐H2AX	   accumulation	   under	   hyperthermia.	  H2AX	  phosphorylation	  

was	  detected	  using	  an	  anti-‐γ-‐H2AX	  antibody	  in	  hippocampal	  sections	  from	  7m	  WT	  and	  KO-‐Tau	  mice.	  (A)	  

Representative	   images	  of	   sagittal	  DG	  and	  CA1	  sections	   from	  WT	  and	  KO-‐Tau	  mice	  under	   control	   (C)	  or	  

heat	  stress	  (HS)	  conditions	  labeled	  for	  γ-‐H2AX	  and	  analyzed	  using	  confocal	  microscopy	  are	  shown.	  DAPI	  

stained	   the	   nuclear	   chromatin.	   HS	   induced	   a	   strong	   increase	   in	   γ-‐H2AX	   specifically	   in	   the	   KO-‐Tau	  

hippocampus.	  The	  scale	  bars	  indicate	  50	  μm.	   (B)	  Nuclear	  extracts	  of	  the	  hippocampus	  from	  WT	  and	  KO-‐

Tau	  mice	  in	  the	  C	  or	  HS	  condition	  were	  analyzed	  using	  immunoblotting	  for	  γ-‐H2AX.	  Lamin	  B	  was	  used	  as	  a	  

specific	  nuclear	  loading	  protein.	  (C)	  Sagittal	  DG	  sections	  from	  WT	  and	  KO-‐Tau	  mice	  were	  subjected	  to	  a	  

TUNEL	   assay,	   labeled	  with	   γ-‐H2AX	   and	   analyzed	   using	   confocal	  microscopy.	   Comparisons	   of	   TUNEL-‐γ-‐

H2AX,	  TUNEL-‐DAPI	  and	  Υ-‐H2AX-‐DAPI	  overlays	  highlighted	  the	  occurrence	  of	  double-‐strand	  breaks	  only	  

in	  some	  nuclei	  (arrows).	  Scale	  bars	  indicate	  10	  μm.	  (D)	  Representative	  images	  of	  sagittal	  DG	  sections	  from	  

7-‐month-‐old	  KO-‐Tau	  mice	  24	  h	  after	  HS	   labeled	   for	  γ-‐H2AX	  and	  analyzed	  using	   laser	   scanning	  confocal	  

microscopy.	  The	  nuclei	  were	  detected	  using	  DAPI	  staining.	  Nuclear	  γ-‐H2AX	   labeling	   returned	  to	  control	  

levels	   in	   DG	   neurons,	   but	   discrete	   γ-‐H2AX	   foci	   persisted	   in	   the	   nuclei	   of	   CA1	   neurons.	   The	   scale	   bars	  

indicate	  50	  μm.	  

	  

Figure	   6.	   Hyperthermia	   causes	   DNA	   and	   RNA	   damage	   in	   Tau-‐deficient	   neurons.	   Sagittal	  

hippocampus	   sections	   from	   KO-‐Tau	   mice	   subjected	   to	   heat	   stress	   (HS)	   were	   pre-‐treated	   or	   not	   with	  

DNAse-‐free	  RNAse,	  RNAse-‐free	  DNAse	   or	   both	   before	  TUNEL	   staining	   and	   imaged	  using	   laser	   scanning	  

confocal	   microscopy.	   RNAse	   pre-‐treatment	   fully	   abolished	   cytoplasmic	   staining	   and	   reduced	   nuclear	  

TUNEL	   staining	   levels.	   DNAse	   pre-‐treatment	   fully	   abolished	  DAPI	   staining	   and	   reduced	   nuclear	   TUNEL	  

staining.	   These	   data	   demonstrated	   that	   Tau	   deficiency	   induced	   nuclear	   DNA	   and	   cytoplasmic/nuclear	  

RNA	  damage under HS. 
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II/	  OLIGOMÉRISATION	  DE	  TAU	  ET	  DOMMAGES	  AUX	  ACIDES	  

NUCLÉIQUES	  INDUITS	  PAR	  UN	  STRESS	  HYPERTHERMIQUE	  DANS	  LE	  

MODÈLE	  MURIN	  THY-‐TAU22	  

	  

	  

	  

	  

II.1/	  OBJECTIFS	  

	  

Les	   Tauopathies	   sont	   caractérisées	   par	   la	   présence	   de	   protéine	   Tau	   hyper	   et	  

anormalement	   phosphorylée	   formant	   la	   dégénérescence	   neurofibrillaire.	   L’hypothèse	  

que	  nous	  avons	  formulée	  est	  que	  la	  pathologie	  Tau	  pourrait	  altérer	  son	  rôle	  protecteur	  

vis-‐à-‐vis	  des	  acides	  nucléiques	  dans	  les	  neurones.	  	  

C’est	  pourquoi	  nous	  avons	  étudié	  l’impact	  de	  différents	  stades	  de	  la	  pathologie	  Tau	  sur	  

son	  rôle	  protecteur	  des	  acides	  nucléiques	  dans	  le	  modèle	  murin	  THY-‐	  Tau22.	  	  

	  

II.2/	  RÉSULTATS	  	  

	  

Les	  résultats	  de	  ce	  travail	  sont	  en	  préparation	  pour	  publication	  et	  sont	  présentés	  sous	  la	  

forme	  d’un	  article	  :	  
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Hyperthermia	  promotes	  Tau	  oligomerization	  and	  nuclear	  

nucleic	  acid	  damage	  in	  an	  AD-‐like	  transgenic	  mouse	  model.	  
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Abstract	  	  

The	  early	  stages	  of	  Alzheimer's	  disease	  (AD)	  are	  characterized	  by	  oxidative	  damage	  to	  nucleic	  acids	  

in	  neurons	  demonstrating	  Tau	  pathology.	  Tau	   is	  widely	   known	   to	  play	   a	   role	   in	  microtubule	  dynamics.	  

However,	  Tau	  is	  also	  a	  key	  nuclear	  player	  in	  the	  protection	  of	  neuronal	  genomic	  DNA	  integrity	  under	  ROS-‐

inducing	   heat	   stress	   (HS)	   in	   cultured	   neurons.	   In	   the	   present	  work,	   using	   a	   TUNEL	   assay	   in	   an	   in	   vivo	  

mouse	  model	  of	  tauopathy	  (THY-‐Tau22),	  we	  demonstrated	  that	  HS	  induced	  selective	  nuclear	  nucleic	  acid	  

damage	   to	  hippocampal	  neurons	  during	  early	   stages	  of	  Tau	  pathology.	   Interestingly,	   the	  nuclei	  of	   these	  

neurons	  were	  immunoreactive	  for	  Tau	  oligomers	  as	  indicated	  by	  their	  labeling	  with	  two	  antibodies,	  TOC1	  

and	  T22.	  Thus,	  HS-‐induced	  Tau	  oligomerization	  was	  strictly	  correlated	  to	  nucleic	  acid	  damage,	  suggesting	  

a	  deleterious	  role	  of	  prefibrillar	  Tau	  oligomers	  in	  the	  impairment	  of	  nuclear	  nucleic	  acid	  integrity	  in	  vivo.	  	  

This	   study	   clearly	   highlights	   the	   existence	   of	   a	   critical	   early	   time	   window	   for	   HS-‐induced	   Tau	  

oligomerization	  and	  nucleic	  acid	  vulnerability	  during	  the	  evolution	  of	  Tau	  pathology.	  	  
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1.	  Introduction	  	  

An	   increase	   of	   oxidative	   DNA	   (Bradley-‐Whitman	   et	   al.	   2013	  ;	   Coppedé	   and	   Migliore	   2009	  ;	  

Brasnjevic	  et	  al.	  2008)	  and	  RNA	  (Nunomura	  	  et	  al.	  2012	  ;	  Lovell	  et	  al.	  2011)	  damage	  occurs	  in	  a	  subset	  of	  

vulnerable	   neurons	   exhibiting	   Tau	   pathology	   during	   the	   very	   early	   stages	   of	   Alzheimer’s	   disease	   (AD).	  

Altered	  DNA	  and	  RNA	  integrity	  is	  particularly	  harmful	  in	  differentiated	  neurons.	  Unrepaired	  nucleic	  acids	  

can	   trigger	   transcriptional	   and	   translational	   deregulation,	   leading	   to	   reduced	  protein	   synthesis,	   protein	  

mutation,	  the	  production	  of	  truncated	  proteins	  and	  genomic	  instability;	  therefore,	  nucleic	  acids	  play	  a	  key	  

role	   in	  neuronal	  dysfunction.	  Early	   transcriptional	  deregulation	  and	   chromosomal	   instability	  have	  been	  

widely	  documented	   in	  AD	   (Cooper-‐Knock	  et	  al.	   2012)	   and	  accumulated	  DNA	  damage	  has	   recently	  been	  

linked	   to	   cognitive	   decline	   in	   neurodegenerative	   disorders	   (Borgesius	   et	   al.	   2012).	   However,	   the	  

mechanisms	  responsible	  for	  the	  abnormal	  accumulation	  of	  reactive	  oxygen	  species	  (ROS)-‐induced	  nucleic	  

acid	   damage	   in	   vulnerable	   neurons	   during	   the	   early	   stages	   of	   AD	   pathogenesis	   are	   poorly	   understood.	  

Particularly,	   the	  potential	   role	  of	  Tau	  pathology,	  which	   is	  a	  hallmark	  of	  AD,	   in	  nucleic	  acid	   integrity	  has	  

remained	  unexplored	  to	  date.	  	  

Tau	  pathology	  is	  characterized	  by	  time-‐dependent	  increased	  Tau	  phosphorylation	  to	  specific	  sites	  

and	   abnormal	   conformation	   processes	   leading	   to	   aggregation	   into	   paired	   helical	   filaments	   (PHF)	   and,	  

subsequently,	   neurofibrillary	   tangles	   (NFT).	   Recently,	   prefibrillar	   oligomers	   have	   emerged	   as	   a	  

deleterious	   form	   of	   Tau,	   rather	   than	   larger	   aggregates	   (Flach	   et	   al	  .	   2012	  ;	   Lasagna-‐Reeves	   et	   al.	  2011;	  

Mufson	   et	   al.	   2013),	   and	   have	   been	   linked	   to	   the	   early	   stages	   of	   AD	   pathology	   (Patterson	   et	   al.	   2011	  ;	  

Lasagna-‐Reeves	  et	  al.	  2012).	  However,	  the	  mechanisms	  governing	  the	  nucleation	  of	  Tau	  oligomers	  in	  AD	  

pathology	  remain	  unknown.	  	  

In	  addition	  to	  its	  well-‐known	  role	  in	  microtubule	  assembly	  and	  stabilization,	  Tau	  has	  recently	  been	  

shown	  to	  function	  as	  an	  essential	  nuclear	  player	  in	  the	  protection	  of	  neuronal	  genomic	  DNA	  integrity	   in	  

ROS-‐producing	   heat	   stress	   (HS)	   (Sultan	   et	   al.	   2011).	   Recently,	   using	   an	   in	   vivo	   model	   of	  

hyperthermia/heat	  stress	  (HS)	  (Violet	  et	  al.	  submitted)	  we	  showed	  that	  Tau	  protects	  both	  genomic	  DNA	  

and	  nuclear	  and	  cytoplasmic	  RNA	  integrity	  under	  ROS	  production.	  

We	  hypothesized	  that	  Tau	  pathology	  could	  alter	  its	  nuclear	  nucleic	  acid	  protective	  functions	  under	  

ROS	  production	  and	  participate	  in	  the	  accumulation	  of	  genomic	  DNA	  and	  RNA	  damage	  in	  the	  AD	  brain.	  

We	   subjected	  a	   transgenic	  mouse	  of	  AD-‐like	  Tau	  pathology	   (THY-‐Tau22)	   to	  HS.	  We	  analyzed	   the	  

effect	   of	   ROS	   production	   on	   nuclear	   nucleic	   acid	   integrity	   at	   various	   stages	   of	   Tau	   pathology	   in	   the	  

hippocampus.	  	  

This	  study	  clearly	  highlighted	  the	  existence	  of	  an	  early	  and	  limited	  time	  window	  of	  nuclear	  nucleic	  

acid	  vulnerability	  to	  HS	  during	  the	  development	  of	  Tau	  pathology.	  

Beside,	  we	   tested	   the	  effect	  of	  HS	  on	   the	  development	  of	  Tau	  pathology	   in	   the	  nuclei	  of	  neurons.	  

Importantly,	  this	  study	  revealed	  the	  driving	  force	  with	  which	  HS	  induces	  selective	  Tau	  oligomerization	  in	  

the	   nuclei	   of	   hippocampal	   neurons	   at	   early	   stages	   of	   Tau	   pathology.	   Our	   results	   demonstrate	   that	   HS-‐

induced	  nuclear	  nucleic	  acid	  damage	  is	  strictly	  correlated	  with	  prefibrillar	  Tau	  oligomer	  formation.	  
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Together,	   these	   results	   emphasize	   a	   toxic	   role	   of	   prefibrillar	   Tau	   oligomers	   in	   impaired	   nuclear	  

nucleic	  acid	  integrity	  in	  vivo	  for	  the	  first	  time.	  	  

	  

2.	  Material	  and	  methods	  

2.1.	  Animals	  	  

Heterozygous	   female	   THY-‐Tau22	   and	   littermate	   wild-‐type	   mice	   were	   used.	   THY-‐Tau22	   mice	   are	  

characterized	  by	  overexpressed	  human	  4-‐repeat	  Tau	  mutated	  at	  G272V	  and	  P301S	  under	  the	  control	  of	  

Thy1.2	  promoter	  (Schindowski	  et	  al.	  2006).	  In	  THY-‐Tau22	  mice,	  Tau	  pathology	  starts	  at	  three	  months	  in	  

the	   subiculum/CA1	   subfield,	   the	   first	   brain	   regions	   affected	   in	   AD,	   and	   from	   there	   spreads	   to	   the	  

hippocampal	   dentate	   gyrus	   and	   cortex	   with	   age	   (Shindowski	   et	   al.	   2006)	   All	   animals	   were	   kept	   in	  

standard	   animal	   cages	   under	   conventional	   laboratory	   conditions	   (12	   h/12	   h	   light/dark	   cycle,	   22°C),	  

with	  ad	  libitum	  access	   to	   food	  and	  water.	  The	  animals	  were	  maintained	   in	  compliance	  with	   institutional	  

protocols	   (Comité	   d’éthique	   en	   expérimentation	   animale	   du	   Nord	   Pas-‐de-‐Calais,	   n°	   0508003).	   All	  

experiments	   on	   animals	   were	   performed	   in	   compliance	   with,	   and	   following	   the	   approval	   of	   the	   local	  

Animal	  Resources	  Committee	   (CEEA	  342012	  on	  December	  12,	  2012),	   standards	   for	   the	  care	  and	  use	  of	  

laboratory	  animals,	  and	  French	  and	  European	  Community	  rules.	  

	  

2.2.	  Post-‐mortem	  human	  brain	  

Human	  brain	   samples	  were	  obtained	   from	   the	  Lille	  Neurobank,	  which	  has	  been	  declared	   to	   the	  French	  

Research	  Ministry	  by	  the	  Lille	  Regional	  Hospital	  (CHRU-‐Lille)	  on	  August	  14,	  2008	  under	  the	  reference	  DC-‐

2000-‐642.	   The	   Lille	   Neurobank	   fulfills	   criteria	   from	   the	   French	   Law	   on	   biological	   resources	   including	  

informed	   consent,	   ethics	   review	   committee	   and	   data	   protection	   (article	   L1243-‐4	   du	   Code	   de	   la	   Santé	  

publique,	  August	  2007).	   In	  this	  project,	  post-‐mortem	  human	  brain	  samples	  have	  been	  used	  for	  research	  

purposes.	  

	  

2.3.	  Heat-‐stressed	  mice	  	  

The	  in	  vivo	  mouse	  model	  of	  transient	  hyperthermic	  stress	  was	  used	  as	  previously	  described	  (Violet	  et	  al.,	  

submitted).	  The	  mice	  were	  euthanized	  by	  cervical	  dislocation,	  and	  their	  brains	  were	  rapidly	  removed.	  For	  

each	  brain,	  one	  hemisphere	  was	  post-‐fixed	  for	  24	  h	  in	  4%	  paraformaldehyde	  and	  embedded	  in	  paraffin.	  

The	   hippocampus	   and	   cortex	   were	   dissected	   from	   the	   other	   hemisphere	   and	   used	   for	   biochemical	  

analyses.	  
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2.4.	  Immunofluorescence	  	  

Sagittal	  5	  µM	  brain	  slices	  were	  deparaffinized	  and	  unmasked	  via	  citrate	  buffer	  (3.75	  mM	  Acid	  citrate,	  2.5	  

mM	  disodium	  phosphate,	  pH	  6)	  for	  ten	  minutes	  in	  a	  domestic	  microwave.	  After	  1	  h	  of	  submersion	  in	  1%	  

horse	  serum	  (Vector	  Laboratories),	  primary	  antibodies	  were	  incubated	  overnight	  at	  4°C	  in	  the	  presence	  of	  

PBS-‐0.2%	   triton	   using	   the	   following	   antibodies:	   8OhDG	   (Santa	   Cruz	   Biotechnology),	   AT8	   (Thermo	  

Scientific),	   Tau	   pT212	   (Life	   Technologies),	   MC1	   (generously	   provided	   by	   Dr.	   Peter	   Davies),	  

AT100	  (Thermo	  Scientific),	  TOC1	  (generously	  provided	  by	  Dr.	  Lester	  Binder),	  T22	  (generously	  provided	  

by	   Dr.	   Rakez	   Kayed)	   and	   Tau-‐410	   (Sigma-‐Aldrich).	   AT8	   and	   PT212	   are	   two	   phospho-‐dependent	  

antibodies	   that	   recognize	   the	  phosphorylated	   Ser202/pThr205	  and	  phosphorylated	  Thr212	  epitopes	  of	  

Tau,	  respectively,	  which	  are	  present	  from	  the	  early	  to	  the	  late	  stages	  of	  Tau	  pathology.	  MC1	  recognizes	  an	  

abnormal	  conformation	  of	  Tau	  observed	  in	  early	  AD	  (Weaver	  et	  al.	  2008)	  that	  is	  dependent	  on	  both	  amino	  

acids	  7–9	  and	  313–322.	  AT100	  recognizes	  Tau	  phosphorylated	  at	  epitope	  Ser212/Thr214	  and	  aggregated	  

in	   sarkosyl-‐insoluble	  PHF	   (Zheng-‐Fischhöfer	  et	  al.	   1998).	   Tau	  410	   recognizes	  C-‐terminal	  Tau	   sequence.	  

