Université de Lille

Université de Lille Il — Droit et santé

Ecole Doctorale Biologie et Santé de Lille

THESE

Pour I’obtention du grade de

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE DE LILLE II

Spécialité : Neurosciences

Présentee par :
Alban Chauderlier

Fonctions atypiques de la protéine Tau : Roles dans la protection des

acides nucléiques et le métabolisme des ARN.

Soutenue publiquement le 16 décembre 2016 devant le jury composé de :

Mr le Pr Jacques Hugon Rapporteur
Mme le Dr Dominique Weil Rapporteur
Mme le Dr Eliette Bonnefoy Examinateur
Mr le Dr Bruno Lefebvre Examinateur
Mr le Pr Didier Vieau Examinateur

Mme le Dr Marie-Christine Galas Directeur de These






« Le seul héritage qui fut dans tous les tems a I’abri des caprices du sort, et avec lequel
celui qui sait le faire valoir n’éprouve jamais le besoin, parvient souvent a ’aisance et
quelquefois méme a la fortune. »

J-M Cassini - « Eloge de M. Guillaume Le Gentil », 1810, a propos de I’éducation.

A mes parents.



Remerciements

En premier lieu, je souhaite exprimer mes profonds remerciements a I’ensemble de mon
jury, le Pr Jacques Hugon, le Dr Dominique Weil, le Dr Eliette Bonnefoy, le Dr Bruno Lefebvre
et le Pr Didier Vieau pour I’honneur qu’ils me font d’évaluer mon travail de these. Je remercie
tout particuliérement le Pr Jacques Hugon et le Dr Dominique Weil pour avoir accepté d’étre
rapporteur de cette these.

Je tiens a exprimer ma gratitude au Dr Eliette Bonnefoy ainsi qu’au Dr Dominique Weil.
Merci pour le temps que vous m’avez accordé, vos précieux conseils, votre aide, vos
encouragements et votre bienveillance.

Je tiens a remercier le Dr Luc Buée de m’avoir accueilli au sein de son équipe. Merci
pour vos conseils scientifiques avisés. Je vous remercie également pour les moments de labo,
toujours agréables, que vous entretenez au sein de I’équipe et du centre.

Je remercie chaleureusement le Dr Marie-Christine Galas. Vous m’avez accueilli, a la
fin de mon master 1. J’ai beaucoup appris a vos cotés, que ce soit scientifiguement ou
humainement. J’en profite pour exprimer ma sincere reconnaissance pour I’opportunité¢ que
vous m’avez offerte de travailler dans d’excellentes conditions dans un laboratoire de sciences.

Je tiens a exprimer ma profonde reconnaissance envers le Dr Bruno Lefebvre, pour vos
conseils, qu’ils soient scientifiques, humains ou cyclistes. J’ai apprécié travailler avec vous,
apprécié votre disponibilité, votre franchise dans les bons ou les mauvais moments.

Marie, Bruno, je profite de cette occasion pour vous exprimer ma gratitude de m’avoir
encadré. Je sais, 6 combien, que cela peut étre compliqué....

Un grand merci a I’ensemble des chercheurs, David Blum, Valérie Buée, Marie-Laure
Caillet-Boudin, Morvane Colin, Malika Hamdane, Sandrine Humez, Bernard Sablonniére,
Nicolas Sergeant et Valérie Vingt-Deux qui ne ménagent pas leurs efforts pour nous former.

Jen profite pour remercier vivement le Dr. Marie-Claire Peers, qui m’a offert la
possibilité d’étre moniteur de TD. Merci pour tout ce que vous NOUS apportez que ce soit
histologiquement, humainement ou autour d’une crépe. Merci, au passage a Julien pour les
gotters a I’inter-cours.

Lucie ! Merci pour le temps que tu as passé a me former, tu n’as jamais renoncé ! Merci
pour ta sympathie et ton enthousiasme ! Merci Marie, pour ta sympathie, ta bienveillance et

pour tes conseils ! Ma gratitude envers Andrea, qui a participé a la réussite de mon travail. Je



remercie vivement Marie-Hélene Gevaert pour son aide technique, sa disponibilité ainsi que
I’ensemble des membres de I’animalerie.

Un grand merci a Francisco ! Merci pour tes conseils scientifiques, ta bienveillance et
ta science du football toute hispanique !

J’adresse un grand merci a la bonne humeur de Méliza, qui m’a beaucoup aidé, soutenu
et amusé !

Merci au bureau du fond ! Merci Dominique, tu as été une superbe camarade ! C’était
agréable d’étre ton voisin de bureau. Merci Coline, pour ton soutien, pour le temps que tu as
passé a nous filer des coups de main, t’es quelqu’un de chouette ! Dans le genre chouette, je
remercie Toto, on a passé 4 années a vivre, a peu pres les mémes choses, tu as toujours été un
soutien de poids, quoi qu’il arrive, ses fluctuat nec mergitur.... (guitares). Un gros merci a
Mathilde également, désol¢ de t’avoir fait porter le chapeau au sujet du camembert...
Un autre chapeau a Alex, tes réflexions permanentes sur les protocoles, nous ont tiré vers le
haut ! Merci Espérance, pour ton sourire au quotidien. Merci a Caro et Florian pour votre bonne
humeur et votre science de la vanne (notamment).

Je souhaite remercier Mélissa, toujours sympa et prompte a aider ! Bon courage a toi !
Tu es bien partie ! Un gros merci a Claire pour ses blagues et sa curiosité scientifique ! Avec
Marie-Line, toujours bienveillante, vous étes un super duo.

Je remercie également les anciens, Antoine, Cyril, Simon et Max, pour votre humour et
pour nous avoir accueilli chaleureusement au sein du laboratoire. Un petit mot pour remercier
Sebastien, toujours sourire, un compagnon de RU hors-pair !

Ma gratitude s’adresse a I’ensemble de 1’équipe, je m’excuse par avance si je venais a
oublier un prénom. Vous m’avez beaucoup apporté humainement et scientifiquement, je quitte
le labo avec un petit pincement au cceur. Merci Raph, Sabiha, Lucrezia, Catherine, Sabrina,
Roby, Séverine, Héléne, Charlotte, Vanessa, Laetitia, Emilie, Claudia, Seb, Xabier, Florian,
Laura, Kevin, Mégane et Caroline bien sar ! Merci Vanessa, Alex et Matthias !

Un gros merci a Thomas et Karim ainsi qu’au secrétariat, Céline, Michele, Nathalie et
Sophie pour leur bienveillance et leur disponibilité et qui, par leur travail, nous permettent
d’évoluer dans de trés bonnes conditions au sein du laboratoire.

Enfin, je remercie celles et ceux qui me sont chers et qui ont suivi de pres ou de loin
I’avancée de ma thése. Leurs attentions et encouragements m’ont accompagné tout au long de
ces années. lls sont trop nombreux pour tous les citer. Aux copains ! A Emeline pour ton sourire
et ton soutien 3000 ! Encore de nombreuses semelles a user, de films a développer, de ballons

a aller chercher et de ripailles a partager.






Résumeé

Les tauopathies, dont la maladie d’Alzheimer (MA) est ’exemple le plus connu, sont des
maladies neurodégénératives caractérisées par une agrégation intra-neuronale progressive de
protéine Tau hyperphosphorylée conduisant inéluctablement a la mort du neurone. De
nombreuses ¢études convergent vers une implication du stress oxydant comme ['un des
mécanismes précoces a I’origine de la MA. En effet, une accumulation de dommages oxydatifs
aux acides nucléiques est observée aux stades précoces de la MA. Cependant, les mécanismes
impliqués dans cette altération de I’intégrité des acides nucléiques au cours de la MA restent
obscurs. Outre son role connu dans la stabilisation des microtubules, Tau est un acteur essentiel
de la protection de I’intégrité des acides nucléiques neuronaux. En effet, au sein du laboratoire,
il a été récemment montré in vivo que Tau protége I’ADN et I’ARN en condition physiologique
ainsi qu’au cours d’un stress hyperthermique, un outil inducteur de stress oxydant. Aucune
¢tude n’a été menée pour examiner I’effet de la pathologie Tau sur la fonction protectrice de
Tau vis-a-vis des acides nucléiques (AN).

Cette problématique constitue le premier objectif de cette these. Pour cela, nous avons utilisé
un modele murin qui développe une agrégation et une hyperphosphorylation progressive de la
protéine Tau: les souris THY-Tau22. Nous avons demontré, dans ce modele, que
I’hyperthermie induit des dommages aux AN uniquement dans les neurones présentant une
pathologie précoce, a des stades qui précedent la formation d’agrégats insolubles de Tau. Au
sein de ces neurones, ces dommages aux AN induits par I’hyperthermie sont strictement
corrélés a la formation d’oligomeres de protéines Tau, formes précoces de 1’agrégation de Tau.
Une association similaire entre la présence d’oligomeres de Tau et des dommages oxydatifs a
également été mis en évidence dans des cerveaux de patients atteints de la MA. Le pré-
traitement de ces souris avec du bleu de méthylene, un antioxydant et inhibiteur de 1’agrégation
de Tau, prévient la formation de ces oligomeres ainsi que les dommages aux acides nucléiques.
Ces résultats suggerent que 1’oligomérisation de Tau prévient la fonction protectrice de Tau vis-
a-vis des acides nucléiques. Ce travail met également en lumicre I’existence d’une fenétre
critique de vulnérabilit¢ de ’ADN et ’ARN au cours de la progression de la pathologie.
Dans le deuxieme volet de ce manuscrit, nous nous sommes concentrés sur la relation entre la
protéine Tau et ’ARN. Bien que I'interaction de Tau avec I’ARN soit connue depuis une

vingtaine d’années, la fonction de cette interaction reste obscure. Notre hypothese est que Tau



pourrait étre impliquée dans le métabolisme des ARN. Par stratégie TAP-tag, des partenaires
protéiques de Tau ont été purifiés. Parmi eux, la protéine DEAD box protein 6 (DDX6), un
acteur du métabolisme des ARN, a éte identifiee comme un nouveau partenaire de Tau. DDX6
est une hélicase a ARN impliquée notamment dans la voie de régulation de I’expression génique
par les microARN. Ce second projet vise a caractériser, comprendre la fonction de ce complexe
ainsi que son impact dans la pathogénése des tauopathies. Nous avons confirmé I’interaction
entre Tau et DDX6 puis identifié les séquences de Tau impliquées dans ce complexe. Nos
résultats suggerent que I’interaction de Tau avec DDX6 stimule 1’activité du microARN Let-
7a. De maniére particuliérement intéressante, des mutations de Tau responsables de formes
familiales de tauopathies altérent I’interaction Tau/DDX6 et abolissent I’effet de Tau sur
I’activité du microARN Let-7a. L’ensemble de ces résultats met en évidence un rdle atypique
de Tau, non décrit a ce jour, dans la voie de regulation du microARN Let-7a. Cette nouvelle
fonction ouvre des perspectives sur le réle de Tau dans le métabolisme des ARN et suggere un

impact de la pathologie Tau sur la régulation de la voie des microARN.



Abstract

Tauopathies are neurodegenerative disorders characterized by a progressive intraneuronal
accumulation of hyperphosphorylated Tau leading to neuronal death. The most well-known
tauopathy is Alzheimer Disease (AD). Numerous studies suggest that oxidative stress is one of
the early mechanisms involved in AD. An increase in oxidative DNA and RNA damage occurs
at early stages of AD. The mechanisms underlying the alteration of nucleic acid integrity during
the course of AD are unclear. In addition to its well-described role in microtubule stabilization,
Tau is an essential player in the protection of neuronal nucleic acid integrity. Indeed, we
recently reported that Tau protect DNA and RNA integrity in vivo under physiological and
hyperthermic conditions, which is known to be a strong inducer of oxidative stress. However,
no study has been conducted to test the effects of Tau pathology on the protective function of
Tau. This is the first objective of my thesis.

To do that, we used a transgenic Tau pathology mouse model. With age, these mice develop a
progressive Tau hyperphosphorylation and aggregation. We demonstrate, in this model, that
hyperthermia selectively induces nucleic acid damage in neurons that display early Tau
pathology without Tau fibrils. In these neurons, nucleic acid damage is strictly correlated with
prefibrillar Tau oligomers. A similar association between prefibrillar Tau oligomers and nucleic
acid oxidative damage was observed in AD brains. Pretreatment with Methylene Blue (MB), a
Tau aggregation inhibitor reduced hyperthermia-induced Tau oligomerization as well as nucleic
acid damage. These results suggest that Tau oligomerization triggers the loss of the nucleic acid
protective function of Tau. This study highlights the existence of a critical window of DNA and
RNA vulnerability during the progression of Tau pathology.

In the second part of this manuscript, we have focused on the relationship between Tau and
RNA. It has been reported that Tau bind to RNA. Although this interaction has been known for
20 years, the function of this interaction is still unclear. Based on this observation, we
hypothesize that Tau is involved in RNA metabolism. Proteins interacting with Tau have been
purified using the tandem affinity purification methodology. Thus, the DEAD box protein 6
(DDX®6), known to be an actor of RNA metabolism, has been identified as a new Tau partner.
DDXG6 is a RNA helicase implicated in miRNA gene silencing mechanism. This project aims
to understand Tau-DDX6 complex function in physiological conditions and its impact on

tauopathies. We validate the interaction between Tau and DDX6, and identify Tau sequences



involved in the interaction. Our results suggest that Tau-DDX6 complex enhance Let-7a
activity. Interestingly, Tau mutations involved in inherited tauopathies impair Tau-DDX6
interaction and abolish the effect of Tau on Let-7a activity. All these results highlight a new
and atypical function of Tau in microRNA pathway. This undescribed function offers promising
prospects for the role of Tau in RNA metabolism and suggest a potential impact of Tau

pathology on regulation of microRNA pathway.
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Figure 5 - Analyse des domaines de Tau impliqués dans son interaction avec DDXG.
Figure 6 - Analyse des domaines de Tau impliqués dans son interaction avec DDX6.
Figure 7 - Analyse des acides aminés de Tau impliqués dans son interaction avec DDX6.

Figure 8 - Effet des mutations V226G, V229G, K311G, K317G, K321G sur P’interaction
de la protéine Tau pleine taille avec DDX6.

Figure 9 - Effet des mutations P301L et P301S sur I’interaction de la protéine Tau avec
DDX6.

Figure 10 - Principe de fonctionnement du systeme tethering.

Figure 11 - Tau ne module pas I’effet répresseur de la traduction de DDX6 dans notre
systeme expérimental de tethering assay.

Figure 12 - Tau ne module pas I’effet répresseur de la traduction de DDX6 dans notre
systeme expérimental de tethering assay en conditions de privation de serum de veau
feetal (A) et lors d’une activité neuronale prolongée (B).

Figure 13 - Tau stimule P’activité de Let-7a.

Figure 14 - Tau réprime la traduction de c-Myc, un ARNm cible de let-7a.

Figure 15 - L’effet activateur de Tau sur I’activité de let-7a est dépendant de DDXG6.
Figure 16 - Le mutant Tau P301S abolit I’effet de Tau sur Pactivité de let-7a.
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Introduction



Chapitre 1 : Physiologie et Pathologie de la

protéine Tau.



A. La physiologie de la protéine Tau

L’histoire de la découverte de la protéine Tau est associée a 1’étude du cytosquelette. Le
cytosquelette est constitué d’un réseau complexe de filaments et de tubules protéiques impliqué
dans une pléiade de fonctions essentielles a la vie cellulaire. Parmi ces ¢léments, le réseau
microtubulaire est constitué de cylindres creux dont 1'unité structurale est 1’hétérodimere de
tubuline. En 1975, a partir de cerveaux de porcs, Weingarten et ses collaborateurs isolent un
facteur « essentiel » a la polymérisation des microtubules (Weingarten et al., 1975). Ils
nomment ce nouveau venu dans la famille des MAP (« Microtubules Associated Protein ») :
Tau. Au cours de ce premier chapitre, nous nous intéresserons au gene de Tau, a la structure, la
physiologie et les fonctions connues de cette protéine. En effet, il apparait que le role de Tau ne

se limite pas a son interaction avec la tubuline.

I. Du gene a la protéine

La protéine Tau est codée par un géne unique, MAPT, « Microtubules Associated
Protein Tau ». D’une longueur de 134kb, il est localisé chez ’homme sur le bras long du
chromosome 17 en position 17921 (Neve et al., 1986). La séquence codante préedite est
hautement conservée a travers les especes mammiferes. En effet, la séquence protéique de la
Tau humaine et murine est identique a 88% (Poorkaj et al., 2001). Chez les primates, la proteine

Tau montre une homologie de 98 a 100% avec la Tau humaine (Holzer et al., 2004).

La protéine Tau est principalement exprimée dans les neurones (Avila et al., 2004).
Néanmoins, Tau est également détectée, en quantité moindre, dans les cellules gliales (Gorath
etal., 2001; Klein et al., 2002; LoPresti et al., 1995; Muller et al., 1997) notamment en condition
pathologique (Chin and Goldman, 1996; lkeda et al., 1995). Concernant les tissus
périphériques, la plupart des études ont été menées chez le rat et celles-ci montrent la présence
de Tau dans le muscle squelettique, le cceur, le rein, le pancréas et le testicule (Ashman et al.,
1992; Gu et al., 1996; Nagao et al., 1999; Vanier et al., 1998). S’agissant de I’Homme, en dépit
d’une littérature moins riche, Tau a été décrite en condition physiologique dans le muscle
squelettique et le testicule (Sigala et al., 2014; Wei and Andreadis, 1998). Par ailleurs, la

protéine Tau est exprimée dans certains cancers tel que le cancer du sein, de la prostate, de



I’ovaire, ou encore de I’estomac (Fekete et al., 2012; Matrone et al., 2010; Souter and Lee,
2009).

1 Les différentes isoformes de la protéine Tau

Le transcrit primaire de Tau comporte 16 exons (Andreadis et al., 1992). L’exon 0,
associé aux régions promotrices du géne, n’est pas traduit. L’exon 14 fait partie de la région 3’
non traduite du transcrit. Il est intéressant de noter que le large exon 4A n’est exprimé que dans
les neurones du systéme nerveux périphérique et code une isoforme de 110kDa : la Big Tau
(Boyne et al., 1995). L’inclusion de I’exon 6 peut conduire a 1’expression d’une isoforme

tronquée a I’extrémité carboxy-terminale (Luo et al., 2004).

Dans le cerveau humain, les exons 4A et 8 sont exclus. Les exons 1,4, 5,7,9, 11, 12 et
13 sont constitutifs et les exons 2, 3, 6 et 10 sont alternatifs. Cependant, I’exon 6 est tres
faiblement exprimé (Wei and Andreadis, 1998). L’exon 3 étant systématiquement transcrit avec
I’exon 2, le cerveau humain exprime principalement six isoformes différentes de Tau : 2-3-10-,
2+3-10-, 2+3+10-, 2-3-10+, 2+3-10+, 2+3+10+ (Andreadis et al., 1995). Concernant la
nomenclature : on parle d’isoforme ON en 1’absence de I’exon 2 et 3, 1N lorsque I’exon 2 est
inclus et 2N quand I’exon 2 et 3 sont inclus. Dans la mesure ou I’exon 10 code pour un des 4
domaines pseudo-répété de liaison aux microtubules, on parle de Tau4R lorsque 1’exon 10 est

inclus et de Tau3R lorsqu’il est exclu (pour revue Caillet-Boudin et al., 2015) (Fig.1).

L’expression de ces différentes isoformes est hautement régulée et assujettic a un controle
temporel. Ainsi, seule I'isoforme la plus courte dite feetale, 2-3-10-, est présente au cours de
I’embryogénese du cerveau humain (Goedert and Jakes, 1990; Goedert et al., 1989). Le cerveau
adulte exprime les 6 isoformes (Avila et al., 2004). Bien que le ratio Tau 4R/Tau3R soit égal a
1, les isoformes ON, IN, 2N représentent respectivement 37%, 54%, 9% des protéines Tau

totales (Hong et al., 1998).

A P’instar de ’'Homme, la souris et le rat n’expriment également que I’isoforme foetale
au stade embryonnaire (Couchie and Nunez, 1985; Kosik et al., 1989). Cependant, a I’age
adulte, les rongeurs n’expriment que les isoformes Tau 4R (Brion et al., 1993). Une exception
doit étre faite concernant notamment la zone sous-granulaire du gyrus denté, sicge de la
neurogénese adulte, ou les progéniteurs neuronaux expriment de la Tau3R (Bullmann et al.,

2007, 2010).
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Figure 2 - Du gene MAPT a la protéine Tau. (A) La structure du gene MAPT. (B) Les exons
grisés sont constitutifs. Les autres sont soumis a un épissage alternatif. Les exons 4A, 6 et 8
sont transcrits uniquement dans le systeme nerveux périphérique. (C) Les différentes isoformes
de la protéine Tau présentes au sein du systéme nerveux central humain. L’isoforme feetale
correspond a I’isoforme 2-3-10-.

2 Structure de la protéine Tau

Dans le systeme nerveux central humain, la longueur des isoformes de la protéine Tau

varie entre 352 et 441 acides aminés (Fig. 1C).

Traditionnellement, on distingue deux différents domaines d’aprés le critere
d’interaction avec les microtubules : la partie N-terminale dite « domaine de projection » et la

partie C-terminale dite « domaine de liaison aux microtubules » (Fig. 2A).



a Le domaine de liaison aux microtubules

Le domaine de liaison aux microtubules est constitué de trois ou quatre séquences
pseudo-répétées en fonction de I’inclusion ou non de I’exon 10. Codées respectivement par
I’exon 9, 10,11, 12, chacune de ces séquences est constituée de 18 acides aminés conservés et
pseudo-répétés séparées entre elles par des séquences de 12 a 13 acides aminés. De nature
basique et chargés positivement, ces domaines interagissent avec la surface des microtubules

chargée négativement (Kolarova et al., 2012) (Fig. 2B,C).

b Le domaine de projection

Dans ce manuscrit, nous appellerons « domaine de projection » la partie N-terminale de
la protéine Tau. En son sein, on considere alors deux régions : I’extrémité N-terminale et le

domaine riche en proline.

La longueur de I’extrémité N-terminale dépend de I’inclusion de deux séquences de 29
acides aminés codés par 1’exon 2 et 3. La composition en acides aminés de cette région lui
confere des propriétés biochimiques acides et une charge négative (Fig. 2B,C). En conséquence,
lorsque Tau est liée aux microtubules chargés également négativement, I’extrémité N-terminale
est repoussée par répulsion électrostatique (Amos et al., 2004). Pour cette raison, on parle de
« domaine de projection ». Ce domaine régule ainsi I’espacement entre les microtubules et le

diametre des axones (Chen et al., 1992).

Jouxtant cette région acide, le domaine riche en proline, d une centaine d’acides aminés
se trouve étre globalement basique et chargé positivement. Il est caractérisé par la présence de
7 domaines PXXP qui constituent des sites de liaison aux protéines disposant de domaines « Src
Homology 3 » (SH3). En outre, ce domaine de projection permet l’interaction avec la

membrane plasmique (Brandt et al., 1995).
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Figure 2 — La structure primaire de Tau. (A) Représentation schématique de 1’isoforme
Taud6 (2+3+10+), la plus longue obsersée dans le cerveau humain. Le domaine de projection
est composé d’une extrémité amino-terminale et d’un domaine riche en proline. Le domaine de
liaison aux microtubules est composé de 4 motifs pseudo-répétés impliqués dans la liaison aux
microtubules (en bleu) ainsi que d’une extrémité carboxy-terminale. (B-C) Propriétés physico-
chimiques de I’isoforme 4R Tau46 (2+3-10+), isoforme la plus exprimée du cerveau ainsi que
son équivalent 3R Tau37 (2+3-10-). Données obtenues grace au Peptide property calculator
(InnovagenAB).

3 Aspects conformationnels

En 1977, les travaux de Cleveland et al., mirent en évidence la capacité surprenante de
Tau a induire la formation des microtubules dans des conditions dénaturantes (Cleveland et al.,
1977a) suggérant une certaine pauvreté de Tau en maticre de structures secondaires. A I’image
d’autres protéines nativement non conformées (Fig. 3B), Tau contient peu d’acides aminés
hydrophobes et est constituée majoritairement d’acides aminés basiques, hydrophiles (Fig. 2).
Par voie de conséquence, Tau dispose d’une charge nette positive a pH physiologique et est treés
soluble dans 1’eau. Des méthodes d’études structurales conventionnelles telles que le
dichroisme circulaire ou encore la diffusion de rayons X aux petits angles ont confirmé le
caractére flexible, en pelote statistique et ’absence de conformation particuliére de Tau (von
Bergen et al., 2000; Mukrasch et al., 2009; Schweers et al., 1994) (Fig. 3B). Or, des mod¢les
bio-informatiques prédictifs ont permis de reconsidérer I’existence de quelques potentielles
structures secondaires (Gamblin, 2005). La Résonnance Magnétique Nucléaire a pu mettre en
lumiére un comportement conformationnel dynamique de la protéine Tau en solution. Ainsi, en
dépit d’une structure majoritairement non conformée, quelques courtes structures secondaires
localisées et transitoires telles que des hélices alpha, des feuillets beta et des hélices polyproline
de type II ont pu étre mises en évidence (Mukrasch et al., 2009) (Fig. 3A). En parallele, la
découverte d’anticorps conformationnels de Tau dont I’épitope est constitué d’acides aminés
situés en N-terminal et C-terminal a suggéré une réalité conformationnelle (Jicha et al., 1997).
Par « fluorescence resonance energy transfer » (FRET), il a été confirmé que Tau adopte un
repliement en trombone dans lequel les extrémités C-terminales et N-terminales sont contigués

(Jeganathan et al., 2000).
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Figure 3 — Conformation de la protéine Tau40 (2+3+10+) a I’état natif en solution révélée
par Résonance Magnétique Nucléaire. (A) Représentation linéaire des structures secondaires
de la protéine Tau. Principalement non conformée, elle présente des structures secondaires
transitoires (les cylindres rouges correspondent aux hélices a, les fleches jaunes aux feuillets 3,
les carrés verts aux hélices polyproline). (B) Tau est une protéine flexible, trés dynamique en
solution. Schéma représentant 20 conformations probables de Tau en solution (adapté de
Mukrasch et al., 2009).

A contre-courant du paradigme structure-fonction, [’absence de conformation
tridimensionnelle de la protéine Tau native laisse supposer de I’importance de ses partenaires
ainsi que des modifications post-traductionnelles dans la régulation de sa physiologie. Son
caractére métamorphique, sensible a son environnement moléculaire offre des perspectives

séduisantes quant a I’étude des fonctions relatives a la multiplicité potentielle de ses partenaires.

Il. Localisation et fonctions

A Torigine, Tau fut identifiée comme une protéine axonale associée aux microtubules.
En conséquence, les recherches autour de la physiologie et de la pathologie Tau furent centrées

sur cette interaction. Cependant, il apparait que la protéine Tau est présente dans d’autres
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compartiments sub-cellulaires, tel que le compartiment somato-dendritique et le noyau

suggérant d’autres fonctionnalités que la stabilisation du réseau microtubulaire.

1 Tau est une protéine cytosolique

a Tau et le cytosquelette

Les neurones sont des cellules trés organisées, hautement différenciées, arborant des
neurites ; axone et dendrites, dont I’architecture et I’orientation sont complexes et ordonnées.
La longueur d’un axone peut atteindre un metre. Dans ce contexte, le cytosquelette est un

¢élement essentiel a la fonctionnalité du neurone.

Les microtubules sont formés d’hétérodimeres de tubuline composés d’une sous-unité
alpha et d’une sous-unité beta. Ces hétérodimeres sont joints bout a bout pour former un
filament lin€aire : le proto-filament. Treize proto-filaments sont associ€és pour assembler un
cylindre creux ou microtubule. La polymérisation du proto-filament est régie selon un sens
précis. En effet, les diméres ont toujours la méme orientation. En conséquence, le microtubule
est polarisé. Une extrémité ne présente que des sous-unit¢ alpha tandis que ’autre extrémité
n’arbore que des sous-unité beta. Elles sont dites respectivement — et +. Les microtubules sont
des structures dynamiques et instables (Mitchison and Kirschner, 1984). A ’image d’un tapis-

roulant, I’extrémité + croit tandis que I’extrémité — se raccourcit.

La stabilité et la polymérisation des microtubules sont notamment régulées par leur
interaction avec les protéines MAP. Parmi elles, Tau se lie a I'interface alpha tubuline — beta
tubuline des hétérodiméres au travers de ses quatre domaines pseudo-répétés de liaison aux
microtubules (Kadavath et al., 2015). De par cette interaction, Tau stabilise et promeut la
polymérisation des microtubules (Cleveland et al., 1977a; Drechsel et al., 1992; Trinczek et al.,
1995) (Fig. 4). Les isoformes 4R de Tau présentent une affinité supérieure envers les
microtubules que les isoformes 3R (Goode and Feinstein, 1994). Ainsi, les isoformes 4R
stabilisent et stimulent davantage la polymérisation des microtubules que leurs équivalent 3R

(Goedert and Jakes, 1990, Panda et al., 2003).

En outre, Tau connecterait les microtubules aux autres éléments du cytosquelette via

notamment son interaction avec I’actine (He et al., 2009; Yu and Rasenick, 2006).
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Figure 4 — Tau se lie aux microtubules, stabilise et promeut la dynamique microtubulaire.
Via ses domaines de liaison aux microtubules (boites bleues), Tau se lie aux hétérodimeres de
tubuline qui composent le microtubule. Les proportions, tailles des protéines ne sont pas
respectées.

b Tau et transport axonal

Les protéines motrices utilisent les microtubules a I’image de rails le long desquels elles
transportent des cargos, vésicules ou organites. Parmi ces protéines motrices, la dynéine et la
kinésine sont respectivement impliquées dans le transport rétrograde et antérograde. Le
transport antérograde correspond au déplacement de ces structures du pdle négatif du
microtubule vers le pdle positif. Par opposition, le transport rétrograde se déroule dans le sens
inverse. Au sein de I’axone, le pdle négatif se situe au niveau du compartiment somato-

dendritique tandis que le pole positif se situe dans la partie distale de 1’axone.

La surexpression de Tau inhibe le transport des vésicules et des mitochondries (Ebneth
et al., 1998; Stamer et al., 2002) suggérant une régulation du transport axonal par la protéine
Tau (Fig. 5). Tau interagit avec le complexe dynéine-dynactine et la kinésine (Magnani et al.,
2007; Utton et al., 2005). En particulier, via sa partie N-terminale, Tau active la liaison de la
dynactine aux microtubules (Magnani et al., 2007). Un phénoméne de compétition pour la
liaison aux microtubules entre Tau et ces protéines motrices régule la quantité de ces protéines
mobiles sur les microtubules (Dixit et al., 2008). In vitro, il a été montré que Tau régule le
nombre de kinésines engagées sur les microtubules et que cette propriété dépend de I’isoforme
de Tau considérée (Vershinin et al., 2007). Physiologiquement, Tau est distribu¢ le long de des
microtubules axonaux selon un gradient de concentration (Black et al., 1996; Kempf et al.,
1996). Ce gradient faciliterait le transport antérograde. En effet, une faible concentration de Tau
dans la partie proximale de 1’axone activerait la liaison de la kinésine aux microtubules tandis
qu’une forte concentration de Tau dans la partie distale induirait la séparation de la kinésine du

microtubule et le relargage du cargo (Dixit et al., 2008).
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Figure 5 — Tau participe au transport axonal. Tau interagit avec le complexe dynéine-
dynactine et la kinésine, participant ainsi respectivement au transport rétrograde et antérograde.

¢ Tau, neurogénese et croissance neuritique

Le réseau des microtubules joue un réle important dans la croissance neuritique des
neurones en cours de différentiation. De par son implication dans la dynamique microtubulaire,
Tau intervient lors de ces processus biologiques. En effet, ’addition d’oligonucléotides anti-
sens ciblant Tau dans des cultures primaires de neurones de rats inhibe la croissance des neurites
(Caceres and Kosik, 1990). Ce résultat a pu étre confirmé par des méthodes d’inactivation laser
assistées par des chromophores ciblant Tau (Liu et al., 1999). Les neurones issus de cultures
primaires de souris déficientes pour la protéine Tau, présentent un retard de croissance des
neurites (Dawson et al, 2001). En outre, lorsque Tau est sur-exprimée, elle promeut la
croissance neuritique dans des cellules non-neuronales et de neuroblastome murin (Knops et

al., 1991; Yoshizaki et al., 2004).