TOC1,	  generously	  provided	  by	  Pr.	  L.	  Binder	  (Patterson	  et	  al.	  2011;	  Ward	  et	  al.	  2013)	  and	  T22,	  generously	  

provided	  by	  Dr.	  R.	  Kayed	  (Lasagna-‐Reeves	  et	  al.	  2012)	  specifically	   target	  prefibrillar	  Tau	  oligomers,	  For	  

each	  antibody,	  the	  same	  settings	  were	  used	  for	  immunofluorescence	  acquisition	  in	  3m,	  5m	  and	  7m	  THY-‐

Tau22	  mice	  and	  7m	  WT	  mice.	  

These	  antibodies	  were	  revealed	  via	  secondary	  antibodies	  coupled	  to	  Alexa	  488	  or	  568	  (Life	  Technologies).	  

Sections	  were	  counterstained	  and	  mounted	  with	  Vectashield/DAPI	  (Vector	  Laboratories).	  	  

	  

2.5.	  Imaging	  systems	  and	  immunofluorescence	  quantification	  

Immunofluorescence	   acquisition	   and	   quantification	   on	   mouse	   slices	   were	   performed	   as	   previously	  

described	  (Violet	  at	  al.,	  submitted).	  

Images	  of	  Human	  AD	   sections	  were	   captured	  using	   a	  wide-‐field	  microscope	  Zeiss	  Axio	   Imager	  Z1	   (Carl	  

Zeiss,	  Jena,	  Germany)	  with	  20x	  Plan-‐Neofluar	  (0.5	  NA)	  objective	  and	  equipped	  with	  a	  digital	  camera	  (Axio	  

Cam	  MRm).	  	  

	  

2.6.	  TUNEL	  staining	  	  

TUNEL	  staining	  was	  conducted	  on	  tissue	  slices	  as	  previously	  described	  (Violet	  et	  al.,	  submitted).	  

	  

2.7.	  Cytoplasmic	  and	  nuclear	  fractionation	  of	  mouse	  brains	  	  

Mouse	   tissues	   were	   harvested	   in	   ice-‐cold	   buffer	   A	   (10	  mM	  Hepes,	   pH	   7.9,	   1.5	  mM	  MgCl2,	   10	  mM	   KCl,	  

0.15%	  NP-‐40)	  supplemented	  with	  protease	  inhibitors	  (Complete	  Mini-‐Roche)	  and	  phosphatase	  inhibitors	  

(125	  nM,	  okadaic	  acid	  and	  1	  mM	  orthovanadate).	  Tissues	  were	  mechanistically	  homogenized	  with	  a	  50	  ml	  

all	  glass	  homogenizer	  on	  ice	  and	  centrifuged	  at	  100	  g	  for	  one	  minute.	  The	  supernatant	  was	  collected,	  and	  a	  

second	  homogenization	  was	   conducted.	  After	   centrifugation	  at	  1000	  g	   for	   ten	  minutes,	   the	   supernatant	  
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was	  collected	  as	  the	  cytoplasmic	  fraction.	  Nuclei	  in	  the	  pellets	  were	  washed	  three	  times	  and	  then	  lysed	  in	  

ice-‐cold	  RIPA	  buffer	  with	  protease	  inhibitors	  (Complete	  Mini-‐Roche)	  and	  phosphatase	  inhibitors	  (125	  nM	  

okadaic	  acid	  and	  1	  mM	  orthovanadate).	  After	  sonication,	  centrifugation	  at	  12000	  g	  at	  4°C	  for	  20	  minutes	  

yielded	   recovery	  of	   the	   supernatant	   as	   the	  nuclear	   fraction.	  The	  protein	   concentration	  was	  determined	  

with	  a	  BCA	  assay	  kit.	  

	  

2.8.	  CA1	  isolation	  from	  brain	  slices	  

Mouse	  brains	  were	  quickly	  removed	  and	  placed	  in	  ice-‐cold	  artificial	  cerebrospinal	  fluid	  (117	  mM	  NaCl,	  4.7	  

mM	   KCl,	   1.2	   mM	   NaH2PO4,	   23	   mM	   NaHCO3,	   2.5	   mM	   CaCl2,	   1.2	   mM	   MgCl2	   and	   25	   mM	   glucose)	   and	  

continuously	  oxygenated	  with	  95%	  O2	  and	  5%	  CO2	  (pH	  7.4).	  Transverse	  brain	  slices	  (400	  µm)	  were	  cut	  

using	  a	  Vibratome	   (Leica,	  Wetzlar,	  Germany).	  For	  each	  slice,	  CA1	  was	  dissected	  using	  a	   scalpel	  under	  a	  

binocular	  loupe	  (Leica	  MZ75)	  prior	  to	  subcellular	  fractionation.	  

	  

2.9.	  Electrophoresis	  and	  immunoblotting	  	  

Electrophoresis	  and	  immunoblotting	  were	  performed	  as	  previously	  described	  (Sultan	  et	  al.	  2011)	  using	  a	  

Tau	   C-‐terminal	   antibody	   as	   previously	   described	   (Galas	   et	   al.	   2006).	   The	   results	   are	   expressed	   as	   the	  

means	  ±	  S.E.M.	  of	  three	  different	  mice.	  ImageJ	  software	  was	  used	  for	  quantification.	  

	  

2.10.	  Statistics	  

Student’s	   t-‐test	   (BiostaTGV	   software,	   Jussieu,	   France)	  was	   used	   to	   determine	   the	   significance	   (p	  value)	  

between	  groups	  for	  immunoblotting	  and	  immunofluorescence	  analysis.	  A	  p-‐value	  <0.05	  was	  considered	  to	  

indicate	  a	  significant	  difference.	  	  	  

	  

3.	  Results	  

Heat	   stress	   promotes	   nuclear	   nucleic	   acid	   damage	   in	   neurons	   expressing	   early	   Tau	  

phosphorylation	  and	  misfolding.	  Based	  on	  our	  previous	  results	  obtained	  using	  KOTau	  mouse	  brains	  that	  

indicated	  a	  role	  for	  Tau	  protein	  in	  the	  protection	  of	  DNA	  integrity	  during	  HS-‐dependent	  ROS	  production	  

(Violet	   et	   al.,	   submitted),	   we	   hypothesized	   that	   Tau	   alteration	   could	   alter	   the	   nuclear	   nucleic	   acid-‐

protective	  function	  of	  Tau	  under	  ROS-‐producing	  stress	  conditions	  and	  therefore	  could	  participate	   in	  the	  

accumulation	  of	  DNA	  and	  RNA	  damage	  in	  AD	  pathology.	  We	  assessed	  the	  effect	  of	  HS	  on	  nuclear	  nucleic	  

acid	  integrity	  associated	  with	  different	  stages	  of	  Tau	  pathology	  in	  hippocampal	  neurons	  from	  THY-‐Tau22	  

mice.	  	  
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The	  effect	  of	  HS	  on	  nucleic	  acid	  integrity	  in	  CA1	  of	  THY-‐Tau22	  mice	  exhibiting	  various	  stages	  of	  Tau	  

pathology,	   ranging	   from	  weak	   to	  moderate	   to	   severe,	  was	   investigated	   in	  mice	  of	   three	   (3m),	   five	   (5m)	  

and	   seven	   (7m)	  months	   old.	   The	   effect	   of	   HS	   on	   nucleic	   acid	   integrity	   was	   also	   investigated	   in	   seven-‐

month-‐old	  (7m)	  WT	  littermate	  mice.	  	  

First,	  the	  development	  of	  Tau	  pathology	  in	  CA1	  was	  monitored	  in	  sagittal	  hippocampal	  sections	  of	  

the	  hippocampi	  of	  THY-‐Tau22	  and	  WT	  mice	  using	  antibodies	  specific	  to	  various	  AD-‐relevant	  Tau	  epitopes	  

targeting	  phosphorylation	  and/or	  abnormal	  conformation	  (AT8,	  PT212,	  MC1,	  AT100)	  (Fig	  S1).	  In	  CA1	  of	  

THY-‐Tau22	  mice,	  the	  amount	  of	  cytoplasmic	  Tau	  phosphorylation	  (AT8,	  PT212)	  and	  misfolding	  (MC1)	  per	  

neuron,	  as	  well	  as	  the	  number	  of	  neurons	  exhibiting	  Tau	  pathology,	  increased	  from	  3m	  to	  7m.	  Almost	  no	  

insoluble	   fibrillar	   Tau	   (AT100)	   was	   visible	   until	   5m;	   the	   number	   of	   AT100-‐labeled	   neurons	   increased	  

strongly	  by	  7m.	  The	  7m	  WT	  mice	  did	  not	  demonstrate	  Tau	  pathology.	  

To	  analyze	  the	  effect	  of	  HS	  on	  nuclear	  DNA	  and	  RNA	  integrity	  at	  different	  stages	  of	  Tau	  pathology,	  

nuclear	  nucleic	   acid	  damage	  was	  analyzed	  using	  a	  TUNEL	  assay	  and	   imaged	  by	   laser	   scanning	   confocal	  

microscopy	   in	  CA1	  sections	   from	  3m,	  5m,	  7m	  THY-‐Tau22	  and	  7m	  WT	   littermates	  under	  control	   (C),	  HS	  

and	  24	  h	  recovery	  after	  HS	  (HS+24H)	  conditions.	  The	  quantification	  of	  TUNEL	  fluorescence	  in	  the	  nuclei	  

(Fig	  1a)	  revealed	  a	  specific	  HS-‐induced	  increase	  in	  nuclear	  nucleic	  acid	  damage	  in	  CA1	  cells	  from	  5m	  THY-‐

Tau22	  mice	  (≈	  4-‐fold	  in	  5m	  THY-‐Tau22	  HS	  vs.	  5m	  THY-‐Tau22	  C).	  In	  mice	  allowed	  to	  recover	  for	  24	  h	  after	  

HS	   (HS+24H),	   nuclear	   TUNEL	   fluorescence	   partially	   decreased	   compared	   to	   levels	   observed	   in	   the	   HS	  

condition	  (≈	  2-‐fold	  in	  5m	  THY-‐Tau22	  HS+24H	  vs.	  5m	  THY-‐Tau22	  HS).	  Noticeably,	  a	  lack	  of	  accumulation	  

of	   nucleic	   acid	   damage	   in	   neurons	   exhibiting	   later-‐severe	   stage	   cytoplasmic	   Tau	   pathology,	   such	   as	  

insoluble	  fibrillar	  Tau	  (AT100)	  was	  found	  in	  sagittal	  sections	  of	  CA1	  from	  5m	  (Fig	  S2d,	  white	  arrowhead)	  

and	  7m	  (Fig.	  S3)	  THY-‐Tau22.	  

A	   similar	   distinct	   effect	   between	   moderate	   and	   severe	   Tau	   phosphorylation	   (AT8)	   on	   TUNEL	  

staining	  was	  observed	   in	  the	  cortex	  of	   the	  AD	  brain	  (Figure	  S3c),	  which	  confirmed	  that	   the	  THY-‐Tau	  22	  

mouse	  model	   is	   valuable	   for	   investigations	   of	   the	   relationship	   between	  Tau	  pathology	   and	  nucleic	   acid	  

integrity.	  	  

Until	  now,	  nucleic	  acid	  damage	  observed	  in	  AD	  brains	  was	  detected	  using	  immunolabeling	  for	  the	  

nucleic	  acid	  oxidation	  biomarker	  8-‐hydroxy-‐2’-‐deoxyguanosine	  (8-‐OHdG).	  The	  TUNEL	  assay	  was	  coupled	  

with	  8-‐OHdG	  immunolabeling	  (Kalyuzhny	  2002)	  to	   further	  examine	  the	   involvement	  of	  oxidation	  in	  HS-‐

induced	   nucleic	   acid	   fragmentation	   in	   CA1	   neurons	   from	  5m	  THY-‐Tau22	   (Fig	   1b).	   A	   strong	   correlation	  

between	   the	   two	   staining	  methods	  was	  observed.	  No	  8-‐OHdG	   labeling	  was	  detected	   in	  TUNEL-‐negative	  

CA1	  neurons	   from	  7m	  THY-‐Tau22	  mice	  (Fig.	  S3d).	  These	  results	  support	   the	  ability	  of	  HS	   to	   induce	   the	  

oxidative	  stress-‐related	   fragmentation	  of	  nucleic	  acids	   in	  vivo	   in	   the	  nuclei	  of	  CA1	  neurons	  during	  early	  

stages	  of	  Tau	  pathology.	  	  

As	   previously	   observed	   in	   KOTau	   neurons	   (Violet	   et	  al.,	   submitted),	   HS-‐induced	   TUNEL	   staining	  

was	  found	  in	  both	  the	  nucleus	  and	  the	  cytoplasm	  of	  CA1	  neurons	  from	  5m	  THY-‐Tau22	  mice	  (Fig	  1b);	  this	  
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finding	   indicated	  that	  HS-‐induced	  DNA	  and	  RNA	  damage	  during	  early	  Tau	  pathology	  was	  similar	  to	  that	  

previously	  observed	  in	  KOTau	  mice.	  	  

No	  cell	   loss	  was	  observed	  in	  the	  early	  (HS)	  or	   late	  (HS+24H)	  phases	  of	  the	  stress	  response	  in	  5m	  

THY-‐Tau22	  CA1	  neurons	  (Fig.	  S2e).	  

	  

3.1.	  Effect	  of	  heat	  stress	  on	  the	  development	  of	  Tau	  pathology	  in	  nucleic	  acid-‐damaged	  nuclei.	  

To	  test	  the	  effect	  of	  HS	  on	  the	  development	  of	  nuclear	  Tau	  pathology	  and	  its	  relationship	  to	  nuclear	  

nucleic	   acid	   damage,	   sagittal	   sections	   of	   the	   CA1	   subfield	   of	   the	   hippocampi	   from	  5m	  THY-‐Tau22	  mice	  

were	  subjected	  both	  to	  TUNEL	  assay	  and	  immunolabeling	  for	  AT8	  (Fig.	  S2a),	  PT212	  (Fig.	  S2b),	  MC1	  (Fig.	  

S2c),	  AT100	  (Figure	  S2d)	  antibodies.	  	  

AT8,	   PT212,	   MC1,	   AT100	   stainings	   were	   quantified	   in	   CA1	   nuclei	   (Fig.	   2a).	   Increases	   in	   TUNEL	  

staining	   observed	   directly	   following	   HS	   were	   correlated	   to	   a	   slight	   increase	   in	   pathological	   Tau	  

phosphorylation	  labeling	  in	  the	  nuclei	  of	  CA1	  neurons,	  as	  observed	  using	  AT8	  (1.9-‐fold	  5m	  THY-‐Tau22	  HS	  

vs.	  5m	  THY-‐Tau22	  C)	  and	  PT212	  (3.3-‐fold	  5m	  THY-‐Tau22	  HS	  vs.	  5m	  THY-‐Tau22	  C)	  antibodies.	  A	  slight	  but	  

not	   statistically	   significant	   increase	   in	   early	   Tau	   misfolding	   was	   detected	   using	   MC1	   antibodies.	  

Interestingly,	  after	  a	  24	  h	  recovery	  after	  HS,	  the	  levels	  of	  Tau	  phosphorylation	  persisted	  (AT8)	  or	  slightly	  

increased	   (PT212:	   1.3-‐fold	   5m	  THY-‐Tau22	  HS+24H	  vs.	   5m	  THY-‐Tau22	  HS),	   but	   early	  misfolding	   (MC1)	  

was	   greatly	   increased	   (3.6-‐fold	  5m	  THY-‐Tau22	  HS+24H	  vs.	   5m	  THY-‐Tau22	  HS).	   In	   contrast,	  HS	  did	  not	  

promote	  the	  formation	  of	  PHF	  Tau	  (AT100).	  	  

To	  determine	  whether	  HS-‐induced	  increases	  in	  nuclear	  Tau	  phosphorylation	  and	  misfolding	  were	  

related	   to	  an	   increase	  of	  Tau	   in	  neuronal	  nuclei,	   immunolabeling	   in	   the	  CA1	  subfield	  of	  5m	  THY-‐Tau22	  

mice	   was	   performed	   using	   a	   phospho-‐and	   conformation-‐independent	   Tau	   (total	   Tau)	   antibody	   and	  

quantified	  in	  Fig.	  2b.	  No	  significant	  changes	  in	  the	  level	  of	  nuclear	  Tau	  was	  observed	  neither	  after	  HS	  nor	  

24H	  recovery	  after	  HS.	  	  