In vivo, au cours de ’embryogéneése, les neurones n’expriment que 1’isoforme Tau3R la
plus courte : I'isoforme feetale. Cette curiosité s’expliquerait par les propritétés stabilisatrices
moindre de cette isoforme vis-a-vis des microtubules. En effet, les contraintes inhérentes au
développement et a la migration des progéniteurs neuronaux nécessiteraient un cytosquelette
dynamique et plastique (Fuster-Matanzo et al.,, 2012). Chez le rat, on observe ainsi une
diminution de la proportion d’isoforme Tau 3R au profit des isoformes Tau 4R au cours du

développement in vivo (Bullmann et al, 2009). Ainsi, les neurones murins différenciés
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n’expriment que Tau 4R. Cependant, ’expression de I’isoforme feetale 3R persiste parmi les
neurones engagés dans la neurogénese adulte au sein de la couche sous granulaire du gyrus
denté¢ (Bullmann et al., 2007; McMillan et al., 2008). Cette expression de 1’isoforme Tau3R
dans les neurones immatures a pu étre mis en évidence apres I’administration de
Bromodésoxyuridine (BrdU). En effet, cet analogue de la thymidine s’incorpore dans ’ADN
des cellules en mitose. Ces neurones immatures ainsi marqués expriment 1’isoforme Tau 3R
(Bullman et al., 2007). Ces résultats sont confirmés par I’injection de rétrovirus codant la
« Green Fluorescent Protein » (GFP) au niveau de I’hippocampe. Ne s’intégrant qu’au sein des
cellules en division, cette méthode permet de marquer les neurones nouvellement formés. Or,
ces neurones immatures marqués par la GFP expriment 1’isoforme Tau 3R (Llorens-Martin et
al., 2012). Dans le but d’étudier le role de Tau dans la neurogénese, le phénotype de souris KO-
Tau a été analysé. L’observation du nombre de neurones hippocampiques positifs pour la
doublecortine, marqueur des neurones immatures, ne révele aucune différence entre les KO Tau
et les souris sauvages au sein du gyrus denté. Cependant, les auteurs montrent une diminution
importante de la migration neuronale chez ces souris déficientes en Tau (Fuster-Matanzo et al.,
2009). En effet, la réduction de I’expression de Tau, par stratégie sh-ARN, altére la migration
neuronale dans des embryons de souris (Sapir et al., 2012). Cependant des disparités existent
parmi les modéles de souris déficientes en Tau. En effet, Hong et ses collaborateurs mettent en
évidence, quant a eux, une sévere diminution du nombre de neurones immatures au sein du
gyrus denté chez une autre lignée de souris KO Tau (Hong et al., 2010). Dans un mod¢le de
souris Tau-KnockOut/KnockIn n’exprimant que la Tau humaine 4R, une augmentation
significative du nombre de neurones hippocampiques a pu étre décrite. Cette augmentation
résulte d’une stimulation de la neurogénése et de la survie cellulaire. Dans des cultures
primaires de neurones hippocampiques hTaud4R-KOKI, D’expression de Tau induit la
différentiation des progéniteurs neuronaux et promeut la croissance neuritique. De manicre
intéressante, la transfection de Tau3R dans ces cultures active la prolifération des progéniteurs
et inhibe la différentiation de ces derniers. Ce point met en lumiere un potentiel mécanisme de

régulation de la neurogénese par I’épissage alternatif de Tau (Sennvik et al., 2007).

Face a ces disparités parmi les modéles de souris déficientes en Tau, une étude menée
par I’équipe de J. Avilla a récemment pointé I’importance du contexte environnemental. Celle-
ci met en évidence I'implication de Tau dans la neurogénése hippocampique adulte en
particulier sous I’effet de stimuli externes. Ainsi I’absence de Tau prévient ’effet délétere du

stress sur la survie des neurones nouvellement différenciés mais diminue également 1’effet
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positif de I’enrichissement environnemental sur la neurogénese. Par ailleurs, les auteurs
montrent 1’implication de Tau dans la maturation des synapses. La déficience en Tau altére la
morphologie des épines dendritiques ainsi que des densités post-synaptiques (Pallas-Bazarra et

al., 2016).

Au-dela de la controverse autour du role de Tau dans la neurogénése, ces travaux

présentent une résonnance particuliére quant a la relation de Tau avec la synapse.

d Tau, signalisation cellulaire et plasticité synaptique

En 1995, Brandt et collaborateurs rapportent la présence de Tau a la membrane
plasmique et une probable implication de I’extrémité N-terminale dans cette localisation
(Brandt et al., 1995). Par I’intermédiaire de son domaine riche en proline, Tau interagit avec le
domaine SH3 de protéines associées a la membrane et impliquées dans la signalisation
cellulaire telles que Fyn ou phosphatidylinositol 3-kinase (Lee et al., 1998; Reynolds et al.,
2008). Ces données suggerent un role de Tau dans ces voies de signalisation cellulaire. En 2010,
Ittner et collaborateurs mettent en évidence que Tau régule la distribution de Fyn dans 1’¢lément
post-synaptique (Ittner et al., 2010). Tau interagit également avec PSD95 (Mondragon-
Rodriguez et al., 2012). Au sein de la synapse, les kinases Fyn et PSD95 régulent I’activité des
récepteurs NMDA impliqués dans la plasticité synaptique (Hunt and Castillo, 2012). De
maniere intéressante, 1’activité synaptique induit la translocation de Tau au sein de ce

compartiment synaptique (Frandemiche et al., 2014).

Cette plasticité synaptique, €lément fondamental des processus mnésiques, est
notamment assurée par les phénomenes de potentialisation et dépression a long-terme de la
synapse. Or, les modéles murins déficientes en Tau présentent une altération de ces processus
suggérant un role important de Tau dans les mécanismes de la mémoire (Ahmed et al., 2014;

Kimura et al., 2013).

2 Tau est une protéine nucléaire

Initialement, Tau fut décrite comme une protéine cytosolique. Cependant, il apparait de

plus en plus clairement que Tau joue un réle important dans le compartiment nucléaire.
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a Localisation de Tau dans le noyau des cellules

Quinze années apres la découverte de Tau, I’équipe de Lester Binder décrit pour la
premiere fois une localisation nucléaire de Tau dans des cellules de neuroblastome humain
(Loomis et al., 1990). Dans cette étude, les auteurs mettent en évidence la présence de Tau au
niveau de 1’organisateur nucléolaire. Cette localisation a ensuite été confirmée dans d’autres
lignées cellulaires de neuroblastomes de primates et murines (Greenwood and Johnson, 1995;
Thurston et al., 1997; Wang et al., 1993) ainsi que dans des lignées non-neuronales (Cross et

al., 2000; Sjoberg et al., 2006; Thurston et al., 1996).

Par ailleurs, I’existence de protéines Tau nucléaires dans un contexte physiologique plus
pertinent a été investigué. Ainsi, la présence de Tau nucléaire est démontrée dans des cultures
primaires de neurones corticaux de souris (Sultan et al., 2011) et dans le cerveau de souris (Liu
and Gotz, 2013; Violet et al., 2014). Concernant I’Homme, la localisation nucléaire de Tau est

¢galement attestée (Brady et al., 1995).

S’agissant de la nature de la protéine Tau nucléaire, la littérature reste obscure.
Cependant, une étude a souligné, par fractionnement subcellulaire et immunohistochimie, la
présence des isoformes ON, 1N et 2N dans le noyau de neurones de cerveaux de souris. Elle

révele que I’isoforme 1N serait particulierement enrichie dans le noyau (Liu et al., 2013).

b Interaction de Tau avec les acides nucléiques

Au regard de la localisation atypique de cette MAP dans le compartiment nucléaire, la
question de I’interaction de Tau avec I’ADN s’est posée. Des 1978, Corces et al., ont montré
que des MAP, sans toutefois les identifier, interagissent avec I’ADN. Ce méme groupe mit
ensuite en évidence que la présence d’ADN inhibe la polymérisation des microtubules. Cette
étude suggere que ces MAP, parmi lesquelles figure Tau, lie I’ADN avec une affinité supérieure
a celle qu’elles ont pour la tubuline (Corces et al., 1980). Des expériences menées in vitro
montre que Tau stabilise la structure en double hélice de I’ADN. L’interaction de Tau avec
I’ADN est confirmée par des méthodes de chromatographie d’affinité et de retard sur gel (Hua
and He, 2002). Cependant, la nature de I’interaction entre Tau et I’ ADN reste obscure. En effet,
des études montrent une interaction réversible de Tau avec I’ADN double-brin de manicre
séquence non-spécifique et réversible (Camero et al., 2014a; Hua et al., 2003) tandis que

d’autres travaux indiquent que Tau est également capable d’interagir avec I’ADN simple-brin
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de fagcon séquence spécifique (Krylova et al., 2005). De maniére intéressante, Tau modulerait

la conformation tridimensionnelle de I’ADN (Qu et al., 2004; Vasudevaraju et al., 2012).

Tau interagit, par I’intermédiaire de son domaine riche en proline et de ses domaines de
liaisons aux microtubules, avec le petit sillon de ’ADN (Wei et al., 2008). De maniére
particuliérement intéressante, a 1’image des histones, 1’interaction de Tau a I’ADN rappelle
celui d’un collier de perle (Camero et al., 2014b). Récemment, par Résonnance Magnétique
Nucléaire, I’identification des sites d’interactions de Tau vis-a-vis de I’ADN a pu étre affinée :
il s’agit de la seconde moiti¢ du domaine riche en proline et du deuxieme domaine de liaison

aux microtubules codé par I’exon 10 (Qi et al., 2015).

Sans toutefois démontrer une interaction directe, des études in cellulo ont pu confirmer
une réalité cellulaire a ces expériences menées in vitro. Le fractionnement sub-cellulaire de
cellules de neuroblastomes LA-N-5 a permis de montrer la présence de Tau dans la fraction
chromatinienne (Greenwood and Johnson, 1995). Dans des cellules HeLa et des fibroblastes, il
a été mis en évidence une co-localisation entre Tau et I’ADN satellite péricentromérique par
microscopie confocale. In vitro, les auteurs ont validé la liaison de Tau aux séquences d’ADN
satellite péricentromérique riche en adénosine et thymine (Sjoberg et al., 2006). Dans un
contexte neuronal, au sein de cultures primaires de neurones murins, 1’interaction entre Tau et
I’ADN, notamment I’hétérochromatine péricentromerique, a pu €tre mis en évidence par
immunoprécipitation de la chromatine (Mansuroglu et al., 2016; Sultan et al., 2011). De
surcroit, la liaison de Tau au petit sillon de I’ADN riche en adénosine et thymine a pu étre

confirmé dans ce modéle in vitro (Sultan et al., 2011).

¢ Fonction de la protéine Tau nucléaire

La localisation atypique d’'une MAP dans le noyau souléve des interrogations
intéressantes. S’agit-il d’un confinement spatial assurant un niveau complémentaire de
régulation de ses fonctions cytosoliques ou porte-t-elle une fonctionnalité nucléaire ? Un
nombre croissant d’études tend a montrer que Tau joue un role central dans des processus

nucléaires.
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i. Unrole nucléolaire ?

Le nucléole est un sous-compartiment nucléaire ou sont transcrits les ARN
ribosomiques. La présence de Tau est attestée dans le nucléole, notamment au sein de
I’organisateur nucléolaire (Thurston et al., 1996). Des méthodes d’ARN interférence ciblant
Tau montrent que I'absence de Tau n’altére pas la morphologie du nucléole excluant de prime
abord I’hypothése d’une implication dans la formation et la structure du nucléole (Thurston et
al., 1997). Les organisateurs nucléolaires (NOR) sont des régions chromosomiques contenant
les genes codants pour les ARN ribosomiques. Ces génes sont localisés a proximité directe de
I’hétérochromatine péricentromérique. Tau interagit avec les séquences d’ADN satellites
composant cette hétérochromatine péricentromérique. De plus, Tau co-localise en périphérie
du nucléole avec la marque épigenétique diméthyl H3K9, caractéristique de
I’hétérochromatine. Ces résultats suggérent un potentiel role de Tau dans la régulation de
I’hétérochromatine périnucléolaire (Sjoberg et al., 2006). La présence de Tau au niveau du
composant fibrillaire dense, zone de transcription des génes codant les ARN ribosomiques
enrichie le champ des hypotheses avec une potentielle implication de Tau dans le processing de
ces ARN (Thurston et al., 1997).

ii. Tau regulateur
transcriptionnel ?

De par son interaction avec I’ADN, I’éventualité d’une protéine Tau régulatrice de
I’expression génique a émergé. Cette hypothése est appuyée par la capacité de Tau a induire
des modifications de la conformation de I’ADN (Padmaraju et al., 2010; Qu et al., 2004). Des
approches transciptomiques par micro-arrays ont été réalisées a partir de lysats de cerveaux ou
d’hippocampes de souris sauvages et de souris KO-Tau. Parmi les nombreux genes identifiés
comme dérégulés, I’expression de quatorze d’entre eux ont été confirmés par RT-QPCR (de
Barreda et al., 2010; Oyama et al., 2004). Au sein de ces genes dont I’expression est dérégulée
en ’absence de Tau, BAF57 est particulierement intéressant. En effet, BAF57 est une sous-
unité du complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF et un activateur du répresseur
transcriptionnel REST. Ainsi BAF57 pourrait étre un levier potentiel sur lequel agirait Tau pour
moduler I’expression génique. De plus, Tau interagit avec la protéine Histone Déacétylase 6
(HDACS6) (Ding et al., 2008; Perez et al., 2009). Cette protéine désacétyle les histones, modifie

la structure de la chromatine et, in fine, altére I’expression génique. Or, des travaux menés par

17



Perez et collaborateurs mettent en évidence une diminution de I’acétylation de la tubuline dans
des cultures primaires de neurones de souris KO Tau suggérant une action régulatrice de Tau
vis-a-vis de I’acétylation. Ces résultats sont confirmés par des expériences menées in vitro dans
lesquelles les auteurs montrent que Tau inhibe I’activité déacétylase de HDACG6 (Perez et al.,
2009). En conséquence, cette étude ouvre 1’hypothése que Tau pourrait moduler 1’expression

génique a travers des mécanismes épigénétiques.

iii. Tau protecteur des acides
nucleiques.

Des travaux menes in vitro ont cherché a identifier la fonction associée a I’interaction
de Tau avec I’ADN. Ainsi, il a pu étre mis en évidence que Tau stabilise la double hélice de
I’ADN, le protegeant de la dénaturation thermique et facilitant sa renaturation (Hua and He,
2003). Le stress oxydatif est une des principales causes de dommages a I’ADN (Wiseman and
Halliwell, 1996), particulierement dans le cerveau compte-tenu de I’importante consommation
d’oxygene par les neurones. Ce stress oxydatif génére différents types de lésions tels que des
adduits, des coupures ou des dommages de types cross-link. L’ensemble de ces dommages peut
compromettre la viabilité cellulaire (Klaunig et al., 2010). Des équipes ont ainsi investigués
I’effet d’espéces réactives de ’oxygéne (ROS) sur I’intégrité de I’ ADN en présence de Tau. In
vitro, des études ont mis en évidence la capacité de Tau a prevenir les dommages induits par
les ROS sur ’ADN (Lu et al., 2013b; Wei et al., 2008). Au sein du laboratoire, notre équipe a
montré, dans des cultures primaires de neurones corticaux murins sauvages, qu’un stress
hyperthermique, outil inducteur de stress oxydant, provoque la translocation de Tau au noyau
et augmente sa capacité a interagir avec I’ADN. De plus, au sein de culture primaire KO Tau,
le stress hyperthermique induit des dommages a I’ADN. Ces dommages sont prévenus lorsque
Tau est sur-exprimée par stratégie adénovirale dans ces cellules (Sultan et al., 2011). Plus
récemment, le rdle protecteur de Tau vis-a-vis de I’ADN a été confirmé in vivo chez la souris.
Comparativement aux souris sauvages, les souris KO Tau présentent une augmentation des
dommages a I’ADN et aux ARN en condition physiologique et de stress oxydant (Violet et al.,
2014). L’ensemble de ces études mettent en lumicre le role de Tau dans la protection de
I’intégrité des acides nucléiques. A ce jour, la mécanique moléculaire de cette fonction
protectrice reste obscure. A contre-pied d’un rdle protecteur de Tau vis-a-vis de 1’ADN,
Padmaraju et al. ont mis en évidence que la liaison de Tau a I’ADN modifie sa conformation et

le rend plus vulnérable a une digestion par la DNAse | (Padmaraju et al., 2010). Cependant, une
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régulation de la conformation de ’ADN par Tau, une protection physique de Tau sur ’ADN
ou encore I’existence de partenaires de Tau impliqués dans la régulation de I’intégrité des acides

nucléiques forment des hypothéses intéressantes et non-exclusives.

3 Une fonction extra-cellulaire de Tau ?

En dépit d’une localisation principalement intracellulaire, un nombre croissant d’études
montre une présence physiologique de Tau dans 1’espace extra-cellulaire dans des cultures
cellulaires (Chai et al., 2012; Karch et al., 2012; Pooler et al., 2013) ainsi qu’in vivo (Yamada
et al., 2011). Fait intéressant, I’activité neuronale active la sécrétion de Tau (Pooler et al., 2013;
Yamada et al., 2014). Les mécanismes impliqués dans cette sécrétion restent méconnus. Dans
le cerveau humain, Tau co-localise avec K-DEL et Golgin97, deux marqueurs respectifs du
réticulum endoplasmique et de ’appareil de Golgi, suggérant une potentielle implication de ces
structures dans la sécrétion de Tau (Tang et al., 2015). Pourtant I’inhibition de cette voie de
sécrétion ne diminue pas la quantité de Tau dans le compartiment extracellulaire (Chai et al.,
2012; Karch et al., 2012). Cette sécrétion impliquerait des voies non-conventionnelles
vésiculaires ou non, indépendantes de la voie Reticulum Endoplasmique/Golgi. A ce titre, des
données indiquent la présence de Tau dans le milieu extra-cellulaire au sein d’exosomes,
d’ectosomes (Dujardin et al., 2014; Simon et al., 2012) ainsi que sous forme libre (Chai et al.,

2012).

La fonction physiologique de cette Tau sécrétée est inconnue. L’équipe de J. Avila ont
émis ’hypothése d’un mécanisme assurant I’homéostasie, préservant la cellule de toute toxicité
induite par une sur-expression de Tau (Simon et al., 2012). Tau pourrait également jouer un role
dans la signalisation cellulaire. En effet, la protéine Tau interagit avec les récepteurs
muscariniques M1 et M3, augmentant ainsi la concentration de calcium intracellulaire dans des

cultures de neurones (Gémez-Ramos et al., 2008, 2009).

4 Tau, une protéine impliquée dans le métabolisme des ARN ?

En 1975, Bryan et collaborateurs montrent qu’a I’instar de I’ADN, I’ARN inhibe la
polymérisation des microtubules in vitro. Les auteurs montrent que cette inhibition résulte d’une
interaction entre I’ARN et un facteur basique activateur de la polymérisation des microtubules.

Contemporains des travaux de I’équipe de Kirschner, ils proposent la protéine Tau (Bryan et
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al., 1975). L utilisation de protéine Tau recombinante a permis la confirmation de 1’implication
de Tau dans I’inhibition de la polymerisation des microtubules en présence d’ARN (Kampers
et al., 1996; Wang et al., 2006b). Par chromatographie d’affinité, microscopie a force atomique
et retard sur gel, la réalité d’une interaction entre Tau et I’ARN a pu étre mise en évidence et
partiellement caractérisée. En effet, Tau interagit de mani¢re non-spécifique aux ARN
messagers, ribosomaux ou de transfert, qu’ils soient simple ou double-brin. Cette interaction
est de nature électrostatique et implique le domaine riche en proline et de liaison aux
microtubules de Tau. Dans un contexte cellulaire, au sein de cellules de neuroblastomes humain
SH-SY5Y, Tau co-localise avec I’ARN dans le noyau et le cytoplasme (Wang et al., 2006b). Au
cours de ce travail de thése, Gunawardana et collaborateurs ont généré le premier inventaire
approfondi de Dl’interactome de la protéine Tau. Il ressort de cette étude une association
saisissante de Tau avec le ribonucléoprotéome, en particulier des protéines impliquées dans la
traduction et le processing des ARN (Gunawardana et al., 2015). D’ailleurs, deés 1987, une co-
localisation de Tau avec les ribosomes a été mis en €vidence (Papazomenos and Binder, 1987).
Pourtant, peu d’études ont ét€¢ menées afin de comprendre la signification fonctionnelle de ces
interactions, excepté dans un contexte pathologique (Meier et al., 2016; Papasozomenos, 1989).
Récemment, une étude a mis en évidence I’interaction de Tau avec TIAl et DDXS, deux
protéines de liaison a I’ARN impliquées dans les granules de stress. Ceux-ci correspondent a
de denses foci cytoplasmiques composés de protéines et d’ARN messagers dont la formation
est induite par un stress cellulaire. Ce travail a mis en lumiere un role physiologique de Tau
dans la formation de ces granules de stress (Vanderweyde et al., 2016). Nous discuterons

brieévement de ces structures dans le chapitre 2.IV.

En tout état de cause, Tau est une protéine multifonctionnelle. A ce titre, elle nécessite

une régulation fine au travers de nombreuses régulations post-traductionnelles.
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Maintien de I'intégrité des ARN

Régulation de la
dynamique microtubulaire

Transport axonal

Protection de ’ADN
Réle nucléolaire

Signalisation cellulaire

Plasticité synaptique

Figure 6 — Schéma récapitulatif des fonctions physiologiques de la protéine Tau. Tau n’est
pas localisée uniquement au niveau des microtubules axonaux. Elle est localisée ¢galement au
niveau nucléaire, ou elle protége I'intégrit¢é de I’ADN. Elle est présente au niveau de la
membrane plasmique ou elle est impliquée dans la signalisation cellulaire et la plasticité
synaptique. Dans le cytoplasme, Tau pourrait jouer un réle dans le métabolisme des ARN.

I11. Régulation de la fonction de Tau par des modifications post-

traductionnelles

Les modifications post-traductionnelles désignent les différents processus par lesquels
une protéine va €tre modifiée chimiquement a 1’issue de sa synthése ou au cours de sa vie
cellulaire. Ces modifications régulent sa fonction, entrainent une variation de sa demi-vie ou

influent sur sa localisation cellulaire.

La protéine Tau est la cible d’une large gamme de modifications post-traductionnelles.
Parmi elles, la phosphorylation est la plus étudiée. En effet, Tau posséde 85 sites de
phosphorylation probables sur les 441 acides aminés de sa forme longue soit environ 20% de
résidus phosphorylables. A ce titre, la phosphorylation revét une importance cruciale dans la

physiologie de Tau.
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Dans cette section, nous nous intéresserons donc particulierement a la phosphorylation

avant d’évoquer briévement d’autres modifications post-traductionnelles ciblant Tau.

1 La phosphorylation de Tau

La phosphorylation consiste en I’ajout d’un groupement phosphate fourni par une
molécule d’ATP a un résidu sérine, thréonine ou tyrosine. La réaction est catalysée par les
kinases qui transferent le groupement phosphate sur le groupement hydroxyle de la chaine
latérale de ces acides aminés. La déphosphorylation est assurée par les phosphatases. Ces
réactions sont réversibles et dynamiques. Ainsi, le niveau de phosphorylation de Tau dépend

d’un équilibre entre ’activité des kKinases et des phosphatases.

Des 85 sites de phosphorylations putatifs de Tau, on distingue 45 sérines, 30 thréonines
et 5 tyrosines. Parmi ces acides aminés, la phosphorylation physiologique de neuf d’entre eux
a pu étre observé dans des cerveaux humains post-mortem (Hanger et al., 2007).

a Les kinases

Tau est la cible d’une vingtaine de kinases différentes. Celles-ci sont réparties en trois
familles selon leur motif de reconnaissance. Ainsi on distingue les kinases « proline-directed
protein kinases » (PDPKs) qui phosphorylent les sérines ou les thréonines situées apreés un
résidu proline. Les principales PDPKs sont la glycogen synthase kinase-3f (GSK3p) et la
cyclin-dependent-like kinase-5 (CDKS5). Parmi celles qui phosphorylent les sérines ou les
thréonines non suivies d’un résidu proline (non-PDPKs), il y a notamment Ia
calcium/calmodulin-activated protein kinase II (CaMKII), la protein kinase A (PKA) et la
casein kinase 1 (CK1). Enfin, le dernier groupe est compos¢ de kinases spécifiques des tyrosines

tel que Fyn.

b Les phosphatases

La déphosphorylation de Tau est assurée par différentes phosphatases telles que
« Protein Phosphatase 1 » (PP1), PP2A, PP2B (Liu et al., 2005). A elle seule, PP2A est
responsable de 71% de I’activité phosphatase ciblant Tau dans le cerveau humain (Liu et al.,
2005).
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Il est intéressant de remarquer que 1I’hypothermie induit I’hyperphosphorylation de Tau. Celle-
ci est la conséquence d’une inhibition plus importante de ID’activité des phosphatases
comparativement aux kinases sous l’effet de I’hypothermie (Planel et al., 2004, 2007).
Parallelement, ’hyperthermie induit la déphosphorylation de Tau par I’activation de PP2a
(Galas et al., 2006; Goldbaum and Richter-Landsberg, 2002).

¢ La phosphorylation : Régulation des fonctions de Tau

Des 1977, les travaux de Cleveland et collaborateurs montrent que Tau peut étre
phosphorylée (Cleveland et al., 1977b). En conséquence, des études ont été menées autour de
I’impact de la phosphorylation sur les différentes fonctions de Tau. En voici un aper¢u non

exhaustif :

En premier lieu, I’intérét s’est porté sur I’effet de la phosphorylation de Tau sur sa liaison
aux microtubules. En 1984, Lindwall et Cole montrent que Tau, sous sa forme déphosphorylée,
stimule 1’assemblage des microtubules plus efficacement (Lindwall and Cole, 1984). La
phosphorylation de Tau sur certains résidus diminue son affinité pour les microtubules (Biernat
et al., 1993; Cho and Johnson, 2003; Schneider et al., 1999) et module le transport axonal
(Cuchillo-Ibanez et al., 2008; Mudher et al., 2004). La présence de Tau a la membrane est
¢galement dépendante de 1’état de phosphorylation de sa partie N-terminale (Arrasate et al.,
2000; Pooler et al., 2012). Par ailleurs, elle y régule notamment ’interaction de Tau avec la
kinase Fyn (Reynolds et al., 2008; Usardi et al., 2011). En mati¢re de plasticité synaptique, la
phosphorylation de Tau sur la sérine 396 est nécessaire au processus de LTD (Regan et al.,

2015).

Au sujet de la protéine Tau nucléaire, des études in vitro ont été menées pour déterminer
I’impact de la phosphorylation sur la capacité de Tau a interagir avec I’ADN. Par la technique
de retard sur gel, il a été mis en évidence que la protéine Tau phosphorylée par la neuronal cdc2-
like kinase (NCLK) conserve la capacité d’interagir avec I’ADN (Hua and He, 2002). NCLK
est un hétérodimére composé de la sous-unité catalytique cyclin dependent protein kinase 5
(cdKkb) et d’une sous-unité spécifique des neurones : p35 (Qi et al., 1995). Cependant, ce méme
groupe a publié¢ un travail similaire qui prend le contre-pied de leur premiére étude. En effet, la
protéine Tau phosphorylée in vitro, dans ce cas présent, par GSK-3 prévient I’interaction de

Tau avec ’ADN (Lu et al., 2013b). Cette perte d’interaction résulterait d’une modification de
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la charge électrostatique de Tau nécessaire a son association a I’ADN. Ces résultats, a priori
paradoxaux, peuvent s’expliquer par ’emploi de kinases différentes. En effet, GDK-3f ciblent
des acides aminés que NLCK ne phosphorylent pas (Tenreiro et al., 2014). Ce point suggere
que l’effet biologique dépend de I’acide aminé phosphorylé impliqué. L’altération de
I’interaction sous I’effet de la phosphorylation a depuis été confirmé par RMN a partir de
protéine Tau recombinante phosphorylée au moyen d’extrait de cerveau murin (Qi et al., 2015).
Connaitre 1’état de phosphorylation de Tau dans le noyau apparait ainsi essentiel. Les travaux
de Greenwood et Johnson indiquent que Tau, qu’elle soit cytosolique ou nucléaire présente un
niveau de phosphorylation similaire dans les cellules de neuroblastomes humain LA-N-5
(Greenwood and Johnson, 1995). L’existence de Tau nucléaire phosphorylée sur certains
épitopes a été confirmée dans d’autres lignées de neuroblastomes ainsi que dans des cultures
primaires de neurones murins (Lu et al., 2013a; Shea and Cressman, 1998; Sultan et al., 2011).
Historiquement, la localisation de la protéine Tau dans le noyau fut décrite a 1’aide de
I’anticorps Tau-1 (Loomis et al., 1990; Wang et al., 1993). Cet anticorps reconnait la protéine
Tau déphosphorylée sur les résidus sérine 195, 198, 199 et 202 (Szendrei et al., 1993), de sorte
que le pool de protéine Tau nucléaire serait particuliérement déphosphorylée sur ces deux
épitopes (Shea and Cressman, 1998; Sultan et al., 2011; Violet et al., 2014). Dans une étude
récente menée in vivo dans des cerveaux murins, il est montré, a 1’aide d’anticorps phospho-
dépendants que Tau nucléaire est hypophosphorylée comparativement a son homologue
cytosolique (Lu et al., 2014). L’analyse électrophorétique bi-dimensionnelle de la fraction
nucléaire de la protéine Tau dans un modele de lignée cellulaire surexprimant Tau accrédite
I’hypothése d’une hypophosphorylation de la fraction de Tau nucléaire, au regard de son

homologue cytosolique (Lefebvre et al., 2003).

2 Autres modifications post-traductionnelles

De nombreuses autres modifications post-traductionnelles ciblent la protéine Tau telles
que la glycosylation, la glycation, la sumoylation, la nitration, I’ubiquitination ou encore
I’acetylation. La O-GlcNAcylation, une forme de glysosylation, correspond a I’addition d’un
résidu de N-acétylglucosamine sur le groupement hydroxyle d’une sérine ou d’une thréonine.
Cette modification est particuliérement intéressante car elle partage avec la phosphorylation
certains résidus et peut ainsi rentrer en compétition avec elle (Liu et al., 2004, 2009). Cette

balance phosphorylation / O-GlcNAcylation a par ailleurs été proposé comme mécanisme de
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régulation de la localisation nucléaire de Tau (Lefebvre et al., 2003). On peut également citer
I’acétylation, correspondant a I’addition d’un groupement acétyle sur un résidu lysine. De
manilre intéressante, Tau posséde une activité acetyltransférase intrinséque et peut s’auto-
acétyler (Cohen et al., 2013). Néanmoins, a I’image de nombreuses modifications post-

traductionnelles, son réle physiologique reste obscur.

Tau est une protéine ne possédant pas de conformation tridimensionnelle a [ ’état native.
Pourtant, il apparait que Tau est impliquée dans de nombreux phénomenes cellulaires. 11
s 'avere que les modifications post-traductionnelles jouent un réle critique dans la structure de
Tau et la régulation de ses nombreuses fonctions. En conséquence, une dérégulation de ces
modifications peut doter Tau d’un impact délétere et d’une portée pathologique pour le

neurone.

B. La physiopathologie de la protéine Tau

Traditionnellement, T’histoire de 1la pathologie Tau est ainsi racontée :
En 1906, au cours de la 37 Conférence des psychiatres allemands & Tibingen, Alois
Alzheimer décrit le cas atypique d’une patiente souffrant d’une démence présénile. Si cette
présentation ne souleva alors aucune question parmi les membres de 1’auditoire, elle constitue
pourtant la premiére description neuropsychologique de la célebre maladie qui portera son
nom : la maladie d’ Alzheimer. Dunom d’ Auguste Deter, le sujet souffre notamment de troubles
de la mémoire, du langage, de désorientation, d’hallucinations et de paranoia. Lors de ’examen
post-mortem du cerveau de la patiente, il constate une sévére atrophie corticale. Grace aux
méthodes d’ imprégnation argentique, le Dr. Alois Alzheimer mis remarquablement en évidence
la présence concomitante dans le cortex de deux types de Iésions, des dép6ts entre les cellules
ou plaques ainsi que des enchevétrements intracellulaires ou dégenérescences neurofibrillaires.
Il faudra attendre 80 ans pour découvrir I’élément constitutif de la dégénérescence

neurofibrillaire : la protéine Tau (Brion et al. 1985, Grundke-Igbal et al., 1986).
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I. Les tauopathies

En effet, cette agrégation intra-neuronale de protéine Tau sous forme de fibrilles est une
Iésion histologique caractéristique de la maladie d’Alzheimer. Toutefois, cet attribut est
¢galement partagé par un large éventail de maladies neurodégénératives regroupés sous le terme
« tauopathies ». On dénombre une vingtaine de tauopathies telles que la maladie d’Alzheimer,
le syndrome de Down, la dégénerescence lobaire fronto-temporale avec syndroéme parkinsonien
liée au chromosome 17, la dégénérescence cortico-basale, la maladie de Pick ou encore

I’encéphalite traumatique des pugilistes.

1 Classification

Face a la diversité de ces pathologies est né le besoin de les classifier. Différentes
classifications co-existent selon des considérations cliniques ou neuropathologiques. Elles

évoluent continuellement au rythme des progres en matiere génétiques et physiopathologiques.

a Point de vue clinique

D’un point de vue clinique, les tauopathies présentent un tableau clinique tres
hétérogene. Elles peuvent prendre la forme de troubles cognitifs ou de syndrome extra-
pyramidal. Concernant les troubles cognitifs, on distingue schématiquement la maladie
d’Alzheimer, correspondant a une atteinte précoce et significative de la mémoire des autres
tauopathies associées a des troubles du langage ou du comportement. Outre les désordres
mnésiques, on considere deux variantes parmi les troubles cognitifs relatifs aux tauopathies. La
premiclre est la variante comportementale. Le patient présente une modification progressive de
sa personnalité telle qu’une désinhibition, un comportement a I’encontre des convenances
sociales, une apathie, des troubles obsessionnels, des modifications du comportement
alimentaire... L’aphasie primaire progressive constitue la seconde variante. Celle-ci peut se
décliner sous différentes formes. Elle peut étre sémantique : le patient rencontre des problemes
de compréhension et d’identification d’objets. Il perd le sens des mots. Elle peut également étre
qualifiée d’aphasie non-fluente progressive. Celle-ci est associée a des troubles moteurs de la

parole et provoque une incapacité a parler de manicre fluide. Enfin, la variante dite logopénique
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est caractérisée par une diminution de la vitesse d’¢locution associée a des difficultés a se

remémorer les mots.

Les patients affectés par des tauopathies peuvent également présenter une atteinte

motrice, associée a un syndrome extrapyramidal ou une atteinte du motoneurone.

Cette classification n’est pas exempte de toutes réserves. Elle ne corréle pas de maniére
stricte avec le versant neuropathologique. En effet, ces symptomes sont déterminés par la
structure cérébrale affectée. Or, des maladies neurodégénératives autres que les tauopathies
impliquent également ces zones et produisent des manifestations cliniques similaires. De plus,
pour une tauopathie considérée, les tableaux cliniques sont hétérogenes et peuvent ainsi croiser
avec des symptomes caractéristiques d’une autre tauopathie. Une progression hiérarchisée,
séquentielle des l€sions au sein du tissu cérébral a pu étre décrite pour certaines tauopathies.
Celle-ci conduit au gres des structures affectées au développement d’autres signes cliniques. La
« constellation » de ces symptomes peut étayer le diagnostic. Par voie de conséquence, compte-
tenu de I’hétérogénéité de ces manifestations cliniques, seul I’examen post-mortem permet de
porter un diagnostic neuropathologique définitif. Ce constat souligne 1’intérét de 1’imagerie et
la recherche de biomarqueurs fiables permettant d’identifier la tauopathie et d’adopter une

stratégie thérapeutique adaptée et efficace.

b Considérations neuropathologiques

Les tauopathies sont caractérisées par des inclusions de protéines Tau intraneuronales
dans le systéme nerveux central. L’examen histologique de ces inclusions nous révele qu’elles
prennent différentes formes selon la tauopathie telles que les dégénerescence neurofibrillaire
dans la maladie d’Alzheimer ou les corps de Pick dans la maladie de Pick. De plus, celle-ci
affecte des populations neuronales différentes. Elle peut d’ailleurs étre également observée dans

les cellules de la glie au cours de certaines pathologies (Fig. 7) (Kahlson and Colodner, 2015).
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Figure 7 — Différents aspects des inclusions de protéines Tau dans différentes tauopathies.
Immunohistochimies réalisées a 1’aide de I’anticorps anti-Tau AT8 dirigé contre des épitopes
phosphorylés de la protéine Tau : sérine 202 et Thréonine 205. De gauche a droite, ’agrégation
de Tau peut prendre la forme de dégénérescences neurofibrillaires présentes notamment dans la
maladie d’ Alzheimer ou de corps de Pick observés dans la maladie de Pick. Une accumulation
de Tau peut également étre observée dans les cellules de la glie. A titre d’exemple, a droite, la
touffe astrocytaire correspond a une accumulation de la protéine Tau au sein d’astrocyte. Cette
Iésion est observée dans la paralysie supranucléaire progressive. (Extrait de Tolnay and Probst,
2003)

Au sein de ces agrégats, la protéine Tau est hyperphosphorylée, cette caractéristique
pathologique sera discutée dans la partie 2.2. Ces Iésions intra-neuronales conduisent
in¢luctablement a la mort neuronale et engendrent une atrophie de certaines structures
cérébrales caractéristiques de la tauopathie considérée. La distribution de ces 1ésions au sein du
cerveau est étroitement corrélée aux manifestations cliniques. L’analyse biochimique de ces
inclusions met en évidence des variations dans leur composition en protéine Tau. Ainsi, les
isoformes de Tau qui composent ces Iésions différent entre les tauopathies. A titre d’exemple,
les Iésions observées dans la maladie de Pick montrent une immunoréactivité uniquement pour
les isoformes Tau 3R tandis que celles associées a la paralysie supranucléaire progressive
présentent une immunoréactivité uniquement pour les isoformes Tau 4R. Concernant la maladie
d’Alzheimer, les dégénérescences neurofibrillaires sont composées des isoformes 3R et 4R.
Cette particularité constitue une signature, un « code-barres » permettant de classer les
différentes tauopathies dans cinq familles selon la nature des isoformes présentes (Sergeant et

al., 2008) (Fig. 8).
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Figure 8 — Le code-barre des tauopathies. Immunoempreinte dirigée contre les protéines Tau
phosphorylées provenant de tissus de patients atteints par différents types de Tauopathies. Il en
ressort 4 modeles de migration €lectrophorétique différents correspondant a une agrégation
d’isoformes de protéines Tau différentes selon la tauopathie considérée. Ainsi, un classement
des Tauopathies en fonction des différentes isoformes de protéines Tau constituant les agrégats
a été mis en place. Le groupe 1 correspond aux tauopathies dans lesquelles 1’ensemble des
isoformes 3R et 4R sont présentes dans les agrégats. Le groupe 2 est associ¢ a 1’agrégation des
isoformes 4R uniquement tandis que le groupe 3 correspond a la présence dans les agrégats des
isoformes 3R uniquement. Les agrégats observés dans les tauopathies du groupe 4 ne sont
constitués que de I’isoforme ON3R (extrait de Sergeant et al., 2008).

Dans la suite de ce chapitre, nous nous intéresserons plus particuliérement a la maladie
d’Alzheimer, la plus fréquente des tauopathies ainsi qu’au FTDP-17 formes familiales de

tauopathies associées a des mutations du gene MAPT.

2 Maladie d'Alzheimer

a Quelques données épidémiologiques

La maladie d’Alzheimer est la forme la plus commune de démence. En effet, celle-ci
représente entre 50 et 70% des cas de démence (Fratiglioni et al., 1999, 2001). A ce titre, elle
constitue un enjeu majeur de santé publique. Selon le « World Alzheimer Report 2015 », on
estime environ 47 millions de personnes affectées a travers le monde. D’apres les projections
épidémiologiques, ce chiffre devrait croitre a 70 millions en 2030 et atteindre 131 millions de
personnes en 2050. L’Organisation Mondiale de la Santé estime que la maladie d’ Alzheimer
revét un caractére épidémique. Toutefois, un faisceau d’études récentes montrent un déclin
progressif de I’incidence des démences dont la maladie d’ Alzheimer dans les pays développés
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(Satizabal et al., 2016). Cette tendance s’expliquerait par I’amélioration de 1’hygiéne de vie :
alimentation, activité physique ainsi qu’une diminution de la consommation de tabac et d’alcool

(Pour revue Arab and Saggabh, 2010).

b Définition clinique

La maladie d’Alzheimer progresse lentement et grossieérement selon trois stades. Le
premier stade est dit « Mild Cognitive Impairement » (MCI), correspondant a la phase
prodromique. Ces premiers symptomes consistent en des troubles de la mémoire épisodique a
court-terme accompagnés d’'une amnésie antérograde, c’est-a-dire une difficulté a stocker de
nouvelles informations. La mémoire épisodique est une forme de mémoire explicite et permet
de se souvenir d’évenements vécus et de leurs contextes. Le stade modéré correspond
typiquement a la phase la plus longue de la maladie. Son évolution va conduire vers un déclin
progressif et sévere des fonctions cognitives, une détérioration de la mémoire a long-terme et
s’accompagner d’une apraxie, d’une agnosie et d’une aphasie. Ces perturbations accentuent les
difficultés du patient a planifier et s’orienter. Parfois, des troubles comportementaux tels qu’une
agressivité et de la paranoia apparaissent. A terme, le patient sombre in¢luctablement vers une
perte totale d’autonomie, on parle alors de stade sévere. Cette détérioration est lente et peut
s’étaler sur une longue période de vie. Aux stades tres séveres de la pathologie, le décés survient

a cause de facteurs externes : dénutrition, infection, asphyxie.

¢ Neuropathologie

A I’échelle macroscopique, I’examen anatomopathologique et I’analyse IRM révelent
que la maladie est caractérisée par une atrophie symétrique progressive du cortex et d’un
¢largissement des ventricules latéraux (Fig. 9). La premicre zone affectée est le lobe médian du
cortex temporal en particulier le cortex enthorinal et I’hippocampe (Braak and Braak, 1991).
Puis, I’atrophie se propage de maniere stéréotypée au cortex temporal et enfin a ’ensemble des
aires associatives du néocortex (Migliaccio et al., 2015). Cette perte est la conséquence directe

de la mort neuronale.
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Figure 9 — Comparaison neuro-anatomique du cerveau d’un sujet controle et d'un patient
Alzheimer. Une importante atrophie du cerveau et un élargissement des ventricules sont
observés au niveau du cerveau du patient Alzheimer (C-D) comparativement au cerveau du
sujet controle (A-B). La fleche blanche indique la position de I’hippocampe. (Extrait de Soto-
Rojas et al., 2015)

L’analyse histopathologique de cerveaux de patients atteints de la maladie d’ Alzheimer
montre la présence caractéristique de deux stigmates : des plaques amyloides extracellulaires

ainsi que des dégénérescences neurofibrillaires intraneuronales (Fig. 10).
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Dégeénérescence Plaques
Neurofibrillaire amyloides

Figure 10 — Leésions caractéristiques de la maladie d’Alzheimer. A gauche, une
dégénérescence neurofibrillaire mis en évidence par immunohistochimie a 1’aide de I’anticorps
anti-Tau AT8 dirigé contre des épitopes phosphorylés de la protéine Tau : sérine 202 et
Thréonine 205 (extrait de Hasegawa, 2006). A droite, des plaques amyloides mis en évidence
par immunohistochimie a 1’aide d’un anticorps dirigé contre le peptide p-amyloide 33.1.1
(extrait de Murray et al., 2014).

i. Les plaques amyloides

Les plaques amyloides résultent de I’accumulation extra-cellulaire du peptide beta
amyloide. Deux espéces de peptides beta amyloide composent ces plaques : ’AB40 et I’Ap42,
correspondant respectivement aux nombres d’acides aminés dont ils sont respectivement
constitués. Ces peptides sont des produits de clivage de la protéine précurseur de ’amyloide
(APP), une protéine transmembranaire, présente dans les neurones. La production d’Ap est le
fruit de la voie amyloidogénique correspondant au clivage séquentiel de I’APP par des beta et

gamma secrétases (Fig. 11).
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Figure 11 — Protéolyse de I’APP. Le métabolisme de la protéine APP peut se faire selon deux
voies : la voie amyloidogénique et non-amyloidogénique. La voie non-amyloidogénique
correspond au clivage séquentiel de I’APP par l'a-secrétase et la y-secrétase. La voie
amyloidogénique correspond au clivage séquentiel de I’ APP par la B-secrétase et la y-secrétase
et conduit a la production du peptide Ap.

Dans la maladie d’Alzheimer, la distribution de ces dépots de peptides beta amyloide
progresse selon une séquence bien décrite nommeée stades de Thal. Initialement présentes dans
le néocortex, les 1ésions vont peu a peu toucher le cortex enthorinal, I’hippocampe puis affecter
des structures plus profondes tels que le thalamus, I’hypothalamus, les ganglions de la base

notamment (Thal et al., 2002) (Fig. 12).
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Figure 12 — Progression des plaques amyloides au cours de la pathologie Alzheimer. Lors
de la phase 1, les plaques amyloides sont localisées au sein de 1’isocortex (en noir). La phase 2
est caractérisée par Iatteinte de structures allocorticales telles que I”hippocampe et ’amygdale.
Au cours de la phase 3, les plaques amyloides atteignent le diencéphale et le striatum. Aux
phases ultimes, 4 et 5, une atteinte des noyaux du tronc cérébral apparait. De plus, la phase 5
est associée a une apparition de plaques amyloides au sein du cervelet (adaptée de Thal et al.,
2002).

ii. Les dégénérescences
neurofibrillaires

L’examen au microscope ¢€lectronique de I'ultrastructure des dégénérescences neuro-
fibrillaires a permis de dévoiler leur nature fibrillaire. Elles sont principalement composées de
fibrilles hélicoidales apparié¢s ou PHF (Paired Helicoidal Fibrils) (Kidd et al., 1963). L’isolation
de ces PHF a partir de cerveaux de patients Alzheimer permit la caractérisation biochimique de
son principal composant : une protéine d’environ 50kDa appartenant a la famille des MAP
(Grundke-Igbal et al., 1979; Igbal et al., 1974). En 1985, a I’aide d’anticorps anti-DNF et anti-
Tau, une étude publiée en francais identifie Tau comme 1’¢1ément principal des dégénérescences
neuro-fibrillaires (Brion et al., 1985). Dans la foulée, de nombreux travaux confirmerent ce
résultat (Delacourte and Defossez, 1986; Grundke-Igbal et al., 1986a; Thara et al., 1986; Kosik
et al., 1986). La méme année, I’hyperphosphorylation de la protéine Tau, au sein des DNF, est
décrite pour la premiere fois (Grundke-Igbal et al., 1986b).

L’évolution spatiotemporelle de ces lésions est stéréotypée, hiérarchisée. Ainsi
différents « stades de Braak » décrivent I’évolution topographique de ces 1ésions et permettent

d’évaluer la gravité de la pathologie. Aux premiers stades de la pathologie, les DNF sont
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localisés au niveau du cortex trans-enthorinal. Puis, les DNF progressent vers le cortex limbique
au niveau de I’hippocampe, structure qualifiée de « si¢ge de la mémoire ». Les Iésions gagnent
ensuite les aires associatives du néocortex. Aux stades les plus séveres de la pathologie, la
présence de DNF est généralisée dans I’ensemble du cortex (Fig. 13) (Braak and Braak, 1997,
Delacourte et al., 1999). De surcroit, la progression de ces Iésions est corrélée avec le déclin

cognitif observée chez les patients (Delacourte et al., 1999; Duyckaerts and Hauw, 1997).

StadeI-1I Stade III - IV Stade V - VI

Figure 13 — Progression de la dégénérescence neurofibrillaire au cours de la maladie
d’Alzheimer. L’apparition des DNF progresse de facon stéréotypée au sein des structures
cérébrales et forme un continuum. Les premicres DNF apparaissent dans le cortex trans-
enthorinal (Stade I) puis envahissent le cortex enthorinal et la région de la CA1 de I’hippocampe
(stade II). Ensuite, I’ensemble de I’hippocampe est atteint et des DNF apparaissent dans le
cortex associatif (stade III et IV). Aux stades utltimes, elles gagnent I’ensemble des aires
corticales (adaptée de Braak and Del Tredici, 2013)

d Une maladie multifactorielle

On distingue les formes sporadiques de la maladie d’Alzheimer des formes familiales.
A T’exception de ces formes héréditaires causées par des mutations de geénes spécifiques, la

maladie d’ Alzheimer résulte d’un ensemble de facteurs de risques.

Parmi eux, le plus déterminant est I’dge. Bien que relativement démuni face a ce dernier,
d’autres facteurs de risques sur lesquels nous pouvons avoir une emprise partielle existent. De
nombreuses €tudes appuient sur I’importance de facteurs associé€s a notre mode de vie tels que
les risques cardio-vasculaires, I’hypertension, le diabete, I’obésité, la dépression, 1’inactivité
physique, un faible entretien de la réserve cognitive, le tabagisme ou le régime alimentaire
(Norton et al., 2014). De mani¢re intéressante, les actions de préventions de ces risques ont
permis de diminuer I’incidence des cas de démences d’environ 30% d’aprés une étude

épidémiologique réalisée aux Pays-Bas sur 10000 participants (De Bruijn et al., 2015).
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Des facteurs de susceptibilité génétique existent. Parmi eux, 1’alléle apolipoproteine &4
(APOE4) a été identifi¢ comme le principal facteur de risque génétique pour développer une
maladie d’Alzheimer. APOE est un transporteur du cholesterol impliqué dans la clairance du
peptide ap (Castellano et al., 2011). Les porteurs hétérozygotes et homozygotes de I’allele €4
sont respectivement 3 et 12 fois plus susceptible d’étre affectés comparativement aux porteurs
du génotype le plus fréquent €3/¢3 (Corder et al., 1993). Récemment, des études d’associations
pangénomiques (Genome Wide Association Study) ont permis d’identifier une vingtaine de loci

de susceptibilité (pour revue Van Cauwenberghe et al., 2016).

Outre ces formes dites « sporadiques », moins de 1% des cas Alzheimer correspondent
a des formes familliales résultants de mutations localisées dans trois genes : le géne de I’ APP,
de la préséniline 1 et 2 (Bekris et al., 2010). Ces présénilines appartiennent au complexe gamma
sécretase impliqué dans la production du peptide aB (Karran et al, 2011). Ces formes

autosomales dominantes sont caractérisées par une apparition précoce de la pathologie.

e L’hypothése de la cascade amyloide : la pathologie Tau
est-elle un épiphénomeéne ?

Ces formes génétiques de la maladie d’Alzheimer associ¢es a ’APP ont conduit a
I’émergence de 1’hypothése de la cascade amyloide (Hardy and Higgins, 1992). Elle postule
que I’agrégation des peptides beta amyloides en plaque est le phénomeéne central a I’origine de
la maladie d’Alzheimer. Cette théorie est appuyée par les observations réalisées chez les
patients souffrant de trisomie du chromosome 21, possédant de fait trois copies du géne APP.

Ces derniers présentent un risque accru de développer une démence de type Alzheimer.

Cependant, cette hypothése est controversée. En effet, de maniére inattendue,
I’apparition des DNF précedent généralement celle des dépots amyloides (Duyckaerts and
Hauw, 1997). Ainsi Braak rapporte que la pathologie Tau se développe avant 1’agrégation d’ A
et qu’aucun sujet Alzheimer ne présente de pathologie AP sans pathologie Tau (Braak et al.,
2011). De plus, a I’inverse des 1ésions amyloides, la distribution spatio-temporelle des DNF est
corrélée au déclin cognitif au cours de la maladie d’Alzheimer (Dickson et al., 1995;

Giannakopoulos et al., 2003).
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S’¢loignant de la représentation linéaire que proposait originellement la cascade
amyloide, de nombreuses études tendent a montrer que la pathologie Tau et beta amyloide

agissent en synergie (pour revue Bloom, 2014).

3 DLFT liée au chromosome 17

Dans les années 1990, des analyses de liaison génétique montrent une association du
chromosome 17 avec des formes familiales de démence lobaire fronto-temporale (Murrell et
al., 1997; Wilhelmsen et al., 1994). Ces démences sont alors regroupées sous la terminologie
de Démence Fronto-Temporale et Parkinsonisme li¢ au chromosome 17 (FTDP-17) (Foster et
al., 1997). Rapidement, au cours de I’année 1998, ces études sont corroborées par la mise en
¢vidence de mutations du géne MAPT chez les patients FTDP-17 (Hutton et al., 1998; Poorkaj
et al., 1998; Spillantini et al., 1998). D¢s lors, la protéine Tau apparait comme une protéine clef

dans 1I’étiopathologie de maladies neurodégénératives.

Ces mutations sont principalement localisées au niveau des différents domaines de
liaison aux microtubules, particuliérement au niveau de 1’exon 10 et de sa séquence intronique
flanquante en aval. Le role de ces mutations dans la pathologie Tau sera discuté dans la partie

II. 1.

D’un point de vue clinique, une méme mutation peut conduire a des manifestations
cliniques hétérogenes telles qu’une FTD ou un syndrome parkinsonien (Bugiani et al., 1999;
Reed et al., 2001). Cette variabilit¢ pose la question de I’influence du fond génétique et

notamment de I’impact des différents haplotypes de Tau (Baba et al., 2005).

L’identification de ces mutations a offert la possibilité de générer des modeles
transgéniques présentant une hyperphosphorylation et une agrégation de la protéine Tau. Elles
constituent des outils précieux pour la compréhension des mécanismes pathologiques associés

a Tau et son interaction avec la pathologie beta amyloide dans le cas de la maladie d’ Alzheimer.

4 Le stress oxydant, phénoméne commun aux Tauopathies

La théorie du vieillissement par le stress oxydant a été développée dans les années 50

par D. Hartman. Elle postule que 1’accumulation de dommages oxydatifs au sein des cellules
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conduit a la détérioration progressive du fonctionnement cellulaire menant au vieillissement et

in fine a ’augmentation de I’incidence de pathologies liées a 1’age (Harman, 1956).

Dans des conditions normales, une homéostasie cellulaire existe entre la production
endogéne d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS), pro-oxydantes, et les défenses
antioxydatives qui détoxifient ces intermédiaires réactifs ou réparent les dommages induits. Le
stress oxydant apparait lors du déséquilibre de cette balance vers un renforcement de la

production de ces molécules pro-oxydantes et/ou I’affaiblissement des défenses cellulaires.

Les ROS sont des espéces chimiques oxygénées caractérisées par leur forte réactivité
chimique. Parmi ces ROS, les espéces radicalaires sont particuliérement réactives en raison de
la présence d’électrons de valence non-appariés qui vont causer des dommages oxydatifs sur

des molécules telles que les protéines, les lipides ou les acides nucléiques.

Ces ROS peuvent avoir une origine exogeéne, leur production peut étre induite par le
rayonnement ionisant, la pollution ou le tabagisme. Elles sont également produites de maniére
endogéne a travers notamment l’activité de la chailne respiratoire mitochondriale. Les
dommages oxydatifs sont de différentes nature en fonction de la biomolécule altérée. Ainsi, les
lipides peuvent étre peroxydées, notamment les acides gras poly-insaturés particulierement
vulnérables et dont les membranes plasmiques neuronales sont riches. Les protéines peuvent
¢galement étre oxydées. Un des dommages les plus important est I’ajout d’un groupement
carbonyl au niveau de la chaine latérale des acides aminés. Concernant les acides nucléiques,
ADN et ARN, le produit de leur oxydation peut former des dommages de types 8-
hydroxydésoxyguanosine ou 8-hydroxyguanosine et constituent les biomarqueurs du stress
oxydant les plus étudiés. D’autres dommages peuvent étre induits par les ROS tels que des
ruptures des brins des acides nucléiques (Bertoncini and Meneghini, 1995; Li et al., 2006). La
cellule a développé différentes stratégies pour se prémunir de ces dommages. Elles possedent
des enzymes capables de neutraliser les ROS tels que la glutathione peroxidase (GPXx) et la
superoxide dismutase (SOD). D’autres mécanismes antioxydant non enzymatique existent

comme les protéines possédant un groupement thiol, le glutathion ou encore la vitamine C.

Il est établi qu’a lui seul, le cerveau consomme 20% des besoins en glucose et en
oxygene de 1’organisme (Clarke and Sokoloff, 1999, Mergenthaler et al., 2013). Outre leurs
besoins énergétiques conséquents, I’importante longévité des neurones (Magrassi et al., 2013)

suggére qu’ils doivent étre la cible de nombreuses agressions oxydatives. Compte tenu de

38



I’impact du stress oxydant dans le vieillissement, ’hypothése de son implication dans les

processus neurodégénératifs tels que les tauopathies a rapidement éclos.

De fait, de nombreuses études mettent en évidence la présence de dommages induits par
le stress oxydant dans les tauopathies (Alavi Naini et al., 2015). Fait intéressant, un faisceau
d’études montrent que le stress oxydant serait un phénomeéne précocément impliqué dans la

maladie d’Alzheimer suggérant un role du stress oxydant dans I’étiologie de la pathologie

(Bradley-Whitman et al., 2014; Nunomura et al., 2012).

I1. Hyperphosphorylation et agrégation de Tau : mécanismes pathologiques

communs aux tauopathies

Malgré  I’hétérogénéité clinique et neuropathologique des tauopathies,
I’hyperphosphorylation et I’agrégation de la protéine Tau constituent leur dénominateur

commun.

1 Des mutations du gene MAPT promotrices de la pathologie Tau

On denombre une cinquantaine de mutations du gene MAPT qui conduisent au
développement d’une tauopathie (Fig. 14). Ces mutations sont autosomales dominantes et a
pénétrance compleéte sauf a quelques rares exceptions. On distingue des mutations faux-sens,
des mutations silencieuses et des micro-délétions. Les mutations faux-sens sont pour la plupart
localisées au niveau des domaines de liaison aux microtubules. Elles octroient généralement a
la protéine Tau une affinité plus faible pour les microtubules et, par voie de conséquence, une
capacité a stabiliser et promouvoir la polymérisation des microtubules moindre (Hasegawa et
al., 1998; Hong et al., 1998). Certaines mutations facilitent la phosphorylation de la protéine
et al.,, 2004, 2010). Enfin, des mutations faux-sens peuvent également altérer 1’épissage de
I’exon 10 et modifier le ratio Tau4R/Tau3R (Hasegawa et al., 1999). Certaines mutations
silencieuses du géne MAPT perturbent également cette balance Tau4R/Tau3R (Stanford et al.,
2003). Ses conséquences directes sur ’agrégation de Tau demeurent obscures mais soulignent

I’importance de 1’équilibre entre ces deux types d’isoformes. Deux micro-délétions impliquant
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un acide aminé ont été décrites pour le gene de Tau. Parmi elles, la mutation deltak280 est

remarquable car particulierement fibrillogéne (von Bergen et al., 2001).

Au cours de ce travail de thése, nous avons recouru a I'utilisation de trois mutants
MAPT : G272V, P301S et P301L, une des mutations les plus communes du géne MAPT. Ainsi,
les mutations G272V et P301L conferent a la protéine Tau une propension plus importante a
étre phosphorylée (Alonso et al., 2004), se détacher des microtubules et s’agréger (Barghorn et
al., 2000; von Bergen et al., 2001; Chang et al., 2008; Hasegawa et al., 1998). La littérature est
moins riche au sujet de la mutation P301S, celle-ci diminue la capacité de Tau a promouvoir la

polymérisation des microtubules (Bugiani et al., 1999).
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Figure 14 — Mutations du gene MAPT. Ensemble des mutations pathologiques connues pour
le géne MAPT impliquées dans les démences fronto-temporales avec syndrome parkinsonien
liées au chromosome 17. Elles sont localisées principalement au sein de I’exon 1, 9, 10, 11 ainsi
que dans les introns flanquants I’exon 10 (adaptée de Goedert, 2016).

2 L’agrégation de la protéine Tau

Dépourvue de conformation tri-dimensionnelle a 1’état natif, la protéine Tau au sein des
PHF adopte paradoxalement une organisation tres structurée. On distingue deux zones dans ces
polyméres de Tau : une partie sensible aux protéases et un cceur résistant a la digestion
protéasique (Ruben et al., 1995; Wischik et al., 1988). La partie sensible aux protéases
correspond a I’extrémité N-terminale projetée tandis que le ceceur des PHF est formé des

domaines répétés de liaison aux microtubules (Crowther et al., 1989). L’agrégation de Tau
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résulte de I’adoption d’une conformation en feuillets beta (von Bergen et al., 2005). Deux
hexapeptides VQIINK and VQIVYK localisés respectivement dans le deuxiéme et troisiéme
domaine de liaison montrent une haute propension a former ces feuillets beta responsables de
I’agrégation de Tau (von Bergen et al., 2000). Ces deux motifs sont suffisants pour former des
fibres in vitro (Sawaya et al., 2007). La conformation normale de la protéine Tau en trombone
ou « en forme de S » permet de cacher ces structures critiques et éviter 1’auto-agrégation. Il
semble donc qu’au cours de la pathologie, I’exposition de ces motifs pro-agrégatifs amorcerait
la réaction de polymérisation (Fig. 15) (Elbaum-Garfinkle and Rhoades, 2012; Jeganathan et
al., 2006). Déterminer la nature de 1’élément déclencheur de la fibrillogénése constitue ainsi un
enjeu majeur. De nombreux polyanions, promoteurs de I’agrégation ont été mis en évidence in
vitro (von Bergen et al., 2005). Ces derniers diminuent la répulsion électrostatique entre les
domaines de liaison aux microtubules stabilisant ainsi le polymere de Tau.
De maniere intéressante les acides nucléiques peuvent également stimuler I’agrégation de Tau.
En effet, ’assemblage de protéine Tau est induite par I’ARN via la création d’un pont dissulfure
intermoléculaire au niveau de la cystéine 322 (Kampers et al., 1996). Un effet similaire de
I’ADN sur I’agrégation des domaines de liaison aux microtubules a également été rapporté

(Hikosou et al., 2007).

Conformation Monomeére Dimeére Oligomére
trombone / en « S »

G

Figure 15 — Modele de fibrillogénese de la protéine Tau. Au cours de la pathologie, sous
I’effet d’un inducteur, le monomere de protéine Tau va perdre sa conformation en S ou en
trombone, démasquant ainsi les motifs VQIINK et VQIVYK, localisés dans le deuxiéme et
troisieme domaine de liaison aux microtubules. Ces motifs ont une haute propension a former
des feuillets B. Différentes protéines Tau vont s’associer, former un oligomeére constitué d’ un
cceur de feuillets B correspondant aux domaines de liaisons aux microtubules. Ils vont ensuite
recruter d’autres protéines Tau et former des fibres insolubles.
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3 L’hyperphosphorylation de la protéine Tau

Pour une mole de protéine Tau extraite de cerveaux de sujets contr6le, celle-ci arbore
entre 2 et 3 moles de phosphate. En revanche, une mole de protéine Tau extraite des PHF de
cerveaux de patients Alzheimer porte 6 a 8 moles de phoshate. En d’autres termes, Tau est
approximativement 2 a 3 fois plus phosphorylée dans les cerveaux Alzheimer (Kdpke et al.,
1993; Ksiezak-Reding et al., 1992). Au regard des 9 sites phosphorylés identifiés dans les
cerveaux de sujets controles, environ 40 sites ont été mis en évidence comme phosphorylés
dans les cerveaux Alzheimer (Hanger et al., 1998; Hasegawa et al., 1992; Morishima-
Kawashima et al., 1995). lls sont principalement localisés dans le domaine riche en proline et
la partie carboxy-terminale de Tau (Fig. 16). Néanmoins, il semblerait que Tau soit
physiologiquement phosphorylé sur la plupart des sites observés dans les cerveaux Alzheimer
(Matsuo et al., 1994). Cette sous-estimation réside dans la nature autopsique des cerveaux
utilisés pour ces études. En effet, au cours du délai post-mortem, les proteines Tau solubles
subissent une rapide déphosphorylation au contraire des protéines Tau localisées dans les PHF
(Matsuo et al., 1994; Wang et al., 2015). Cette différence s’expliquerait par une diminution de
’activité des phosphatases ou une accessibilité moindre des PHF pour ces phosphatases (Gong
et al., 1995; Ksiezak-Reding et al., 1992; Yamamoto et al., 1995). Cela suggere que
I’hyperphosphorylation de la protéine Tau résulte d’un excés genéral de phosphorylation plutot

que de la phosphorylation de sites pathologiques.

Des lors, une altération de la balance des niveaux d’activité entre kinase et phosphatase
a eté suggerée comme impliquée dans cette hyperphosphorylation pathologique. Il a pu étre
observé que différentes kinases, telles que CDKS5 et GSK3, co-localisent avec les DNF (Pei et
al., 1998; Yamaguchi et al., 1996), suggérant leur implication dans I’hyperphosphorylation de
Tau. D’ailleurs, dans un modele de souris transgénique de sur-activation de la kinase CDKS5,
Tau est hyperphosphorylée. En paralléle, ces souris présentent une apparition progressive de
DNF associée a une perte neuronale hippocampique et corticale (Cruz et al., 2003). De méme,
la sur-expression de GSK3p dans un modéle murin induit une hyperphosphorylation de Tau
associée a des troubles mnésiques (Hernandez et al., 2002; Lucas, 2001). Lorsque ces modeéles
transgéniques sont croisés avec des individus porteurs de mutations pathologiques sur le géne
de Tau, la sur-expression de ces kinases potentialisent I’hyperphosphorylation et I’agrégration
de Tau (Engel et al., 2006a; Noble et al., 2003). Ces processus sont annulés grace a I’utilisation
d’inhibiteurs de ces kinases (Engel et al., 2006b; Sundaram et al., 2013). Cependant, la relative

aspécificité de certains inhibiteurs de kinases et 1’effet pleiotrope des kinases forment un écueil
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non négligeable dans I’interprétation de ces études. L’altération de I’expression ou de I’activité
de ces kinases dans le cerveau des patients Alzheimer est controversée (Camins et al., 2006; Jin
et al., 2015; Leroy et al., 2007; Tandon et al., 2003). Quant aux phosphatases, I’activité¢ de
PP2A, principale phosphatase de Tau, est réduite d’environ 30% dans les cerveaux de patients
Alzheimer suggérant son implication dans la I’hyperphosphorylation pathologique de Tau
(Gong et al., 1993, 1995).