In	   parallel,	   immunoblotting	   using	   a	   phospho-‐	   and	   conformation-‐independent	   Tau	   (total	   Tau)	  

antibody	  was	   performed	   and	   quantified	   in	   nuclear	   extracts	   from	   isolated	   CA1	   subfields	   of	  WT	   and	   5m	  

THY-‐Tau22	  mice	  that	  were	  or	  were	  not	  exposed	  to	  HS	  (Fig.	  2c).	  HS	  promoted	  the	  nuclear	  accumulation	  of	  

total	  Tau	  in	  WT	  CA1	  neurons,	  as	  previously	  described	  in	  the	  whole	  hippocampus	  (Violet	  et	  al.	  submitted	  ).	  

Conversely,	  HS	  did	  not	  significantly	  modify	  the	  level	  of	  Tau	  in	  nuclear	  extracts	  of	  CA1	  cells	  from	  5m	  THY-‐

Tau22,	  confirming	  the	  results	  obtained	  from	  immunofluorescence	  (Fig.	  2b).	  These	  results	  showed	  that	  the	  

HS-‐induced	   increase	  of	  Tau	  phosphorylation	  and	  misfolding	  was	  not	   related	   to	  an	   increase	  of	   total	  Tau	  

into	  the	  nuclei	  of	  neurons.	  

Alogether,	   these	   results	   indicated	   that	   HS	   quickly	   but	   weakly	   increased	   Tau	   phosphorylation;	  

however,	  it	  strongly	  catalyzed	  MC1	  misfolding	  in	  a	  later	  phase	  of	  the	  stress	  response.	  	  
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Heat	   stress	   induces	   the	   formation	   of	   prefibrillar	   Tau	   oligomers	   selectively	   in	   neurons	   demonstrating	  

nucleic	  acid	  damage	  

	  

The	  intriguing	  selectivity	  of	  moderate	  Tau	  pathology,	  observed	  in	  prefibrillar	  Tau	  neurons	  from	  5m	  

THY-‐Tau22	  mice,	  to	  mediate	  nuclear	  acid	  alteration	  suggested	  that	  harmful	  forms	  of	  Tau	  might	  be	  induced	  

by	  ROS-‐producing	  stress	  in	  early	  rather	  than	  in	  late	  stages	  of	  the	  disorder.	  Based	  on	  compelling	  evidence	  

indicating	   that	   prefibrillar	   Tau	   oligomers	   mediate	   Tau	   toxicity	   rather	   than	   larger	   aggregates,	   we	  

hypothesized	  that	  Tau	  oligomers	  may	  be	  related	  to	  nucleic	  acid	  alteration.	  

We	  first	   tested	  the	  ability	  of	  HS	  to	   induce	  nuclear	  Tau	  oligomers	   in	  vivo	  by	   immunohistochemical	  

analysis	  and	  confocal	  microscopy	  using	  TOC1	  and	  T22	  antibodies	   in	  CA1	  neurons	   from	  WT	  and	  3m,	  5m	  

and	  7m	  THY-‐Tau22	  mice.	  TOC1	  (Fig.	  3a)	  and	  T22	  (Fig.	  3b)	  immunolabelings	  were	  quantified	  in	  the	  nuclei	  

of	   CA1	   neurons.	  HS	   selectively	   induced	  Tau	   oligomerization	   in	   CA1	   neurons	   from	  5m	  THY-‐Tau22	  mice	  

(TOC1:	  2.7-‐fold	  HS	  vs.	  C;	  T22:	  5.6-‐fold	  HS	  vs.	  C),	  and	  the	  level	  of	  Tau	  oligomers	  greatly	  increased	  after	  a	  24	  

h	  recovery	  following	  HS	  (TOC1:	  1.7-‐fold	  HS+24H	  vs.	  HS;	  T22:	  2.4-‐fold	  HS+24H	  vs.	  HS).	  

A	  three-‐dimensional	  reconstruction	  of	  the	  TOC1	  immunofluorescence	  confocal	  microscopy	  z-‐series	  

demonstrated	   the	   presence	   of	   Tau	   oligomers	   through	   a	  whole	   sagittal	   section	   of	   the	   CA1	   hippocampal	  

subfield	  of	  5m	  THY-‐Tau22	  mice	  (Fig.	  S4a).	  Notably,	  a	  higher	  magnification	  of	  the	  3D	  reconstruction	  (Fig.	  

S4b)	   indicated	   that	   the	  nuclear	  distribution	  of	  Tau	  oligomers	   redistributed	   from	  a	   low,	  diffuse	   labeling,	  

which	  was	  observed	  after	  HS,	   to	  a	   cortical	   ring	  and	  dense	   internal	   foci	  observed	  after	  24	  h	  of	   recovery	  

following	   HS.	   In	   parallel,	   a	   three-‐dimensional	   reconstruction	   of	   TOC1	   immunofluorescence	   confocal	  

microscopy	  z-‐series	  was	  performed	   in	  WT	  CA1	  neurons	  and	  did	  not	  demonstrate	  HS-‐induced	  effects	  on	  

Tau	  oligomerization	  (Fig.	  S4c).	  

	  

3.2.	  Effect	  of	  heat	  stress	  on	  cellular	  Tau	  pathology	  in	  nucleic	  acid-‐damaged	  neurons	  	  

To	  analyze	   the	  effect	  of	  HS	  on	  Tau	  pathology	   in	   the	  neuronal	   somata	  more	  globally,	  AT8,	  PT212,	  

MC1,	  AT100,	  TOC1	  and	  T22	  labelings	  were	  quantified	  in	  the	  entire	  CA1	  cellular	  layer	  from	  5m	  THY-‐Tau22	  

mice	   (Fig.	   S5).	   Similar	  HS-‐induced	   effects	   on	  Tau	  phosphorylation	   (AT8,	   PT212),	   Tau	  misfolding	   (MC1)	  

and	   Tau	   oligomerization	   (TOC1,	   T22)	   were	   observed	   in	   the	   whole	   cell	   body	   as	   those	   observed	   in	   the	  

neuronal	   nuclei.	  HS	   did	   not	   promote	  Tau	   fibrillarization	   (AT100)	   in	   the	   body	   of	   CA1	  neurons	   from	  5m	  

THY-‐Tau22	  mice.	  	  

	  

3.3.	  Correlation	  between	  nucleic	  acid	  damage	  and	  Tau	  oligomerization	  	  

To	   test	   the	  potential	   relationship	  between	  HS-‐induced	  Tau	  oligomers	  and	  nucleic	   acid	  alteration,	  

TUNEL	  staining	  and	  TOC1	  and	  T22	  immunolabelings	  were	  co-‐performed	  in	  sagittal	  sections	  of	  CA1	  from	  
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5m	  THY-‐Tau22	  mice	   (Fig.	   4).	  HS-‐induced	  Tau	   oligomers	  were	   strongly	   correlated	  with	   TUNEL-‐positive	  

staining.	  

These	  results	  indicated	  a	  close	  relationship	  between	  the	  vulnerability	  of	  nucleic	  acid	  to	  HS	  and	  the	  

generation	  of	  Tau	  oligomers	  in	  the	  nuclei	  of	  CA1	  neurons	  in	  the	  early	  stages	  of	  Tau	  pathology.	  	  

Interestingly,	  a	  similar	  correlation	  was	  observed	  in	  the	  cytoplasm	  of	  nucleic	  acid-‐damaged	  neurons.	  

	  

3.4.	  Heat	  stress-‐induced	  Tau	  oligomerization	  and	  nucleic	  acid	  damage	  is	  a	  common	  feature	  of	  CA1	  

and	  DG	  hippocampal	  neurons	  	  

In	   addition	   to	   neurons	   in	   the	   CA1	   subfield,	   granular	   neurons	   of	   the	   DG	   are	   also	   prone	   to	  

neurodegeneration	   in	   several	   tauopathies,	   such	  as	  Pick’s	  disease.	   In	  AD,	  neurodegeneration	   first	   affects	  

neurons	   of	   the	   CA1	   subfield	   of	   the	   hippocampus,	   whereas	   granule	   cells	   of	   the	   DG	   withstand	  

neurodegeneration	   until	   the	   late	   stages	   of	   pathology	   (Ohm	   2007).	   Similarly,	   THY-‐Tau22	   mice	   develop	  

delayed	  Tau	  pathology	  in	  the	  DG	  compared	  to	  CA1	  (Schindowski	  et	  al.	  2006).	  

In	   7m	   THY-‐Tau22	   mice,	   whereas	   numerous	   CA1	   neurons	   exhibited	   late	   Tau	   pathology	   (Fig.	   3),	  

granular	  neurons	  of	  the	  DG	  demonstrated	  moderate	  phosphorylated	  and	  misfolded	  Tau	  but	  no	  PHF	  (data	  

not	   shown),	   reflecting	   an	   earlier	   stage	   of	   pathology,	   similar	   to	   that	   observed	   in	   CA1	   of	   5m	  THY-‐Tau22	  

mice.	  	  

To	  examine	  whether	  HS-‐induced	  nuclear	  nucleic	  acid	  alteration	  and	  Tau	  oligomerization	  were	  not	  

selective	   to	  CA1	  neurons,	   a	  TUNEL	  assay	  and	   immunoblotting	   for	  TOC1	  were	   co-‐performed	   in	  granular	  

neurons	  of	  the	  DG	  from	  7m	  THY-‐Tau22	  mice	  (Fig.	  5a,b).	  	  	  

In	   the	  DG,	  as	  well	  as	   in	  CA1	  neurons	  expressing	  early	  Tau	  pathology,	  HS	   induced	  nuclear	  nucleic	  

acid	   fragmentation	   that	   partly	   decreased	   24	   h	   after	   HS	   (≈	   2.5-‐fold	   in	   HS+24H	   vs.	   HS)	   (Fig.	   5a,b).	   As	  

previously	   observed	   in	   CA1	   neurons	   of	   5m	   THY-‐Tau22	   mice,	   HS-‐induced	   nucleic	   acid	   damage	   was	  

correlated	  with	  an	   increase	  of	  Tau	  oligomer	   levels	   (Fig.	  5a,b).	  However,	   in	  contrast	   to	  CA1	  neurons,	   the	  

level	  of	  Tau	  oligomers	   slightly	  decreased	  24	  h	  after	   recovery.	   Similar	   results	  were	  also	  observed	   in	   the	  

cytoplasm	  of	  7m	  DG	  neurons.	  

Notably,	  HS	  exhibited	  a	   reduced	  ability	   to	  potentiate	  Tau	  oligomerization	   in	   the	  DG	  compared	   to	  

CA1	  neurons	  during	  the	  late	  response	  to	  stress	  (summarized	  in	  Fig.	  5c).	  

	  

4.	  Discussion	  

4.1.	  An	  inducing	  role	  of	  ROS-‐producing	  stress	  in	  Tau	  oligomerization	  	  

Although	  soluble	  Tau	  oligomers	  have	  emerged	  as	  the	  pathogenic	  species	  in	  AD,	  as	  opposed	  to	  other	  

larger	   aggregates,	   the	   pathological	   mechanisms	   driving	   Tau	   oligomerization	   in	   vivo	   are	   generally	  

unknown	   (Hawkins	   et	   al.	   2013	   ;	   Blair	   et	   al.	   2013).	   Evaluating	   the	   mechanisms	   underlying	   Tau	  
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oligomerization	   in	   the	   brain	   may	   further	   improve	   our	   understanding	   of	   the	   roots	   of	   early	   neuronal	  

dysfunction	  observed	  in	  AD.	  Oxidative	  stress	  has	  been	  shown	  to	  induce	  Tau	  oligomerization	  in	  in	  vitro	  and	  

in	  cellular	  models	  (Schweers	  et	  al.	  1995	  ;	  Reynolds	  et	  al.	  2005	  ;	  Santa-‐Maria	  et	  al.	  2005	  ;	  Vanhelmont	  et	  al.	  

2010).	   Using	   two	   recently	   described	   antibodies	   that	   specifically	   recognize	   prefibrillar	   Tau	   oligomers	  

(Ward	  et	  al.	   2013;	   Lasagna-‐Reeves	   et	  al.	   2012),	  we	  demonstrated	   that	  mild	  HS,	  which	  produces	   effects	  

that	  are	  similar	  to	  those	  caused	  by	  oxidative	  stress	  in	  neurons	  (Galas	  et	  al.	  2006;	  Sultan	  et	  al.	  2011;	  Violet	  

et	  al.	  submitted)	  induces	  nuclear	  and	  cytoplasmic	  Tau	  oligomerization	  in	  vivo	  in	  hippocampal	  neurons.	  	  

Oxidative	  stress	  has	  long	  been	  described	  as	  an	  important	  player	  in	  AD	  pathogenesis	  (Nunomura	  et	  

al.	  2006	  ;	  Sultana	  et	  al.	  2010	  ;	  Sutherland	  et	  al.	  2013).	  In	  the	  present	  study,	  prefibrillar	  Tau	  oligomers	  were	  

observed	   exclusively	   in	   heat	   stressed	   neurons	   exhibiting	   early	   pathological	   Tau	   phosphorylation	   and	  

misfolding.	   These	   observations	   support	   the	   previously	   reported	   role	   of	   phosphorylation	   and	   the	  

prerequisite	  MC1	  conformation	  in	  the	  Tau	  oligomerization	  process	  (Wang	  et	  al.	  2007	  ;	  Bibow	  et	  al.	  2011;	  

Nübling	   et	   al.	   2012).	   The	   absence	   of	   small	   oligomeric	   forms	   in	   neurons	   bearing	   fibrillar	   Tau	   (PHF)	  

suggests	   that	  HS-‐induced	  Tau	  oligomers	  may	  be	  quickly	   trapped	  by	  these	   larger	  aggregates	  or	   that	  ROS	  

production	  in	  these	  neurons	  is	  not	  sufficient	  to	  trigger	  Tau	  oligomerization	  (Nunomura	  et	  al.	  2001).	  Our	  

results	   strongly	   suggest	   that	   an	   increase	   in	   ROS	   represents	   a	   driving	   force	   in	   the	   Tau	   oligomerization	  

process	   during	   the	   early	   stages	   of	   AD	   pathogenesis.	   Nevertheless,	   we	   cannot	   rule	   out	   that	   additional	  

effects	  induced	  by	  HS	  may	  be	  involved.	  	  

Interestingly,	  oxidative	  stress	  has	  also	  been	  shown	  to	  be	  involved	  in	  Abeta	  peptide	  oligomerization	  

in	  an	  APP	  transgenic	  mouse	  model	  of	  AD	  (Murakami	  et	  al.	  2011)	  and	  might	  play	  a	  similar	  catalyzing	  role	  

in	  the	  formation	  of	  toxic	  oligomeric	  forms	  for	  Tau	  as	  well	  as	  for	  Abeta,	  the	  two	  key	  actors	  in	  AD.	  	  

Hippocampal	   neurons	   are	   variably	   susceptible	   to	   oxidative	   stress	   and	  Tau	  pathology.	   In	  AD,	  Tau	  

pathology	  primarily	  affects	  neurons	  in	  the	  CA1	  subfield	  of	  the	  hippocampus,	  whereas	  granule	  cells	  in	  the	  

DG	   are	   more	   resistant	   to	   neurodegeneration.	   Interestingly,	   hippocampal	   neurons	   of	   the	   CA1	   subfield	  

demonstrated	  a	  greater	  vulnerability	  to	  HS-‐induced	  Tau	  oligomerization	  than	  granular	  neurons	  of	  the	  DG.	  

Although	  a	  similar	  rapid	  HS-‐induced	  Tau	  oligomerization	  was	  observed	  in	  both	  regions,	  indicating	  that	  the	  

early	  effect	  of	  stress	  on	  Tau	  polymerization	   is	  cell-‐type-‐independent,	   in	   the	   later	  response	  to	  stress,	   the	  

level	  of	  Tau	  oligomers	  was	   strongly	   increased	   in	  CA1	  neurons,	  whereas	   it	  was	   slightly	  decreased	   in	  DG	  

neurons.	  A	  reduction	  of	  detected	  Tau	  oligomers	  in	  the	  DG	  might	  reflect	  either	  a	  loss	  of	  affinity	  of	  the	  two	  

tested	   antibodies	   for	   oligomeric	   entities,	   potentially	   caused	   by	   conformational	   changes	   and/or	   higher	  

polymerization,	  or	  a	  reversibility	  of	  Tau	  oligomerization.	  Interestingly,	  the	  reversibility	  of	  Tau	  aggregation	  

had	  been	  previously	  described	   in	   cellular	   (Khlistunova	  et	  al.	   2007)	  and	   in	  vivo	  models	   (Hochgräfe	  et	  al.	  