Motifs répétés de liaison aux Extrémité carboxy-
microtubules terminale
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Figure 16 — Position des sites de phosphorylation de la protéine Tau extraite de cerveau
Alzheimer. Environ 45 sites de phosphorylation ont €té identifiés. Ils sont localisés
principalement dans le domaine riche en proline et dans les régions entourant les domaines de
liaison aux microtubules (adapté de Noble et al., 2013)

4 Hyperphosphorylation et agrégation de la protéine Tau, un lien
de causalité ?

L’hyperphosphorylation de Tau est-il la cause de son agrégation ou est-ce deux
mécanismes pathologiques indépendants ? L’existence d’une relation causale est toujours
controversée. Grace a I’utilisation d’anticorps spécifiques de formes phosphorylées de Tau et
le marquage des agrégats par des méthodes d’imprégnation argentique, il a été mis en évidence
que I’hyperphosphorylation de Tau précede la formation de DNF (Bancher et al., 1991; Braak

etal., 1994). Par ailleurs, les cerveaux de patients atteints de tauopathie et ceux issus de modéles
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transgéniques de tauopathie présentent des agrégats de Tau systématiquement
hyperphosphorylés. Une étude a mis en évidence la capacité de la protéine Tau recombinante
hyperphosphorylée in vitro a s’agréger et former des PHF. Elle montre également le réle
inhibiteur des extrémités N-terminales et C-terminales vis-a-vis de 1’agrégation appuyant ainsi
le modéle d’une conformation protectrice en trombone ou en « S » (Alonso et al., 2001).
L’équipe de E. Mandelkow a mis a profit I’hyperphosphorylation de Tau observée lorsque celle-
ci est exprimée dans les cellules d’insectes Sf9. Une fois cette Tau purifiée, I’effet de
I’hyperphosphorylation sur I’agrégation de Tau a été testé. Il ressort de ce travail que
I’hyperphosphorylation promeut 1’0ligomérisation de Tau mais n’induit la formation que de
tres peu de fibrilles. L hyperphosphorylation, a elle seule, ne permettrait pas la fibrillogénése.
D’autres éléments telles qu’une augmentation de la concentration de Tau ou I’ajout de
polyanions serait nécessaire a son agrégation (Tepper et al., 2014). Or, dans un contexte
pathologique, I’hyperphosphorylation induit le détachement de Tau des microtubules et pourrait
tendre a augmenter localement la concentration de protéine Tau (Li et al., 2004). De plus,
’action de phosphatases sur des PHF extraits a partir de cerveaux de patients Alzheimer conduit
a leur dissociation (Wang et al., 1995). Ces études ont conduit a I’émergence d’un mod¢le dans
lequel I’hyperphosphorylation neutralise les charges positives inhibitrices localisées au niveau
des domaines de liaison aux microtubules facilitant les interactions entre protéines Tau, leur

oligomerisation et in fine la formation de fibrilles.

Néanmoins, ce modele est sujet a débats. En effet, 1’hyperphosphorylation ne conduit
pas forcément a I’agrégation de la protéine Tau. Au cours du développement, I’isoforme feetale
de Tau se trouve étre physiologiquement hyperphosphorylée (Kenessey and Yen, 1993; Matsuo
et al., 1994). De la méme maniere, I’hyperphosphorylation de Tau apparait transitoirement au
cours de I’hibernation (Arendt et al., 2003). Pourtant, cette hyperphosphorylation n’est pas

accompagnée par I’agrégation de Tau.

Une étude, grace a I'utilisation de mutants phospho-mimétiques, suggére que I’effet de
la phosphorylation sur I’agrégation de Tau dépend du site de phosphorylation considéré (Haase
et al., 2004).

I1 apparait donc que I’hyperphosphorylation joue un réle promoteur de I’agrégation de
Tau et qu’elle doit probablement agir de concert avec d’autres événements cellulaires tels que
la troncation, la nitration ou 1’acétylation (Fig. 17) (Cohen et al., 2011; Lee and Shea, 2012;
Mair et al., 2016).
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Figure 17 — Modéle de fibrillogénese de la protéine Tau sous Ieffet de
I’hyperphosphorylation. Sous I’effet de I’hyperphosphorylation, la conformation en trombone
ou en « S » est destabilisée, Tau se détache du microtubule et adopte une conformation prone a
I’agrégation. Les motifs VQIINK et VQIVYK sont démasqués et 1’oligomérisation s’enclenche
résultant a terme a la formation de fibres insolubles.

5 ROle du stress oxydant dans les mécanismes d’oligomérisation
de la protéine Tau

La découverte de dommages oxydatifs dans les cerveaux de patients atteints de
tauopathies, particulierement aux stades MCI, suggere que le stress oxydant serait un
évenement précoce impliqué dans la pathologie. En conséquence, s’est posée la question d’une
participation du stress oxydant aux processus d’agrégation de la protéine Tau. Le stress oxydant
produit des effets disparates sur la phosphorylation. En effet, certaines études montrent que le
SO promeut la phosphorylation de Tau (Olivieri et al., 2000; Su et al., 2010) quand d’autres
travaux mettent en évidence une déphosphorylation (Davis et al., 1997; Egafia et al., 2003). In
vivo, a été mis en évidence chez des souris transgeniques modele de SO une augmentation de
la phosphorylation de Tau (Melov et al., 2007). Cette variabilité peut s’expliquer par la diversité
des modeles expérimentaux (Olivieri et al., 2001). Il est intéressant de noter qu’il a été rapporté
une potentialisation de I’hyperphosphoryation de Tau apres la déphosphorylation induite par
un stress hyperthermique, inducteur de stress oxydant (Bruskov et al., 2002; Flanagan et al.,
1998; Papasozomenos, 1996). De plus, le produit de ’oxydation d’acides gras polyinsaturés
induit I’hyperphosphorylation de Tau (Liu et al., 2005b). P38MAPK et GSK3 pourrait étre
impliqué dans cette hyperphosphorylation induite par le SO (Goedert et al., 1997; Lovell et al.,
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2004). Drailleurs ces produits du SO stimulent la polymérisation de Tau in vitro (Gamblin et
al., 2000; Pérez et al., 2000).

L’agrégation de Tau constitue un mécanisme pathologique commun a toutes les
tauopathies qui peut étre induit par des phénomeénes d’hyperphosphorylation et de stress
oxydant. Cette similitude entre les différentes tauopathies suggére un role central de
I’agrégation dans la neurodégénération.

I11. Retentissement physiopathologique de I’agrégation de Tau

La neurodégénération est corrélée a 1’aggrégation de Tau. Or, des modeles murins
transgéniques nous indiquent que le lien qui unit ces deux processus n’est pas uniquement
corrélatif. En effet, a titre d’exemple, la lignée PS19 exprimant une mutation pathologique du
gene MAPT presente des DNF, une mort neuronale ainsi qu’une détérioration des capacités
mnésiques (Takeuchi et al., 2011; Yoshiyama et al., 2007). Afin de comprendre ce processus
neurodégénératif qui a cours dans les tauopathies, nous devons nous intéresser aux
conséquences de cette agregation sur la fonctionnalité de Tau et la vie neuronale. Différents
dysfonctionnements ont pu étre identifiés durant la pathologie Tau dont nous verrons quelques
exemples dans cette partie. Deux modeles non-exclusifs co-habitent et sont nés du
questionnement suivant : I’effet délétére des agrégats provient-elle d’une perte de la fonction
de Tau, piégée au sein des agrégats ou le processus agrégatif confere-t-il en soi un caractére

toxique a Tau ?

1 Un gain de fonction toxique

D’aprés les modeles KO Tau, I’absence de Tau ne suffit pas pour affecter la viabilité
des souris suggérant que la toxicité de Tau est dd, au moins en partie, a un gain de fonction.
Des études montrent qu’au cours du processus d’agrégation de Tau, des monomeéres de Tau
évoluent en dimeres, puis en petits oligomeres solubles jusqu’a l’obtention d’agrégats
insolubles de Tau qui s’organiseront en PHF puis en DNF (pour revue, Cowan and Mudher,
2013). Cependant, une question demeure : parmi toutes ces especes de Tau, lesquelles sont

délétéres pour le neurone ? Par la suite, nous nous intéresserons dans cette partie au caractere
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propagateur de la pathologie Tau ainsi qu’a I’impact de cette pathologie sur le métabolisme des
ARN.

a Agrégat ou oligomeres ? Quelle est la forme toxique ?

Parce que la présence de DNF dans la MA est corrélée avec le déclin cognitif, ces
agrégats insolubles ont été mis en cause dans la neurodégénération. Pourtant, de plus en plus
d’études remettent en question cette théorie et indiquent que les DNF ne sont pas responsables
de la mort neuronale massive observée. Gomez-Isla et collaborateurs montrent que si la
présence de DNF dans la MA est corrélée a la perte neuronale, la quantité de mort neuronale
est bien supérieure a la quantit¢é de DNF. En d’autres termes, certains neurones meurent sans
développer des DNF (Gomez-Isla et al., 1997). De plus, les neurones arborant des DNF peuvent
survivre plusieurs décennies (Morsch et al., 1999). Ces données sont confirmées par les modeles
transgéniques de tauopathie. Dans un modéle de tauopathie chez la drosophile, une claire
neurodégénération se produit en ’absence de DNF (Wittmann et al., 2001). Concernant les
modeéles murins pathologiques, il a été notamment confirme que la dégénérescence synaptique
précede la formation de DNF (Yoshiyama et al., 2007). De maniére intéressante, dans des souris
transgéniques dont 1’expression du transgéne Tau pathologique peut étre éteint, cette extinction
permet de rétablir les performances mnésiques sans modifier I’accumulation de DNF (Van der
Jeugd et al., 2012; Santacruz et al., 2005). L’ensemble de ces travaux indiquent que les DNF

ne sont pas les promoteurs exclusifs de la neurotoxicité de Tau.

Il apparait ainsi que les formes de Tau responsables de la dysfonction neuronale
correspondent a des stades préfibrillaires, antérieurs a la formation des DNF. A la lumiére d’un
nombre croissant d’études, les oligomeres solubles s’averent étre des espéces toxiques de Tau.
L’effet délétére de ces oligomeres a pu étre démontré dans des lignées cellulaires de
neuroblastome SH-SY5Y (Flach et al., 2012; Lasagna-Reeves et al., 2010; Tian et al., 2013).
De plus, I’injection d’oligomeres de Tau dans I’hippocampe de souris induit une neurotoxicité
accompagnée de troubles mnésiques contrairement a 1’injection de monomeres ou de fibrilles

(Lasagna-Reeves et al., 2011).

Chez les patients atteints de MA, les oligomeres sont localisés dans des neurones aux
stades précoces de la pathologie (Lasagna-Reeves et al., 2012a; Maeda et al., 2007; Patterson
et al., 2011). Ces espéeces ne sont pas spécifiques de la MA et leur présence est attestée dans
d’autres tauopathies telles que la CBD et la PSP (Gerson et al., 2014; Ward et al., 2013).
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Toutefois, la nature des oligomeres reste mal caractérisée et constitue un obstacle a
’interprétation et la comparaison de ces travaux. Au cours de ce travail de these nous avons
utilisé deux anticorps spécifiques des oligomeres : TOC1 et T22, aimablement fournis par le
Dr. Lester Binder (Michigan State University) et le Dr. Rakez Kayed (University of Texas).
TOC1 reconnait spécifiquement les diméres et les oligomeres de Tau (Patterson et al., 2011).
T22 est spécifique des oligoméres de Tau, particulierement les diméres et les trimeres (Lasagna-
Reeves et al., 2012a). En revanche, aucun de ces deux anticorps ne reconnait les monomeres et

les fibres de Tau.

Contrairement aux PHF, le pool de Tau solubles et hyperphosphorylées séquestre la
protéine Tau normale altérant en conséquence la polymérisation microtubulaire (Alonso et al.,
2006). Cette étude suggere que les DNF sont inertes et constitueraient une réponse défensive
cellulaire face aux espéces toxiques solubles de Tau. Ainsi, les DNF piegeraient ces formes
toxiques et protégeraient les neurones de leurs effets délétéres. En cohérence avec cette
hypothese, la présence de dommages oxydatifs transitoires, reversibles et rapidement
dégradables tel que ’adduit 8-OHG décroit avec I’abondance des DNF (Nunomura et al., 2001).
Ainsi, les neurones pourvus de DNF présentent peu de dommages de type 8-OHG au regard de
I’accumulation des produits de glycosylation avancés (L0th et al., 2005). Ces derniers
correspondent a des dommages oxydatifs stables et témoignent de 1’historique oxydatif du
neurone. A long-terme, la protection conférée par les DNF pourrait devenir délétére, encombrer
I’espace cytoplasmique, séquestrer des facteurs moléculaires et interférer avec différents
processus cellulaires. En 2011, C.J. Carter qualifie élégamment la DNF « du cimetiére d’une

victoire a la Pyrrhus » (Carter, 2011).

b Propagation de la pathologie Tau

En 1982, S.B. Prusiner purifie la fraction infectieuse de la tremblante du mouton. Il
observe que cet agent résiste aux méthodes d’inactivation ciblant les acides nucléiques tandis
qu’il s’avere étre sensible aux procédés visant a détériorer les protéines. Il suggere alors que
’agent infectieux est une protéine (Prusiner, 1982). De vives controverses résultérent de cette
découverte car elle se heurte au dogme selon lequel les maladies se propagent au travers
d’organismes disposant d’acides nucléiques nécessaires a leur réplication. Le concept de prion

était né, un terme issu de « PROteinaceous INfectious particle ».
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Parce que la protéine Tau acquiert la capacité de convertir des protéines Tau normales
en fibres (Alonso et al., 1996) et que la pathologie progresse de fagon stéréotypée a travers des
régions synaptiquement connectées, il a été proposé que Tau puisse agir a la maniére d’un prion.
Ainsi, les tauopathies seraient la conséquence d’une conformation toxique de Tau qui Se

transmettrait a d’autres protéines Tau normales et se propagerait de neurone a neurone.

Dans des lignées cellulaires, il a été montré que des agrégats de protéines Tau extra-
cellulaires peuvent entrer dans la cellule et induire I’agrégation de la protéine Tau intra-
cellulaire. Cette étude met également en évidence le transfert d’agrégats intra-cellulaires vers
d’autres cellules en co-culture (Frost et al., 2009). En 2009, Clavaguera et collaborateurs
injectent un lysat de cerveau de souris transgénique P301S contenant un cocktail d’especes de
Tau solubles, hyperphosphorylées et d’agrégats au sein de 1’hippocampe de souris Alz17. Ces
souris expriment la Tau sauvage humaine sans toutefois developper une pathologie Tau. Suite
a cette injection, la Tau sauvage humaine s’agrege. D’ailleurs, cette agrégation n’est pas
circonscrite au site d’injection puisqu’elle se propage dans les régions voisines ainsi que dans
des zones eloignees et connectées synaptiquement (Clavaguera et al., 2009). Cette propagation
de la pathologie Tau a pu étre confirmée par d’autres études menées in vivo, par I’injection de
lysats de cerveaux atteints de différentes tauopathies, de fibres purifiées de Tau ou d’oligoméres
de Tau purifiés a partir de cerveaux de patients Alzheimer (Clavaguera et al., 2013; Iba et al.,
2013; Lasagna-Reeves et al., 2012b). Dans un mod¢le de souris dont I’expression du transgeéne
Tau P301L est restreint au cortex enthorinal, on observe une co-agrégation de la Tau humaine
avec la Tau endogeéne ainsi qu’une propagation de la pathologie suivant la structure des circuits
neuronaux (de Calignon et al., 2012). Par stratégie lentivirale, dans un modéle de rat sauvage,
Dujardin et collaborateurs ont démontré I’existence d’une propagation trans-synaptique de Tau

(Dujardin et al., 2014b).

A la lumiere de ces travaux, il apparait que la protéine Tau mal-conformée,
pathologique, adopte un comportement de type prion. Cependant, s’il en partage certaines
caractéristiques, il ne répond pas strictement a tous les criteres de la définition actuelle du prion
(Wegmann et al., 2015). Il apparait, d’apres les travaux de Wegmann et collaborateurs, que le
mode de propagation et le comportement toxique de Tau different de la protéine prion PrP. En
effet, la délétion du gene codant la protéine prion PrP est neuroprotectrice : la protéine prion
toxique PrP dite scrapie ne peut se propager au sein des neurones invalidés pour ce gene et
conduire a leur dégénerescence. La forme toxique de Tau dite P301L est, quant a elle, capable

de se propager et d’induire une toxicité dans les neurones n’exprimant pas la protéine Tau.
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¢ Unexemple de gain de fonction toxique : la dysfonction
du transport axonal

Différents mécanismes moléculaires pourraient étre impliqués dans la toxicité de Tau
parmi lesquels une dérégulation du transport axonal. Le transport axonal est essentiel pour le
bon fonctionnement du neurone qui dispose de longues neurites. Une altération du transport
antérograde a été mis en évidence dans des modeles de souris transgéniques développant une
pathologie Tau (Ittner et al., 2008). Cet effet pourrait résulter de I’activation de la voie PP1-
GSK3 par des agrégats de Tau. Elle conduirait a la libération du cargo par la kinésine (Kanaan
et al., 2011). Le transport axonal permet notamment le mouvement des mitochondries le long
des microtubules dans les axones. Ces mitochondries jouent un réle vital au sein du neurone,
cellule énergivore et sensible a ’excitotoxicité. Dans un modele de lignée cellulaire, la sur-
expression de Tau inhibe le trafic des mitochondries du soma vers la périphérie cellulaire
(Ebneth et al., 1998). Or, une étude a mis en évidence une altération de la localisation des
mitochondries dans des cerveaux de souris transgéniques développant une pathologie Tau ainsi
que dans le cortex de patients Alzheimer. Les auteurs suggérent une implication des formes
solubles de Tau dans ce dysfonctionnement (Kopeikina et al., 2011). Ainsi, Tau apparait étre
impliqué dans la redistribution pathologique des mitochondries vers le soma. Il en résulterait

une altération de I’accés des acteurs synaptiques a I’ATP et contribuerait a la perte synaptique.

d Une perturbation du métabolisme des ARN ?

A I’'image du rdle physiologique de Tau vis-a-vis des ARN, peu de choses sont connus
sur I’effet de la pathologie sur le métabolisme des ARN. L’équipe du Dr. Wolozin et du Dr.
Abisambra ont ouvert un nouveau champ d’étude qui vise a comprendre les liens qui unissent
les ARN et la pathologie Tau. A partir des fractions microsomiales obtenues de cerveaux de
sujets contrdle et de patients Alzheimer, Tau a été co-immunoprécipité. Parmi les protéines
identifiées par spéctrométrie de masse, les protéines participant a la traduction des ARN sont
particulierement représentées. Les auteurs ont ainsi mis en évidence qu’une partie de ces
partenaires sont distincts ou interagissent différemment entre les sujets controles et Alzheimer.
Ce résultat suggere que la pathologie Tau altére la fonction ribosomale (Meier et al., 2015). Ce
méme groupe a montré que Tau interagit davantage avec les ribosomes dans les cerveaux

Alzheimer et que cette interaction inhibe la traduction protéique (Meier et al., 2016). Cet impact

50



sur la traduction pourrait participer a la neurodégénération, d’autant que la synthése protéique
est un mécanisme critique dans les mécanismes mnésiques (Duvarci et al., 2008). Ces travaux
confirment la diminution de la synthése protéique observée des les stades précoces de la maladie
d’Alzheimer (Ding et al., 2005). Par ailleurs, de nombreux microARN ont leur expression
dérégulée au cours de la maladie d’Alzheimer, notamment le miR-132 dont I’expression est
diminuée dans les neurones présentant une Tau hyperphosphorylée (Lau et al., 2013) .
Récemment, la déficience de ce miR-132 a été impliquée dans la promotion de 1’agrégation de

Tau (Smith et al., 2015).

De maniere intéressante, il a été¢ mis en évidence une co-localisation de la pathologie
Tau et des granules de stress (GS) des structures riches en ARN et en protéines de liaison aux
ARN (Vanderweyde et al., 2012). Si Tau promeut la formation des GS, il apparait
réciproquement que les GS sont impliqués dans 1’agrégation de Tau. L’expression de la Tau
mutée P301L ralentit la formation des GS et augmente leur taille, suggérant un impact délétére

de la pathologie dans le fonctionnement des GS (Vanderweyde et al., 2016).

2 Une perte de fonction

Une seconde hypothése considére que la neurodégénération résulte d’une perte de
fonction de Tau. Ainsi, I’hyperphosphorylation et I’agrégation de Tau conduirait a diminuer le
pool de protéines Tau « fonctionnelles » et, par voie de conséquence, a la mort neuronale.
Controversée, la principale critique de ce modele est ’absence d’impact de la délétion de Tau
sur la viabilité des souris. Cependant, celle-ci serait en partie expliquée par des mécanismes de
compensations. En effet, quelle que soit la fonction de Tau considérée, celle-ci fut souvent
controversée compte tenu de I’absence fréquente de phénotype marqué chez les souris KO
(Harada et al., 1994). Qui plus est, certains phénotypes associés aux modeles murins déficients
en Tau semblent dépendre de la lignée de souris KO Tau étudiée (Dawson et al., 2001; Harada
et al., 1994). Néanmoins, ces ¢tudes ont pu mettre en lumiére I’existence de mécanismes de

compensation, de redondance fonctionnelle entre les différentes MAP.

En effet, une augmentation de ’expression de MAP1A, MAP1B, MAP2 a été mise en
évidence chez différents modeles de KO-Tau suggérant un systéme de compensation (Dawson
et al., 2001; Harada et al., 1994; Ma et al., 2014). En effet, lorsque les souris KO-Tau générées
par Harada et collaborateurs sont croisées avec des souris KO-MAPIB, I’altération de la

maturation neuronale est notamment exacerbée (Takei et al., 2000). Cette redondance
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fonctionnelle constitue donc une difficulté dans 1’étude des fonctions de Tau. L’utilisation de

modele KO-Tau conditionnel pourrait s’avérer intéressant afin de s’affranchir de cet obstacle.

Néanmoins, 1’étude des modeles KO-Tau constitutifs a mis en évidence I’implication de Tau
dans la plasticité synaptique ou la protection des acides nucléiques. Dans ce contexte, la

pathologie Tau pourrait empécher Tau de mener a bien ses roles.

a La pathologie Tau et les microtubules

De toutes les fonctions de Tau, la stabilisation et la polymérisation des microtubules
sont les plus connues. Au sein des DNF, Tau ne se lie plus a la tubuline et est inerte vis-a-vis
des microtubules (lgbal et al, 1994). Similairement, la protéine Tau soluble
hyperphosphorylée, n’interagit plus avec la tubuline et provoque, a terme, la rupture des
microtubules via la séquestration de la protéine Tau normale ainsi que d’autres MAP (Alonso
etal., 1994; Liet al., 2007). De plus, dans des modéles de souris transgeniques développant une
pathologie Tau, une diminution de la densité des microtubules a pu étre observée (Ishihara et
al., 1999). Cette altération de la densité microtubulaire est corrigée par le traitement de ces
souris avec du paclitaxel, un composé stabilisateur des microtubules (Zhang et al., 2005). Cette
¢tude suggere que la rupture des microtubules au cours de la pathologie est le résultat d’une

perte de fonction stabilisatrice de Tau. Celle-ci pourrait provoquer la dégénéerescence neuronale.

b La pathologie Tau et la synapse

Dans un modele de souris KO-Tau, ’expression des MAP, associées aux mécanismes
compensatoires de I’absence de Tau, diminue chez les individus agés. Cette diminution est
corrélée avec I’apparition d’un déficit mnésique associé a une perte synaptique hippocampique
(Ma et al., 2014). Cette etude suggére que les MAP masquent I’effet de I’absence de Tau sur le
fonctionnement synaptique. Récemment, des travaux menés par Tracy et collaborateurs
indiquent que 1’acétylation anormale de Tau, observée chez des patients Alzheimer, altere la
plasticité synaptique. Ils montrent également une diminution de I’affinité de Tau acétylé vis-a-
vis de I’actine. Cette perte d’interaction pourrait altérer la dynamique de la polymérisation de

I’actine impliquée dans le mécanisme de LTP (Tracy et al., 2016).
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¢ Lapathologie Tau et les acides nucléiques

Peu de choses sont connues concernant 1’effet de la pathologie Tau sur les acides
nucléiques. Des dommages oxydatifs aux ARN et a ’ADN ont pu étre décrits a des stades
précoces de la pathologie Alzheimer suggérant un réle de ces dommages dans la pathogénese
(Lovell and Markesbery, 2007; Nunomura et al., 2001; Wang et al., 2006a). De plus, des
aberrations chromosomiques ont été observés dans des fibroblastes de patients porteurs de la
mutation pathologique Tau P301L (Rossi et al., 2008, 2013). Ainsi la pathologie Tau pourrait
altérer sa fonction protectrice vis-a-vis des acides nucléiques. Des études réalisées in vitro ont
mis en évidence la perte d’interaction de I’ADN avec Tau lorsque celle-ci est phosphorylée
(Camero et al., 2014a; Hua and He, 2002; Lu et al., 2013b; Qi et al., 2015). De maniére
intéressante, il a été montre in vitro que la protéine Tau phosphorylée perd sa capacité a protéger
I’ADN de la dénaturation thermique ainsi que des attaques oxydatives (Lu et al., 2013b).
Cependant, aucune étude a ce jour n’a montré, a ce jour, 'impact de la pathologie Tau sur
I’intégrité des acides nucléiques in vivo. Ce point constitue la premiére partie de ce travail de
these (cf. étude 1).

Altération des ARN ?

Déstabilisation
microtubulaire

Altération du transport
axonal

Dommages a I'ADN ? J N\

Altération de la plasticité ~= )
synaptique :

Figure 18 — Conséquences de la perte de fonction ou du gain de fonction pathologique de
Tau. L hyperphophorylation de Tau induit son détachement des microtubules. Il en résulte une
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déstabilisation du réseau microtubulaire ainsi qu’une altération du transport axonal. La
pathologie Tau peut également affecter le role de Tau a la membrane et altérer la plasticité
synaptique. Nous avons récemment montré une implication de Tau dans le maintien de
I’intégrité neuronale. La pathologie Tau pourrait prévenir, affecter cette capacité et induire des
dommages aux acides nucléiques.

L’hyperphosphorylation et 1’agrégation de Tau constitue un mécanisme pathologique,
qualifié de « pathologie Tau », commun a un certain nombre de maladies neurodégénératives.
Dans ce décor, le stress oxydant semble jouer un réle déterminant dans cette pathologie Tau.
Ce phénomeéne de pathologie Tau va conduire le neurone a dégénérer. Pendant de nombreuses
annees les agrégats insolubles de Tau ont été désignés comme la cause de cette toxicité.
Récemment, un faisceau d’études pointent les oligomeéres solubles de Tau comme les
responsables de la toxicité plutdt que les agrégats. Au vu des multiples fonctions de Tau, les
hypothéses sont nombreuses quant a la nature de cette toxicite.

Au sein du laboratoire, une fonction protectrice de Tau vis-a-vis de ’ADN a été mis en
évidence dans des cultures primaires de neurones corticaux de souris (Sultan et al., 2011). Des
lors, I’objectif fut de confirmer 1’existence de cette fonction atypique pour une MAP dans un
contexte plus physiologique, in vivo, dans des cerveaux de souris. De maniére inattendue, il
ressort de ce travail que Tau, dans les neurones, participe non seulement au maintien de
I’intégrité de I’ADN mais également a celle de ’ARN (Violet et al., 2014). En conséquence,
NOUS Nous sommes intéresessés aux liens qu’entretient Tau avec les ARN. En effet, si Tau se
lie @ PARN (Wang et al., 2006b), si Tau interagit avec des protéines impliquées dans la
traduction et le processing des ARN (Gunawardana et al., 2015), la fonction de Tau dans le
métabolisme des ARN demeure pourtant obscure. Afin de préciser ce role, nous avons identifié
de nouveaux partenaires moléculaires de Tau impliqués dans le métabolisme des ARN. Parmi

ces partenaires, se trouve une hélicase a ARN : DDX6.
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Chapitre 2 : Structure & Ro0le de I’hélicase DD X6
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Dans ce chapitre, nous nous intéresserons dans un premier temps a la structure de DDXG6.
Puis, nous décrirons brievement les voies du métabolisme des ARN dans lesquelles est

impliquée DDX6.

A. Généralités autour de DDX6, une hélicase a boite DEAD

Chez ’'Homme, le géne RCK fut initialement identifi¢ comme la cible d’un point de
rupture d’une translocation observée dans une lignée cellulaire de lymphome a cellules B (RC-
K8) (Akao et al., 1991). Codant une protéine d’une masse moléculaire apparente de 54kDa
composée de 473 acides aminés, elle pris le nom de RCK/P54 chez I’Homme (Akao et al., 1992,
1995; Matsui et al., 2004). L’analyse comparative de sa séquence mis alors en évidence huit
motifs consensus caractéristiques des hélicases ARN a boites DEAD (Akao et al., 1995).
Hautement conservée, différents orthologues ont été identifies au sein de modeles
expérimentaux tels que ME31B chez Drosophilia Melanogaster (67,5% d’homologie), DHH1
chez Sacharomyces Cerevisiae (63,9% d’homologie), CGH-1 chez Caenorhabditis elegans
(69,2% d’homologie), XP54 chez Xenopus laevis (94,4% d’homologie), RCK/P54 chez Mus
Musculus (97,7% d’homologie) (Ostareck et al., 2014). Cependant, chez les mammiferes, cette

proteine est generalement désignée sous le terme DDX6, DEAD-Box protein 6.

I. Introduction aux protéines a boite DEAD

En 1976, une enzyme capable de « dérouler », c’est a dire séparer les brins d’ADN
appariés de maniere ATP-dépendante est découverte chez E. Coli (Abdel-Monem et al., 1976).
I1 s’agit de la premiére description d’une hélicase a ADN. Par la suite, d’autres hélicases furent
identifiées dans les autres regnes du vivant. En 1988, deux groupes mettent en évidence
concomitamment 1’existence de motifs conservés au sein de ces hélicases a ADN. De maniére
surprenante, ils montrent que ces motifs se trouvent étre également présents dans des protéines
rétrovirales. En conséquence, les auteurs proposent 1’existence d’hélicase 8 ARN (Gorbalenya
et al., 1988; Hodgman, 1988). Rapidement, I’activité hélicase @ ARN de deux protéines : p68
et le facteur d’initiation de la traduction eIF4a est démontreée in vitro (Hirling et al., 1989; Rozen
etal., 1990). Or, d’autres protéines partagent avec elF4a et p68 les mémes motifs parmi lesquels

la séquence « acide aspartique — acide glutamique — alanine — acide aspartique » désignée D-E-
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A-D d’aprés le code international des acides aminés. Cette particularité donne alors naissance
a la famille des hélicases a boite DEAD (Linder et al., 1989). Ainsi, selon leur séquence
primaire d’acides aminés, les hélicases se classent en six superfamilles elles-mémes subdivisées
en familles. Les hélicases des superfamilles 3, 4, 5, et 6 forment des structures toroidales,
généralement hexamériques tandis que les superfamilles 1 et 2 ne forment pas de structures en
anneau. La classe des hélicases ARN a boite DEAD constitue la famille la plus représentée de
la superfamille 2. L’étude de ces hélicases a ARN montre que leur activité ne se limite pas a
dérouler les structures d’ARN appariées, elles modifient également la conformation
tridimensionnelle de I’ARN, remode¢lent ou forment des points de nucléation pour la formation
de complexes ribonucléoprotéiques. L’énergie nécessaire a ces réactions est fournie par
I’hydrolyse de nucleoside triphosphate. Ainsi, elles sont impliquées dans tous les aspects
essentiels au métabolisme des ARN : transcription, traduction, épissage, biogénése du

ribosome, transport d’ARN, régulation de ’expression génique ou dégradation des ARN.

Il. Structure des hélicases a boite DEAD

La sequence et la position de motifs hautement conservés constituent la « signature »
des hélicases a boite DEAD. 11 s’agit des motifs Q, I, la, Ib, GG, II, IlI, IV, GxxR, V et VI
(Caruthers et al., 2000; de la Cruz et al., 1999; Linder et al., 1989; Tanner et al., 2003). A I’instar
des autres hélicases de la superfamille 2, des études structurales par cristallographie révelent
que les hélicases a boite DEAD sont construites autour d’un ceeur hélicase composé de deux
domaines globulaires dénommeés Domaine 1 et Domaine 2 (Fig. 19B). Ces derniers présentent
une homologie structurale avec la protéine bactérienne recombinase A et sont liés entre eux par
une séquence d’acides aminés flexible (Subramanya et al., 1996). Le Domaine 1 s’articule
autour des motifs Q, la, GG, Ib, Il et 11l tandis que le Domaine 2 est composé des motifs IV,
QxxR, V et VI. Des études structurales et la génération de mutants menées sur diverses
hélicases a boite DEAD modeles telles que elF4A, p68, UAP56, Vasa ou encore Dedl ont

permis de mieux appréhender le réle de ces motifs conservés.
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1 Les motifs impliqués dans la liaison et I’hydrolyse de I'ATP

Le motif Q (GXFEXPSPIQ), localisé dans la partie amino-terminale, forme des liaisons
hydrogenes avec 1’adénine. De cette fagon, il apparait que la spécificité de DDX6 pour I’ATP
soit conférée par ce motif (Tanner et al., 2003).

Les motifs | (AKNGTGKTY/S) et 1l (DEAD) correspondent respectivement aux motifs
de Walker A et B et se sont localisés dans le Domaine 1. Ce sont des structures
tridimensionnelles conservées, présentes dans de nombreuses protéines interagissant avec
I’ATP. Le motif de Walker A est également désigné P-loop pour « phosphate-binding loop ».
De multiples liaisons hydrogénes se forment entre les atomes d’oxygeéne des groupements
phosphates de I’ATP et les résidus glycine, lysine et thréonine a I’extrémité carboxy-terminale
« GKT/S » du motif I. Par ailleurs, la thréonine et la sérine interagissent avec 1’ion divalent
Mg++, cofacteur important de la réaction d’hydrolyse du nucléoside triphosphate (Caruthers
and McKay, 2002; Shi et al., 2004).