2013).	   Therefore,	   our	   data	   suggest	   that	   ROS-‐induced	   Tau	   oligomerization	   might	   partially	   explain	   the	  

increased	  vulnerability	  of	  CA1	  neurons	  compared	  to	  DG	  neurons	  in	  AD.	  	  
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4.2.	  Relationship	  between	  altered	  Tau	  and	  nuclear	  nucleic	  acid	  integrity	  

The	  accumulation	  of	  Tau	  oligomers	  in	  neurons	  might	   impair	  the	  long-‐term	  functionality	  of	  Tau	  in	  

oxidative	  conditions.	  In	  the	  THY-‐Tau22	  AD-‐like	  Tau	  pathology	  mouse	  model,	  similar	  heat	  stress-‐induced	  

selective	  nucleic	  acid	  damage	  was	  observed	  in	  hippocampal	  neurons	  exhibiting	  early	  Tau	  phosphorylation	  

and	  conformational	  changes	  prior	  to	  fibrillarization	  (PHF).	  Interestingly,	  the	  accumulation	  of	  nucleic	  acid	  

markers	  of	  oxidative	   stress	  has	  been	  widely	   reported	   in	   the	  AD	  brain	  at	   the	  onset	  of	  disease	  pathology	  

(Lovell	  et	  al.	  2007	  ;	  Lovell	  	  et	  al.	  2011	  ;	  Nunomura	  et	  al.	  2009	  ;	  Murakami	  	  et	  al.	  2011).	  

Nuclear	   nucleic	   acid	   damage	   was	   strictly	   correlated	   with	   the	   accumulation	   of	   prefibrillar	   Tau	  

oligomers,	   which	   emphasized	   a	   deleterious	   relationship	   between	   Tau	   oligomerization	   and	   nucleic	   acid	  

alteration	   in	   neurons,	   suggesting	   that	   prefibrillar	   Tau	   oligomers	   could	   alter	   the	   nucleic	   acid-‐protective	  

functions	  of	  Tau	  similarly	   to	  Tau	  deficiency.	  Furthermore,	   this	  study	  demonstrated	   that	   the	  heat	  stress-‐

induced	   nuclear	   accumulation	   of	   Tau	   oligomers	   and	   nucleic	   acid	   damage	   occurred	   during	   a	   short	   time	  

period	  between	   the	  appearance	  of	  early	  Tau	  phosphorylation	  and	  misfolding	  and	   the	   later	   formation	  of	  

insoluble	  PHF	  (Fig.	  6).	  	  

However,	   the	   causal	   relationship	   between	  Tau	   oligomerization	   and	  nucleic	   acid	   damage	   remains	  

unclear.	  We	  and	  others	  have	  reported	  that	  Tau	  interacts	  with	  DNA	  (Sjoberg	  et	  al.	  2006	  ;	  Wei	  et	  al.	  2008;	  

Sultan	  et	  al.	  2011).	  Deregulation	  of	  the	  interaction	  between	  key	  proteins	  and	  DNA	  has	  been	  suggested	  to	  

play	  an	  important	  role	  in	  the	  etiogenesis	  of	  neurodegenerative	  diseases	  (Camero	  et	  al.	  2013a).	  It	  has	  been	  

previously	  demonstrated	   in	  vitro	   that	  monomers	   and	   small	   oligomers	   interact	  with	  DNA	   (Camero	  et	  al.	  

2013b)	   but	   aggregation	   impairs	   Tau	   binding	   to	   DNA	   (Hua	   and	   He	   2002;	   Camero	   et	   al.	   2013b).	  

Nevertheless	  Tau	  oligomerization	  may	  alter	  Tau’s	  ability	  to	  complex	  with	  DNA	  and	  therefore	  underlie	  the	  

loss	  of	  its	  DNA-‐protective	  function.	  	  

Conversely,	   in	  vitro,	   it	   has	   been	   shown	   that	   the	   binding	   of	   Tau	   to	   RNA	   and	  DNA	   accelerated	   the	  

formation	  of	  Tau	  filaments	  (Kampers	  et	  al.	  1996	  ;	  Hikosou	  et	  al.	  2007	  ;	  Yin	  et	  al.	  2009	  ).	  Furthermore,	  Tau	  

aggregation	   has	   been	   proposed	   to	   be	  mediated	   through	   its	   interaction	  with	   stress	   granules	   (Wolozin	  ;	  

2012),	   which	   are	   reversible	   cytoplasmic	   aggregates	   of	   RNA-‐binding	   proteins	   that	   are	   generated	   to	  

sequester	  and/or	  degrade	  mRNAs	  during	  the	  cellular	  stress	  response.	  

Consequently,	   Tau	   oligomers	   and	   damaged	   nucleic	   acid	   might	   act	   synergisticallyin	   the	   nuclei	   of	  

neurons	  to	  create	  a	  vicious	  circle	  contributing	  to	  the	  early	  potentiation	  of	  AD	  pathogenesis.	  

The	   underlying	   mechanisms	   involved	   in	   nuclear	   oligomeric	   Tau	   accumulation	   are	   currently	  

unknown.	  Our	  data	  suggest	  that	  Tau	  might	  be	  directly	  phosphorylated,	  misfolded	  and	  oligomerized	  inside	  

the	   nucleus	   under	   stress	   conditions	   as	   opposed	   to	   stress-‐induced	   oligomers	   being	   shuttled	   from	   the	  

cytoplasm	  to	  the	  nucleus.	  	  

Although	  stress-‐induced	  Tau	  oligomers	  were	  diffusely	  distributed	  throughout	  the	  nucleoplasm,	  we	  

observed	   an	   increase	   and	   a	   relocalization	   of	   Tau	   oligomers	   to	   nuclear	   clusters	   after	   24	   h	   of	   recovery.	  

Surprisingly,	   this	   observation	   was	   correlated	   with	   a	   decrease	   in	   nuclear	   nucleic	   acid	   damage,	   which	  
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suggests	  that	  the	  gathering	  of	  Tau	  oligomers	  may	  represent	  a	  mechanism	  by	  which	  oligomeric	  toxicity	  is	  

decreased.	   As	   Tau	   oligomers	   can	   promote	   fibril	   formation	   at	   high	   concentrations,	   it	   is	   tempting	   to	  

speculate	   that	   clusters	   of	   Tau	   oligomers	   might	   participate	   in	   their	   aggregation	   into	   inert	   higher-‐

molecular-‐weight	  entities	  in	  the	  nuclei	  of	  neurons.	  

	  

	  

5.	  Conclusion	  

The	  early	  stages	  of	  Alzheimer's	  disease	  (AD)	  are	  characterized	  by	  specific	  mechanisms	  that	  induce	  

neuronal	   impairment	   and	   contribute	   to	   the	   development	   of	   pathology.	   Understanding	   precocious	  

pathological	  mechanisms	   is	   essential	   to	   deciphering	   the	   factors	   that	   trigger	   AD	   and	   shed	   light	   on	   new	  

therapeutic	   targets.	   This	   report	   supports	   oxidative	   stress	   as	   playing	   an	   essential	   role	   in	   early	   AD	  

pathogenesis.	  

It	  has	  been	  previously	  reported	  that	  Tau	  oligomers	  are	  associated	  with	  altered	  membrane	  integrity	  

(Flach	   et	   al.	   2012),	   dysfunctional	   ubiquitin-‐proteasome	   systems	   (Tai	   et	   al.	   2012),	   altered	   synaptic	   and	  

mitochondrial	   functions	   and	   cognitive	   decline	   early	   in	   the	   disease.	   The	   present	   study	   connected	   Tau	  

oligomers	   to	  nucleic	   acid	  alterations	   in	   the	  nuclei	  of	  neurons	  and	  expanded	   their	  deleterious	  effects	  on	  

neurons.	   Interestingly,	  hyperthermia	   like	   fever	  or	  heat	  exposure	  has	  been	   linked	   in	  humans	   to	  memory	  

impairment	  (Racinais	  et	  al.	  2008;	  Gaoua	  et	  al.	  2011;	  Jiang	  et	  al.	  2013)	  and	  in	  worthening	  of	  AD	  pathology	  

(Fabiszewski	   et	   al.	   1990).	   From	  our	   data	   it	   is	   tempting	   to	   speculate	   that	   an	   increase	   of	   prefibrilar	   Tau	  

oligomers	  and	  nucleic	  acid	  alteration	  might	  be	  involved	  in	  these	  conditions.	  

Our	   results	   identified	   a	   critical	   time	  window	   for	   stress-‐induced	   Tau	   oligomerization	   and	   nucleic	  

acid	   alteration.	   Neurons	   that	   are	   vulnerable	   to	   HS	   specifically	   demonstrated	   early	   pathological	   Tau	  

phosphorylation	   and	   misfolding	   preceding	   fibrillization.	   This	   finding	   suggests	   the	   existence	   of	   a	   short	  

therapeutic	  window,	  during	  which	  it	  may	  be	  possible	  to	  prevent	  and/or	  reverse	  the	  formation	  of	  toxic	  Tau	  

oligomers	   and	   nucleic	   acid	   damage	   to	   block,	   or	   at	   least	   slow,	   the	   progression	   of	   AD	  pathology.	   Indeed,	  

immunotherapeutic	   (Castillo-‐Carranza	  et	  al.	  2013)	  and	  chemical	   (Hosokawa	  et	  al.	  2012)	  strategies	  have	  

highlighted	  Tau	  oligomers	  as	  promising	  therapeutic	  targets	  to	  prevent	  the	  development	  of	  AD.	  	  

	  

6.	  Footnote	  

This	  article	  is	  dedicated	  to	  the	  late	  Pr.	  Lester	  Binder	  who	  was	  a	  pioneer	  in	  studying	  the	  atypical	  nuclear	  

functionnality	  of	  Tau.	  
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9.	  Figures	  	  

Fig.	  1	  Tau	  pathology	  selectively	  generated	  nucleic	  acid	  oxidative	  damage	  in	  the	  nuclei	  of	  neurons	  in	  the	  

early	   stages	   of	   AD	   pathology.	   (a)	   The	   effect	   of	   Tau	   pathology	   on	   nuclear	   nucleic	   acid	   integrity	   was	  

detected	  by	  TUNEL	  assay	  under	  control	  (C),	  HS	  or	  24	  h	  after	  HS	  (HS+24H)	  conditions.	  The	  level	  of	  gray	  (0	  

=	  black;	  255	  =	  white)	  was	  quantified	  within	  the	  nuclei	  (based	  on	  DAPI	  detection)	  of	  CA1	  cells	  from	  seven-‐

month-‐od	  WT	  and	   three-‐	   (3m),	   five-‐	   (5m)	   and	   seven-‐	   (7m)	  month-‐old	  THY-‐Tau22	  mice.	   Tau	  pathology	  

increased	   the	  averaged	  gray	   level	   in	   the	  HS	  condition	   in	  5m	  THY-‐Tau22	  mice.	  Gray	   levels	  only	  partially	  

decreased	  after	  24	  h	  of	  recovery	  after	  HS.	  The	  data	  shown	  are	  the	  means	  ±	  S.D.	  of	  20	  to	  30	  nuclei.	  ***,	  p	  <	  

0.001.	  

(b)	  Representative	   images	  of	  sagittal	  CA1	  sections	   from	  5m	  THY-‐Tau22	  mice	  subjected	  to	  TUNEL	  assay	  

and	   co-‐stained	  with	  8OHdG	  antibody	   and	   analyzed	  by	   laser	   scanning	   confocal	  microscopy.	  Nuclei	  were	  

detected	   using	   DAPI	   staining.	   TUNEL-‐positive	   staining	   was	   strictly	   correlated	   to	   oxidative	   damage	  

(arrows).	  Scale	  bars	  indicate	  20	  μm.	  

	  

Fig.	  2	  HS	  potentiates	  early	  Tau	  phosphorylation	  and	  misfolding	  in	  neuronal	  nuclei.	  (a)	  The	  effect	  of	  HS	  on	  

Tau	  pathology	  was	  detected	  by	   labeling	   sagittal	   CA1	   sections	   from	  5m	  THY-‐Tau22	  mice	  with	  phospho-‐

dependent	   (AT8,	   PT212),	   conformational-‐dependent	   (MC1:	   early	   misfolded	   Tau)	   or	   both	   (AT100:	  

hyperphosphorylated	  PHF)	  antibodies	  under	  control	   (C),	  HS	  or	  24	  h	  after	  HS	   (HS+24H)	  conditions,	  and	  

analyzed	  by	  laser	  scanning	  confocal	  microscopy.	  The	  level	  of	  gray	  (0	  =	  black;	  255	  =	  white)	  was	  quantified	  

within	  the	  nuclei	  (based	  on	  DAPI	  detection)	  of	  CA1	  cells	  from	  5m	  THY-‐Tau22	  mice.	  HS	  slightly	  increased	  

pathological	  phosphorylation	  and	  early	  misfolding	  but	  had	  no	  effect	  on	  Tau	  aggregation	   (AT100).	  Later	  

responses	  to	  HS	  (HS+24H)	  dramatically	  potentiated	  MC1	  misfolding.	  The	  data	  shown	  are	  the	  means	  ±	  S.D.	  

of	  20	  to	  30	  nuclei.	   ***,	  p	  <	  0.001;	  *,	  p	  <	  0.05.	   (b)	  The	  effect	  of	  HS	  on	  Tau	   level	  was	  detected	  by	   labeling	  

sagittal	  CA1	  sections	  from	  5m	  THY-‐Tau22	  mice	  with	  total	  Tau	  	  antibody	  under	  control	  (C),	  HS	  or	  24	  h	  after	  

HS	  (HS+24H)	  conditions,	  and	  analyzed	  by	  laser	  scanning	  confocal	  microscopy.	  The	  level	  of	  gray	  (0	  =	  black;	  

255	  =	  white)	  was	  quantified	  within	  the	  nuclei	  (based	  on	  DAPI	  detection)	  of	  CA1	  cells	  from	  5m	  THY-‐Tau22	  

mice.	  No	  increase	  of	  Tau	  level	  was	  observed	  in	  the	  nuclei	  of	  TUNEL-‐positive	  cells	  directly	  after	  HS	  or	  24	  h	  

after	  HS.	  (c)	  Nuclear	  extracts	  of	  the	  CA1	  subfield	  from	  7m	  WT	  mice	  and	  5m	  THY-‐Tau22	  mice	  in	  the	  control	  

(C)	  condition	  and	  after	  HS	  were	  analyzed	  by	  immunoblotting	  for	  total	  Tau.	  Lamin	  B	  was	  used	  as	  a	  specific	  

nuclear	   marker.	   Densitometric	   analysis	   of	   total	   Tau	   (normalized	   to	   lamin	   B)	   revealed	   a	   statistically	  

significant	  increase	  in	  Tau	  in	  the	  nuclei	  of	  WT	  neurons	  under	  HS.	  The	  data	  are	  shown	  as	  the	  means	  ±	  S.D.	  

of	  three	  different	  WT	  and	  THY-‐Tau	  mice.	  *,	  p	  <	  0.05.	  

	  

Fig.	  3	  HS	  generates	  prefibrillar	  Tau	  oligomers	  labeled	  with	  TOC1	  and	  T22	  antibodies	  in	  the	  early	  stages	  of	  

Tau	   pathology.	   The	   effect	   of	   HS	   on	   Tau	   oligomerization	  was	   detected	   by	   labeling	   sagittal	   CA1	   sections	  

from	  7m	  WT,	  5m	  and	  7m	  THY-‐Tau22	  mice	  under	  control	   (C),	  HS	  or	  24	  h	  after	  HS	  (HS+24H)	  conditions	  

with	  TOC1	  (a)	  and	  T22	  (b)	  antibodies,	  and	  analyzed	  by	  laser	  scanning	  confocal	  microscopy..	  The	  level	  of	  

gray	  (0	  =	  black;	  255	  =	  white)	  was	  quantified	  within	  the	  nuclei	  (based	  on	  DAPI	  detection)	  of	  CA1	  cells.	  HS	  

selectively	  increased	  the	  formation	  of	  prefibrillar	  Tau	  oligomers	  in	  5m	  THY-‐Tau22	  mice.	  A	  24	  h	  recovery	  
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period	  potentiated	  Tau	  oligomerization.	  The	  data	  shown	  are	  the	  means	  ±	  S.D.	  of	  20	  to	  30	  nuclei.	  ***,	  p	  <	  

0.001;	  *,	  p	  <	  0.05.	  	  

	  

Fig.	  4	  Prefibrillar	  Tau	  oligomers	  and	  nucleic	  acid	  damage	  co-‐localize	  in	  the	  same	  neurons.	  Representative	  

images	  of	  sagittal	  CA1	  sections	  from	  5m	  THY-‐Tau22	  mice	  that	  were	  subjected	  to	  TUNEL	  assay	  and	  labeled	  

with	  TOC1	  or	  T22	  and	  analyzed	  by	  confocal	  microscopy.	  DAPI	  was	  used	  to	  stain	  chromatin	  in	  the	  nuclei.	  

HS-‐induced	  TUNEL-‐positive	  staining	  (arrows)	  was	  correlated	  with	  an	  increase	  in	  Tau	  oligomers	  labeling	  

both	  the	  early	  (HS)	  and	  late	  (HS+24H)	  stress	  response.	  Scale	  bars	  indicate	  20	  μm.	  