Le domaine Walker B constitue le motif éponyme de la famille des hélicases a boite
DEAD. Son premier acide aminé constitutif, un résidu aspartate, interagit avec 1’ion magnesium
associé a I’ATP. Quant au second acide aminé, le glutamate, il interagit avec une molécule
d’cau. De sorte que cette derniére cede un proton au glutamate, jouant le réle de résidu
catalytique. L’eau, ainsi activée, agit comme un composé nucléophile et « attaque » le
groupement phosphate terminal de I’ATP conduisant a son hydrolyse (Cordin et al., 2006;
Linder and Jankowsky, 2011; Orelle et al., 2003). De certaines mutations des motifs | et Il
résultent une altération voire une abolition de I’hydrolyse de I’ATP (lost et al., 1999; Pause and
Sonenberg, 1992).

Dans I’extrémité amino-terminale du Domaine 1, est localisé le motif 11 (SAT)
impliqué dans le couplage de I’hydrolyse de I’ATP et de I’activité hélicase (Banroques et al.,
2010; Pause et al., 1993).

Localisés au sein du Domaine 2, les motifs V (TRGID) et VI (LHRIGRSGR)
interagissent avec I’ATP. Des mutations de ces motifs dans la protéine p68 abolissent
I’hydrolyse de I’ATP (Lin et al., 2005). Il a été mis en évidence une implication des résidus
arginine du domaine VI dans la liaison et ’hydrolyse de I’ATP (Pause et al., 1993; Rogers et
al., 2002). Le second résidu arginine formerait une structure en « doigt d’arginine » qui

stabiliserait le complexe Mg++/ATP et faciliterait 1’hydrolyse (Cordin et al., 2006). Une
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implication du domaine V dans I’interaction avec I’ ATP a été décrite dans des hélicases 8 ADN
de la superfamille 1 ainsi que dans 1’hélicase a boite DEAD Vasa (Caruthers and McKay, 2002;
Caruthers et al., 2000; Sengoku et al., 2006) (Fig. 19A).

2 Des motifs impliqués dans la liaison a I’ARN

A D’instar des motifs impliqués dans la liaison a I’ATP, I’interaction avec I’ARN des
hélicases a boite DEAD met en jeu également des motifs localisés sur les deux domaines. Les
motifs la (PTRELALQ), GG, Ib (TPGR) dans le Domaine 1 et les motifs IV (I1F) et V (TRGID)
dans le domaine 2 interviennent dans la liaison des hélicases a boite DEAD avec I’ARN. Ces
interactions sont principalement le fait de liaisons ioniques et de liaisons hydrogene (Andersen
et al, 2006, Bono et al, 2006, Sengoku et al., 2006, Del Campo et al., 2009).
DDX6 présente ainsi une forte affinité pour I’ARN (Kd = 1nM) avec lequel elle se lie de facon
séquence non-spécifique (Ernoult-Lange et al., 2012) (Fig. 19A).

3 Aspects conformationnels

Constituée de deux domaines globulaires, la conformation tridimensionnelle des
hélicases a boite DEAD rappelle la forme d’un haltére. Ces deux domaines forment un sillon
qui abrite le site de liaison a I’ATP tandis que la face opposée interagit avec I’ARN. Cette
structure est flexible et sa conformation dépend de son interaction avec I’ARN ainsi que de la
liaison et de I’hydrolyse de I’ATP. Selon les différents stades du cycle ATPase, I’hélicase
alterne entre une conformation ouverte et fermée qui différent par leurs affinités pour I’ARN.
Dés lors, en absence d’ATP, les deux domaines s’éloignent et présentent une affinité moindre
pour I’ARN tandis que celle-ci augmente lorsque les deux domaines se rapprochent sous I’effet
de la liaison a I’ATP. Des interactions intra-moléculaires stabilisent cette conformation fermée.
A titre d’exemple, les interactions entre les motifs II-111 et 111-VI formeraient le sillon nécessaire
a la liaison a I’ATP et faciliteraient son hydrolyse (pour revues Andreou and Klostermeier,
2013; Cordin et al., 2006).
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Figure 19 — Structure de la protéine DDX6. (A) Motifs conservés au sein de la protéine
DDX6. Les boites vertes correspondent aux motifs impliqués dans la liaison a I’ARN. Les
boites rouges correspondent aux motifs impliqués dans la liaison et 1’hydrolyse de I’ATP. Le
domaine V est impliqué dans I’interaction avec I’ATP et I’ARN. (B) Prédiction de structure de
DDX6 réalisée a I’aide du serveur RaptorX. On observe, deux domaines globulaires
correspondant aux deux domaines de DDX6 (Kéllberg et al., 2012)

4 D’autres domaines remarquables

L’analyse de la séquence en acides aminés de DDX6 met en lumiere d’autres séquences

remarquables.

L’extrémité amino-terminale de DDX6 comporte de nombreux résidus glutamine,
glycine et asparagine. Les domaines riches en glutamine et asparagine (domaine Q/N) conférent
aux protéines une forte propension a I’auto-agregation et la formation de fibrilles amyloides
(Zhang et al., 2016). Une étude menée in vitro montre que si DDX6 ne s’auto-agrége pas sous
forme de fibres, elle est en revanche capable de former des oligoméres. Néanmoins cette
oligomérisation n’est pas dépendante du domaine Q/N de DDX6 (Ernoult-Lange et al., 2012).
Un role de ces séquences dans la formation d’interactions intermoléculaires a également été
proposé. D’ailleurs, des études suggérent que ces domaines sont impliqués dans la localisation
et la formation de granules ribonucléoprotéiques tels que les P bodies ou les granules de stress
(Gilks et al., 2004; Reijns et al., 2008). Cependant, I’implication du domaine riche en glutamine
de DDX6 dans la formation de ces granules demeure débattue (Ernoult-Lange et al., 2012;
Reijns et al., 2008). Nous reviendrons plus en longueur sur la fonction de DDX6 dans ces

granules a la fin du chapitre 2.

Toujours au sein de D’extrémité amino-terminale, une séquence d’acides aminés
basiques constituerait un signal de localisation nucléaire putatif tandis qu’un signal d’export
nucléaire fonctionnel a été identifié entre le motif | et le motif la (Smillie and Sommerville,
2002).
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I1l. Des hélicases non conventionnelles

A la différence des hélicases canoniques qui séparent les brins d’acides nucléiques
appariés sous forme double-brin par translocation, les hélicases a boite DEAD déroulent
localement de courts duplex d’acide nucléique (Linder and Jankowsky, 2011). En outre, cette
relaxation est bi-directionnelle, elle peut se faire dans le sens 5’-3” ou 3°-5” (Rozen et al., 1990).
De plus, celles-ci se distinguent également par 1'utilisation de I’ATP. En effet, au sein des
hélicases canoniques, I’hydrolyse de I’ATP est nécessaire au déroulement de I’acide nucléique
double-brin tandis que seule la liaison de I’ATP aux hélicases & boite DEAD est nécessaire a
I’ouverture des duplex d’acides nucléiques. L’ hydrolyse de I’ATP n’est requise qu’au recyclage
de I’hélicase (Liu et al., 2008). Un comportement similaire a été rapporté pour DDX6. La
relaxation de I’ARN nécessite la liaison de I’ATP a DDXG6 et est indépendante de son hydrolyse
(Ernoult-Lange et al., 2012).

IV. Localisation de DDX6

Le gene RCK est exprimé de maniére ubiquitaire dans les tissus humains et de souris
(Akao et al., 1995). La présence de la protéine DDX6 est confirmée dans le cerveau, le foie, la
rate, le rein, ’estomac, le colon, le testicule et les muscles squelettiques chez la souris et dans
de nombreuses lignées cellulaires murines ou humaines (Akao et al., 2006, Nonhoff et al.,
2007). DDX6 est également exprimée dans les neurones (Akao et al., 2006, Hillebrand et al.,
2010, Nicklas et al., 2015). DDX6 est particulierement abondante. A titre d’exemple, dans les
cellules Hel a, la quantité est estimée a 7 molécules de DDX6 pour 1 molécule d’ARN (Ernoult-
Lange et al., 2012). Dans un contexte davantage physiologique, au sein d’ovocytes de Xénope,
ce ratio double pour atteindre 15 molécules de DDX6 pour une 1 molécule d’ARN (Smillie and
Sommervillle, 2002, Minshall et al., 2007, Ernoult-Lange et al., 2012).

A TDéchelle subcellulaire, la localisation de DDX6 est complexe. En dépit d’une
localisation majoritairement cyctoplasmique, sa présence est attestée notamment dans le noyau
d’ovocyte de Xénope ainsi que dans des neurones de souris (Akao et al., 1995; Nicklas et al.,
2015; Smillie and Sommerville, 2002). Une étude menée dans des testicules de rats montre une
association de DDX6 avec le nucléole et I’hétérochromatine. Les auteurs estiment entre 5 et

10% la proportion de DDX6 dans le compartiment nucléaire des cellules composant le testicule
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(Kawahara et al., 2014). Au sein du cytoplasme, une distribution diffuse de DDX6 et sous forme
de foci est observée (Nonhoff et al., 2007). Parmi ces structures, les P-bodies montrent un
enrichissement en DDX6 d’un facteur 170 comparativement a son environnement

cytoplasmique (Ernoult-Lange et al., 2012).

Dans la prochaine partie de ce manuscrit sera discutée la fonction de DDX6, notamment
au sein de ces structures organisées en foci. La conservation et |'ubiquité de [’hélicase DDX6

semble témoigner de son role crucial dans le métabolisme des ARN.

B. Fonctions de DDX6

L’acide ribonucléique messager ou ARNm est une copie transitoire d’un géne. Elle
constitue I’intermédiaire entre le gene qui code I’information nécessaire a I’assemblage d’une
proteine, et ladite synthese protéique correspondant a la traduction de ce code. L’ ARN messager
est un polymere de ribonucléotides. En dépit de sa nature monocaténaire, I’ARN est soumis a
des repliements lui conférant une structure tridimensionnelle complexe. On distingue
schéematiquement trois parties : une sequence codante, destinée a étre traduite, flanquee de deux
séquences non-traduites : la séquence non-traduite 5° (5’UTR) et la séquence non-traduite 3’
(3’UTR) (Fig. 20).

Chez les eucaryotes, ’ARNm doit subir une série de modifications afin d’étre
pleinement fonctionnel. Ainsi, au cours de la transcription, une coiffe composée d’une
guanosine méthylée en position N7 est ajoutée a ’extrémité 5° de ’ARNm. Ce nucléoside
modifié est relié a I’ARNm par une liaison 5’-5’ triphosphate. Ces modifications possédent des
réles multiples. Elles constituent des zones d’arrimage dynamiques pour différents complexes
protéiques. A ce titre, elles participent a la stabilisation, la protection de I’ARNm contre les
attaques de nucléases et régulent son export vers le cytosol. Elles se trouvent étre également

d’une importance critique dans la régulation de la traduction de I’ARNm.
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Figure 20 - Structure générale d’un ARNm eucaryote mature. Une coiffe composée d’une
guanosine méthylée en position N7 est ajoutée a I’extrémité 5 de I’ARNm et constitue la coiffe
5°. L’extrémité 3 est composée d’une succession de nombreuses adenosines et forme la queue
poly-A. La séquence codante est flanquée d’une région 3’ non traduite (3°'UTR) et d’une région
5’ non traduite (5’UTR). Au sein de ces régions sont localisées des structures impliquées dans
la régulation de la traduction, la stabilité de I’ARNm ou sa localisation subcellulaire.

Une fois transcrit, le sort d’'un ARNm peut le conduire a emprunter différentes voies :
’activation de sa traduction, sa répression, son stockage ou encore sa dégradation. La régulation
de cette cascade est fondamentale dans ’ensemble des phénomenes de la vie cellulaire. De
maniére intéressante, il ressort d’une étude réalisée dans des fibroblastes murins que
I’abondance d’une protéine donnée serait davantage corrélée a I’efficacité de sa traduction
plutot qu’a la quantité d’ARNm correspondante. Ce travail souligne I’importance cruciale du

contréle de la traduction (Schwanh&usser et al., 2011).

A la lumiere de la littérature, il apparait que DDX®6 et ses orthologues sont des acteurs
de ce métabolisme des ARNm. Dans cette section nous nous attarderons donc sur certaines
fonctions de DDX6 telles que la répression de la traduction, la dégradation des ARN ainsi que
son implication dans la voie des microARN. Puis, nous discuterons du rdle de DDX6 au sein
des P bodies et des granules de stress. En effet, de par leurs capacités a lier I’ARN et a modifier
localement sa structure secondaire, il s’avere que les hélicases a boite DEAD peuvent concourir

au fonctionnement de ces larges structures ribonucléoprotéiques.

I. Rodle de DDX6 dans la régulation de la traduction

DDX6 est impliquée dans des mécanismes de répression de la traduction. En effet, dans
des cellules HelLa déplétées en DDX6, une augmentation du taux de traduction a été mis en

évidence par incorporation de méthionine radioactive (Chu and Rana, 2006). Une expérience
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similaire a été réalisée dans des cellules sur-exprimant DHH1p, une protéine orthologue de
DDX6. Sa sur-expression induit une diminution de la traduction générale de la cellule (Coller
and Parker, 2005). Des expériences de tethering assay ont confirmé le réle répresseur de DDX6
dans la traduction (Coller and Parker, 2005; Minshall et al., 2009). Cet effet est lié a une
répression traductionnelle plutét qu’a une modification de la stabilit¢ de I’ARNm cible
(Minshall et al., 2001). Des mutations des domaines I, I1, 11l et VI conduisent a I’abolition de
’action répressive sur la traduction de DDX6. De plus, de maniere surprenante, le domaine 2

seul est suffisant pour réprimer la traduction (Minshall et al., 2009).

1 Quelques mots sur le modéle canonique d’initiation de la
traduction chez les eucaryotes

La traduction peut étre divisée en quatre étapes : I’initiation, I’¢longation, la terminaison
et le recyclage. L’initiation peut étre définie comme le processus au cours duquel s’assemble
un complexe compétent pour I’élongation qui interagit avec le codon d’initiation de la
traduction. Ce phénomeéne peut lui-méme étre subdivisé en différentes phases et c’est ce que

nous allons développer dans cette partie.

a Formation du complexe de pré-initiation 43S et liaison a
I’ARN

Larégion 5’UTR dispose de nombreuses structures secondaires qui empéchent la liaison
du ribosome. Afin d’étre traduit, I’ARNm nécessite 1’action du complexe d’initiation de la
traduction composé de la protéine de liaison a la coiffe 5°, eIF4E, de la protéine d’échafaudage
elF4G, I’hélicase a boite DEAD elF4A ainsi que son co-facteur eIF4B. L’action de ce complexe
permet de modifier la structure secondaire de la région 5’UTR et de la préparer a I’action et la
liaison du complexe 43S a I’ARN. La protéine d’échafaudage eIFAG interagit avec la poly(A)-
binding protein (PABP) qui lie la queue poly(A) de ’ARN. L’ensemble de ces facteurs elF4A,
elF4E, elF4G forme le complexe initiateur de la traduction elF4F. Ces interactions conduisent
au rapprochement de la queue poly(A) et de la coiffe 5°. Ainsi se forme une boucle fermée
activatrice de la traduction. En paralléle de I’activation de I’ARNm, le complexe de pré-
initiation 43S s’¢établit. Il est composé de la petite sous-unité du ribosome 40S, du complexe
elF2-GTP associé a I’ARNt initiateur ainsi qu’elF1, elF1A, elF3 et elF5. Le complexe
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d’initiation de la traduction interagit avec le complexe 43S et permet son recrutement a I’ARN
(Fig. 21).

Complexe initiateur elF2

de la traduction elF4F elF5
‘HGTP 3
' Complexe de pré-
e s o2 ” initiation 435

# 2) Liaison du

complexe 43S

{
g

1) Activation
de FARNm

Figure 21 — Formation du complexe de preé-initiation 43S et liaison a PARN. Le complexe
d’initiation de la traduction elF4F se lie a ’extrémité 5’ de ’ARNm et induit la formation d’une
boucle fermée activatrice de la traduction. Le complexe de pré-initiation 43S de la traduction
se forme en paralléle. Son recrutement a I’ ARNmM est permis par la liaison du complexe elF4F
au niveau de ’extrémité 5°. (Adapté de Jackson et al., 2010)

b Balayage de la région 5’ non traduite

Le complexe 43S peut alors glisser le long de I’ARNm dans le sens 5°-3” jusqu’a ce que
I’anti-codon de I’ ARN initiateur reconnaisse le codon d’initiation de la traduction. On parle

alors de complexe 48S (Fig. 22).

3) Balayage de la région 5’ non traduite

Figure 22 — Balayage de la région 5° non traduite. Le complexe 43S balaie la région 5’UTR
de ’ARNm jusqu’a ce que I’anti-codon de I’ARNt initiateur reconnaisse le codon initiateur de
la traduction. (Adapté de Jackson et al., 2010)
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¢ Assemblage du ribosome 80S

Cet évenement induit une modification de la conformation du complexe. Ce
bouleversement permet 1’hydrolyse du GTP lié¢ a elF2. La grande sous-unité du ribosome 60S
et elF5B-GTP s’associent alors a la petite sous-unité du ribosome pour former le ribosome 80S.
De maniere concomitante a cet assemblage, des facteurs tels que elF1, elF2, elF3, elF4B et
elF5 sortent du complexe. A la suite de ces événements, I’hydrolyse du GTP porté par elF5SB

conduit a la formation d’un ribosome compétent pour I’é¢longation (Fig. 23).
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Figure 23 — Assemblage du ribosome 80S. Lorsque le codon initiateur de la traduction est
identifié, I’hydrolyse du GTP lié a eIF2 induit un bouleversement du complexe : le recrutement
de la sous-unité ribosomale 60S, du facteur elF5B-GTP et une sortie notamment de elF4F, elF2,
elF3 et elF5. L’hydrolyse du GTP associ¢ a elF5B et la sortie de ce dernier conduit a la
formation du ribosome 80S compétent pour I’élongation (Adapté de Jackson et al., 2010).
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2 Régulation de la traduction par des éléments IRES

Un « Internal Ribosome Entry Site » (IRES) est une séquence située généralement en
5’UTR d’un ARNm qui permet la traduction de I’ARNm de maniére coiffe-indépendante. Ce
sont des séquences tres structurées, capables de recruter la machinerie traductionnelle. DDX6
remodele le site IRES de ’ARNm du proto-oncogene c-myc (Matsui et al., 2006). Cette
capacité de DDX6 a interagir avec I’IRES de c-myc pourrait étre le mécanisme expliquant
’action stimulatrice de DDX6 envers la traduction de c-myc (Hashimoto et al., 2001). DDX6
posséderait différents effets sur la traduction associée a des IRES. En effet, une interaction de
DDX6 avec la région 5S’UTR contenant un IRES de I’ARNm du facteur angiogénique VEGF a
été rapportée. Cette interaction serait a I’origine de la répression de I’expression de VEGF par
DDXG6 (de Vries et al., 2013).

3 Régulation de I’initiation de la traduction par des protéines
interagissant avec la région 3’UTR

La plupart des mécanismes de régulation de I’initiation de la traduction sont controlés
par I’interaction de complexes protéiques avec la région 3’UTR. La majorité de ces complexes
répresseurs qui régulent la traduction se conforment a une mecanique commune qui a donné

naissance au modele suivant :

Une protéine X se lie a une séquence spécifique au sein de la région 3’UTR de ’ARNm
cible. Elle forme un complexe avec une protéine Y intermédiaire qui interagit avec une protéine
Z qui se lie a son tour a la coiffe de ’ARNm. Ainsi, une boucle fermée inhibitrice de la
traduction se forme. L’identité¢ des protéines X, Y, Z varie selon le complexe ou I’espéce
considéré. Le nombre de protéines impliquées dans cette chaine peut également varier (pour

revue, Jackson et al., 2010).
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4 Interaction de DDX6 avec des complexes répresseurs de la
traduction

a Larépression de la traduction par le complexe CPEB

La « Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding Protein » (CPEB) est un facteur
régulant la traduction d’ARNm spécifiques initialement identifié¢ dans le modele d’ovocyte de
Xénope. Ce modéle est particulierement intéressant pour 1’étude de la répression de la
traduction car de nombreux ARNm sont maintenus dormants jusqu’aux dernicres étapes de
maturation de I’ovocyte voire pour certains ARNm jusqu’a I’embryogénése. Ce facteur se lie
dans la région 3’UTR au « Cytoplasmic Polyadenylation Element » présents dans certains
ARNmM spécifiques. CPEB s’associe avec des facteurs aux fonctions antagonistes tels que Gld-
2, une poly(A)-polymerase ou PARN, une poly(A)-ribonuclease. De cette maniere, CPEB
régule indirectement I’activation ou la répression de la traduction en allongeant ou
raccourcissant la taille de la queue poly(A). Lorsque celle-ci est suffisamment longue, des
proteines PABP peuvent se lier et activer la traduction. CPEB réprime également I’initiation de
la traduction en recrutant des protéines interagissant avec elF4E tels que Maskin chez 1’ovocyte
de Xénope, neuroguidin dans les neurones ou encore 4E-transporter (4E-T). Ces interactions
préviennent I’association d’elF4E avec elF4G et, par voie de conséquence, la traduction (pour
revue Darnell and Richter, 2012; Mendez and Richter, 2001) (Fig. 24A).

La traduction in situ au sein de 1’élément post-synaptique figure parmi les mécanismes
qui sous-tendraient la plasticité synaptique. Ainsi, le complexe CPEB régule la synthese
proteique au sein des dendrites et son activité serait modulée par I’activité synaptique (Atkins
et al., 2004; Wu et al., 1998). De plus, des souris invalidées pour le géne CPEB-1 présentent
une altération de la LTP, de la LTD ainsi qu’une réduction du phénomeéne d’extinction (Alarcon
et al., 2004 ; Berger-Sweeney et al., 2006).

Ce complexe CPEB pourrait étre impliqué dans la répression traductionnelle induit par
DDXG6. En effet, dans I’ovocyte de Xénope, des interactions entre DDX6, CPEB et d’autres
facteurs répresseurs appartenant au complexe CPEB tels que Rap55 et Patl a été mis en
évidence (Minshall et al., 2001, 2009) (Fig. 24A). De plus, cette interaction entre DDX6 et
CPEB semble conservée dans d’autres espéces telle que Drosophilia Melanogaster (Wong et
al., 2011).
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b D’autres complexes répresseurs de la traduction

DDXG6 est également impliquée dans d’autres complexes répresseurs.

L’érythropoi¢se est un phénomene particulierement intéressant au regard de la
répression traductionnelle. En effet, au cours de I’érythropoiése se produit un phénoméne
d’extrusion du noyau. Un stock d’ARNm codant la 15-lipoxygenase est synthétisé avant
I’énucléation et est maintenu réprimé au cours de la maturation des érythrocytes. Aux derniers
stades de la différenciation, la répression est levée, la 15-lipoxygenase est synthétisée et
participe a la rupture de la mitochondrie nécessaire a la maturation de I’érythrocyte. La
traduction de cette protéine est contr6lée par la liaison du complexe hnRNPs K et E1 a la
séquence régulatrice « Diffentiation Control Element » (DICE) située dans la région 3’UTR.
Cette interaction inhibe 1’assemblage de la sous-unité 60S et empéche, en conséquence, la
formation du ribosome 80S (Ostareck et al., 2001). DDX6 interagit avec ce complexe et est
nécessaire a la répression traductionnelle de la 15-lipoxygenase (Naarmann et al., 2010) (Fig.
24B).

Chez la drosophile, Me31b, orthologue de DDX6 participe a la répression d’ARNm
impligués dans le développement (Chekulaeva et al., 2006). A titre d’exemple, la traduction de
I’ARNm oskar est finement régulée. Cette répression est assurée par la protéine Bruno qui se
lie au « Bruno Response Element » (BRE) dans la région 3’UTR. Bruno interagit avec la
proteine Cup qui lie la protéine elFAE. Se faisant, ce complexe inhiberait 1’interaction entre
eIF4E et elF4G et empécherait I’initiation de la traduction (Nakamura et al., 2001, 2004) (Fig.
24C). Me31b est localisée au niveau des dendrites et est impliquée dans la répression de

CaMKIl, une protéine essentielle de la plasticité synaptique (Hillebrand et al., 2010).
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A) Complexe CPEB/4E-T B) Complexe hnRNPsK et E1

Figure 24 — Implication de DDX6 au sein de complexes répresseurs de la traduction. (A)
Xp54, orthologue de DDX6, interagit au sein de I’ovocyte de Xénope avec le complexe
CPEBJ/4E-T. Lorsque ce complexe interagit avec une séquence CPE localisée en 3’UTR de
certains ARNm, inhibe sa traduction en empéchant la formation du complexe elF4F. (C) Un
mécanisme similaire existe chez la Drosophilia Melanogaster. Me31b, orthologue de DDX6,
interagit avec Cup/elF4E et prévient la formation du complexe elF4F. (B) DDX6 est également
impliguée dans la répression traductionnelle assurée par le complexe hnRNP E1 / hnNRP K.
Ce complexe inhibe la formation du ribosome 80S et, par voie de conséquence, réprime la
traduction.

Alors que des complexes répresseurs sont spécifiques d’ARNm cibles et nécessitent la
présence d’une séquence particuliere au sein de la région 3’UTR, il semble que DDX6 soit un
facteur commun a ces différents complexes. Une étude montre in vitro que DDX6 se lie de
maniére non-spécifique le long de ’ARNm en le relaxant (Ernoult-Lange et al., 2012). Cette
présence de DDX6 au sein de régions critiques telles que la coiffe 5° et la région 3° UTR confere

a cette protéine la capacité de réprimer I’ARNm et de potentiellement réguler sa stabilité.
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II. Ro6le de DDX6 dans la stabilité des ARN

La régulation de la stabilité d’'un ARNm constitue un autre levier dans le controle de la
synthése d’une protéine. Cette stabilité est la résultante d’interactions complexes entre les
éléments qui structurent I’ARNm et des complexes protéiques. Ces mécanismes peuvent étre
généraux ou cibler des ARNm spécifiques. Ils peuvent réguler la demi-vie des ARNm ou
exercer un contréle qualité en éliminant les ARNm potentiellement toxiques. Dans cette section
nous nous attarderons sur I’implication de DDX6 dans la voie genérale de dégradation des

ARNM ainsi que dans I’instabilit¢ d’ARNm spécifiques.

1 Ladeéadenylation : voie majeure de la dégradation des ARNm
eucaryotes

La plupart des ARNm sont dégradés par des exonucléases s’attaquant aux extremites de
I’ARNm dans le sens 3°-5” ou 5°-3 *. Or, la coiffe et la queue poly-A associes a des complexes
proteiques protégent I’ARNm de I’action des nucléases. En conséquence, la dégradation de

I’ ARNm nécessite I’hydrolyse de ces structures terminales.

a La déadénylation

La longueur de la queue poly-A est un facteur décisif impliqué dans la traduction et la
stabilité de I’ARNm. La déadénylation, le raccourcissement de la queue poly-A est I’¢lément
déclencheur de la dégradation de I’ARNm. Ce phénoméne est catalysé par différents complexes
chez les eucaryotes : le complexe « Poly-A Nuclease » (PAN), le complexe majeur CCR4-NOT
et la protéine « Poly-A RiboNuclease » (PARN) (Pour revue : Chen and Shyu, 2011; Wu and
Brewer, 2012). Le complexe PAN est constitué des protéines PAN2 et PAN3 ou PAN2
constitue la sous-unité catalytique. Activé par PABP, PAN3 permet notamment le recrutement
de PAN2 au niveau de la queue poly-A. PAN est responsable de I’initiation de la déadénylation.
Son action déstabilise la liaison de I’ARNm a PABP et Iéverait I’inhibition de cette derniére sur
lactivité de CCR4-NOT (Tucker et al., 2002). Ainsi, I’hydrolyse de la queue poly-A est
complétée par le complexe CCR4-NOT (Wahle and Winkler, 2013) (Fig. 25). Enfin, PARN est

une déadénylase dont I’activité est stimulée par la présence de la coiffe 5° (Dehlin et al., 2000).

72



b Le décoiffage

La déadénylation est suivie par le processus d’hydrolyse de la coiffe ou décoiffage
(Muhlrad et al., 1994; Yamashita et al., 2005). Le raccourcissement de la queue poly-A permet
la liaison du complexe Lsm1-7/Patl a ’extrémité 3°. Cette interaction déclenche I’hydrolyse
de la coiffe par le complexe DCP1/DCP2 ou DCP2 est la sous-unité catalytique et DCP1 une
sous-unité régulatrice (Tharun, 2009 ; Wang et al., 2002). Ainsi décoiffé, I’ARNm s’engage

dans la voie de dégradation 5°-3” assurée par 1’exoribonucléase XRNI1.

Alternativement, I’ARNm déadénylé peut étre dégradé dans le sens 3’-5” par I’exosome
suivi de I’hydrolyse de la coiffe par la protéine « scavenger decapping enzyme » (DcpS) (Wang
and Kiledjian, 2001) (Fig. 25).
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Figure 25 — La déadénylation : voie majeure de la dégradation des ARNm. Cette voie de
dégradation est dépendante des complexes de déadénylation. Elle debute par le
raccourcissement de la queue poly(A) par le complexe PAN2/PAN3. Le complexe CCR4-NOT
prend ensuite le relais de la déadénylation. Deux mécanismes peuvent dégrader ensuite
I’ARNm, soit la voie 5’-3’ ou la voie 3’-5’. La voie 5’-3” correspond a la voie du décoiffage.
Elle consiste en I’hydrolyse de la coiffe 5 de ’ARN par un complexe composé¢ de DCP2,
’unité catalytique de ce complexe, et de facteurs activateurs tels que DDX6. Suite a ’hydrolyse
de la coiffe, I’exonucléase XRN1 dégrade I’ARN dans le sens 5°-3’. Alternativement, la voie
de dégradation 3°-5" implique I’exosome qui va dégrader ’ARN suite a la déadénylation dans
la direction 3°-5’.

2 Implication de DDX6 dans la déadénylation

Des expériences de co-immunoprécipitations et de double-hybride ont montré une

interaction de DDX6 avec Cafl, protéine qui forme avec CCR4, les deux sous-unités
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catalytiques de CCR4-NOT1 (Coller et al., 2001; Hata et al., 1998). Ces données ont été
récemment complétées par la mise en évidence, par co-immunoprécipitation, GST-pulldown et
cristallographie, d’une interaction entre DDX6, en particulier son domaine C-terminal, et
CNOT1, grande sous-unité « d’échaffaudage » du complexe CCR4-NOT1 (Chen et al., 2014;
Mathys et al., 2014; Rouya et al., 2014). Cette interaction de DDX6 avec différents éléments
d’un méme complexe de déadénylation suppose son implication dans ce processus ou un role
de couplage avec le mécanisme de décoiffage dans lequel DDX6 se trouve étre également
impliquée (Fig. 25).

3 Implication de DDX6 dans le décoiffage

DDX6 est une protéine activatrice du décoiffage. En effet, son invalidation conduit a
I’accumulation d’ARNm déadénylés coiffés (Coller et al., 2001; Fischer and Weis, 2002). En
raison de son interaction directe avec des co-facteurs du décoiffage tels que Patl, « enhancer of
decapping-3 » (EDC3), Lsml4a et indirecte envers DCP1 et DCP2 (Jonas and lzaurralde,
2013), elle pourrait étre impliquée dans le recrutement de ces facteurs au niveau d’ARNm

déadénylés.

4 Rodle de DDX6 dans la régulation de la stabilité d’ARNm
specifiques par les « adenylate-uridylate-rich elements »

Outre son activité dans la voie de dégradation générale des ARNm, des interactions de
DDX6 avec des systemes régulateurs de la stabilité d’ ARNm spécifiques ont pu étre observées.
Les « Adenylate-uridylate-rich elements » (ARE) sont des séquences localisées en 3’UTR.
Elles forment des motifs reconnus par des protéines de liaison a I’ARN qui vont moduler sa
stabilite. DDX6 module la stabilité des ARNm au travers de ce mécanisme (Kramer and
Carrington, 2014; Qi et al., 2012). A titre d’exemple, DDXG6 interagit avec Cth2, un facteur se
liant aux séquences ARE de protéines impliquées dans le métabolisme du fer telles que la
succinate deshydrogenase SDH4. En réponse a une déficience en fer, DDX6 promouvrait, par
cette interaction, la dégradation de ’ARNm SDH4 (Pedro-Segura et al., 2008).
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1. ROle de DDX6 dans la voie des microARN

Les micro-ARN (miARN) sont des molécules d’ARN non-codantes simple-brin d’une
vingtaine de nucléotides. Ils constituent des régulateurs post-transcriptionnels impliqués dans
une large variété de processus cellulaires. Leur appariement a un ARNm cible complémentaire
peut conduire a la répression, a I’activation traductionnelle ou encore a la dégradation de ce
susdit ARNm. Chez les mammifeéres, des prédictions bio-informatiques estiment a plus de 60%
les ARNm dont le sort serait modulé par ce mécanisme (Friedman et al., 2009).