Fig.	   5	   HS-‐induced	   Tau	   oligomerization	   and	   nucleic	   acid	   damage	   is	   cell-‐type-‐independent	   in	   the	  

hippocampus.	   (a)	  Representative	   images	  of	   sagittal	  DG	  sections	   from	  7m	  THY-‐Tau22	  mice	   subjected	   to	  

TUNEL	   assay	   and	   labeled	   with	   TOC1	   and	   analyzed	   by	   confocal	   microscopy.	   DAPI	   was	   used	   to	   stain	  

chromatin	  in	  the	  nuclei.	  HS-‐induced	  TUNEL-‐positive	  staining	  (arrows)	  was	  correlated	  to	  a	  strong	  increase	  

in	  Tau	  oligomers	  labeled	  in	  the	  early	  (HS)	  stress	  response.	  Scale	  bars	  indicate	  50	  μm.	  (b)	  The	  level	  of	  gray	  

(0	  =	  black;	  255	  =	  white)	  was	  quantified	  within	  the	  nuclei	  (based	  on	  DAPI	  detection)	  of	  DG	  cells	  from	  7m	  

THY-‐Tau22	  mice.	   HS	   selectively	   increased	   the	   formation	   of	   prefibrillar	   Tau	   oligomers	   and	   nucleic	   acid	  

damage	   in	   7m	  THY-‐Tau22	  mice.	   A	   24	  h	   recovery	   period	  potentiated	  Tau	   oligomerization.	   The	  data	   are	  

shown	  as	  the	  means	  ±	  S.D.	  of	  20	  to	  30	  nuclei.	  ***,	  p	  <	  0.001.	  (c)	  HS	  induces	  sustained	  Tau	  oligomerization	  

selectively	   in	  CA1	  neurons.	  Comparative	  diagram	  of	  HS-‐induced	  effects	  on	  nuclear	  nucleic	  acid	   integrity	  

and	  Tau	  oligomerization	  in	  CA1	  and	  DG	  neurons	  displaying	  early	  Tau	  pathology.	  

	  

Fig.	   6	  Overview	  of	  HS-‐induced	  effects	  on	  nuclear	  nucleic	  acid	   integrity	  and	  Tau	  pathology.	   (a)	  Diagram	  

summarizing	  the	  effect	  of	  HS	  on	  Tau	  pathology	  and	  nucleic	  acid	  integrity	  in	  CA1	  cells	  from	  5m	  THY-‐Tau22.	  

(b)	  The	  general	  diagram	  summarizes	   the	  effect	  of	  HS	  on	  nuclear	  nucleic	  acid	   integrity	  and	  nuclear	  Tau	  

oligomerization	  in	  THY-‐Tau22	  mice	  during	  the	  development	  of	  Tau	  pathology.	  	  

	  

Fig	  S1	  Tau	  pathology	  increases	  with	  age	  in	  CA1	  neurons	  from	  THY-‐Tau22	  mice.	  

Representative	  images	  of	  sagittal	  CA1	  sections	  from	  seven-‐month-‐old	  WT	  and	  three-‐	  (3m),	  five-‐	  (5m)	  and	  

seven-‐	   (7m)	   month-‐old	   THY-‐Tau22	   mice	   labeled	   with	   phospho-‐dependent	   (AT8,	   PT212)	   or	  

conformational-‐dependent	   (MC1:	   early	   misfolded	   Tau)	   Tau	   or	   both	   (AT100:	   hyperphosphorylated	   and	  

aggregated	   Tau)	   antibodies	   in	   the	   basal	   (C)	   condition	   and	   were	   analyzed	   by	   laser	   scanning	   confocal	  

microscopy.	  Nuclei	  were	  detected	  with	  DAPI	  staining.	  All	  labelings	  increased	  with	  age.	  Scale	  bars	  indicate	  

20	  μm.	  

	  

Fig	  S2	  	  HS-‐induced	  effect	  on	  nuclear	  Tau	  pathology.	  	  	  

Representative	   images	  of	  sagittal	  CA1	  sections	  from	  5m	  THY-‐Tau22	  mice	  subjected	  to	  TUNEL	  assay	  and	  

co-‐labeled	  with	  AT8	  (a),	  PT212	  (b),	  MC1	  (c)	  and	  AT100	  (d)	  and	  analyzed	  by	  confocal	  microscopy.	  Scale	  
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bars	   indicate	   20	   μm.	   Nuclear	   TUNEL	   labeling	   strongly	   increased	   directly	   after	   HS	   (empty	   arrow)	   and	  

decreased	  24H	  recovery	  after	  HS	  (a,b,c,d).	  Strong	  nuclear	  MC1	  labeling	  was	  revealed	  in	  TUNEL-‐positive	  

cells	   24	   h	   after	   HS	   (c).	   Noticeably,	   rare	   neurons	   developing	   cytoplasmic	   AT100	   labeling	   (d,	   white	  

arrowhead)	  were	   TUNEL-‐negative.	  Scale	  bars	   indicate	   20	   μm.	   (e)	   Quantification	   of	   DAPI-‐stained	   nuclei	  

did	   not	   reveal	   any	   statistical	   differences	   in	   cell	   density	   from	   5m	   THY-‐Tau22	   mice	   after	   HS	   or	   24	   h	  

recovery	  after	  HS.	  HS-‐induced	  nucleic	  acid	  damage	  is	  non-‐cytotoxic.	  

	  

Fig	  S3	  Tau	  fibrillization	  prevents	  HS-‐induced	  nucleic	  acid	  damage.	  

Representative	   images	  of	  sagittal	  CA1	  sections	  from	  5m	  THY-‐Tau22	  mice	  subjected	  to	  TUNEL	  assay	  and	  

co-‐labeled	  with	  AT100	  (a)	  or	  AT8	  (b)	  and	  analyzed	  by	   laser	  scanning	  confocal	  microscopy.	  Nuclei	  were	  

detected	   using	   DAPI	   staining.	   Cells	   exhibiting	   cytoplasmic	   aggregated	   (AT100)	   and/or	  

hyperphosphorylated	  (AT8)	  Tau	  did	  not	  show	  any	  TUNEL-‐positive	  staining	  after	  HS	  (white	  arrowhead)	  or	  

24	  h	  after	  HS.	  (c)	  Representative	  images	  of	  human	  brain	  sections	  from	  an	  AD	  patient	  (Braak	  6)	  subjected	  

to	  TUNEL	  assay	  and	  co-‐labeled	  with	  AT8	  and	  analyzed	  by	  confocal	  microscopy.	  Nuclei	  were	  detected	  with	  

DAPI	   staining.	   Lower	  magnification	   revealed	  a	  TUNEL-‐negative	  neuron	  exhibiting	  hyperphosphorylated	  

Tau.	  Higher	  magnification	   revealed	  a	  TUNEL-‐positive	  neuron	  demonstrating	  moderate	  pathological	  Tau	  

phosphorylation.	  Nucleic	   acid	  damage	  was	   related	   to	  early,	  but	  not	   late,	   stages	  of	  Tau	  phosphorylation.	  

(d)	  Representative	   images	  of	  sagittal	  CA1	  sections	   from	  7m	  THY-‐Tau22	  mice	  subjected	  to	  TUNEL	  assay	  

and	   co-‐stained	  with	  8OHdG	  antibody	   and	   analyzed	  by	   laser	   scanning	   confocal	  microscopy.	  Nuclei	  were	  

detected	  using	  DAPI	  staining.	  Neither	  TUNEL-‐positive	  staining	  nor	  8OHdG	  labeling	  were	  observed	  under	  

C,	  HS	  or	  HS+24H	  conditions,	   indicating	  a	   lack	  of	  stress-‐induced	  nucleic	  acid	  damage	  in	  the	  late	  stages	  of	  

Tau	  pathology.	  Scale	  bars	  indicate	  20	  μm.	  

	  

Fig	   S4	   3D	   imaging	   of	   prefibrillar	   oligomers	   in	   the	   early	   stages	   of	   Tau	   pathology.	  

(a)	  Stacked	  sequential	  z-‐axis	  images	  of	  TOC1	  immunoreactivity	  and	  DAPI	  staining	  in	  sagittal	  CA1	  sections	  

from	  5m	  THY-‐Tau22	  mice	  under	  C,	  HS	  and	  HS+24H	  conditions.	  (b)	  Representative	  magnification	  of	  CA1	  

nuclei	   under	   the	   C,	   HS	   and	   HS+24H	   conditions.	   Width:	   85	   μm;	   Height:	   85	   μm;	   Depth:	   5.9	   μm.	   (c)	   3D	  

imaging	   of	   prefibrillar	   oligomers	   in	   WT	   CA1	   cells.	   Stacked	   sequential	   z-‐axis	   images	   of	   TOC1	  

immunoreactivity	  and	  DAPI	  staining	  in	  sagittal	  CA1	  sections	  from	  7m	  WT	  mice	  under	  C,	  HS	  and	  HS+24H	  

conditions.	  

	  

Fig.	  S5	  	  HS	  increases	  Tau	  misfolding	  and	  Tau	  oligomerization	  in	  the	  whole	  cell	  body	  

HS-‐induced	   effect	   on	   nuclear	   and	   cytoplasmic	   Tau	   pathology.	   The	   effect	   of	  HS	   on	  Tau	   pathology	   in	   the	  

entire	  CA1	  was	  detected	  by	   labeling	  with	  phospho-‐dependent	   (AT8,	  PT212),	   conformational-‐dependent	  

(MC1:	  early	  misfolded	  Tau),	  insoluble	  fibrillar	  Tau	  (AT100),	  small	  oligomer	  (TOC1,	  T22)	  antibodies	  under	  

control	  (C),	  HS	  or	  24	  h	  after	  HS	  (HS+24H)	  conditions,	  and	  analyzed	  by	  confocal	  microscopy.	  The	  level	  of	  
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gray	  (0	  =	  black;	  255	  =	  white)	  was	  quantified	  within	  the	  whole	  CA1	  subfield	  from	  5m	  THY-‐Tau22	  mice.	  HS	  

led	  to	  slightly	  increased	  pathological	  phosphorylation	  and	  promoted	  Tau	  oligomerization.	  Later	  responses	  

to	  HS	  (HS+24H)	  dramatically	  potentiated	  MC1	  misfolding	  and	  Tau	  oligomerization	  in	  the	  entire	  cell	  body.	  

HS	  had	  no	  effect	  on	  Tau	  fibrillization	  (AT100).	  The	  data	  are	  shown	  as	  the	  means	  ±	  S.D.	  of	  20	  to	  30	  nuclei.	  

***,	  p	  <	  0.001;	  *,	  p	  <	  0.05.	  
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I.2.1/	   EFFET	   D’UN	   STRESS 	   HYPERTHERMIQUE	   SUR	   L’INTÉGRITÉ	   DES 	   ACIDES 	  

NUCLÉIQUES	  CHEZ	  DES 	  SOURIS 	  SAUVAGES	  

	  

En	  complément	  des	  résultats	  décrits	  dans	  cette	  publication,	  nous	  décrivons	  également	  

les	  effets	  d’un	  stress	  hyperthermique	  obtenus	  chez	  les	  souris	  sauvages.	  Ces	  souris	  sont	  

âgées	   de	   7	   mois,	   l’âge	   le	   plus	   élevé	   des	   souris	   THY-‐Tau22	   étudiées.	   Ainsi,	   nous	  

observerons	  les	  dommages	  à	  l’ADN	  induits	  avec	  le	  temps	  chez	  les	  souris	  à	  7	  mois	  ainsi	  

que	   les	  dommages	  dus	  au	  stress	  hyperthermique.	  Cela	  nous	  servira	  de	  contrôle	  positif	  

pour	  les	  résultats	  obtenus	  chez	  les	  souris	  THY-‐Tau22.	  	  

Les	   souris	   sauvages	   ont	   donc	   été	   soumises	   ou	   non	   à	   un	   stress	   hyperthermique.	   Puis	  

l’intégrité	   des	   acides	   nucléiques	   a	   été	   étudiée	   par	   TUNEL	   assay	   (Terminal	  

deoxynucleotidyl	  transférase	  dUTP	  nick	  end	  labelling	  assay)	  dans	  le	  noyau	  des	  neurones	  

hippocampiques.	  Aucune	  augmentation	  significative	  du	  marquage	  TUNEL	  nucléaire	  n	  ‘a	  

été	  observé	  dans	   la	  CA1	  des	  souris	  sauvages	  après	  un	  stress	  hyperthermique	  (Figures	  

n°22,	  23,	  et	  24).	  Celai	  indique	  qu’un	  stress	  hyperthermique	  n’induit	  pas	  de	  coupures	  des	  

acides	  nucléiques	  des	  neurones	  de	  la	  CA1	  des	  souris	  sauvages.	  	  	  

L’influence	   d’un	   stress	   hyperthermique	   sur	   l’état	   de	   phosphorylation	   de	   Tau	   chez	   les	  

souris	   sauvages	   a	   été	   étudiée	  par	   immunofluorescence	  à	   l’aide	  d’anticorps	   spécifiques	  

reconnaissant	   différents	   épitopes	   phosphorylés	   de	   Tau.	   Aucun	   changement	   dans	  

marquage	  à	  l’aide	  des	  anticorps	  AT8	  (PS202	  et	  S205	  de	  Tau)	  et	  PT212	  n’a	  été	  observé	  

chez	   ces	   souris	   après	   un	   stress	   hyperthermique	   (Figure	   n°22	   et	   23).	   Le	   stress	  

hyperthermique	  n’induit	  pas	  de	  modification	  de	  l’état	  de	  phosphorylation	  de	  la	  protéine	  

Tau	  murine	  chez	  les	  souris	  sauvages,	  au	  moins	  sur	  les	  épitopes	  étudiés.	  	  

L’oligomérisation	   de	   Tau	   a	   également	   été	   étudié	   par	   immunofluorescence	   à	   l’aide	   de	  

l’anticorps	  TOC	  1.	  Aucune	  augmentation	  du	  marquage	  à	   l’aide	  de	   cet	  anticorps	  n’a	  été	  

détectée	  chez	   les	  souris	   sauvages	  soumises	  à	  un	  stress	  hyperthermique	  (Figure	  n°24).	  	  

Le	  stress	  hyperthermique	  n’entraine	  pas	  de	  modification	  de	   la	  conformation	  de	   la	  Tau	  

murine	  chez	  les	  souris	  sauvages.	  	  

24	   heures	   après	   l’induction	   d’un	   stress	   hyperthermique,	   aucun	   marquage	   n’a	   été	  

observé	   à	   l’aide	   des	   différents	   anticorps	   utilisés.	   Aucune	   modification	   de	   l’état	   de	  
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phosphorylation	  ou	  de	  la	  conformation	  de	  Tau	  n’est	  détectée	  une	  journée	  après	  le	  stress	  

hyperthermique.	  	  

	  

	  

	  

	  

Figure	   23	   :	   Immunohistochimie	   dans	   la	   CA	   1	   de	   souris	   sauvages	   âgées	   de	   7	  mois.	   Les	  
souris	   ont	   été	   soumises	   ou	   non	   à	   un	   stress	   hyperthermique.	   	   Analyse	   en	   conditions	  
contrôle,	   de	   stress	   hyperthermique	   (HS)	   et	   24	   heures	   après	   le	   stress	   (HS	   +	   24h)	   par	  
immunofluorescence	  et	  microscopie	   confocale	   à	   l’aide	  de	   l’anticorps	  AT8	  de	  Tau	   (PSer	  
202	  et	  205	  de	  Tau)	  et	  TUNEL	  assay.	  	  
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Figure	  24	  :	  Immunohistochimie	  dans	  la	  CA	  1	  de	  souris	  sauvages	  âgées	  de	  7	  mois.	  
Les	   souris	   ont	   été	   soumises	   ou	   non	   à	   un	   stress	   hyperthermique.	   Analyse	   en	  
conditions	   contrôle,	   de	   stress	  hyperthermique	   (HS)	   et	  24	  heures	  après	   le	   stress	  
(HS	   +	   24h)	   par	   immunofluorescence	   et	   microscopie	   confocale	   à	   l’aide	   de	  
l’anticorps	  PT212	  de	  Tau	  et	  TUNEL	  assay.	  	  
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Figure	   25	   :	   Immunohistochimie	   dans	   la	   CA	   1	   de	   souris	   sauvages	   âgées	   de	   7	   mois.	   Les	  
souris	   ont	   été	   soumises	   ou	   non	   à	   un	   stress	   hyperthermique	   	   Analyse	   en	   conditions	  
contrôle,	   de	   stress	   hyperthermique	   (HS)	   et	   24	   heures	   après	   le	   stress	   (HS	   +	   24h)	   par	  
immunofluorescence	   et	   microscopie	   confocale	   à	   l’aide	   de	   l’anticorps	   TOC1	   de	   Tau	   	   et	  
TUNEL	  assay.	  L’anticorps	  TOC1	  reconnaît	  la	  protéine	  Tau	  lorsqu’elle	  est	  oligomérisée.	  	  



	   	   	   Résultats-‐	  Chapitre	  II	  

132	  

	  

	  

Figure	  26	  :	  Effet	  d’un	  stress	  hyperthermique	  sur	  la	  protein	  Tau	  nucléaire	  de	  souris	  
sauvages	  agées	  de	  7	  mois.	  L'effet	  du	  stress	  sur	  Tau	  dans	  les	  noyaux	  de	  la	  CA1	  a	  été	  
détecté	   par	   un	  marquage	   avec	   des	   anticorps	   phospho-‐dépendant	   (AT8,	   PT212),	  
conformationnels	   (MC1)	   de	   Tau	   et	   reconnaissant	   les	   petits	   oligomères	   (TOC1)	  
dans	  les	  conditions	  contrôle	  (C),	  de	  stress	  (HS)	  ou	  24	  h	  après	  HS	  (HS	  +	  24	  h).	  Les	  
résultats	  ont	  été	  analysés	  par	  microscopie	  confocale.	  Le	  niveau	  de	  gris	  (0	  =	  noir,	  
255	  =	  blanc)	  a	  été	  quantifiée	  dans	   les	  noyaux	  de	   la	  CA1	  de	  souris	  sauvages	  de	  7	  
mois.	  
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III/	  CARACTÉRISATION	  DE	  L’ETAT	  DE	  PHOSPHORYLATION	  DE	  LA	  

PROTÉINE	  TAU	  ASSOCIÉE	  AUX	  RADEAUX	  LIPIDIQUES	  EN	  

CONDITIONS	  PHYSIOLOGIQUE	  ET	  PATHOLOGIQUE	  

	  

	  

III.1/	  OBJECTIFS	  

	  

La	   membrane	   plasmique	   des	   cellules	   est	   notamment	   constituée	   de	   microdomaines	  

riches	  en	  cholestérol	  et	  sphingolipides	  nommés	  radeaux	  lipidiques.	  Ces	  microdomaines	  

spécialisés	   de	   la	   membrane	   constituent	   des	   points	   d’ancrage	   essentiels	   pour	  

l’assemblage	  de	  molécules	  de	  signalisation,	  influencent	  la	  fluidité	  de	  la	  membrane	  et	  le	  

trafic	   des	   protéines	  membranaires	   et	   régule	   la	   neurotransmission.	   Ils	   jouent	   aussi	   un	  

rôle	   important	   dans	   l’étiologie	   de	   nombreuses	   maladies	   neurodégénératives	  

(Schengrund,	  2010).	  	  