1 Biogénése des microARN

Le géne codant un miARN est transcrit sous la forme d’un miARN primaire. C’est une
longue molécule d’ARN contenant une structure tige-boucle dans laquelle est incorporé le
miARN mature. Ce miRNA primaire va subir des étapes de maturation afin de devenir
fonctionnel. La maturation est initiée par I’action d’un complexe microprocesseur dans lequel
figure la RNase Drosha. Celle-ci va cliver le miARN primaire au niveau du repliement en tige-
boucle et libérer sa partie supérieure. Cette petite tige-boucle d’environ 70 nucléotides, appelée
pre-miARN est ensuite exportée dans le cytoplasme par un complexe comprenant notamment
I’Exportin 5. La boucle est ensuite hydrolysée par I’action de la protéine Dicer. Le petit ARN
double-brin ainsi genéré est pris en charge par une protéine AGO pour former le complexe «pre
- RNA-induced silencing complex » (pre-RISC). Puis, les deux brins vont étre dissociés. Le
brin passager est écarté et dégrade. Seul le brin guide correspondant au miARN mature est
conserveé au sein du complexe RISC fonctionnel. Ce complexe peut alors moduler la traduction
d’un ARNm cible (pour revue Ha and Kim, 2014) (Fig. 26).
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Figure 26 — Biogénése des micro-ARN. Le miARN est
transcrit par la RNA polymerase Il. Le brin guide du
miARN, brin fonctionnel pour le mécanisme d’ARN
interférence, est figuré en rouge. Le pri-miARN est pris en
charge par le complexe microprocesseur contenant
notamment Drosha. Clivé, il constitue le pre-miARN. Ce
dernier est pris en charge par le complexe exportin 5/ RAN-
GTP et exporté dans le cytoplasme. Le pre-miARN est
modifié par Dicer. Il en résulte le clivage de la boucle du
pre-miARN. Le duplex est relaché puis chargé sur une
protéine AGO. Le brin passager est écarté. Ce complexe
forme alors un complexe RISC mature fonctionnel.
(Modifié de Ha and Kim, 2014)
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2 Meécanismes d’extinction de I’expression d’un geéne par les
microARN : role de DDX6

La régulation de la traduction d’'un ARNm spécifique par un miARN repose sur la prise
en charge de ce dernier par le complexe RISC et I’appariement imparfait de la région « seed »
du miARN, localisée entre le nucléotide 2 et 7 de son extrémité 5°, a une séquence cible
généralement située dans la région 3’UTR de I’ARNm (Lewis et al., 2005). La conséquence de
cette hybridation est une inhibition de la synthése de la protéine associée. De nombreuses études
montrent une implication de DDX6 dans cette régulation de I’expression génique par les
miARN. DDXG6 interagit avec des composants du complexe RISC tels que AGO1, AGO2 (Chu
and Rana, 2006). De plus, la déplétion de DDX6 léve la répression de ’expression génique
assurée par le miARN let-7 (Beilharz et al., 2009; Chu and Rana, 2006; Nicklas et al., 2015;
Rouya et al., 2014).

Cette répression de I’expression génique est une conséquence d’une inhibition de la
traduction ou d’une activation de la dégradation de I’ARNm. Par la technique de profilage de
ribosome, 1’équipe du Dr D.P. Bartel a montré que I’extinction globale de I’expression génique
par les miARN résulte davantage de la déstabilisation de I’ ARNm plut6t que de I’inhibition de
sa traduction (Eichhorn et al., 2014; Guo et al., 2010).

a Dégradation d’ARNmM cible de miARN

La déstabilisation d’'un ARNm par un miARN est initiée par sa déadénylation, suivie
par ’hydrolyse de sa coiffe et sa dégradation par la voie 5’-3’(Jonas and lzaurralde, 2015). Au
sein du complexe RISC, AGO interagit avec la protéine GW182. Cette protéine est nécessaire
a I’extinction de ’expression génique assurée par les miARN (Rehwinkel et al., 2005). Elle est
constituée d’un domaine de liaison a AGO ainsi que d’un «silencing domain » (SD) qui
interagit avec PABPC. Cette interaction permettrait au complexe RISC de s’accrocher a la
queue poly-A et pourrait inhiber ’action promotrice de PABPC vis-a-vis de la traduction. A
I’image d’une plate-forme, ce domaine SD permet le recrutement de la machinerie de
dégradation, a savoir les deux complexes impliqués dans la déadénylation des ARNm : PAN2-
PAN3 et CCR4-NOT (Braun et al., 2011; Chekulaeva et al., 2011; Fabian et al., 2011). DDX6
se lie a la protéine CNOT1 du complexe CCR4-NOT et formerait le lien nécessaire au couplage

de la déadénylation avec le recrutement d’acteurs du décoiffage (Chen et al., 2014; Mathys et
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al., 2014). Cependant, 4E-T, Patl, Lsml4a et EDC3 interagissent avec la méme région de
DDX6. Ceci implique que ces interactions sont mutuellement exclusives (Sharif et al., 2013;
Tritschler et al., 2009). Une étude a recemment mis en évidence que, parmi ces facteurs, seul
4E-T peut s’associer a DDX6 lorsque DDX6 interagit avec CNOT1 (Ozgur et al., 2015). Cette
¢tude suggeére une progression séquentielle de I’interaction de DDX6 avec ses différents
complexes partenaires. Ainsi, DDX6 pourrait former un complexe répresseur de la traduction
avec 4E-T et CNOT1 puis activer le décoiffage et la dégradation (Fig. 27).

Quoi qu’il en soit, DDX6 est cruciale dans la voie des miARN. En effet, la déplétion en
DDX6 inhibe I’extinction génique induit par les miARN. De plus, les cellules complémentées
avec des mutants de DDX6, dont I’interaction avec CNOT1 est abolie, ne présentent pas une
activité des miARN restaurée (Rouya et al., 2014). Chez Drosophilia Melanogaster, la
déplétion de ’orthologue de DDX6 conduit a I’accumulation de cibles de miARN non-
dégradees, déadénylees et coiffées (Eulalio et al., 2009). L’ensemble de ces études soulignent
I’importance de DDX6 dans le processus de recrutement des acteurs du décoiffage et, par voie

de conséquence, dans la dégradation des ARNm ciblés par les miARN.

e

W@ (_ PAN3
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du complexe RISC

DDX6

Figure 27 — Modéle d’une implication de DDX6 dans la dégradation d’ARN cibles de
MIiARN. (1) Le miARN associ¢ au complexe RISC s’apparie a son élément de réponse situé en
3’UTR. (2) Cet appariement permet le recrutement de la protéine GW182 qui recrute a son tour
la machinerie nécessaire a la déadénylation de I’ARN cible parmi lesquels les complexes
PAN2-PAN3 et Cafl-CCR4. (3) La déadénylation induit I’entrée dans la voie de dégradation
5’-3” et le recrutement du complexe de décoiffage. DDX6 interagit avec les complexes de
déadénylation et de décoiffage. Il apparait que ces interactions sont mutuellement exclusives.
Au sein du complexe de déadénylation, DDX6 pourrait inhiber la traduction puis, de maniére
séquentielle, activer le décoiffage.
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b Répression de la traduction d’ARNm cible de miARN

Le premier miARN découvert, lin-4, fut décrit comme capable de réprimer la traduction
de P’ARNm lin-14 sans influer sur son abondance (Lee et al., 1993). Ce travail souleve de
nombreuses interrogations concernant les mécanismes sous-jacents a cette répression.
Différents modeles ont été proposés tels qu’une inhibition de I’initiation de la traduction ou
encore une entrave des étapes post-initiation (Huntzinger and lzaurralde, 2011). Toutefois, un
consensus émerge appuy¢ par de nombreuses études en faveur d’une inhibition de I’initiation
de la traduction (Guo et al., 2010; Humphreys et al., 2005; Mathonnet et al., 2007; Pillai et al.,
2005). En effet, la répression traductionnelle induite par les miARN nécessite la présence
d’ARN coiffé (Mathonnet et al., 2007; Pillai et al., 2005).

Des rapporteurs luciférases cibles de miARN et disposant de séquences IRES issues de
différents virus ont été utilises afin de préciser quelle étape de la traduction est nécessaire a la
répression par les miARN. La séquence IRES du virus de la paralysie du criquet (CrPV) ne
nécessite aucun facteur d’initiation. Elle est reconnue par les sous-unités ribosomales et
promeut 1’élongation. La séquence IRES du virus de I’hépatite C (HCV), quant a elle, se lie a
la sous-unité 40S du ribosome et nécessite ’action des facteurs elF2, elF3 et eIF5. Enfin, la
séquence IRES du virus de I’encéphalomyocardite (EMCV) est la seule a nécessiter le
complexe d’initiation elF4F afin d’initier la traduction. Il s’avére que les rapporteurs contenant
les séquences IRES CrPV et HCV sont résistants a I’action des miRNA. En revanche, le
rapporteur IRES EMCV est partiellement réprimé par 1’action des miRNA. Ces résultats
suggerent que les miARN inhibent la traduction en s’ingérant dans I’initiation de la traduction
assurée par le complexe elF4F (Meijer et al., 2013). Un des modeéles actuels proposé pour
expliquer cette inhibition de la traduction repose sur ’action du complexe MiIARN-RISC sur
elF4A qui empécherait le balayage du ribosome 43S (Fukao et al., 2014; Fukaya et al., 2014;
Ricci et al., 2013).

Alternativement, la répression de la traduction peut étre indépendante du balayage de
I’ ARNm par le ribosome 43S. Elle impliqgue GW182 et le complexe CCR4-NOT et nécessite
DDX6 (Kuzuoglu-Oztiirk et al., 2016). Les mécanismes de répression de la traduction modulés
par les miARN demeurent obscurs. Néanmoins, une interaction de CNOT1 et DDX6 avec la
protéine 4ETransporter (4E-T) a été mise en évidence (Ozgur et al., 2015). 4E-T est en
compétition avec elF4G pour la liaison d’elF4E et intervient dans la répression de la traduction

(Kamenska et al., 2014). Récemment, il a été mis en évidence que I’interaction entre DDXG6 et
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4E-T est impliquée dans la voie de répression traductionnelle par les miARN (Kamenska et al.,
2016). Les processus de déadénylation et de répression de la traduction pourraient étre

mecaniquement associés grace a cette voie CNOT1-DDX6-4E-T (Fig. 28).

Cette inhibition de la traduction est réversible et I’ ARNm peut éventuellement s’engager
dans la traduction (Muddashetty et al., 2011).

3) Inhibition de la
traduction

1) Appariement
du complexe RISC

2) Déadenylation

Figure 28 — Modéle d’une implication de DDX6 dans la répression de la traduction d’ARN
cibles de miARN. (1) Le miARN associé¢ au complexe RISC s’apparie a son elément de réponse
situé en 3’'UTR. (2) Cet appariement permet le recrutement de la protéine GW182 qui recrute
a son tour la machinerie nécessaire a la déadénylation de I’ARN cible parmi lesquels les
complexes PAN2-PAN3 et Cafl-CCR4. (3) DDX6 interagit avec le complexe CCR4-CNOT1
et 4E-T. Cette protéine réprime la traduction en inhibant la formation du complexe elF4F.

IV. Rdle de DDX6 dans les processing bodies et les granules de stress.

Les cellules sont constellées de foci denses formés de complexes ribonucléoprotéiques.
Ils semblent constituer des « hot spot » dynamiques impliqués dans la vie des ARN. Ces

granules se distinguent par leurs compositions, leurs formations ou leurs fonctions putatives.
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Ici, nous nous intéresserons aux processing bodies (P-bodies) ainsi qu’aux granules de stress,
deux structures, parmi les mieux caractérisées, dans lesquelles DDX6 co-localise et

potentiellement impliquées dans les processus cellulaires évoqués précédemment.

1 Les processing bodies

a Composition des processing bodies

Les processing bodies (P-bodies) sont des granules cytoplasmiques dépourvus de
membrane, d’environ 300-400nm de diametre et contenant des complexes ribonucléoprotéiques
réprimeés traductionnellement (Souquere et al., 2009). 1ls sont caracterisés par la localisation en
leurs sein de protéines impliquées dans le décoiffage : DCP1, DCP2, EDC3, EDC4 et DDX6
(van Dijk et al., 2002; Eulalio et al., 2007a; Ingelfinger et al., 2002), la voie de dégradation 5°-
3’ : XRN1 (Bashkirov et al., 1997; Ingelfinger et al., 2002), la déadénylation : CCR4-CNOT1,
PAN2-PAN3 (Cougot et al., 2004; Zheng et al., 2008), la voie des miARN : AGO1, AGO?2,
GW182, ou encore d’autres mécanismes de répression traductionnelle tels que CPEB, TTP
(Fenger-Grgn et al., 2005; Wilczynska et al., 2005).

b Formation des processing bodies

La formation de P-bodies nécessite la présence d’ARNm non-traduits. Lorsque des P-
bodies partiellement purifiés sont traités a la RNase A, leur nombre diminue drastiquement. En
condition de sur-expression d’ARNm non traduits, les P-bodies augmentent en taille et en
nombre (Teixeira et al., 2005). Le traitement des cellules a la cycloheximide, provoquant le
blocage du processus d’¢longation de la traduction et le maintien des ribosomes associés a
I’ARNm, induit une diminution de la quantité de P-bodies (Cougot et al., 2004; Teixeira et al.,
2005). A l’inverse, lors de I’application d’un stress inhibant I’initiation de la traduction et
dissociant les ARNm des ribosomes, les P-bodies augmentent de taille (Teixeira et al., 2005).
Ces résultats suggérent que les P-bodies se forment autour d’ARNm dont I’initiation de la
traduction est réprimée. Outre I’ARNm, certaines protéines sont nécessaires au maintien des P-
bodies. Ainsi, la dépletion, par ARN interférence, de certaines protéines composant les P-bodies
telles que GW182, DDX6, LSM14A, CPEB induit une diminution de la quantité de P-bodies
(Chu and Rana, 2006; Yang, 2004; Yang et al., 2006). DDX6 apparait comme une protéine
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majeure pour la formation des P-bodies. En effet, contrairement a certains acteurs impliques
uniquement dans le maintien des P-bodies, DDX6 est également indispensable a la formation
de novo de P-bodies (Ayache et al., 2015; Minshall et al., 2009).

¢ Fonctions des processing bodies

Au regard des protéines localisées au sein des P-bodies, il semble que les P-bodies soient
impliqués dans la dégradation des ARNm, leur répression ou leur stockage en vue d’un retour
vers la machinerie traductionnelle. Cette place particuliére qu’occupent les P-bodies dans le
métabolisme des ARNm conduit I. Bruno et M.F. Wilkinson a qualifier les P-bodies de
« purgatoire des ARNm » (Bruno and Wilkinson, 2006).

En bloguant I’ARNm en phase d’¢longation de la traduction, la cycloheximide stabilise
I’ARNm. Piégé dans le polysome, il est protégé de la dégradation. Or, cette inhibition de la
dégradation conduit a la disparition des P-bodies (Cougot et al., 2004; Teixeira et al., 2005).
Réciproquement, le blocage de ’ARNm dans la voie de dégradation 5’-3” a été réalisée par
ARN interférence, utilisation d’un mutant non-fonctionnel pour XRN1 ou par la sur-expression
d’un ARNm disposant d’une forte structure secondaire localisée en 3’UTR, agissant commme
un obstacle a I’action de XRN1. Ce blocage de I’ARNm au cours de sa dégradation induit une
augmentation du nombre et de la taille des P-bodies ainsi qu’a une une co-localisation de ces
intermédiaires de dégradation avec les P-bodies (Cougot et al., 2004; Sheth and Parker, 2003;
Teixeira et al., 2005). Ces différentes études suggerent que les P-bodies sont impliqués dans la
dégradation des ARNm.

Intuitivement, les localisations de GW182, AGO1, AGO2 au sein des P-bodies
suggerent un réle de ces structures dans la voie des miARN. Cependant, I’activité des miARN
n’est pas affectée par I’absence des P-bodies. La déplétion de Lsm1, composant des P-bodies,
induit la disparition des P-bodies mais ne modifie pas la répression traductionnelle assurée par
le miARN Let-7a (Chu and Rana, 2006). Bien que le phénoméne d’ARN interférence ne
necessite pas la présence de P-bodies, I’inhibition des voies de régulation par les siARN et les
miARN conduit a une diminution du nombre et de la taille des P-bodies. Cette observation

suggére que les P-bodies, a défaut d’étre une cause, sont une conséquence de la voie des miARN

(Eulalio et al., 2007b).
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Les P-bodies sont également impliqués dans le stockage d’ARNm dont la traduction est
réprimée, notamment par les miARN. Ainsi, dans des cellules d’hépatome, ’ARNm de
« cationic amino acid transporter 1 » (CAT-1) est maintenu réprimé au sein des P-bodies sous
I’effet du miR-122. Cette répression est réversible et sa levée de conduit ces ARNm a quitter
les P-bodies et s’orienter vers les polysomes (Bhattacharyya et al., 2006). Les P-bodies sont
donc des granules impliqués dans le stockage réversible d’ARNm réprimés, de maniére
specifique ou en réponse a un stress comme une carence en glucose (Brengues et al., 2005).

Le role des P-bodies dans ces mécanismes de dégradation d’ARNm et de répression de
la traduction reste obscur. Néanmoins, les P-bodies sont des structures dynamiques qui
interagissent avec d’autres granules ribonucléoprotéiques impliqués dans le métabolisme des
ARNM tels que les granules de stress (Kedersha et al., 2005; Wilczynska et al., 2005). L’étude
du paysage de ces complexes ribonucléoprotéiques et de leurs interactions permet de mieux

appréhender le cycle de vie des ARNm.

2  Les granules de stress

Les ARNm non-traduits peuvent également se concentrer au sein des granules de stress
(SG). Ces structures cytoplasmiques sont plus grandes que les P-bodies (1 a 2 um de diametre)
et apparaissent en réponse a un stress qui inhibe la traduction des ARNm tel que le stress
oxydant ou le stress hyperthermique. Ils partagent avec les P-bodies certains composants. Ainsi
DDX6 est présent dans les P-bodies et les granules de stress. Cependant, les SG se distinguent
par la présence de la petite sous-unité du ribosome 40S ainsi que des facteurs nécessaires a
I’initiation de la traduction, suggérant une fonction différente (pour revue, Eulalio et al., 2007a).
La fonction supposée de ces structures est de séquestrer, stocker et protéger les ARNm au cours
du stress. Récemment une étude a mis en évidence que, dans les neurones, Tau est localisée au

sein de ces granules et est impliquée dans leur formation (Vanderweyde et al., 2016).

DDX6 joue un role central dans la dégradation d’ARNm et la répression de la
traduction. En effet, elle se trouve a la croisée des voies moléculaires impliquées dans la
dégradation de I’ARNm et sa répression. Ces phénomenes s ’opérent lors du renouvellement
général des ARNm ou peuvent cibler des ARNm spécifiques via notamment [’action des miARN.

De maniere remarquable, DDX6 est enrichie au sein de granules ribonucléoprotéiques. Ces
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derniers se distinguent, en partie, par une composition en protéines associées a des clusters

fonctionnels différents, qui présagent de leurs fonctions putatives respectives.
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Objectifs
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Ce travail de thése s’est concentré sur I’étude des liens entre la protéine Tau et les

acides nucléiques. Elle s’est articulée autour de deux objectifs :

Objectif 1 :

Tau protége ’ADN et I’ARN neuronal en condition physiologique et de stress
hyperthermique, inducteur de stress oxydant. Or, I’analyse des cerveaux de patients atteints de
la maladie d’Alzheimer montre une accumulation de dommages oxydatifs aux acides
nucléiques notamment aux stades précoces de la pathologie (Bradley-Whitman et al., 2014;
Nunomura et al., 2012). Notre hypothése est que la capacité de Tau a protéger les acides

nucléiques est altérée au cours de la maladie d’ Alzheimer.

Notre premier objectif est donc de tester ’impact de la pathologie Tau sur sa fonction

protectrice vis-a-vis des acides nucléiques.

Objectif 2 :

Des études ont mis en évidence des altérations du métabolisme des ARN au cours de la
maladie d’Alzheimer telles qu’une altération de la traduction ou une dérégulation de
I’expression des microARN (Ding et al., 2005; Lau et al., 2013; Meier et al., 2016). Tau est
capable de se lier aux ARN in vitro (Kampers et al., 1996; Wang et al., 2006b). L’analyse de
I’interactome de Tau montre qu’elle interagit en condition physiologique avec de nombreuses
protéines impliquées dans la traduction ou le processing des ARN. Pourtant, peu de choses sont
connues concernant le réle de Tau dans le métabolisme des ARN. Dans le but d’investiguer
cette potentielle fonction atypique de Tau, nous avons identifié des partenaires de Tau dans
notre modeéle cellulaire de neuroblastome SH-SY5Y. Parmi ces partenaires, nous nous sommes

intéresses a DDX6, un répresseur traductionnel impliqué dans la dégradation des ARN.

Notre second objectif est de confirmer I’interaction Tau-DDXG6 et déterminer le réle

de ce complexe dans le métabolisme des ARN.
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Etude 1 : Impact de la pathologie Tau sur la fonction
protectrice de Tau vis-a-vis des acides nucléiques in

Vivo
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Etude 1 : Impact de la pathologie Tau sur la fonction protectrice de Tau
vis-a-vis des acides nucléiques in vivo

A. Introduction

Une accumulation intra-neuronale de protéines Tau hyperphosphorylées est une lésion
caractéristique des tauopathies, parmi lesquelles la maladie d’Alzheimer est I’exemple le plus
connu. Au cours du processus pathologique, la protéine Tau va progressivement
s’hyperphosphoryler et adopter une conformation anormale conduisant a son oligomérisation.
A terme, ces oligomeres solubles forment de larges agrégats insolubles appelés
dégenérescences neurofibrillaires. On parle de pathologie Tau. Pendant longtemps, ces
dégenérescences neurofibrillaires furent considérées comme la cause de la neurotoxicité.
Cependant, de plus en plus d’études mettent en évidence la toxicité des oligomeres solubles et
le caractére inerte des dégénérescences neurofibrillaires (Flach et al., 2012, Lasagna-Reeves et
al., 2010, 2011, Tian et al., 2013).

Compte-tenu de I’activité métabolique intense du cerveau, celui-ci est continuellement
exposé au stress oxydant. Or, il a été mis en évidence que Tau protége I’intégrité de I’ADN des
effets du stress hyperthermique, inducteur de stress oxydant (Bruskov et al., 2002), dans des
cultures primaires de neurones corticaux de souris (Sultan et al., 2011). Cette implication de
Tau dans la protection de ’ADN neuronal a ensuite été testée in vivo dans des cerveaux de
souris. Il s’avere que Tau maintient non seulement I’intégrité de I’ADN mais également celle

de ’ARN en condition physiologique et de stress oxydant dans les neurones hippocampiques

(Violet et al., 2014).

Une augmentation des dommages oxydatifs aux acides nucléiques, ADN et ARN, est
caractéristique des stades précoces de la maladie d’ Alzheimer (Bradley-Whitman et al., 2014;
Nunomura et al., 2012). Cependant, les mécanismes impliqués dans I’apparition de ces
dommages aux stades précoces de la pathologie sont méconnus. Notre hypothese est que la

pathologie Tau altére la fonction protectrice de Tau vis-a-vis des acides nucléiques.

Notre objectif est de tester I’effet de la pathologie Tau sur I'intégrité des acides
nucléiques dans un contexte de stress oxydant. Pour cela, nous avons utilisé des souris THY-

Tau22, un modele de souris transgénique, développant une hyperphosphorylation et une
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agrégation progressive de la protéine Tau (Schindowski et al., 2006). Ces souris ont été
soumises a un stress hyperthermique a différents stades de la pathologie Tau. Afin de tester
I’effet de la pathologie Tau sur 'intégrité des acides nucléiques, les dommages aux acides

nucléiques sont analysés au cours de la progression de la pathologie Tau.

Les resultats de ce travail ont fait I’objet d’une publication dans le journal

« Neurobiology of Disease » et sont présentés sous forme d’un article :
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B. Résultats

Prefibrillar Tau oligomers alter the nucleic acid protective function of Tau in

hippocampal neurons in vivo.
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Abstract

The accumulation of DNA and RNA oxidative damage is observed in cortical and hippocampal
neurons from Alzheimer's disease (AD) brains at early stages of pathology. We recently
reported that Tau is a key nuclear player in the protection of neuronal nucleic acid integrity in
vivo under physiological conditions and hyperthermia, a strong inducer of oxidative stress. In a
mouse model of tauopathy (THY-Tau22), we demonstrate that hyperthermia selectively
induces nucleic acid oxidative damage and nucleic acid strand breaks in the nucleus and
cytoplasm of hippocampal neurons that display early Tau phosphorylation but no Tau fibrils.
Nucleic acid-damaged neurons were exclusively immunoreactive for prefibrillar Tau
oligomers. A similar association between prefibrillar Tau oligomers and nucleic acid oxidative
damage was observed in AD brains. Pretreatment with Methylene Blue (MB), a Tau
aggregation inhibitor and a redox cycler, reduced hyperthermia-induced Tau oligomerization

as well as nucleic acid damage.

This study clearly highlights the existence of an early and critical time frame for hyperthermia-
induced Tau oligomerization, which most likely occurs through increased oxidative stress, and
nucleic acid vulnerability during the progression of Tau pathology. These results suggest that
at early stages of AD, Tau oligomerization triggers the loss of the nucleic acid protective
function of monomeric Tau. This study highlights the existence of a short therapeutic window
in which to prevent the formation of pathological forms of Tau and their harmful consequences

on nucleic acid integrity during the progression of Tau pathology.

Key words:

Tau, Tau oligomers, Alzheimer, hyperthermia, oxidative stress, DNA damage, RNA damage,

Methylene Blue

Introduction

Tau pathology, a hallmark of Alzheimer’s disease (AD) and others tauopathies, is
characterized by a time-dependent increase in Tau phosphorylation at specific sites and
abnormal protein conformations, leading to aggregation into fibrils and, ultimately,
neurofibrillary tangles (NFT). The prefibrillar oligomers observed at early stages of AD

pathology, rather than larger aggregates, have emerged as the deleterious forms of Tau
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(Patterson et al, 2011; Lasagna-Reeves et al, 2011; Flach et al, 2012; Mufson et al. 2013).
However, the mechanisms governing the nucleation of Tau oligomers in AD pathology remain

unknown.

In addition to its well-described role in microtubule assembly and stabilization, Tau is an
essential nuclear player in the protection of neuronal genomic DNA integrity under
hyperthermic stress (HS), which is known to generate abundant reactive oxygen species (ROS),
primarily in neuronal cultures (Sultan et al, 2011). Recently, we demonstrated that Tau protects
both genomic DNA and nuclear and cytoplasmic RNA integrity in hippocampal neurons in vivo
under physiological and hyperthermic conditions (Violet et al, 2014).

An increase in oxidative DNA and RNA damage occurs in a subset of cortical and
hippocampal neurons at the onset of Alzheimer’s disease (AD) (Nunomura et al, 2012; Bradley-
Whitman et al, 2014). Non-repaired nucleic acid damage is highly deleterious in neurons, as it
can trigger transcriptional/translational dysregulation and chromosomal instability, as observed
in AD (Zekanowski et al., 2009; Cooper-Knock, 2012). However, the mechanisms underlying
the alteration of nucleic acid integrity in neurons during the early stages of AD pathogenesis
are poorly understood. In particular, the potential role of Tau pathology in nucleic acid integrity
has remained unexplored.

The major aim of this study was to analyze the effects of increasing stages of Tau pathology
on nucleic acid integrity under ROS-producing conditions. A transgenic Tau pathology mouse
model (THY-Tau22) (Shindowski et al., 2006) was subjected to HS (Violet et al., 2014) at mild,
moderate and severe stages, and the nucleic acid integrity of hippocampal neurons was
analyzed. This study clearly highlights the existence of an early and limited time window for
DNA (nuclear) and RNA (cytoplasmic and nuclear) vulnerability to HS during the progression
of Tau pathology. Importantly, these results revealed that HS was a driving force for the
induction of Tau oligomerization, and this effect was observed selectively in the nuclei and
cytoplasm of hippocampal neurons displaying early Tau phosphorylation but devoid of Tau
fibrils. HS-induced nucleic acid oxidative damage and nucleic acid strand breaks were strictly
associated with prefibrillar Tau oligomer accumulation. When administered prior to HS, an
intra-peritoneal (ip) injection of methylthioninium chloride Methylene Blue (MB), which is
known to inhibit Tau aggregation, prevented both Tau oligomerization and nucleic acid

oxidative damage and strand breaks.

93



Material and methods

Animals

THY-Tau22 and littermate wild-type (WT) female mice were analyzed (Schindowski et al.
2006). In THY-Tau22 mice, Tau pathology begins at three months of age in the subiculum/CA1
subfield, the first brain regions affected in AD, spreading from there to the hippocampal dentate
gyrus and cortex in older animals (Van der Jeugd et al., 2013). All of the 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 of the 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 the French and European

Community rules.

Human brains

Human brain samples were obtained from the Lille Neurobank, which was given to the French
Research Ministry by the Lille Regional Hospital (CHRU-L.ille) 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 vivo hyperthermia model

Age-matched 3-, 5- or 7-month-old mice were subjected to transient hyperthermic stress as

previously described (Violet et al., 2014). Briefly, the mice were anesthetized using xylazine

(20 mg/kg) and ketamine (100 mg/kg) and maintained in a 37°C environment for 30 min

(control (C) group) or heat stressed (HS group) by being placed in an incubator containing
ambient air heated to 44°C for 20 min. The rectal temperature of the mice was monitored every

10 min and did not exceed 41°C.
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MB treatment

Five-month-old THY-Tau22 mice received an i.p. injection 20 min prior to anesthesia (xylazine
(20 mg/kg) and ketamine (100 mg/kg)). The i.p. injection consisted of either MB (4 mg/kg) or
phosphate-buffered saline (PBS) (vehicle) (adapted from Deiana et al., 2009). MB was

dissolved in PBS and prepared extemporaneously. Following anesthesia, the mice were

maintained in a 37°C environment for 10 min. 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 min. The rectal temperature of the mice was monitored every 10 min and

did not exceed 41°C.

Immunofluorescence

Immunofluorescence was performed as described previously (Violet et al., 2014). Briefly,
sagittal (5 pM) brain slices were deparaffinized and unmasked using citrate buffer (3.75 mM
acid citrate, 2.5 mM disodium phosphate, pH 6) for 10 min 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. The following antibodies
were used: 8-OHdG (Santa Cruz Biotechnology), which recognizes 8-hydroxy-2'-
deoxyguanosine (8-OHdG) in DNA, 8-hydroxyguanosine (8-OHG) in RNA and 8-
hydroxyguanine, 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 phospho-dependent antibodies that recognize the phosphorylated
Ser202/pThr205 and phosphorylated Thr212 epitopes of Tau, respectively, which are present
from the early to late stages of Tau pathology. MCL1 recognizes an abnormal conformation of
Tau observed in early AD (Weaver et al. 2008) that depends on amino acid segments 7-9 and
313-322. AT100 recognizes Tau phosphorylated at epitope Ser212/Thr214 and aggregated in
sarkosyl-insoluble paired helical filaments (PHF) (Zheng-Fischhofer et al. 1998). Tau 410
recognizes a C-terminal Tau sequence. TOC1 (Patterson et al. 2011; Ward et al. 2013) and T22
(Lasagna-Reeves et al. 2012) specifically target prefibrillar Tau oligomers. These antibodies

were revealed via secondary antibodies coupled to Alexa 488 or 568 (Life Technologies). The

95



sections were counterstained and mounted with Vectashield/DAPI (Vector Lab- oratories). 4',6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI) was used as a chromatin counterstain.

Immunofluorescence quantification

Nuclear immunofluorescence quantification was performed as previously described (Violet at
al., 2014).

Mouse hippocampal sections were acquired using an LSM 710 confocal laser-scanning
microscope (Carl Zeiss) 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 (8 bits, 1024-1024 images
and a line average of 4). 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 alues 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 20-30 representative nuclei based on DAPI
staining. 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 are expressed as the mean £ S.D. of the gray value from 20-30 different nuclei or
at least three different areas of the CA1 cell layer. Alternatively, immunofluorescence was
quantified in the whole cell body of neurons from the CA1 subfield. For each antibody, the
same settings were used for immunofluorescence acquisition in 3-, 5-, and 7-month-old THY-

Tau22 mice and 7-month-old WT mice.

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) staining

TUNEL staining was conducted on tissue slices according to the manufacturer’s instructions

and previously described in (Violet et al., 2014).
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RNAse treatment

RNAse treatment of brain slices was performed according to Violet et al., 2014. Brain slices
from heat-stressed KO-Tau mice were incubated with DNAse-free RNAse (0.5 mg/mL, 3 h,
Roche), RNAse-free DNAse (0.2 mg/mL, 3 h, Millipore #17-141 h) or a mixture of
DNAse/RNAse prior to the TUNEL assay.

Cytoplasmic and nuclear fractionation of mouse brains

Cytoplasmic and nuclear fractions were obtained from mouse brains according to Violet et al.,

2014.