De	  façon	  intéressante,	   il	  a	  été	  décrit	  que	  Tau	  est	  capable	  d’interagir	  avec	  la	  membrane	  

plasmique	  neuronale	  (Brandt	  et	  al.,	  1995)	  notamment	  au	  niveau	  des	  radeaux	  lipidiques.	  

Cependant,	   l’état	  de	  phosphorylation	  de	  Tau	  associée	  aux	  radeaux	  lipidiques	  reste	  à	  ce	  

jour	  inconnu	  mis	  à	  part	  la	  présence	  de	  la	  phosphorylation	  des	  serines	  396	  et	  404	  dans	  le	  

cortex	  de	   cerveaux	  de	  patients	  Alzheimer	   (Kawarabayashi	  et	  al,	  2004).	  C’est	  pourquoi	  

nous	  avons	  voulu	  caractériser	   l’état	  de	  phosphorylation	  de	  Tau	  au	  niveau	  des	  radeaux	  

lipidiques	  en	  conditions	  physiologique	  et	  pathologique.	  

	  

II.2/	  MATÉRIEL	  ET	  MÉTHODES	  

	  

II.2.1/	  ISOLATION	  DES 	  RADEAUX	  LIPIDIQUES	   	  

	  

Le	  protocole	  consiste	  à	  isoler	  les	  radeaux	  lipidiques,	  qui	  sont	  des	  micro-‐domaines	  de	  la	  

membrane	  plasmique	  insoluble	  par	  fractionnement	  sur	  gradient	  de	  sucrose	  à	  partir	  de	  
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régions	  de	  cerveaux	  de	  souris	  (hippocampe,	  cortex).	  Pour	  ce	  faire,	  le	  tissu	  cérébral	  dont	  

nous	   souhaitons	   isoler	   les	   radeaux	   lipidiques	   est	   homogénéisé	   et	   passé	   plusieurs	   fois	  

dans	  une	  seringue.	  Cet	  homogénat	  est	  centrifugé	  pendant	  10	  minutes	  à	  1000	  g	  (afin	  de	  

séparer	   les	   fractions	   triton	   soluble	   et	   insoluble)	   et	   le	   surnageant	   est	   récupéré	   puis	  

mélangé	  avec	  du	  sucrose	  80%	  afin	  d’avoir	  une	  concentration	  finale	  de	  40	  %	  de	  sucrose.	  

Cette	   préparation	   est	   placée	   dans	   un	   tube	   à	   ultracentrifugation	   et	   un	   gradient	   de	  

concentration	   de	   sucrose	   est	   ensuite	   réalisé	   (40	   %	   -‐	   30	   %	   -‐	   5	   %	   de	   sucrose).	   Nous	  

réalisons	  ensuite	  une	  ultracentrifugation	  à	  100000	  g	  	  pendant	  18	  heures	  et	  à	  4°C	  puis,	  

différentes	  fractions	  d’un	  millilitre	  sont	  récupérées	  à	  l’aide	  d’une	  pipette.	  

Les	   protéines	   de	   chaque	   fraction	   sont	   précipitées	   à	   l’aide	   de	   TCA	   (acide	  

trichloreacétique)	   et	   chaque	   fraction	   est	   ensuite	   solubilisée	   dans	   du	   tampon	   pour	  

pouvoir	   être	   déposée	   sur	   un	   gel.	   Après	   immunoempreinte,	   les	   fractions	   contenant	   les	  

radeaux	   lipidiques	  sont	   identifiées	  à	   l’aide	  d’un	  anticorps	  dirigé	  spécifiquement	  contre	  

la	   flotilline	   qui	   est	   un	  marqueur	   des	   radeaux	   lipidiques.	   Il	   	   pourra	   remarquer	   que	   les	  

radeaux	   lipidiques	   étant	   «	  légers	  »	   seront	   retrouvés	   dans	   les	   premières	   fractions	  

collectées.	  

	  

III.2.1/	  ANTICORPS	  UTILISÉS 	   	  

	  

	  

Anticorps	   Epitopes	  ciblés	  sur	  l’isoforme	  la	  plus	  longue	  de	  Tau	  

Tau	  C	  Ter	  	   15	  derniers	  acides	  aminés	  (phospho-‐indépendant)	  

Tau	  N	  Ter	  	   Acides	  aminés	  en	  partie	  amino-‐terminale	  (phospho-‐indépendant)	  

Tau	  1	  	   Sérines	  195,	  198,	  199,	  202	  déphosphorylées	  

12	  E	  8	   Sérines	  262-‐356	  phosphorylées	  

AT	  270	   Thréonine	  181	  phosphorylée	  

AT	  8	   Sérine	  202	  et	  thréonine	  205	  phosphorylées	  
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PT212	   Thréonine	  212	  phosphorylée	  

AT	  180	   Thréonine	  231	  phosphorylée	  

AT	  100	   Conformation	  pathologique	  

	  

Tableau	   3	   :	   Liste	   des	   anticorps	   utilisés	   afin	   de	   caractériser	   l’état	   de	  
phosphorylation	  des	  radeaux	  lipidiques	  	  

	  

	  

III. 	  3/	  RÉSULTATS	  

	  

III.3.1/	   CARACTÉRISATION	   DE	   L’ÉTAT	   DE	   PHOPSHORYLATION	   DE	   TAU	   AU	  

NIVEAU	  DES	  RADEAUX	  LIPIDIQUES	  DANS	  DU	  CORTEX	  DE	  SOURIS 	  SAUVAGES	  

	  

Nous	  avons	  purifié	  des	  fractions	  contenant	  des	  radeaux	  lipidiques	  à	  partir	  du	  cortex	  de	  

souris	   sauvages	   et	   identifié	   l’état	   de	   phosphorylation	   de	   différents	   épitopes	   de	   Tau	   à	  

l’aide	  d’anticorps	  spécifiques	  (Figure	  n°25).	  	  

Les	  fractions	  enrichies	  en	  radeaux	  lipidiques	  sont	  mise	  en	  évidence	  par	  la	  présence	  de	  

flotilline.	  La	  totalité	  de	  la	  protéine	  Tau	  est	  detectée	  dans	  ces	  fractions	  riches	  en	  rafts	  à	  

l’aide	  d’un	  anticorps	  qui	  reconnaît	  la	  partie	  carboxy-‐terminale	  de	  Tau.	  	  Dans	  les	  fractions	  

enrichies	   en	   radeaux	   lipidiques,	   nous	   détectons	   essentiellement	   la	   protéine	   Tau	  

lorsqu’elle	   est	   déphopshorylée	   sur	   les	   épitopes	   compris	   entre	   les	   sérines	   195	   et	   202	  

(anticorps	  Tau	  1).	  Un	  léger	  marquage	  est	  détectable	  également	  avec	  l’anticorps	  12	  E	  8,	  

qui	  reconnaît	  Tau	  lorsqu’elle	  est	  phosphorylée	  sur	  les	  sérines	  262	  et	  356.	  Nous	  avons	  

donc	   observé	   que	   la	   protéine	   Tau	   interagissant	   avec	   les	   radeaux	   lipidiques	   est	  

majoritairement	  sous	  sa	  forme	  déphosphorylée	  dans	  le	  cortex	  de	  souris	  sauvages.	  
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Figure	   27	   :	   Caractérisation	   de	   l’état	   de	   phosphorylation	   de	   Tau	   au	   niveau	   des	  
radeaux	  lipidiques	  d’hippocampe	  de	  souris	  sauvages.	  Immunoempreinte	  réalisées	  
à	   l’aide	   d’anticorps	   spécifiques	   de	   la	   protéine	   Tau	   après	   isolation	   des	   radeaux	  
lipidiques.	   La	   flotilline	   sert	   de	   marqueurs	   des	   fractions	   contenant	   les	   radeaux	  
lipidiques.	  	  

	  

III.3.1/	   CARACTÉRISATION	   DE	   L’ÉTAT	   DE	   PHOPSHORYLATION	   DE	   TAU	   AU	  

NIVEAU	  DES 	  RADEAUX	  LIPIDIQUES	  DANS	  DES 	  CERVEAUX	  HUMAINS	   	   	  

	  

L’association	  de	  Tau	  humaine	   au	  niveau	  des	   radeaux	   lipidiques	   a	   été	   étudiée	  dans	   les	  

conditions	   physiologique	   et	   pathologique	   dans	   des	   cerveaux	   de	   sujets	   sains	   et	   de	  

patients	  atteints	  de	  la	  maladie	  d’Alzheimer.	  Des	  immunoempreintes	  à	  l’aide	  d’anticorps	  

anti-‐Tau	   ont	   été	   réalisées.	   Ces	   anticorps	   sont	   phospho-‐dépendants,	   phospho-‐

indépendants	   ou	   reconnaissent	   des	   conformations	   particulières	   de	   Tau.	   La	   flotilline	  

étant	  un	  marqueur	  des	  radeaux	  lipidiques,	  elle	  nous	  permet	  ici	  d’identifier	  les	  fractions	  

qui	  sont	  enrichies	  en	  radeaux	  lipidiques.	  
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Dans	   le	   cerveaux	   des	   sujets	   sains,	   la	   protéine	   Tau	   est	   détectée	   dans	   les	   fractions	  

contenant	   les	   radeaux	   lipidiques	   à	   l’aide	   des	   anticorps	   reconnaissant	   les	   parties	  

carboxy-‐	   et	   amino-‐terminales.	   Cela	   indique	   que	   la	   protéine	   Tau	   serait	   associée	   aux	  

radeaux	  lipidiques	  dans	  les	  conditions	  physiologiques	  dans	  le	  cortex	  humain.	  Tau	  n’est	  

retrouvée	  que	  sous	  sa	  forme	  déphosphorylée	  sur	  les	  sérines	  comprises	  entre	  les	  résidus	  

195	  et	  202	  de	  l’isoforme	  la	  plus	  longue	  de	  Tau	  dans	  les	  conditions	  physiologiques.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  
Figure	  28	  :	  Localisation	  de	  Tau	  dans	  les	  fractions	  enrichies	  en	  radeaux	  lipidiques	  
provenant	   de	   cerveaux	   de	   patients	   sains	   et	   de	   patients	   atteints	   de	   la	   maladie	  
d’Alzheimer.	  Les	   fractions	  ont	  été	  obtenues	  après	  centrifugation	  sur	  gradient	  de	  
densité	   et	   analysées	   par	   immunoempreinte	   à	   l’aide	   d’anticorps	   phospho-‐
dépendants	   et	   indépendants.	   Les	   fractions	   contenant	   de	   grandes	   quantités	   de	  
flotilline	  (marqueur	  des	  radeaux	  lipidiques)	  sont	  encadrés	  en	  rouge.	  	  
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Dans	  les	  cerveaux	  des	  patients	  atteints	  de	  la	  MA,	  Tau	  est	  également	  retrouvée	  dans	  les	  

fractions	   enrichies	   en	   radeaux	   lipidiques.	   Cette	   protéine	   Tau	   est	   hyperphosphorylée	  

puisqu’elle	   est	   détectée	   à	   l’aide	   de	   tous	   les	   anticorps	   reconnaissant	   la	   protéine	   Tau	  

phosphorylée	  testés.	  Nous	  pouvons	  observer	  un	  marquage	  de	  Tau	  dans	  les	  hauts	  poids	  

moléculaires	  avec	  tous	  les	  anticorps	  testés	  excepté	  l’anticorps	  Tau	  1.	  

Tau	  se	  présente	  donc	  sous	  une	  forme	  oligomériques	  et	  agrégées	  au	  niveau	  des	  radeaux	  

lipidiques	  des	  patients	  atteints	  de	  la	  MA.	  	  
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DISCUSSION 	  

Rôle	  de	  la	  protéine	  Tau	  nucléaire	  dans	  la	  protection	  de	  l’intégrité	  des	  acides	  

nucléiques	  en	  condition	  physiologique	  et	  de	  stress	  hyperthermique	  

	  

	  

	  

Rôle	   protecteur	   de	   Tau	   vis-‐à-‐vis	   de	   l’ADN	   en	   condition	   physiologique	   dans	   un	  

modèle	  in	  vivo	  	  

L’accumulation	  de	  dommages	  à	  l’ADN	  génomique	  dans	  les	  neurones	  peut	  entrainer	  avec	  

le	   temps	   un	   dysfonctionnement	   cérébral.	   La	   présence	   de	   dommages	   à	   l’ADN	   dans	   le	  

cerveau	  de	  souris	  sauvages	  et	  déficientes	  en	  protéine	  Tau	  a	  été	  étudiée	  par	  Comet	  assay	  

et	   TUNEL	   assay.	   Ces	   deux	   techniques	   ont	   permis	   de	   mettre	   en	   évidence	   qu’une	  

déficience	  en	  Tau	  dans	  les	  neurones	  du	  cortex	  ou	  de	  l’hippocampe	  induit	  l’accumulation	  

de	   dommages	   à	   l’ADN	   génomique	   en	   condition	   physiologique.	   Ces	   dommages	  

correspondent	   notamment	   à	   de	   la	   fragmentation	   au	   niveau	   de	   la	   molécule	   d’ADN.	  	  

Aucun	  dommage	  n’a	  été	  observé	  dans	  le	  cerveau	  des	  souris	  sauvages.	  	  

Dans	   les	   neurones	   déficients	   en	   Tau,	   nous	   observons	   donc	   la	   perte	   de	   sa	   fonction	  

protectrice	   vis-‐à-‐vis	   de	   l’ADN.	   In	   vivo,	   Tau	   possède	   alors	   un	   rôle	   protecteur	   de	   l’ADN	  

génomique	   comme	   observé	   précédemment	   dans	   des	   cultures	   primaires	   de	   neurones	  

corticaux	  d’embryons	  de	  souris.	  (Sultan	  et	  al,	  2011).	  	  	  

	  

Mise	  au	  point	  d’un	  nouveau	  modèle	  murin	  de	  stress	  hyperthermique	  transitoire	  

L’hyperthermie	  conduit	  à	  une	  production	  d’espèces	  réactives	  de	  l’oxygène	  (ROS)	  élevée.	  

Par	   conséquent	   un	   stress	   hyperthermique	   peut	   être	   assimilé	   à	   un	   stress	   oxydant	  

(Bruskov	  et	  al.,	  2002).	  Or,	  des	  dommages	  induits	  par	  le	  stress	  oxydant	  apparaît	  très	  tôt	  

dans	   l’évolution	   de	   la	   MA	   (Migliore	   et	   al.,	   2005)	   (Wang	   et	   al.,	   2006).	   Afin	   d’étudier	  

l’impact	   de	   l’augmentation	   du	   stress	   oxydant	   dans	   le	   cerveau	   sur	   l’intégrité	   de	   l’ADN,	  

nous	  avons	  mis	  au	  point	  un	  modèle	  in	  vivo	  de	  stress	  hyperthermique.	  
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Ce	  modèle	   est	  basé	   sur	   le	  modèle	  d’hyperthermie	   réalisé	   chez	  des	   rats	  publié	  par	  S.C.	  

Papasozomenos	  (Papasozomenos	  and	  Su,	  1991).	  Au	  laboratoire,	  nous	  avons	  soumis	  des	  

souris	  à	  un	  protocole	  de	  stress	  hyperthermique.	  Après	  avoir	  été	  anesthésiées	  afin	  qu’elle	  

ne	  thermo-‐régulent	  pas,	  les	  souris	  sont	  soumises	  à	  une	  température	  de	  44°C	  pendant	  20	  

minutes.	  Nous	  avons	  vérifié	  que	  le	  stress	  hyperthermique	  entraine	  une	  augmentation	  de	  

la	  quantité	  de	  produits	  du	  stress	  oxydant	  dans	  le	  cerveau	  des	  souris.	  Ainsi,	  nous	  avons	  

observé	  	  la	  présence	  de	  protéines	  carbonylées.	  	  

Ces	  résultats	  montrent	  que	  ce	  modèle	  nous	  permet	  d’étudier	  l’impact	  du	  stress	  oxydant	  

sur	   le	   fonctionnement	   neuronal.	   Il	   faut	   cependant	   rester	   conscient	   qu’un	   stress	  

hyperthermique	  peut	  induire	  d’autres	  mécanismes	  que	  la	  production	  de	  ROS.	  

Différents	   modèles	   murins	   de	   stress	   oxydant	   ont	   d’ores	   et	   déjà	   été	   décrits	   dans	   la	  

littérature.	   La	   majorité	   de	   ces	   modèles	   sont	   basés	   sur	   la	   suppression	   génétique	  

d’enzymes	   de	   détoxification	   des	   ROS,	   tel	   que	   l’enzyme	   SOD.	   Cela	   engendre	   un	   stress	  

chronique	  durant	  toute	  la	  vie	  de	  la	  souris.	  Le	  modèle	  de	  stress	  hyperthermique	  que	  nous	  

avons	  mis	  au	  point	  à	   l’avantage	  d’être	  un	  stress	  aigu	  transitoire	  qui	  permet	  d’observer	  

l	  ‘effet	  de	   la	  production	  de	  ROS	  de	   façon	  ponctuelle.	  De	  plus,	  ce	  stress	  peut	  être	   induit	  

dans	  n’importe	  quelle	  lignée	  murine,	  sauvage	  ou	  transgénique.	  	  

	  	  

Translocation	  nucléaire	  de	  la	  protéine	  Tau	  sous	  l’effet	  d’un	  stress	  hyperthermique	  

L’hyperthermie	   désigne	   une	   température	   corporelle	   supérieure	   à	   la	   normale.	   En	  

réponse	  à	  un	  choc	  thermique,	  l’organisme	  produit	  de	  manière	  rapide	  et	  transitoire	  des	  

protéines	  spécifiques.	  Ces	  protéines	  sont	  nommées	  «	  protéines	  de	  choc	  thermique	  »	  (ou	  

HSP	  pour	  Heat	  Shock	  Protein).	  Elles	  sont	  hautement	  conservées	  entre	  les	  espèces	  	  (Hunt	  

and	  Morimoto,	  1985)	  et	  possèdent	  un	  rôle	  de	  chaperonne	  permettant	   la	  protection	  de	  

l’intégrité	   de	   protéines.	   D’autres	   phénomènes	   que	   le	   stress	   hyperthermique	   peuvent	  

induire	   la	   synthèse	   des	   HSP.	   C’est	   le	   cas	   de	   stress	   chimiques,	   comme	   l’exposition	   à	  

l’arsenic	  (Del	  Razo	  et	  al.,	  2001)	  ou	  de	  stress	  physiques,	  comme	  l’anoxie	  (Fei	  et	  al.,	  2007).	  

Ainsi	   l’expression	   de	   protéines	   HSP	   se	   produirait	   lors	   d’un	   état	   général	   de	   stress	  

physiologique.	  	  

Nous	   avons	   montré	   au	   cours	   de	   notre	   étude	   qu’un	   stress	   hyperthermique,	   entraine	  

l’accumulation	  nucléaire	  de	  la	  protéine	  Tau	  chez	  des	  souris	  sauvages.	  Ceci	  suggère	  que	  
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Tau	  transloquerait	  du	  compartiment	  cytoplasmique	  vers	   le	  compartiment	  nucléaire	  en	  

condition	  de	  stress	  hyperthermique.	  	  

Pour	   passer	   à	   travers	   l’enveloppe	   nucléaire,	   les	   protéines	   doivent	   emprunter	   les	  

différents	   pores	   nucléaires	   localisés	   dans	   la	   membrane.	   Les	   protéines	   d’un	   poids	  

moléculaire	   inférieures	   à	   environ	   40	   kDa	   diffusent	   de	   manière	   passive	   à	   travers	   les	  

pores	  nucléaires.	  Pour	   les	  autres,	   leur	  mécanisme	  de	   transport	  est	   sélectif.	  Le	  passage	  

des	   protéines	   de	   hauts	   poids	   moléculaire	   à	   travers	   le	   pore	   nécessite	   des	   signaux	  

spécifiques	  induits	  par	  la	  présence	  de	  séquences	  particulière	  au	  sein	  des	  protéines.	  Les	  

séquences	  NLS	  (Nuclear	  Localisation	  Signal)	  permettent	  le	  transport	  cytoplasme-‐noyau	  

et	   les	   séquences	   NES	   (Nuclear	   Exportation	   Signal)	   permettent	   le	   transport	   noyau-‐

cytoplasme.	   La	   protéine	   Tau	   est	   une	   protéine	   qui	   possède	   un	   poids	   moléculaire	  

d’environ	   50	   kDa.	   Elle	   ne	   peut	   donc	   pas	   diffuser	   librement	   à	   travers	   des	   pores	  

nucléaires.	   Aucune	   séquence	  NLS	   canonique	   n’a	   été	  mise	   en	   évidence	   au	   sein	   de	  Tau.	  	  

Son	   transport	   vers	   le	   noyau	   nécessite	   donc	   probablement	   que	   Tau	   se	   lie	   à	   une	   autre	  

protéine	   qui	   posséde	   une	   séquence	   NLS.	   Ainsi,	   cette	   protéine	   servira	   de	   protéine	  

«	  cargo	  ».	  	  

Tau	  interagit	  avec	  un	  certain	  nombre	  de	  protéines	  impliquées	  dans	  des	  mécanismes	  de	  

stress	   et	   notamment	   la	   protéine	   HSC	   70	   (Sarkar	   et	   al.,	   2008).	   HSC	   70	   participe	   au	  

transport	  de	  protéines	  dans	  le	  noyau	  des	  cellules,	  telles	  l’histone	  H1,	  la	  nucléoplasmine	  

et	  l’antigène	  SV-‐40	  (Imamoto	  et	  al.,	  1992;	  Shi	  and	  Thomas,	  1992).	  De	  plus,	  il	  existe	  une	  

augmentation	   de	   la	   quantité	   de	   HSC	   70	   dans	   le	   noyau	   des	   neurones	   en	   condition	   de	  

stress	   thermique	   (Sultan	   et	  al,	   2011).	   Cette	   corrélation	   entre	   la	   localisation	   de	  Tau	   et	  

HSC70	  en	  condition	  de	  stress	  suggère	  que	  cette	  dernière	  pourrait	  être	   impliquée	  dans	  

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

	  

Un	  stress	  hyperthermique	  induit	  la	  formation	  de	  dommages	  aux	  acides	  nucléiques	  

dans	  les	  neurones	  déficients	  en	  protéine	  Tau	  in	  vivo	  	  

Nous	  avons	  étudié	  l’impact	  d’un	  stress	  hyperthermique	  sur	  l’intégrité	  de	  l’ADN	  chez	  des	  

souris	   déficientes	   en	   protéines	   Tau.	   Nous	   avons	   observé	   une	   augmentation	   de	   la	  

quantité	   de	   dommages	   à	   l’ADN	   chez	   les	   souris	   soumises	   au	   stress	   hyperthermique	  
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contrairement	  aux	  souris	  contrôles.	  L’hyperthermie	  semble	  potentialiser	  l’effet	  délétère	  

de	  l’absence	  de	  protéine	  Tau	  sur	  l’intégrité	  de	  l’ADN	  des	  neurones.	  	  

Le	  marquage	  TUNEL	  que	  nous	  avons	  observé	  à	  la	  suite	  du	  stress	  hyperthermique	  dans	  

les	  souris	  déficientes	  en	  protéines	  Tau	  est	  à	   la	   fois	  nucléaire	  et	  cytoplasmique.	  Afin	  de	  

savoir	   si	   ce	  marquage	   pouvait	   correspondre	   à	   des	   dommages	   à	   l’ADN	  mais	   aussi	   aux	  

ARN,	   nous	   avons	   réalisé	   des	   traitements	   à	   l’aide	   d’enzymes	  DNAse	   ou	  RNAse	   sur	   des	  

coupes	   de	   souris	   KO	   Tau	   ayant	   été	   soumises	   à	   un	   stress	   hyperthermique.	   Ces	  

traitements	  montrent	  que	  le	  stress	  dans	  les	  souris	  déficientes	  en	  protéine	  Tau	  entraine	  

l’accumulation	   de	   dommages	   à	   l’ADN	   génomique	   mais	   également	   au	   niveau	   d’ARN	  

cytoplasmiques	  et	  nucléaires	  dans	  les	  neurones	  hippocampaux.	  La	  protéine	  Tau	  possède	  

donc	   un	   rôle	   plus	   global,	   dans	   le	   maintien	   de	   l’intégrité	   de	   l’ensemble	   des	   acides	  

nucléiques	  in	  vivo.	  	  

A	   l’heure	   actuelle,	   nous	  ne	   connaissons	  pas	   les	  mécanismes	  par	   lesquelles	   la	   protéine	  

Tau	  est	  capable	  de	  protéger	  l’intégrité	  de	  l’ADN	  et	  d’ARN	  in	  vivo.	  Toutefois,	  des	  études	  in	  

vitro	  ont	  montré	  que	  la	  protéine	  Tau	  est	  capable	  de	  se	  lier	  à	  l’ADN	  (QHuaa,	  2003	  ;	  Sultan	  

et	  al.,	  2011).	  De	  plus,	  il	  a	  été	  montré	  que	  l’utilisation	  d’un	  ligand	  spécifique	  du	  petit	  sillon	  

de	  l’ADN	  diminuait	   la	  quantité	  de	  protéine	  Tau	  dans	  le	  noyau	  de	  cultures	  primaires	  de	  

neurones	   corticaux	   d’embryons	   de	   souris.	   Ainsi	   Tau	   pourrait	   protéger	   l’ADN	   des	  

dommages	   induits	   par	   un	   stress	   en	   se	   liant	   directement	   ou	   indirectement	   à	   l’ADN	  

(Sultan	  et	  al,	  2011).	  Il	  est	  donc	  possible	  qu’in	  vivo,	  Tau	  soit	  également	  capable	  de	  se	  lier	  à	  

l’ADN	  directement	  ou	  indirectement	  au	  sein	  d’un	  complexe	  protéique	  et	  ainsi	  le	  protèger	  

des	   dommages	   induits	   par	   le	   stress.	   Il	   est	   également	   possible	   que	   Tau	   soit	   impliquée	  

dans	  des	  mécanismes	  de	  réparation	  de	  l’ADN	  en	  faisant	  partie	  d’un	  complexe	  protéique	  

de	  réparation	  ou	  en	  modulant	  l’expression	  de	  gènes	  de	  réparation.	  	  

En	  plus	  de	  ce	  rôle	  dans	  la	  protection	  de	  l’ADN	  génomique,	  nous	  avons	  mis	  en	  évidence	  

que	   la	   déficience	   en	   Tau	   altère	   l’intégrité	   d’ARN	   cytoplasmiques	   et	   nucléaires	   en	  

condition	  de	  stress	  hyperthermique.	  En	  effet,	   les	  ARN	  sont	  constamment	  endommagés	  

dans	   les	   cellules.	   L’accumulation	   de	   lésions	   au	   niveau	   des	   ARN	   entraine	   une	  

augmentation	  de	   la	  quantité	  de	  protéines	  non	   fonctionnelles	  dans	   les	  cellules.	  Ceci	  est	  

très	  dommageable	  pour	   leur	  physiologie	   et	   c’est	  pourquoi	   l’élimination	  des	  ARN	   lésés	  

est	  important.	  Ainsi	  la	  protéine	  Tau	  pourrait	  être	  impliquée	  dans	  le	  contrôle	  qualité	  des	  

ARN.	   Jusqu’à	   récemment,	   il	   été	   admis	   que	   ces	   ARN	   endommagés	   étaient	   uniquement	  
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dégradés.	  Toutefois,	  des	  systèmes	  de	  réparation	  pour	  ces	  ARN	  ont	  été	  mis	  en	  évidence	  

(Aas	   et	   al,	   2003).	   Tau	   pourrait	   donc,	   directement	   ou	   indirectement,	   participer	   à	   ces	  

phénomènes	  de	  réparation	  des	  ARN	  endommagés.	  	  	  

	  

Les	  dommages	  aux	  acides	  nucléiques	   induits	  par	  un	  stress	  hyperthermique	  sont	  

réversibles	  

Des	  dommages	  aux	  acides	  nucléiques	   sont	   induits	  par	  un	   stress	  hyperthermique	  dans	  

l’hippocampe	   de	   souris	   déficientes	   en	   protéine	   Tau.	   Cependant	   des	   différences	   sont	  

observées	  entre	  les	  deux	  régions	  de	  l’hippocampe	  que	  nous	  avons	  étudiées.	  	  

En	   effet,	   24	   heures	   après	   l’induction	   du	   stress,	   plus	   aucun	   marquage	   TUNEL	   n’est	  

observé	  dans	  le	  gyrus	  dentelé	  des	  souris	  KO	  Tau.	  Ceci	  suggère	  que	  les	  acides	  nucléiques	  

des	   neurones	   ne	   possèdent	   plus	   de	   dommages	   24	   heures	   après	   l’induction	   du	   stress.	  

L’ADN	   génomique	   a	   été	   réparé	   et	   les	   ARN	   ont	   été	   dégradés	   ou	   réparés	   dans	   le	   gyrus	  

dentelé.	  

Par	   contre,	   dans	   la	   CA1	   des	   souris	   déficientes	   en	   protéine	   Tau,	   la	   diminution	   du	  

marquage	  TUNEL	  n’est	  que	  de	  40%	  24	  heures	  après	  le	  stress.	  Il	  semblerait	  donc	  que	  les	  

neurones	  de	   la	  CA1	  soient	  plus	  vulnérables	  aux	  dommages	  que	   les	  neurones	  du	  gyrus	  

dentelé	   et	   que	   les	   systèmes	  de	   réparation	   et/ou	  de	  dégradation	   soient	  plus	   lents	   à	   se	  

mettre	  en	  place.	  Des	  différences	  de	  vulnérabilité	  entre	  la	  CA1	  et	  le	  gyrus	  dentelé	  ont	  déjà	  

été	  décrites	  dans	  la	  littérature	  (Lalonde	  and	  Mielke,	  2013).	  Toutefois,	  les	  causes	  de	  ces	  

différences	  ne	  sont	  pas	  connues.	  	  

Lorsque	   l’on	   regarde	   la	   densité	   cellulaire	   dans	   l’hippocampe	   des	   souris,	   nous	  

n’observons	  pas	  de	  différences	  dans	  le	  nombre	  de	  cellules	  marquées	  avec	  le	  DAPI	  entre	  

avant	   et	   après	  un	   stress	  hyperthermique.	  Cela	  nous	   conforte	  dans	   le	   fait	  que	   le	   stress	  

n’occasionnerait	  pas	  de	  mort	  cellulaire.	  Les	  dommages	  observés	  dans	   les	  neurones	  KO	  

Tau	  soumis	  au	  stress	  sont	  donc	  très	  probablement	  réparés.	  	  

	  

Nos	  résultats	  mettent	  en	  lumière	  un	  rôle	  essentiel	  pour	  la	  protéine	  Tau	  nucléaire	  

in	   vivo.	   En	   effet,	   Tau	   est	   capable	   de	   protéger	   l’intégrité	   de	   l’ADN	   génomique	   et	  

d’ARN	   en	   condition	   physiologique	   et	   de	   stress	   hyperthermique.
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DISCUSSION 	  

Oligomérisation	  de	  Tau	  et	  dommages	  aux	  acides	  nucléiques	  induits	  par	  un	  

stress	  hyperthermique	  dans	  le	  modèle	  murin	  THY-‐Tau22	  

	  

	  

Etat	  de	  phosphorylation	  de	  Tau	  et	  translocation	  nucléaire	  de	  Tau	  

Peu	   de	   chose	   sont	   connues	   dans	   la	   littérature	   sur	   l’état	   de	   phosphorylation	   de	   la	  

protéine	  Tau	  nucléaire.	  Les	  premières	  études	  menées	  par	  immunohistochimie	  utilisent	  

le	   plus	   souvent	   l’anticorps	   Tau	   1	   qui	   reconnaît	   la	   protéine	   Tau	   lorsqu’elle	   est	  

déphosphorylée	   sur	   les	   sites	   compris	   entre	   les	   sérines	   195	   et	   202.	   Dans	   notre	   étude,	  

nous	  avons	  mis	  en	  évidence	  que	   la	  quantité	  de	  protéine	  Tau	  nucléaire	  augmente	   sous	  

l’effet	  d’un	  stress	  hyperthermique	  dans	  le	  cortex	  de	  souris	  sauvage.	  Cette	  protéine	  Tau	  

nucléaire	  a	  été	  détectée	  également	  avec	  l’anticorps	  Tau	  1.	  Elle	  est	  donc	  sous	  une	  forme	  

déphosphorylée	  au	  moins	  sur	  les	  épitopes	  compris	  entre	  les	  sérines	  195	  et	  202.	  L’état	  de	  

phosphorylation	  de	  Tau	  semble	  donc	  être	  un	  élément	   important	  dans	  ces	  mécanismes	  

de	  translocation.	  

Des	   souris	   transgéniques	   THY-‐Tau22	   ont	   été	   soumises	   au	   protocole	   de	   stress	  

hyperthermique.	   Dans	   ces	   souris,	   exprimant	   une	   protéine	   Tau	   humaine	   qui	   s’hyper-‐

phosphoryle	   et	   s’agrège	   avec	   le	   temps,	   nous	   n’observons	   pas	   d’augmentation	   de	   la	  

quantité	   de	   protéine	   Tau	   dans	   le	   noyau.	   Ces	   résultats	   ont	   été	   obtenus	   par	  

immunoempreinte	  et	  immunohistochimie.	  	  