CAl isolation from brain slices

Mouse brains were quickly removed, placed in ice-cold artificial cerebrospinal fluid (117 mM
NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM NaH2PO4, 23 mM NaHCO3, 2.5 mM CaCl,, 1.2 mM MgCl; and
25 mM glucose) and continuously oxygenated with 95% O, and 5% CO; (pH 7.4). Transverse
brain slices (400 um) were cut using a vibratome (Leica, Wetzlar, Germany). For each slice,
the CAL region was dissected using a scalpel under a binocular loupe (Leica MZ75) prior to

subcellular fractionation.

Electrophoresis and immunoblotting
Electrophoresis and immunoblotting were performed according to Sultan et al. 2011 using a

Tau C-terminal antibody (Galas et al. 2006). The results are expressed as the means £ S.E.M.

of three different mice. ImageJ software was used for quantification.

Statistics

For immunoblotting and immunofluorescence analysis, Student’s #-test (BiostaTGV software,

Jussieu, France) was used to determine the significance (p value) between groups. A p-value <
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0.05 was considered to indicate a significant difference.

Results

Hyperthermic stress promotes nucleic acid damage selectively in neurons presenting early
Tau pathology

We analyzed the impact of mild, moderate and severe Tau pathology on nuclear nucleic
acid integrity under physiological and HS conditions in CA1 hippocampal neurons from 3-, 5-
, and 7-month-old THY-Tau22 mice (Shindowski et al., 2006) as well as 7-month-old WT

littermate mice.

We first monitored by immunolabeling the level of Tau pathology in CA1 neurons under
physiological conditions in sagittal hippocampal sections of THY-Tau22 and WT mice using
four antibodies specific to various AD-relevant Tau epitopes (AT8, pT212, MC1, and AT100).
The whole neuron cell body levels of pathological Tau phosphorylation (AT8, PT212) and of
early Tau misfolding (MC1), as well as the number of neurons exhibiting Tau pathology,
increased from 3- to 7-months of age (schematized in Fig. 1A). In up to 5-month-old mice, only
a small number of neurons displaying cytoplasmic fibrillar Tau (AT100) were observed,;
however, the number of AT100-labeled neurons strongly increased by 7 months. No markers

indicative of Tau pathology were visible in the 7-month-old WT mice.

Nuclear nucleic acid integrity was analyzed using a TUNEL assay and imaged by laser
scanning confocal microscopy in CAL sagittal sections (Violet et al., 2014). The quantification
of nuclear TUNEL fluorescence revealed a specific HS-induced increase in nucleic acid breaks
in CAL cell nuclei from 5-month-old THY-Tau22 mice (= 4-fold in 5-month-old THY-Tau22
HS vs. 5-month-old THY-Tau22 C) (Fig. 1B). Interestingly, when we combined the TUNEL
assay with AT100 immunolabeling in CA1 sagittal sections from 5- and 7-month-old THY -
Tau22 mice, HS-induced TUNEL labeling was strictly observed in neurons lacking AT100
labeling (Fig. 1C, open arrowhead). Conversely, a lack of TUNEL staining was consistently
observed in the neuronal nuclei exhibiting strong cytoplasmic AT100 labeling (Fig. 1C, plain

arrowhead).

In AD brains, DNA and RNA damage has been detected by immunolabeling the nucleic acid
oxidation biomarkers 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) and 8-hydroxy-guanosine (8-
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OHGQG), respectively (Moreira et al., 2008; Nunomura et al., 2012). To examine the involvement
of oxidation in the HS-induced nucleic acid fragmentation observed in CAl neurons (Fig. 1C),
we combined the TUNEL assay with 8-OHdG/8-OHG (8-OH(d)G) immunolabeling in CAl
sagittal sections from 5- and 7-month-old THY-Tau22 mice (Fig. 1D). Robust co-localization
between the two immunolabeling treatments (open arrows) was observed in neurons, whereas
no 8-OH(d)G labeling was detected in TUNEL-negative neurons (closed arrows). These results
support our hypothesis that HS induces oxidative stress-related nucleic acid fragmentation in
vivo in CA1 neuron nuclei and that this effect occurs exclusively during the early stages of Tau
pathology.

As observed in Fig. 1E, no cell death was induced by HS in 5-month-old THY-Tau22 CA1

neurons.

HS-induced TUNEL staining was observed not only in the nucleus but also in the
cytoplasm of CA1 neurons (Fig. 2). As the TUNEL assay is based on the fluorochrome labeling
of 3’OH-termini resulting from DNA and RNA breaks, we next investigated the possibility that
the cytoplasmic TUNEL staining and part of the nuclear TUNEL staining could correspond to
RNA strand fragmentation, as has been shown previously (Violet et al., 2014). To this end,
hippocampal sagittal sections from HS 5-month-old THY-Tau22 mice were incubated with
high concentrations of DNAse-free RNAse or RNAse-free DNAse prior to TUNEL labeling.
RNAse pre-treatment completely abolished cytoplasmic TUNEL staining, whereas DNAse pre-
treatment only partially eliminated nuclear TUNEL staining. This result occurred despite the
complete disappearance of DAPI staining, indicating total DNA degradation. These results
suggest that HS induced both DNA and RNA breaks in the cytoplasm and nuclei of CAl
neurons from 5-month-old THY-Tau22 mice. 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 THY-Tau22 mice.

Together, these results show the existence of an early and limited time window for DNA and
RNA vulnerability to hyperthermia-induced oxidative stress during Tau pathology progression

prior to the appearance of Tau fibrils.
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Hyperthermic stress increases Tau phosphorylation in nucleic acid-damaged neurons

To characterize the development of nuclear Tau pathology in neurons displaying nucleic
acid damage, sagittal sections of the CAL subfield from 5-month-old THY-Tau22 mice with or
without HS treatment were subjected to both a TUNEL assay and immunolabeling with AT8
or PT212 (Tau phosphorylation), MC1 (early Tau misfolding) or AT100 (fibrillar Tau)
antibodies. The AT8, PT212, MC1, and AT100 stainings were quantified in CAl nuclei (Fig.
3A, B). The increase in TUNEL staining that was observed following HS was associated with
an increase in pathological Tau phosphorylation labeling in the nuclei of CA1 neurons, as
determined by AT8 (1.9-fold 5-month-old THY-Tau22 HS vs. 5-month-old THY-Tau22 C) and
PT212 (3.3-fold 5-month-old THY-Tau22 HS vs. 5-month-old THY-Tau22 C) staining. On the
contrary no significant increase of Tau phosphorylation, as determined by AT8 and PT212
staining, was observed in 3-month-old THY-Tau22 after HS (Fig. 3B). A slight but not
significant increase in early Tau misfolding was detected using MCL1 antibodies. In contrast,
HS did not promote the formation of fibrillar Tau (AT100) in neurons displaying nucleic acid
damage; this result is in agreement with those shown in Fig. 1C. Together, these results
indicated that HS increased early Tau phosphorylation and possibly misfolding in neuronal

nuclei, and this effect occurred in parallel to nucleic acid damage (Fig. 3B).

To analyze the development of Tau pathology in the neuronal somata more globally,
AT8, PT212, MC1, and AT100 staining levels were quantified in the entire CA1 cellular layer
from 5-month-old THY-Tau22 mice (Fig. 3C). Similar HS-induced effects on Tau
phosphorylation (AT8, PT212), misfolding (MC1) and fibrillization (AT100) were observed in
the whole cell body as were observed in the neuronal nuclei. These results indicate that HS
increases Tau phosphorylation and potentially Tau misfolding without affecting Tau
fibrillization in both the nuclei and somata of CALl neurons from 5-month-old THY-Tau22

mice.

To determine whether the HS-induced increase in nuclear Tau phosphorylation was
related to increased levels of Tau in neuronal nuclei, immunolabeling in the CA1 subfield of 5-
month-old THY-Tau22 mice was performed using a phospho- and conformation-independent
Tau (total Tau) antibody. As shown in Fig. 3D, no significant changes in nuclear fluorescence

for Tau was observed after HS, suggesting that the HS-induced increase in Tau phosphorylation
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observed in Figure 3 was not related to an increase in the nuclear distribution of Tau in these

neurons.

However, in THY-Tau22 neurons, the nuclear Tau immunofluorescence quantified in
Fig. 3D primarily reflected the level of overexpressed transgenic human Tau (hTau) and
possibly masked subtle changes in the nuclear level of murine endogenous Tau (mTau).
Therefore, to analyze the effect of HS on the nuclear localization of both mTau and of hTau,
their respective levels were quantified by immunoblotting following cellular fractionation of
isolated CA1 subfields from 5-month-old THY-Tau22 and 7-month-old WT mice exposed or
not exposed to HS. Immunoblotting using a total Tau antibody was performed in nuclear
extracts (Fig. 3E). Quantification of the results in WT CA1 neurons indicates that HS promoted
the nuclear accumulation of mTau, as has been previously reported for the entire hippocampus
(Violet et al., 2014). In contrast, HS did not significantly modify the level of mutated hTau in
nuclear extracts of CAL cells from 5-month-old THY-Tau22 mice. These results together
indicate that the global level of Tau (mTau+hTau) did not vary, confirming the

immunofluorescence results (Fig. 3D).

Hyperthermia induces nucleic acid damage exclusively in neurons exhibiting prefibrillar Tau
oligomers

Based on the intriguing association between early Tau pathology and nucleic acid
damage, we next hypothesized that prefibrillar Tau oligomers may be related to nucleic acid
alterations. The ability of HS to induce Tau oligomerization in vivo was tested by
immunohistochemical analysis and confocal microscopy using TOC1 and T22 antibodies that
selectively recognize prefibrillar Tau oligomers (Patterson et al, 2011; Lasagna-Reeves et
al, 2011). TOC1 (Fig. 4A) and T22 (Fig. 4B) immunolabeling levels were quantified in the
nuclei of CA1 neurons from 7-month-old WT and 3-, 5- and 7-month-old THY-Tau22 mice.
HS selectively induced a strong increase in prefibrillar Tau oligomers in CAL neurons from 5-
month-old THY-Tau22 mice (TOCL1: 2.7-fold HS vs. C; T22: 5.6-fold HS vs. C).

To analyze the effect of HS on Tau oligomerization in the neuronal somata more
globally, T22 labeling was quantified in the entire CAL cellular layer from 5-month-old THY -
Tau22 mice. A similar HS-induced increase in prefibrillar Tau oligomers was observed in the
cell body and in the nuclei (T22: 1.9-fold HS vs. C) (Fig. 4C).
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To test the potential relationship between HS-induced Tau oligomers and nucleic acid
alterations, TUNEL staining was performed in combination with TOC1 or T22 immunolabeling
treatments in sagittal sections of CAl from 5-month-old THY-Tau22 mice. Fig. 4D shows that
HS-induced Tau oligomers were exclusively associated with TUNEL-positive staining, both in
the nucleus and the cytoplasm.

These results indicated a close relationship between the HS-induced generation of prefibrillar
Tau oligomers and nucleic acid alterations under HS in the nuclei and cytoplasm of CAl
neurons at early stages of Tau pathology.

Importantly, a similar co-localization between prefibrillar Tau oligomers (T22) and oxidative
nucleic acid damage (8-OH(d)G) was observed in the cortex of the AD brain (Fig. 5).

MB reduces hyperthermia-induced Tau oligomerization and nucleic acid damage

The effect of MB pretreatment on the level of HS-induced prefibrillar Tau oligomers
and nucleic acid damage was analyzed. Five-month-old THY-Tau22 mice received an intra-
peritoneal injection of either a low dose (4 mg/kg) of MB (Deiana et al., 2009) or PBS for 30
minutes before HS (Fig. 6A). The ability of HS to induce an increase in nuclear soluble Tau
oligomers in CAL neurons was analyzed using the T22 antibody and quantified by laser
confocal microscopy. MB pretreatment strongly inhibited HS-induced Tau oligomers
accumulation in CA1 neuronal nuclei (2,8-fold THY-Tau22 HS+MB vs. THY-Tau22 HS+PBS)
(Fig. 6B).

The effect of MB on nucleic acid integrity was further analyzed. TUNEL staining was
combined with T22 immunolabeling in CA1 sagittal sections from 5-month-old THY-Tau22
mice in C or HS conditions after injection of MB or PBS (Fig. 6C). MB pretreatment prevented
the nuclear accumulation of TUNEL staining (2, 4-fold THY-Tau22 HS+MB vs. THY-Tau22
HS) (Fig. 6C, D) as well as Tau oligomerization (Fig. 6B).

In parallel, 8-OH(d)G labeling was performed in sagittal sections of CA1 from 5-month-old
THY-Tau22 mice under C or HS conditions after injection of MB or PBS (Fig. 6E). MB clearly
prevented the HS-induced increase in 8-OH(d)G labeling in CA1 neurons.
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Discussion

Stress-induced ROS production promotes Tau oligomerization

Although prefibrillar Tau oligomers have emerged as the pathogenic species in AD, the
pathological mechanisms driving Tau oligomerization in vivo are poorly understood (Hawkins
et al. 2013; Blair et al. 2013). Oxidative stress, previously described as an important player in
AD pathogenesis (Sutherland et al. 2013), has been reported to induce Tau aggregation in vitro
and in cellular models (Reynolds et al. 2005; Vanhelmont et al. 2010). Using two recently
described antibodies, TOC1 and T22, which specifically recognize prefibrillar Tau oligomers
(Ward et al. 2013; Lasagna-Reeves et al. 2012), we demonstrated that mild hyperthermia, which
produces substantial oxidative damage (Violet et al., 2014), can catalyze nuclear and
cytoplasmic Tau oligomerization in vivo in hippocampal neurons with early Tau pathology.
Furthermore, hyperthermia-induced Tau oligomerization correlated with an increase in Tau
phosphorylation, supporting the previously reported role of phosphorylation in Tau
oligomerization (Crowe et al., 2013; Tepper et al., 2014).

Immunotherapeutic and chemical (Hosokawa et al. 2012; Guerrero-Munoz et al. 2014,
Castillo-Carranza et al., 2014) strategies have identified Tau oligomers as promising therapeutic
targets in the battle against the development of AD. MB, a phenothiazine derivative that is able
to cross the blood-brain-barrier, has been used for decades to treat a broad range of afflictions
(Guerrero-Munoz et al., 2014; Gerson et al., 2014). Recently, its ability at low, non-toxic doses
to inhibit Tau aggregation in the brains of mouse models (O’Leary et al., 2010; Hosokawa et
al., 2012; Congdon et al., 2012; Stack et al., 2014) generated substantial interest in the use of
MB as a potential therapeutic agent in AD treatment. However, a lack of beneficial effects of
MB on existing NFT in a triple transgenic model developing bot Tau and Abeta pathologies
has been reported (Spires-Jones, 2014) and MB promoted Abeta aggregation in vitro (Necula

et al., 2007) making the use of MB controversial.

Here, we showed that MB inhibits hyperthermia-induced accumulation of prefibrillar Tau
oligomers, suggesting that it prevents Tau oligomerization through chemical modification
and/or direct interaction, as has been reported in vitro (Akouri et al., 2013). However, MB can
prevent Tau polymerization through oxidative stress inhibition given that MB has been
previously reported to have antioxidant properties in the brain (Rojas et al., 2012; Stack et al.,
2014).
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Although discrepancies exist regarding the capacity of MB to clear detergent-insoluble
pathological Tau in mouse models (Spires-Jones et al., 2014), our results highlight a preventive
effect of MB in combating pathological oligomeric forms of Tau in vivo. The ability of MB to
prevent oxidative stress-induced prefibrillar Tau oligomerization reinforces the hypothesis that
this compound has the potential to combat early stage Tau pathology progression in AD and
other tauopathies (Baddeley et al., 2014).

The accumulation of Tau oligomers was never concomitant to the presence of-fibrillar
Tau pathology. The absence of small oligomeric forms in neurons containing cytoplasmic
fibrillar Tau (based on AT100 labeling) suggests that newly formed Tau oligomers may be
rapidly trapped by these larger aggregates, and therefore participate to the development of Tau
pathology, or that ROS production in these neurons is insufficient to trigger Tau
oligomerization. Interestingly, in AD brains, the expression of the antioxidant enzyme
hemoxygenase is closely tied to phosphorylated forms of Tau (Takeda 2004) and a reduction
of oxidative nucleic acid damage has been reported in NFT containing neurons (Nunomura,
2001).

Hyperthermia did not induce a global increase in Tau in the nuclei of THY-Tau22 CAl
neurons, contrary to what was observed in WT neurons (Violet et al., 2014). This result suggests
that Tau oligomerization prevents the ability of Tau to translocate from the cytoplasm to the
nucleus. Therefore, the increase in nuclear Tau oligomers is likely related to the in situ

oligomerization of Tau within the nuclear compartment.

These results strongly support the hypothesis that an increase in oxidative stress is a driving
force in Tau oligomerization in the nucleus and cytoplasm during the early stages of AD
pathogenesis. Nevertheless, we cannot rule out the possibility that additional hyperthermic
stress-induced effects may be involved in our model. Interestingly, oxidative stress has been
previously described to interfere with Abeta oligomerization in an APP transgenic mouse model
of AD (Murakami et al. 2011) and may play similar catalyzing roles in the formation of the

deleterious oligomeric forms of Tau and Abeta, the two key actors in AD.
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Prefibrillar Tau oligomers are associated with nucleic acid alteration

The deleterious effects of Tau oligomers have been widely associated with several neuronal
dysfunctions, such as altered membrane integrity (Flach et al. 2012), dysfunctional ubiquitin-
proteasome systems (Tai et al. 2012), altered synaptic and mitochondrial functions (Lasagna-

Reeves et al., 2011) and cognitive decline early in the disease (Mufson et al., 2014).

We previously described the ability of Tau to protect the integrity of nucleic acids in vivo
under physiological and hyperthermic conditions in hippocampal neurons (Violet et al. 2014).
The present study suggests that the accumulation of prefibrillar Tau oligomers alters nucleic
acid integrity under ROS-producing stress conditions (Violet et al. 2014). From these results,
we hypothesize that Tau oligomers may participate in the accumulation of oxidative DNA and
RNA damage in the AD brain during the early pathological stages by inhibiting Tau’s

physiological nucleic acid protective function.

Our results further highlight the non-harmful effect of fibrillar Tau on nucleic acid

integrity, contrary to the deleterious impact of prefibrillar Tau oligomers.

The underlying mechanisms that link Tau oligomers to nucleic acid damage remain to
be identified. However, we and others have reported that Tau interacts with DNA (Sjoberg et
al. 2006; Wei et al. 2008; Sultan et al. 2011). The dysregulation of the interaction between Tau
and DNA has been proposed to play an important role in the etiology of AD. Camero et al.
showed that Tau monomers and small oligomers interacted with DNA in vitro (Camero et al.
2013), whereas aggregation impaired Tau-DNA binding capacity (Hua and He 2002; Camero
et al. 2013). We can therefore speculate that the dysregulation of the interaction between Tau
and DNA may be involved in the accumulation of DNA damage observed in the AD brain
although the wunderlying mechanism has to be demonstrated. Furthermore,
hyperphosphorylation has been shown to alter Tau-mediated DNA protection against ROS in
vitro (Lu et al., 2014). Therefore, the increase in Tau phosphorylation observed after HS in

neuronal nuclei displaying Tau oligomers could be involved in the alteration of DNA integrity.

Similarly; Tau is an RNA-binding protein (Kampers et al., 1996), and Tau oligomers could
impair the Tau-RNA interaction. Further experiments are necessary to elucidate the underlying

mechanisms of Tau oligomers-induced nucleic acid alteration.
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Alternatively, Tau binding to RNA and DNA in vitro has been shown to accelerate the
formation of Tau filaments (Kampers et al. 1996; Hisokou et al. 2007), showing that nucleic
acids could participate in the polymerization process. Consequently, Tau and nucleic acids
might act synergistically to contribute to Tau oligomerization under oxidative stress conditions.

Accumulated DNA damage has recently been associated with cognitive decline in
neurodegenerative disorders (Borgesius et al. 2012). Interestingly, hyperthermia has been
linked to memory impairment (Racinais et al. 2008; Jiang et al. 2013) in humans and to a
worsening of AD pathology (Fabiszewski et al. 1990). From our data, it is tempting to speculate
that an increase in Tau oligomer-induced nucleic acid alterations might be involved in these

phenomena.

Conclusions

In summary, our results identified an early and critical time window during the
development of Tau pathology, for hyperthermia-induced Tau oligomerization, an effect that
most likely occurs via an increase in oxidative stress. The results also indicate DNA and RNA
vulnerability during the progression of Tau pathology and preceding the formation of Tau
fibrils. These findings imply the existence of a short therapeutic window during which it may
be possible to prevent and/or reverse the formation of harmful Tau oligomers and therefore

block, or at least slow, the progression of Tau pathology.

Acknowledgments

This article is dedicated to Pr. Lester Binder (2013.11.15), who has been a pioneer in the nuclear
Tau study. Many thanks to ML. Caillet-Boudin for supportive discussions and D. Tondeleir for
critically reading the manuscript. We are grateful to the IMPRT (Institut de Médecine Prédictive
et de Recherche Thérapeutique, Lille) for access to the confocal microscopy platform and the
animal facility. We thank M. Besegher, 1. Brion, D. Cappe, J. Devassine, Y. Lepage, and D.
Taillieu for animal care and D. Blum for animal management. We thank MH. Gevaert and RM.
Siminski (Laboratoire d’histologie, Faculté de Médecine, Lille), M. Sendid, N. Zommer, C.
Bournonville and S. Carrier for technical assistance. We express gratitude to Alzheimer’s
disease patients and their families who allowed us to perform brain autopsies. This study was
principally supported by French government funding from the Agence Nationale de la
Recherche MALZ EPITAUDNA grant and in part by LabEx (Excellence Laboratory),

106



DISTALZ (Development of Innovative Strategies for a Transdisciplinary Approach to
Alzheimer’s Disease), INSERM (Institut National de la santé et de la recherche médicale),
LMCU (Lille Métropole Communauté urbaine), Région Nord/Pas-de-Calais, and FEDER
(Fonds Européen de Développement Economique et Régional).

The authors declare no conflict of interest.

References

Akoury E, Pickhardt M, Gajda M, Biernat J, Mandelkow E, Zweckstetter M (2013) Mechanistic
basis of phenothiazine-driven inhibition of Tau aggregation. Angew Chem Int Ed Engl
18;52(12):3511-3515.

Baddeley TC, McCaffrey J, Storey JM, Cheung JK, Melis V, Horsley D, Harrington CR,
Wischik CM (2014) Complex Disposition of Methylthioninium Redox Forms Determines
Efficacy in Tau Aggregation Inhibitor Therapy for Alzheimer's Disease. J Pharmacol Exp
Ther in press.

Blair LJ, Nordhues BA, Hill SE, Scaglione KM, O'Leary JC 3rd, Fontaine SN, Breydo L, Zhang
B, Li P, Wang L, Cotman C, Paulson HL, Muschol M, Uversky VN, Klengel T, Binder
EB, Kayed R, Golde TE, Berchtold N, Dickey CA (2013) Accelerated neurodegeneration
through chaperone-mediated oligomerization of tau. J Clin Inves 123:4158-4169.

Borgesius NZ, de Waard MC, van der Pluijm I, Omrani A, Zondag GC, van der Horst GT,
Melton DW, Hoeijmakers JH, Jaarsma D, Elgersma Y (2011) Accelerated age-related
cognitive decline and neurodegeneration, caused by deficient DNA repair. J Neurosci
31:12543-12553.

Bradey-Whitman MA, Timmons MD, Beckett TL, Murphy MP, Lynn BC, Lovell MA (2014)
Nucleic Acid Oxidation: An early feature of Alzheimer's disease. J Neurochem 128:294-
304.

Camero S, Benitez MJ, Barrantes A, Ayuso JM, Cuadros R, Avila J, Jiménez JS (2013) Tau
Protein Provides DNA with Thermodynamic and Structural Features which are Similar
to those Found in Histone-DNA Complex. J Alzheimers Dis.39(3):649-660.

Castillo-Carranza DL, Sengupta U, Guerrero-Mufioz MJ, Lasagna-Reeves CA, Gerson JE,
Singh G, Estes DM, Barrett AD, Dineley KT, Jackson GR, Kayed R (2014) Passive

immunization with Tau oligomer monoclonal antibody reverses tauopathy phenotypes

107



without affecting hyperphosphorylated neurofibrillary tangles. J Neurosci 34(12):4260-
4272.

Congdon EE, Wu JW, Myeku N, Figueroa YH, Herman M, Marinec PS, Gestwicki JE, Dickey
CA, Yu WH, Duff KE (2012) Methylthioninium chloride (methylene blue) induces
autophagy and attenuates tauopathy in vitro and in vivo. Autophagy 8:609-622.

Cooper-Knock J, Kirby J, Ferraiuolo L, Heath PR, Rattray M, Shaw PJ (2012) Gene expression
profiling in human neurodegenerative disease. Nat Rev Neurol 8:518-530.

Crowe A, James MJ, Lee VM, Smith AB 3rd, Trojanowski JQ, Ballatore C, Brunden KR
(2013) Aminothienopyridazines and methylene blue affect Tau fibrillization via cysteine
oxidation. J Biol Chem 288(16):11024-11037.

Deiana S, Harrington CR, Wischik CM, Riedel G (2009) Methylthioninium chloride reverses
cognitive deficits induced by scopolamine: comparison with rivastigmine.

Psychopharmacology 202:53-65.

Fabiszewski KJ, Volicer B, Volicer L (1990) Effect of antibiotic treatment on outcome of fevers
in institutionalized Alzheimer patients. JAMA 263 : 3168-3172.

Flach K, Hilbrich I, Schiffmann A, Gartner U, Kruger M, Leonhardt M, Waschipky H, Wick
L, Arendt T, Holzer M (2012) Tau oligomers impair artificial membrane integrity and
cellular viability. J Biol Chem 287:43223-43233.

Galas MC, Dourlen P, Begard S, Ando K, Blum D, Hamdane M, Buée L (2006) The
peptidylprolyl cis/trans-isomerase Pin1 modulates stress-induced dephosphorylation of
Tau in neurons. Implication in a pathological mechanism related to Alzheimer disease. J
Biol Chem 28 :19296-19304.

Gerson JE, Castillo-Carranza DL, Kayed R (2014) Advances in therapeutics for
neurodegenerative tauopathies: moving toward the specific targeting of the most toxic tau
species. ACS Chem Neurosci 5(9):752-69.

Guerrero-Mufioz MJ, Castillo-Carranza DL, Kayed R (2014) Therapeutic approaches against
common structural features of toxic oligomers shared by multiple amyloidogenic
proteins. Biochem Pharmacol 88:468-748.

Hawkins BE, Krishnamurthy S, Castillo-Carranza DL, Sengupta U, Prough DS, Jackson GR,
Dewitt DS, Kayed R (2013) Rapid Accumulation of Endogenous Tau Oligomers in a Rat

108



Model of Traumatic Brain Injury: Possible Link Between TBI and Sporadic Tauopathies.
J Biol Chem 288(23):17042-17050.

Hikosou R, Kurabayashi Y, Doumoto M, Hoshitoku K, Mizushima F, Minoura K, Tomoo K,
Ishida T (2007) Effect of DNA on filament formation of tau microtubule-binding domain:
structural dependence of DNA. Chem Pharm Bull 55:1030-1033.

Hosokawa M, Arai T, Masuda-Suzukake M, Nonaka T, Yamashita M, Akiyama H, Hasegawa
M (2012) Methylene blue reduced abnormal tau accumulation in P301L tau transgenic
mice. PL0S One 7:€52389.

Hua Q, He RQ (2002) Effect of phosphorylation and aggregation on tau binding to DNA.
Protein Pept Lett 9: 349-357.

Jiang Q, Yang X, Liu B, Li M, Qian S, Zhao L, Zhou Z, Sun G (2013) Hyperthermia impaired
human visual short-term Memory : an fMRI study. Int J Hyperthermia 29 :219-224.
Kampers T, Friedhoff P, Biernat J, Mandelkow EM, Mandelkow E (1996) RNA stimulates
aggregation of microtubule-associated protein tau into Alzheimer-like paired helical

filaments. FEBS Lett 399:344-349.

Lasagna-Reeves CA, Castillo-Carranza DL, Sengupta U, Clos AL, Jackson GR, Kayed R
(2011) Tau oligomers impair memory and induce synaptic and mitochondrial dysfunction
in wild-type mice. Mol Neurodegener 6:39.

Lasagna-Reeves CA, Castillo-Carranza DL, Sengupta U, Sarmiento J, Troncoso J, Jackson GR,
Kayed R (2012) Identification of oligomers at early stages of tau aggregation in
Alzheimer's disease. FASEB J 26:1946-1959.

Lu Y, He HJ, Zhou J, Miao JY, Lu J, He YG, Pan R, Wei Y, Liu Y, He RQ (2013)
Hyperphosphorylation results in tau dysfunction in DNA folding and protection. J
Alzheimers Dis 37(3):551-63.

Moreira PI, Nunomura A, Nakamura M, Takeda A, Shenk JC, Aliev G, Smith MA, Perry G
(2008) Nucleic acid oxidation in Alzheimer disease. Free Radic Biol Med 44(8):1493-
505.

Mufson EJ, Ward S, Binder L (2013) Prefibrillar Tau Oligomers in Mild Cognitive Impairment
and Alzheimer's Disease. Neurodegener Dis 13(2-3):151-153.

Murakami K, Murata N, Noda Y, Tahara S, Kaneko T, Kinoshita N, Hatsuta H, Murayama S,
Barnham KJ,
Irie K, Shirasawa T, Shimizu T (2011) SOD1 (copper/zinc superoxide dismutase)

109



deficiency drives amyloid  protein oligomerization and memory loss in mouse model
of Alzheimer disease. J Biol Chem 286:44557-44568.

Necula M, Breydo L, Milton S, Kayed R, van der Veer WE, Tone P, Glabe CG (2007)

Methylene blue
inhibits amyloid Abeta oligomerization by promoting fibrillization. Biochemistry
46(30):8850-60.

Nunomura A, Tamaoki T, Motohashi N, Nakamura M, McKeel DW Jr, Tabaton M, Lee HG,
Smith MA, Perry G, Zhu X (2012) The earliest stage of cognitive impairment in transition
from normal aging to Alzheimer disease is marked by prominent RNA oxidation in
vulnerable neurons. J Neuropathol Exp Neurol 71(3):233-241.

Nunomura A, Perry G, Aliev G, Hirai K, Takeda A, Balraj EK, Jones PK, Ghanbari H, Wataya
T, Shimohama S, Chiba S, Atwood CS, Petersen RB, Smith MA (2001) Oxidative
damage is the earliest event in Alzheimer disease. J Neuropathol Exp Neurol 60(8):759-
67.

O'Leary JC 3rd, Li Q, Marinec P, Blair LJ, Congdon EE, Johnson AG, Jinwal UK, Koren J
3rd, Jones JR, Kraft C, Peters M, Abisambra JF, Duff KE, Weeber EJ, Gestwicki JE,
Dickey CA (2010) Phenothiazine-mediated rescue of cognition in tau transgenic mice
requires neuroprotection and reduced soluble tau burden. Mol Neurodegener 5:45.

Paterson KR, Remmers C, Fu Y, Brooker S, Kanaan NM, Vana L, Ward S, Reyes JF, Philibert
K, Glucksman MJ, Binder LI (2011) Characterization of prefibrillar Tau oligomers in
vitro and in Alzheimer disease. J Biol Chem 286:23063-23076.

Racinais S, Gaoua N, Grantham J (2008) Hyperthermia impairs short-term memory and
peripheral motor drive transmission. J Physiol 586 : 4751-4762.

Reynolds MR, Berry RW, Binder LI (2005) Site-specific nitration and oxidative dityrosine
bridging of the tau protein by peroxynitrite: implications for Alzheimer's disease.
Biochemistry 44:1690-1700.

Rojas JC, Bruchey AK, Gonzalez-Lima F (2012) Neurometabolic mechanisms for memory

enhancement and neuroprotection of methylene blue. Prog Neurobiol 96:32-45.

Schindowski K, Bretteville A, Leroy K, Bégard S, Brion JP, Hamdane M, Buée L (2006)
Alzheimer's disease- like tau neuropathology leads to memory deficits and loss of
functional synapses in a novel mutated tau transgenic mouse without any motor deficits.
Am J Pathol 169:599-616.

110



Sjoberg M K, Shestakova E, Mansuroglu Z, Maccioni RB, Bonnefoy E (2006) Tau protein
binds to pericentromeric DNA: a putative role for nuclear tau in nucleolar organization.
J. Cell Sci 119, 2025-2034.

Spires-Jones TL, Friedman T, Pitstick R, Polydoro M, Roe A, Carlson GA, Hyman BT (2014)
Methylene blue does not reverse existing neurofibrillary tangle pathology in the rTg4510
mouse model of tauopathy. Neurosci Lett 562:63-68.

Stack C, Jainuddin S, Elipenahli C, Gerges M, Starkova N, Starkov AA, Jové M, Portero-Otin
M, Launay N, Pujol A, Kaidery NA, Thomas B, Tampellini D, Beal MF, Dumont M
(2014) Methylene blue upregulates Nrf2/ARE genes and prevents tau-related
neurotoxicity. Hum Mol Genet 23(14):3716-3732.

Sultan A, Nesslany F, Violet M, Begard S, Loyens A, Talahari S, Mansuroglu Z, Marzin D,
Sergeant N, Humez S, Colin M, Bonnefoy E, Bue¢e L, Galas MC (2011) Nuclear Tau, a
Key Player in Neuronal DNA Protection. J Biol Chem 286:4566-4575.