On	  ne	  peut	  exclure	  que	  les	  mutations	  sur	  la	  protéine	  Tau	  humaine	  surexprimée	  dans	  les	  

souris	   THY-‐Tau22,	   empêchent	   sa	   translocation	   nucléaire.	   Des	   modifications	   de	   la	  

conformation	  de	  la	  protéine	  pourraient	  être	  causées	  par	  ses	  mutations	  et	  empêcher	  son	  

passage	  à	  travers	  la	  membrane	  plasmique.	  Des	  études	  complémentaires	  afin	  de	  savoir	  si	  

l’état	   de	   phosphorylation	   de	   Tau	   est	   essentiel	   dans	   son	   transport	   nucléaire	   sont	  

nécessaires.	   L’expression	   de	   différentes	   protéines	   Tau	   mutées	   sur	   des	   acides	   aminés	  

déterminés	  afin	  de	  mimer	  un	  état	  phosphorylé	  constitutif	  dans	  des	  cultures	  primaires	  de	  
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neurones	   corticaux	   d’embryons	   de	   souris,	   pourrait	   nous	   aider	   à	   répondre	   à	   cette	  

question.	  	  

Il	   a	   été	   montré	   dans	   la	   littérature	   qu’un	   stress	   induit	   par	   le	   formaldéhyde	   entraine	  

l’accumulation	  nucléaire	  de	  l’enzyme	  GSK	  3	  beta	  dans	  des	  cellules	  de	  lignées	  cellulaires	  

de	  neuroblastomes	  et	  dans	  des	  cerveaux	  de	  souris	  (Lu	  et	  al.,	  2013).	  Le	  stress	  oxydant	  est	  

un	  des	  effets	  majeurs	  de	  l’exposition	  au	  formaldéhyde	  (Gurel	  et	  al.,	  2005).	  GSK	  3	  beta	  est	  

une	  kinase	   importante	  dans	   la	  phosphorylation	  de	  Tau.	  On	  peut	  donc	   imaginer	  que	   le	  

stress	  induise	  une	  augmentation	  de	  l’enzyme	  GSK	  3	  beta	  dans	  le	  noyau	  des	  neurones	  et	  

phosphoryle	  alors	  la	  protéine	  Tau	  nucléaire.	  	  

Dans	  notre	  modèle,	  nous	  avons	  étudiié	  l’état	  de	  phosphorylation	  de	  Tau	  dans	  les	  souris	  

THY	  Tau22	  soumises	  au	   stress.	  Une	  augmentation	  du	  marquage	  à	   l’aide	  des	  anticorps	  

AT8	   et	   PT212	   est	   observée	   dans	   les	   neurones	   présentant	   des	   dommages	   aux	   acides	  

nucléiques.	  Cela	  suggère	  que	  Tau	  est	  plutôt	  phosphorylée	  dans	  le	  noyau	  des	  neurones	  et	  

renforce	   l’hypothèse	  qu’une	  Tau	  hyperphosphorylée	  ne	  peut	   transloquer	  au	  niveau	  du	  

compartiment	  nucléaire.	  	  

	  

Un	  stress	  hyperthermique	  induit	  la	  formation	  d’oligomères	  de	  Tau	  in	  vivo	  

Afin	  de	  savoir	  si	  la	  pathologie	  Tau	  a	  un	  effet	  délétère	  sur	  son	  rôle	  protecteur	  vis	  à	  vis	  des	  

acides	   nucléiques,	   nous	   avons	   étudié	   leur	   intégrité	   dans	   un	   modèle	   de	   souris	  

transgéniques	  de	  pathologie	  Tau,	  les	  souris	  THY-‐Tau22.	  Ces	  souris	  ont	  été	  soumises	  ou	  

non	   à	   un	   stress	   hyperthermique.	   Nous	   avons	   étudié	   l’intégrité	   des	   acides	   nucléiques	  

chez	  des	  souris	  THY-‐Tau22	  âgées	  de	  3,	  5	  et	  7	  mois	  afin	  d‘étudier	  respectivement	  l’effet	  

d’une	   pathologie	   Tau	   modérée	   ou	   sévère.	   Nous	   nous	   sommes	   intéressés	   plus	   à	  

l’hippocampe,	  lieu	  de	  stockage	  des	  informations	  mnésiques,	  et	  plus	  particulièrement	  à	  la	  

CA1.	   Le	   stress	   hyperthermique	   induit	   l’accumulation	   de	   dommages	   aux	   acides	  

nucléiques	   dans	   les	   neurones	   de	   la	   CA1	   des	   souris	   THY-‐Tau22	   âgées	   de	   5	   mois	  

principalement.	  Aucun	  dommage	  aux	  acides	  nucléiques	  n’a	  été	  observé	  dans	  la	  CA1	  des	  

souris	  THY-‐Tau22	  de	  3	  mois	  soumises	  au	  stress	  hyperthermique	  et	  peu	  de	  dommages	  

dans	   les	   souris	   âgées	   de	   7	   mois.	   Ceci	   suggère	   que	   les	   neurones	   présentant	   une	  

pathologie	   Tau	   précoce	   sont	   les	   plus	   sensibles	   au	   stress	   hyperthermique	   et	   aux	  
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dommages.	   Le	   stress	   hyperthermique	   induit	   donc	   l’accumulation	   de	   dommages	   aux	  

acides	  nucléiques	  dans	  les	  neurones	  possédant	  une	  pathologie	  Tau	  précoce.	  	  

Une	   des	   caractéristiques	   principales	   de	   la	   maladie	   d’Alzheimer	   est	   la	   présence	   de	  

protéine	   Tau	   hyper	   et	   anormalement	   phosphorylée	   formant	   les	   dégénérescences	  

neurofibrillaires.	   Il	   est	   maintenant	   admis	   dans	   la	   littérature	   que,	   bien	   plus	   que	   les	  

agrégats	   insolubles	  de	  protéine	  Tau,	  ce	  sont	  des	  petites	  formes	  oligomériques	  solubles	  

de	   Tau	   qui	   sont	   ses	   formes	   toxiques.	   Comprendre	   les	   mécanismes	   impliqués	   dans	  

l’oligomérisation	   de	   Tau	   est	   donc	   essentiel	   afin	   d’élucider	   l’apparition	   de	   la	   maladie	  

d’Alzheimer	  et	  ainsi	  proposer	  des	  nouvelles	  méthodes	  thérapeutiques.	  	  

A	  l’aide	  de	  deux	  anticorps	  reconnaissant	  les	  formes	  oligomériques	  préfibrillaires	  de	  Tau	  

obtenus	  dans	  le	  cadre	  de	  collaborations	  avec	  L.	  Binder	  et	  R.	  Kayed,	  nous	  avons	  montré	  

qu’un	   stress	   hyperthermique	   induit	   la	   formation	   d’oligomères	   de	   Tau	   in	   vivo.	   Ces	  

oligomères	   sont	   présents	   spécifiquement	   au	   niveau	   du	   cytoplasme	   et	   du	   noyau	   des	  

neurones	  possédant	  des	  dommages	  aux	  acides	  nucléiques.	  	  

Les	  causes	  de	   l’oligomérisation	  de	  Tau	  dans	  notre	  modèle	  sont	   inconnues.	   Il	  est	   tout	  à	  

fait	   possible	   que	   les	   ROS	   produits	   par	   le	   stress	   hyperthermique,	   servent	   d’agents	  

inducteurs	  à	  la	  formation	  d’oligomères	  de	  Tau.	  Cela	  a	  déjà	  été	  montré	  dans	  un	  tout	  autre	  

modèle	   murin.	   Hawkins	   et	   collaborateurs	   ont	   décrit	   un	   modèle	   de	   rat	   permettant	  

d’étudier	   l’impact	   des	   traumatismes	   crâniens	   qui	   sont	   connus	   pour	   induire	   une	   forte	  

augmentation	   de	   ROS.	   La	   répétition	   de	   traumatismes	   crâniens	   peut	   entrainer	   le	  

développement	   de	   démences	   que	   l’on	   nomme	   démences	   pugilistiques	   (Tokuda	   et	   al.,	  

1990).	  Ces	  démences	  sont	  des	  Tauopathies	  caractérisées	  par	   l’accumulation	  d’agrégats	  

de	  protéine	  Tau.	  Dans	  le	  modèle	  de	  rat,	  la	  répétition	  de	  traumatismes	  crâniens	  entraine	  

la	  formation	  d’oligomères	  de	  Tau	  in	  vivo	  (Hawkins	  et	  al.,	  2013).	  Ces	  traumatismes	  sont	  

également	   à	   l’origine	   d’une	   augmentation	  du	   stress	   oxydant	   cérébral	   (Cornelius	  et	  al.,	  

2013).	  Le	   stress	  oxydant	  pourrait	  donc	   jouer	  un	   rôle	   important	  dans	   la	   formation	  des	  

oligomères	  de	  Tau	  in	  vivo.	  	  

Les	  oligomères	  sont	  principalement	  détectés	  dans	  les	  souris	  THY-‐Tau22	  âgées	  de	  5	  mois	  

spécifiquement	   dans	   les	   neurones	   dont	   les	   acides	   nucléiques	   sont	   endommagés.	  Nous	  

observons	   donc	   la	   perte	   de	   la	   fonction	   nucléaire	   physiologique	   de	   la	   protéine	   Tau	  

lorsqu’elle	  est	  majoritairement	  sous	  une	  forme	  oligomérisée.	  	  
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D’après	   nos	   résultats,	   il	   existe	   une	   fenêtre	   de	   temps	   lorsque	   la	   protéine	   Tau	   est	  

modérément	  phosphorylée	  où	   le	   stress	  hyperthermique	  en	   induisant	   l’oligomérisation	  

de	   la	   protéine	   Tau	   entrainerait	   l’altération	   des	   acides	   nucléiques	   dans	   les	   neurones.	  

Prévenir	   ces	   phénomènes	   pourrait	   donc	   ralentir	   la	   progression	   de	   la	   maladie	  

d’Alzheimer.	  	  

Il	  n’existe	  pas,	  à	  l’heure	  actuelle,	  de	  traitements	  efficaces	  capables	  de	  prévenir	  la	  

maladie	  d’Alzheimer.	  Au	  vu	  de	  nos	  résultats,	  l’impact	  possible	  de	  l’altération	  de	  la	  

fonction	   protectrice	   de	   Tau	   vis	   à	   vis	   des	   acides	   nucléiques	   dans	   la	  

physiopathologie	   des	   Tauopathies	   n’est	   pas	   à	   négliger.	   Prévenir	   son	  

oligomérisation	  devrait	  permettre	  d’empêcher	  la	  perte	  de	  la	  fonction	  protectrice	  

de	  Tau	  vis	  à	  vis	  des	  acides	  nucléiques.	  	  
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Caractérisation	  de	  l’état	  de	  phosphorylation	  de	  la	  protéine	  Tau	  associée	  aux	  

radeaux	  lipidiques	  en	  conditions	  physiologique	  et	  pathologique	  

	  

	  

	  

Etat	   de	   phosphorylation	   de	   Tau	   au	   niveau	   des	   radeaux	   lipidiques	   en	   condition	  

physiologique	  

Nos	   résultats	   indiquent	   que	   la	   protéine	   Tau	   est	   localisée	   au	   niveau	   des	   radeaux	  

lipidiques	  dans	  les	  conditions	  physiologiques	  et	  pathologiques.	  Cependant	  peu	  d’études	  

ont	   été	   menées	   sur	   l’état	   de	   phosphorylation	   de	   la	   protéine	   Tau	   à	   ce	   niveau.	   C’est	  

pourquoi	   nous	   avons	   caractérisé	   cet	   état	   de	   phosphorylation	   de	   Tau	   au	   niveau	   des	  

radeaux	  lipidiques.	  	  

Nous	   avons	   identifié	   que	   la	   protéine	   Tau	   au	   niveau	   des	   radeaux	   lipidiques	   est	  

principalement	   déphosphorylée	   notamment	   entre	   les	   sérines	   195	   et	   202	   dans	   les	  

conditions	   physiologiques,	   que	   ce	   soit	   dans	   le	   cortex	   de	   souris	   ou	   dans	   du	   cerveau	  

humain.	  

	  

Etat	   de	   phosphorylation	   de	   Tau	   au	   niveau	   des	   radeaux	   lipidiques	   en	   condition	  

pathologique	  

Dans	   la	   littérature,	   une	   seule	   étude	  montre	   que	   Tau	   est	   phosphorylée	   au	   niveau	   des	  

épitopes	  396	  et	  404	  de	  l’isoforme	  la	  plus	  longue	  dans	  les	  cerveaux	  de	  patients	  atteints	  

de	   la	   MA.	   Aucune	   caractérisation	   précise	   de	   l’état	   de	   phosphorylation	   de	   Tau	   en	  

condition	   pathologique	   n’a	   été	   menée.	   Nous	   avons	   donc	   étudié	   cet	   état	   de	  

phosphorylation	  dans	  le	  cortex	  de	  patients	  atteints	  de	  la	  MA.	  

Nous	  avons	  observé	  qu’à	  ce	  niveau,	   la	  protéine	  Tau	  est	  hyperphosphorylée.	  Elle	  est	  en	  

effet	  reconnue	  par	  tous	  les	  anticorps	  testés.	  Tau	  peut	  se	  présenter	  également	  sous	  forme	  

de	  monomères,	  d’oligomères	  et	  d’agrégats	  au	  niveau	  des	  radeaux	  lipidiques	  du	  cortex	  de	  
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patients	  atteints	  de	  la	  MA.	  Ces	  résultats	  ne	  sont	  pas	  étonnants	  puisque	  dans	  la	  MA,	  Tau	  

peut	  se	  présenter	  sous	  toutes	  ces	  différentes	  formes.	  	  

Les	   résultats	   que	   nous	   avons	   obtenus	   suggèrent	   que	   les	   radeaux	   lipidiques	  

pourraient	   jouer	   un	   rôle	   clé	   dans	   la	   pathologie	   de	   la	   maladie	   d’Alzheimer	  

notamment	  au	  niveau	  des	  phénomènes	  de	  nucléation	  de	  Tau	  puisqu’ils	  pourraient	  

être	  le	  point	  de	  départ	  de	  la	  dimérisation	  de	  Tau	  puis	  de	  son	  agrégation	  au	  niveau	  

du	  cytosol	  des	  neurones.	  
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Ce	  travail	  a	  permis	  de	  mettre	  en	  évidence	  la	  fonctionnalité	  de	  Tau	  nucléaire	  in	  vivo.	  Tau	  

est	  capable	  de	  protéger	  l’ADN	  génomique	  des	  neurones	  corticaux	  et	  hippocampiques	  de	  

dommages	   en	   conditions	   physiologique	   et	   de	   stress	   hyperthermique.	   L’intégrité	   des	  

ARN	  nucléaires	  et	  cytoplasmiques	  est	  également	  préservée	  en	  présence	  de	  protéine	  Tau.	  

Ceci	   suggère	   que	   cette	   protéine	   pourrait	   avoir	   un	   rôle	   dans	   des	   mécanismes	   de	  

réparation	   de	   l’ADN	   et	   dans	   le	   contrôle	   qualité	   des	   ARN.	   Dans	   l’avenir,	   il	   serait	  

interessant	   d’étudier	   les	   modifications	   géniques	   produites	   dans	   les	   neurones	   où	  

l’intégrité	  des	  acides	  nucléiques	  est	  altérée.	  

Une	   des	   caractéristiques	   principales	   de	   la	   maladie	   d’Alzheimer	   est	   la	   présence	   de	  

protéine	   Tau	   hyper	   et	   anormalement	   phosphorylée	   formant	   les	   dégénérescences	  

neurofibrillaires.	   Il	   est	   maintenant	   admis	   dans	   la	   littérature	   que,	   bien	   plus	   que	   les	  

agrégats	   insolubles	  de	  protéine	  Tau,	  ce	  sont	  des	  petites	  formes	  oligomériques	  solubles	  

de	   Tau	   qui	   sont	   ses	   formes	   toxiques.	   Comprendre	   les	   mécanismes	   impliqués	   dans	  

l’oligomérisation	   de	   Tau	   est	   donc	   essentiel	   afin	   d’élucider	   l’apparition	   de	   la	   maladie	  

d’Alzheimer	   et	   ainsi	   proposer	   des	   nouvelles	   méthodes	   thérapeutiques.	   Pour	  

s’oligomériser,	   la	  protéine	  Tau	  a	   toujours	  besoin	  d’un	  agent	   inducteur.	  Or	   les	   radeaux	  

lipidiques	  pourraient	  être	  un	  point	  de	  départ	  pour	  la	  polymérisation	  de	  Tau.	  	  

L’utilisation	  d’un	  modèle	  transgénique	  de	  pathologie	  Tau,	  le	  modèle	  THY-‐Tau22,	  nous	  a	  

permis	   de	  mettre	   en	   évidence	  qu’un	   stress	   hyperthermique	   entraine	   l’oligomérisation	  

de	   Tau	   dans	   les	   neurones	   modérément	   phosphorylés.	   Prévenir	   cette	   oligomérisation	  

pourrait	  donc	  empêcher	   la	  perte	  de	   fonction	  protectrice	  de	  Tau	  vis	  à	  vis	  de	   l’intégrité	  

des	   acides	   nucléiques.	   En	   perspective,	   il	   serait	   interessant	   de	   savoir	   si	   en	   inhibant	   la	  

production	   de	   ROS	   dans	   le	   cerveau	   des	   souris,	   l’oligomérisation	   de	   Tau	   est	   diminée.	  

Pour	  ce	  faire,	  l’injection	  chez	  les	  souris	  d’une	  molécule	  anti-‐oxydante	  telle	  que	  le	  bleu	  de	  

méthylène,	  avant	  l’induction	  d’un	  stress	  hyperthermique,	  nous	  permettrait	  de	  répondre	  

à	  cette	  question.	  	  
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