Sutherland GT, Chami B, Youssef P, Witting PK (2013) Oxidative stress in Alzheimer's
disease: Primary villain or physiological by-product? Redox Rep. 18:134-141.

Tai HC, Serrano-Pozo A, Hashimoto T, Frosch MP, Spires-Jones TL, Hyman BT (2012) The
synaptic accumulation of hyperphosphorylated tau oligomers in Alzheimer disease is
associated with dysfunction of the ubiquitin-proteasome system. Am J Pathol 181:1426-
1435.

Takeda A, Itoyama 'Y, Kimpara T, Zhu X, Avila J, Dwyer BE, Perry G, Smith MA (2004) Heme
catabolism and heme oxygenase in neurodegenerative disease. Antioxid Redox Signal
6(5):888-94.

Tepper K, Biernat J, Kumar S, Wegmann S, Timm T, Hilbschmann S, Redecke L, Mandelkow
EM, Miiller DJ, Mandelkow E (2014) Oligomer Formation of Tau Hyperphosphorylated
in Cells. J Biol Chem 289(49):34389-407.

Van der Jeugd A, Vermaercke B, Derisbourg M, Lo AC, Hamdane M, Blum D, Buée L,
D'Hooge R (2013) Progressive age-related cognitive decline in tau mice. J Alzheimers
Dis 37(4):777-788.

Vanhelmont T, Vandebroek T, De Vos A, Terwel D, Lemaire K, Anandhakumar J, Franssens
V, Swinnen E, Van Leuven F, Winderickx J (2010) Serine-409 phosphorylation and
oxidative damage define aggregation of human protein tau in yeast. FEMS Yeast Res
10:992-1005.

111



Violet M, Delattre L, Tardivel M, Sultan A, Chauderlier A, Caillierez R, Talahari S, Nesslany
F, Lefebvre B, Bonnefoy E, Buée L, Galas MC (2014) A major role for Tau in DNA and
RNA protection in vivo under physiological and hyperthermic conditions. Front Cell
Neurosci 8:84.

Ward SM, Himmelstein DS, Lancia JK, Fu Y, Patterson KR, Binder LI (2013) TOC1:
Characterization of a Selective Oligomeric Tau Antibody. J Alzheimers Dis 37(3):593-
602.

Weaver CL, Espinoza M, Kress Y, Davies P (2000) Conformational change as one of the
earliest alterations of tau in Alzheimer's disease. Neurobiol Aging 21:719-727.

Wei Y, Qu MH, Wang XS, Chen L, Wang DL, Liu Y, Hua Q, He RQ (2008) Binding to the
minor groove of the double-strand, tau protein prevents DNA from damage by
peroxidation. PLoS One 3, 2600.

Zekanowski C, Wojda U (2009) Aneuploidy, chromosomal missegregation, and cell cycle
reentry in Alzheimer's disease. Acta Neurobiol Exp (Wars) 69(2):232-253.

Zheng-Fischhofer Q, Biernat J, Mandelkow EM, Illenberger S, Godemann R, Mandelkow E
(1998) Sequential phosphorylation of Tau by glycogen synthase kinase-3beta and protein
kinase A at Thr212 and Ser214 generates the Alzheimer-specific epitope of antibody
AT100 and requires a paired-helical-filament-like conformation. Eur J Biochem 252:542-
52.

Legends

Figure 1 - Hyperthermia generates nucleic acid strand breaks and oxidative damage
selectively in neuronal nuclei expressing early Tau pathology.

A, Scheme of Tau pathology progression in CA1 neurons of THY-Tau22 mice, based on
observed immunofluorescence using AT8, PT212, MC1 and AT100 antibodies.

B, The effects of various stages of Tau pathology on nuclear nucleic acid integrity were detected
by TUNEL assays under control (C) and HS conditions. The labeling intensity (0 = black; 255
= white) was quantified within the nuclei (based on DAPI detection) of CAL cells from 7-
month-old WT and 3-, 5- and 7-month-old THY-Tau22 mice (n = 3 for each mouse category).
Tau pathology increased the average intensity level in the HS condition in 5-month-old THY -
Tau22 mice. The data shown are the means + S.D. of 20 to 30 nuclei. ***, p < 0.001.

C, Representative images of sagittal CA1 sections from three different 5- or 7-month-old THY-
Tau22 mice after HS. The sections were subjected to TUNEL assays, co-labeled with AT100,

and analyzed by laser scanning confocal microscopy. The nuclei were detected with DAPI

112



staining. Cells displaying cytoplasmic aggregated (AT100) Tau did not show any TUNEL
positive staining after HS (closed arrows). The open arrows indicate TUNEL-positive cells.
The scale bars represent 20 pum.

D, Representative images of sagittal CA1 sections from three different 5- or 7-month-old THY-
Tau22 mice after HS. These sections were subjected to TUNEL assays, co-labeled with 8-
OHdG antibody, and analyzed by laser scanning confocal microscopy. The nuclei were detected
using DAPI staining. TUNEL-positive staining exclusively correlated with oxidative damage
in 5-month-old THY-Tau22 mice (open arrows). The closed arrows indicate TUNEL-negative
cells. The scale bars represent 20 pm.

E, The quantification of DAPI-stained nuclei did not show significant changes in cell density
in 5-month-old CA1 THY-Tau22 mice after HS (n = 3 for each mouse category). These data
indicate that HS-generated nucleic acid damage did not promote cell death.

Figure 2 - Hyperthermia induces DNA and RNA damage in neurons with early Tau
pathology.

Representative sagittal hippocampus sections from 5-month-old THY-Tau22 mice subjected to
HS, pre-treated with DNAse-free RNAse or RNAse-free DNAse or not pre-treated before
TUNEL staining and imaged using laser scanning confocal microscopy (n = 3 for each mouse
category). RNAse pre-treatment completely abolished cytoplasmic staining and reduced
nuclear TUNEL staining levels. DNAse pre-treatment completely abolished DAPI staining and
reduced nuclear TUNEL staining. These data show that HS induced nuclear DNA and
cytoplasmic/nuclear RNA damage in CA1 hippocampal neurons with Tau pathology. The scale

bars represent 20 um.

Figure 3 - Hyperthermia promotes Tau phosphorylation in nuclear and cytoplasmic

nucleic acid-damaged neurons.

A, The effect of HS on nuclear Tau pathology was detected by labeling sagittal CA1 sections
from 5-month-old THY-Tau22 mice with phospho-dependent (AT8, PT212) and conformation-
dependent (MC1) or fibril-dependent (AT100) antibodies under control (C) and HS conditions
(n = 3 for each mouse category). The results were analyzed by laser scanning confocal
microscopy. The labeling intensity (0 = black; 255 = white) was quantified within the nuclei

(based on DAPI detection) of CA1l cells. HS increased pathological nuclear Tau
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phosphorylation but had no significant effect on early Tau misfolding (MC1) or fibril formation
(AT100). The data shown are the means + S.D. of 20 to 30 nuclei. ***, p < 0.001.

B, Representative images of sagittal CA1 sections from three different 3-and 5-month-old THY-
Tau22 mice subjected to TUNEL assays, labeled with PT212 antibody, and analyzed by laser
confocal microscopy. The nuclei were detected with DAPI staining. HS-induced TUNEL
positive staining (open arrows) correlated with an increase in Tau phosphorylation labeling in
5-month-old THY-Tau22 mice. The scale bars represent 20 pum.

C, The effects of HS on cellular Tau pathology were detected by labeling sagittal CA1 sections
from 5-month-old THY-Tau22 mice with phospho-dependent (AT8, PT212), conformation-
dependent (MC1) or fibril-dependent (AT100) antibodies under control (C) and HS conditions
(n = 3 for each mouse category). The analysis was performed by laser scanning confocal
microscopy. The labeling intensity (0 = black; 255 = white) was quantified within the nuclei
(based on DAPI detection) of CAl cells. HS increased pathological cellular Tau
phosphorylation but had no significant effect on early Tau misfolding (MC1) or fibril formation
(AT100). The data shown are the means £ S.D. of 20 to 30 nuclei. ***, p < 0.001; *, p < 0.05.

D, Global Tau levels were detected by labeling sagittal CA1 sections from WT, 3- and 5-month-
old THY-Tau22 mice with total Tau antibody under control (C) or HS conditions (n = 3 for
each mouse category); the analysis was performed using laser scanning confocal microscopy.
The labeling intensity (0 = black; 255 = white) was quantified within the nuclei (based on DAPI
detection) of CAL cells. No increase in Tau levels was observed in the nuclei of TUNEL-

positive cells immediately after HS in 3- and 5-month-old THY-Tau22 mice contrarily to WT.

E, Nuclear extracts of the isolated CA1 subfield from 7-month-old WT mice and 5-month-old
THY-Tau22 mice in the control (C) condition and after HS (n = 3 for each mouse category)
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 significant increase in
murine Tau in the nuclei of WT neurons and THY-Tau22 neurons under HS. HS had no effect
on the human Tau levels in the nuclei of THY-Tau22 neurons. The data are shown as the means
+ S.D. of three different WT and THY-Tau mice. *, p < 0.05.
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Figure 4 - Hyperthermia-induced nucleic acid damage is associated with the accumulation
of prefibrillar Tau oligomers.

Nuclear Tau oligomerization was detected by labeling sagittal CA1 sections from 7-month-old
WT and 5 and 7-month-old THY-Tau22 mice under control (C) and HS conditions with TOC1
(A) and T22 (B) antibodies (n = 3 for each mouse category); the analysis was performed by
laser scanning confocal microscopy. The labeling intensity (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 the nuclei of CA1 neurons from 5-month-old
THY-Tau22 mice. The data shown are the means £ S.D. of 20 to 30 nuclei. ***, p < 0.001.

C, The global cellular Tau oligomerization in sagittal CA1 sections from 5-month-old THY-
Tau22 mice under control (C) and HS conditions was detected by labeling with T22 antibody
(n = 3 for each mouse category); the analysis was performed using laser scanning confocal
microscopy. The labeling intensity (0 = black; 255 = white) was quantified within the nuclei
(based on DAPI detection) of CAL cells. HS increased the formation of prefibrillar Tau
oligomers in the whole cell body of CA1 neurons from 5-month-old THY-Tau22 mice. The

data shown are the means + S.D. of 20 to 30 nuclei. **, p < 0.01.

D, Representative images of sagittal CA1 sections from three different 5-month-old THY-
Tau22 mice subjected to the TUNEL assay, labeled with TOC1 or T22, and analyzed by laser
confocal microscopy. The nuclei were detected with DAPI staining. HS-induced TUNEL
positive staining (open arrows) correlated with an increase in Tau oligomer labeling. The closed

arrows indicate TUNEL and Tau oligomer-negative cells. The scale bars represent 20 pum.

Figure 5 - Oxidative nucleic acid damage is associated with prefibrillar Tau oligomers in
the AD brain.

Representative images of human brain sections from four AD patient (Braak 6) co-labeled with
8-OH(d)G and T22 antibodies; the analysis was performed by laser confocal microscopy. The
nuclei were detected with DAPI staining. Cytoplasmic and nuclear nucleic acid oxidative
damage correlated with the accumulation of prefibrillar Tau oligomers. The scale bar represents

20 pm.
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Figure 6 - MB prevents hyperthermia-induced Tau oligomerization and nucleic acid

damage.

A, Schematic showing the pretreatment of 5-month-old THY-Tau22 mice with MB or PBS in
physiological or hyperthermic conditions.

The effects of MB on Tau oligomerization and nucleic acid damage were respectively detected
by labeling sagittal CAL sections from 5-month-old THY-Tau22 mice under HS with a T22
antibody (B) and TUNEL staining (D) (n = 3 for each mouse category). The analysis was
performed by laser scanning confocal microscopy. The labeling intensity (0 = black; 255 =
white) was quantified within the nuclei (based on DAPI detection) of CAL cells. HS selectively
increased the formation of prefibrillar Tau oligomers in 5-month-old THY-Tau22 mice. The

data shown are the means + S.D. of 20 to 30 nuclei. *, p < 0.05.

C, Representative images of sagittal CA1 sections from three different 5-month-old THY-
Tau22 mice pretreated with MB or PBS before HS or no HS (C). The sections were subjected
to the TUNEL assay, labeled with T22, and analyzed by laser confocal microscopy. The nuclei
were detected with DAPI staining. MB decreased the HS-induced Tau oligomer levels and

nucleic acid damage. The scale bars represent 20 pum.

E, Representative images of sagittal CAL sections from three different 5-month-old THY-
Tau22 mice pretreated with MB or PBS before HS, labeled with 8-OHdG antibody and
analyzed by laser scanning confocal microscopy. The nuclei were detected using DAPI
staining. MB prevented the formation of HS-induced cytoplasmic and nuclear nucleic acid

oxidative damage. The scale bars represent 50 um.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5

8OH(d)G Tau oligomers merge (+DAPI)

=
B

121



Figure 6
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C. Discussion

Notre modele de stress hyperthermique in vivo induit des dommages oxydatifs (Violet
et al., 2014). La souris THY-tau22, modele transgénique de tauopathie, présente une
hyperphosphorylation et agrégation progressive de Tau conduisant a I’apparition de troubles
mnésiques (Schindowski et al., 2006). Cette progression fait de la THY-Tau22 un modéle
intéressant lorsque I’on souhaite tester un effet a plusieurs stades de la pathologie. Ainsi, a
I’aide d’anticorps spécifiques d’oligomeres solubles de Tau, fournis dans le cadre d’une
collaboration avec le Pr Lester Binder (University of Michigan) et le Pr Rakez Kayed
(University of Texas Medical Branch), nous avons pu tester 1’effet du stress hyperthermique
sur la production d’oligomeres et les dommages aux acides nucléiques a différents stades de la

pathologie.

I. Le stress oxydant induit la formation d’oligomeres de Tau.

Chez les souris THY-Tau22, le stress hyperthermique induit la production d’oligoméres
de Tau dans des neurones présentant une pathologie Tau précoce, ¢’est-a-dire a un stade pre-
fibrillaire de la pathologie Tau. Les mécanismes impliqués dans 1’oligomérisation de la protéine
Tau sont méconnus. A I’instar d’autres études, nos résultats suggerent une implication du stress
oxydant dans I’oligomérisation de Tau (Reynolds et al., 2005; Vanhelmont et al., 2010). Cet
effet pourrait étre indirect et passer par la phosphorylation de Tau induite par le stress oxydant.
En effet, le stress oxydant joue un rdle critique dans la phosphorylation de Tau. Ce dernier
augmente notamment ’activité de GSK-3p, kinase qui cible la protéine Tau (Feng et al., 2013).
Il a été montré qu’un stress oxydatif chronique induit une augmentation de la phosphorylation
de Tau dans des cellules de neuroblastome (Su et al., 2010). Ces études sont en cohérence avec
nos résultats. En effet, on observe une augmentation de la phosphorylation de Tau sous I’effet
du stress hyperthermique. De plus, il a été montré que des produits de peroxydation des lipides
facilitent la phosphorylation de Tau et I’agrégation de protéines Tau phosphorylées (GOmez-
Ramos et al., 2003; Liu et al., 2005b; Gamblin et al., 2000). Néanmoins, bien que le stress
hyperthermique, dans notre modeéle, soit un inducteur de stress oxydant, on ne peut exclure un
effet propre au stress hyperthermique dans la formation d’oligomeres. Quoi qu’il en soit, nous
avons développé un modele in vivo d’oligomérisation de Tau. C’est un outil intéressant pour

I’étude des mécanismes impliqués dans 1’oligomérisation et des moyens pour la prévenir.
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Les neurones atteints d’une pathologie Tau avancée, contenant des fibres de Tau ne
développent pas d’oligoméres sous I’effet du stress hyperthermique. Cela suggeére que les
agrégats insolubles de Tau piégeraient les oligomeres nouvellement formés. D’aprés cette
hypothése, les agrégats insolubles seraient une réponse a 1’action délétére des oligomeres, ils
auraient pour but d’absorber, de neutraliser les composés toxiques et de retarder la mort
neuronale (Cowan and Mudher, 2013). Cette hypothése de la toxicité des oligoméres plutét que
des agrégats est cohérente avec le second fait saillant mis en lumiére par cette étude.

Il. La présence d’oligoméres de Tau est corrélée aux dommages aux acides

nucléiques.

Un nombre croissant d’études pointent les oligoméres comme les formes toxiques de
Tau (Lasagna-Reeves et al., 2010, 2011, Flach et al., 2012, Tian et al., 2013). Cependant, les
mécanismes impliqués dans la toxiciteé des oligomeres restent obscurs. Une action delétére des
oligomeres de Tau a été rapporté au niveau de la membrane cellulaire (Flach et al., 2012), du
compartiment synaptique et de la mitochondrie (Berger et al., 2007; Lasagna-Reeves et al.,
2011). Au vu du role protecteur de Tau vis-a-vis des acides nucléiques, quel effet son

oligomeérisation a-t-elle sur I’intégrité de ces acides nucléiques ?

Nos résultats montrent que les dommages aux acides nucléiques induits par le stress
hyperthermique sont strictement corrélés a la présence d’oligomeres de Tau, suggérant un réle
délétere des oligomeres sur 1’intégrité des acides nucléiques. Ces résultats sont cohérents avec
I’augmentation des dommages oxydatifs observés aux stades précoces de la maladie

d’Alzheimer (Bradley-Whitman et al., 2014; Nunomura et al., 2012).

Afin de tester I'implication des oligomeres de Tau sur les dommages aux acides
nucléiques. Nous avons, préalablement au stress hyperthermique, injecté les souris avec du bleu
de méthylene en intrapéritonéal. Le bleu de méthylene est un dérivé de phénothiazine découvert
au cours de la deuxiéme moitié du 19°™ siécle. Premier médicament synthétique, il a été utilisé
pour lutter contre de nombreuses maladies telles que la malaria ou les infections urinaire
(Schirmer et al., 2011). Il s’agit d’une molécule anti-oxydante, inhibitrice de 1’agrégation de
Tau (Taniguchi et al., 2005; Wischik et al., 1996). Elle est capable de traverser la barriere
hémato-encéphalique (O’leary et al., 1968). Des études menées dans des modeles transgeniques

ont mis en évidence sa capacité a inhiber 1’agrégation de Tau, in vivo, dans des modeles murins
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(Hosokawa et al., 2012; O’Leary et al., 2010; Stack et al., 2014). Nos résultats montrent que le
traitement au bleu de méthyleéne prévient ’oligomérisation de Tau et les dommages induits aux
acides nucléiques par le stress hyperthermique. Ces résultats suggerent que les oligoméres de
Tau sont délétéres vis-a-vis de I’intégrité des acides nucléiques. On ne peut conclure de fagon
péremptoire sur le mécanisme d’action du bleu de méthyléne dans notre modele. Son impact
sur I’oligomérisation peut résulter de ses capacités anti-agrégatives ou de ses propriétés anti-

oxydantes.

Les mécanismes impliqués dans la perte de fonction protectrice de Tau vis-a-vis des
acides nucléiques ne sont pas identifiés. Tau est capable d’interagir avec I’ADN. Or, des études
réalisées in vitro ont mis en évidence la perte d’interaction de I’ADN avec Tau lorsque celle-ci
est phosphorylée (Hua et al., 2000, Lu et al., 2013b, Camero et al., 2014, Qi et al., 2015). De
maniére intéressante, il a été montré in vitro que la protéine Tau phosphorylée perd sa capacité
a protéger I’ADN de la dénaturation thermique ainsi que des attaques oxydatives (Lu et al.,
2013b). Tau interagit ¢galement avec I’ARN (Kampers et al., 1996; Wang et al., 2006b).
L’interaction entre I’ARN et la protéine Tau hyperphosphorylée, n’a pas été investiguée a ce
jour. La perte d’interaction de Tau phosphorylée avec I’ADN pourrait étre impliqué dans cette

perte de fonction protectrice.

Les consequences de la perte de function de Tau peuvent étre dramatiques et participer
au processus neurodégénératif. L’accumulation de dommages de types oxydatifs a I’ADN a pu
étre observé a plusieures reprises, chez I’Homme, la souris ou le rat au cours du vieillissement.
A titre d’exemple, chez le rat, une augmentation de cassures simple-brin, double-brin ou de
bases modifiées 8-OHAG s’opere au cours du vieillissement (Swain and Subba Rao, 2011).
Chez ’Homme, une étude a analysé le profil transcriptomique d’humains de 26 a 106 ans a
partir du cortex cérébral. Ils ont mis en évidence un groupe de genes impliqués notamment dans
la réparation de I’ADN, la plasticité synaptique et la fonction mitochondriale dont ’expression
est réduite avec 1’age. Ils corrélent cette diminution de 1’expression avec une vulnérabilité plus
importante de leurs promoteurs respectifs aux dommages induits par le stress oxydant (Lu et
al., 2004). De la méme maniére, 1’accumulation pathologique de dommages oxydatifs a I’ ADN
au cours de la maladie d’ Alzheimer (Bradley-Whitman et al., 2014) pourrait altérer 1’expression
de certains génes. Cette dérégulation participerait au processus neurodegénératif.

L’augmentation de dommages aux ARN observée dans la maladie d’ Alzheimer et dans
notre modele peut également avoir des conséquences déléteres importantes. Dans un individu

sain, 2% de I’ARN neuronal présente des dommages de type 8-OHg tandis que des patients
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Alzheimer peuvent présenter plus de 50% de leur ARN neuronal positif pour le dommage 8-
OHg (Shan and Lin, 2006). Les dommages aux ARN, qu’ils soient ribosomaux, de transfert ou
messagers peuvent conduire a des erreurs de traduction, a une diminution de la traduction ou
encore bloquer les ribosomes sur I’ARNm (pour revue Kong and Lin, 2010; Simms and Zaher,
2016). En 2003, une étude montre que ’oxydation des ARN n’est pas aléatoire au sein des
cerveaux Alzheimer, il existe une vulnérabilité différente selon les ARNm. De plus, la
transfection d’'un ARNm rapporteur oxydé dans des lignées cellulaires induit une diminution
de la quantité de protéines fonctionnelles. Les protéines synthéthisées a partir de ces ARNm
oxydés forment des agrégats probablement dis, d’aprés les auteurs, a une mauvaise

conformation, des erreurs de traduction ou une terminaison prématurée (Shan et al., 2003).

Ensemble, ces données suggerent un potentiel « cercle vicieux » entre le stress oxydatif, les

oligoméres toxiques de Tau et les dommages aux acides nucléiques.

Le Dr Marie Violet, Lucie Delattre et moi-méme avons contribué a part égale a ce travail.
J’ai participé a la mise en ceuvre des expériences in vivo de ce travail et plus particulierement a
la conception et la mise en ceuvre de I’expérience visant a tester ’effet du bleu de méthyléne

sur ’oligomérisation de Tau et les dommages aux acides nucléiques.
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Etude 2 : ROle du complexe Tau-DDX6 dans le

meétabolisme des ARN

128



Etude 2 : R6le du complexe Tau-DDX6 dans le métabolisme des ARN.

A. Introduction

La proteine Tau est un acteur central de I’étiologie de nombreuses maladies
neurodégénératives appellées tauopathies. Ces pathologies sont caractérisées par 1’agrégation
intra-neuronale de la protéine Tau. Tau est une protéine associée aux microtubules (MAP) dont
la fonction la plus connue est la stabilisation et la polymérisation des microtubules. Or, son role
ne se limite pas aux microtubules. En effet, de plus en plus de travaux émergent et dressent le
portrait d’une protéine Tau aux multiples fonctions. Récemment, au sein de 1I’équipe, nous
avons montré in vivo, dans des neurones de souris, un role de Tau dans le maintien de I’intégrité
de ’ARN (Violet et al., 2014). En conséquence, nous nous sommes intéressés a la relation de
Tau vis-a-vis des ARN. De nombreuses études ont d’ailleurs mis en évidence la capacité de
Tau a interagir avec les ARN in vitro (Bryan et al., 1975; Kampers et al., 1996; Wang et al.,
2006). De plus, au sein de cellules de neuroblastome humain SH-SY5Y, Tau co-localise avec
I’ARN (Wang et al., 2006b). L’analyse de I’interactome de Tau dans ces mémes cellules révele
une robuste association de Tau avec des protéines impliquées dans le processing et la traduction
des ARNm (Gunawardana et al., 2015). D’ailleurs, dés 1987, une co-localisation de Tau avec
les ribosomes a été mis en évidence (Papasozomenos and Binder, 1987). L’ensemble de cette
littérature suggére un réle de Tau dans le métabolisme des ARN. Pourtant, a ’exception des
travaux récents de Vanderweyde et collaborateurs, trés peu d’études se sont intéressées
précisement a une potentielle fonction physiologique de Tau dans le métabolisme des ARN.
Dans le but d’éclaircir cette question, nous avons mis en place une stratégie de recherche de
partenaires moléculaires de Tau par la méthode de purification d’affinité en tandem (méthode
dite Tap-tag) dans des cellules SH-SY5Y. Parmi les partenaires identifiés, nous nous sommes
intéressés a I’hélicase 8 ARN DDXG6. Il s’agit d’une protéine impliquée non seulement dans la
voie générale de répression de la traduction mais également dans la régulation de la traduction
d’ARNm spécifiques par la voie des microARN (Chu and Rana, 2006; Coller and Parker, 2005)
Notre hypothese est que Tau est impliquée dans la régulation de la traduction a travers son

interaction avec DDX6.

Notre objectif est, en premier lieu, de confirmer I’interaction de Tau avec DDXG6.
Dans un second temps, il s’agit de caractériser cette interaction. Enfin, le but final de ce

travail est de déterminer la fonction de ce complexe Tau-DDXG.
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B. Matériel et méthodes

Culture cellulaire

Les cellules SH-SYSY sont issues d’une lignée de neuroblastome humain (SK-N-SH)
dérivée d’une tumeur extra-craniale. Les cellules sont maintenues & 37°C dans une atmosphere
contr6lée a 5% de CO2, dans un milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium,
Invitrogen) supplémenté en sérum de veau foetal (10%), en L-glutamine (2 mM) et en
pénicilline/streptomycine (50 U/ml).

Transfection et mesure de [’activité luciférase

Les cellules SH-SY5Y sont transfectées le lendemain de leur ensemencement a I’aide
d’un polymere cationique PEI (Polyéthylenimine, Exgen500, EUROMEDEX). Un mélange
ADN/Exgen dans 100 pl de milieu DMEM dépourvu de sérum de veau feetal est réalisé a raison
de 3,3 ul d’Exgen pour 400ng d’ADN pour un puits d’une surface de 2cm?. Ce mélange est

incubé a température ambiante pendant 10 min puis placé sur les cellules.

Les plasmides utilisés pour le test fonctionnel relatif a ’activité de let-7a sont : le
pcDNA3.1D-Firefly-Let-7a (Let-7a-Sensor), pcDNAS3.1D-Firefly-Let-7a-mut (Mut-Let-7a-
Sensor) (fournis par le Dr Sven Diederichs), le pcDNA3.1-Tau 46WT, le pcDNA3.1-
Tau46P301S, le plasmide Tk-Renilla luciférase contrdle interne (Promega) ainsi qu’une

quantité variable de plasmide vide.

Les plasmides utilisés pour le test fonctionnel relatif au tethering assay sont : pCl-neo-
LbNHA p54, pRenillaLuciferaseBoxB, pRenillaLuciferaseABoxB, le plasmide pGL3-Firefly
luciférase (fournis par le Dr Michel Kress et le Dr Dominique Weil), le pcDNA3.1-Tau 46WT

ainsi qu’une quantité variable de plasmide vide.

Pour les transfections de siRNA, les cellules ont été transfectées par la méthode reverse
utilisant ’agent de transfection DharmaFECT (GE Healthcare). Un mélange siRNA /
DharmaFECT dans 100 pl de milieu DMEM dépourvu de sérum de veau feetal et réalisées a
raison de 25nM de siRNA pour 0,8 pl de DharmaFECT par puits de 2cm? de surface. Les
cellules sont ensuite transfectées 24h plus tard avec les différents systémes rapporteurs en

utilisant le PEI (méthode précisée ci-dessus).
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Les cellules sont récupérées 48 a 72h aprés la transfection des systémes rapporteurs. Les
transfections de systemes rapporteurs ont été analysées a 1’aide du systeme « Dual-Luciferase

Reporter Assay System » (Promega) selon les recommandations des fournisseurs.

Les plasmides ont été amplifiés dans les bactéries Eschericia coli (DHb5alpha,
Invitrogen) et purifiés a I’aide du Qiagen Plasmid midi kit (midi prep) selon les

recommandations du fournisseur.

Mutagénese dirigée

Les mutations des plasmides pGEX-2N, pGEX-PRD, pGEX-4R, pGEX-2N4R (don du
Dr. Jean-Charles Lambert, U1167, Lille) ainsi que les mutations P301S et P301L du plasmide
pcDNA3.1Tau4d6WT ont été effectuées a 1’aide du kit « QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kit » (Agilent Technologies). Pour cela, 50 ng de plasmide parental sont ajoutés
a 5 ul de Reaction Buffer 10x, 125 ng d’amorce sens, 125 ng d’amorce anti-sens, 1 pl de mix
dNTP et de I’eau ultrapure DNAse/RNAse free (qsp 50 ul) puis 2,5 U/ul d’ADN polymérase.
Ce mélange est ensuite placé dans un thermocycleur (Applied Biosystems) selon les conditions
suivantes : dénaturation 30 sec a 95°C suivie de 16 cycles (dénaturation 30 sec a 95°C,
hybridation 1 min a 55°C et élongation 5 min a 68°C). Afin de digérer le plasmide parental et
ne conserver que le plasmide fils muté, 10 U/ul d’enzyme de restriction Dpn I est ajouté dans
la solution d’amplification pendant 1h a 37°C. Le plasmide muté est ensuite amplifi¢ par
transformation dans les bactéries XL1-Blue selon le protocole du fournisseur. Les bactéries sont
ensuite étalées sur un milieu LB-agar (Tryptone 1%, Yeast extract 0.5%, NaCl 10mM, NaOH
2mM, Agar 2%) supplémenté en ampicilline (50ug/ml) puis elles sont incubées dans une étuve
a 37°C pendant une nuit. Le lendemain, quelques clones isolés sont remis en culture dans 5 ml
de milieu LB supplémenté en ampicilline (50ug/ml). Les plasmides sont extraits a 1’aide du kit
« NucleoSpin Plasmid - plasmid Miniprep kit » (Macherey-Nagel). La présence des mutations
est ensuite vérifiée par séquencage. Les séquencages sont effectués par une société externe
(GATC Biotech).

GST pulldown

Des bactéries Eschericia coli (BI21, Invitrogen) sont transformées par des vecteurs

pPGEX (Glutathion S-transferase Gene Fusion System) codant les mutants de délétions de la
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protéine Tau fusionnées a la GST (don du Dr. Jean-Charles Lambert, U1167, Lille), les
différents mutants d’interactions ainsi que pGEXp54. Quelques clones sont repris dans 5 ml de
milieu LB (Tryptone 1%, Yeast extract 0.5%, NaCl 10 mM, NaOH 2 mM) contenant de
I’ampicilline (50 pg/ml). Ces précultures sont ensuite mises sous agitation 120 rpma 37°C toute
la nuit. Le lendemain, les précultures sont alors diluées dans 200 ml de LB/ampicilline (50
pug/ml) et replacées sous agitation (120 rpm) a 37°C jusque 1’obtention d’une DO600 comprise
entre 0,3 et 0,6. L’induction de I’expression de la protéine de fusion est effectuée par 1’ajout
d’TPTG (isopropylB-D-thiogalactoside, Roche) a la concentration de 1 mM final. La croissance
est poursuivie pendant 4 h, puis les bactéries sont centrifugées (10 000 rpm, 4°C, 15 min) afin
de récupérer les culots bactériens. Les cellules sont ensuite lysées dans du PBS 2X, Triton X-
100 0,1% et soniquées.

Les plasmides codant la protéine DDX6 (pcDNA3.1-DDX6) ou Tau (pcDNA3.1-
Taud6WT) sont transcrits et traduits in vitro a I'aide du kit « TNT T7 quick coupled
transcription/Translation System » (Promega) selon les recommandations du fournisseur. La
quantité désirée de protéines de fusion est ensuite chargée sur la résine Glutathion sepharose
4B (Sigma) équilibrée au préalable dans du tampon PBS 2X, Triton X-100 0,1%. Le mélange
est incubé 1 h a 37°C, lavé 2 fois par du tampon PBS 2X, Triton X-100 0,1% et 2 fois par du
Wash Buffer (Hepes 10 mM, NaCl 100 mM, EDTA 0,1 mM, NP40 0,01%, DTT 1 mM). Le
lysat de réticulocyte contenant la protéine d’intérét traduite in vitro est alors chargé dans 500
ul de Wash Buffer suivi d’une incubation de 1 h 30 min a 4°C sous agitation. La résine est
ensuite lavée 3 fois a I’aide du Wash Buffer puis les protéines sont éluées dans du tampon de
dépbt compose de LDS 4X (Lithium Dodécyl Sulfate, Invitrogen) et de DTT 500 mM
(Dithiothreitol, Invitrogen).

Proximity Ligation Assay

Les cellules SY-SH5Y sont ensemencées dans des chambres de culture Lab-tek
(Dutscher) et fixées par incubation des cellules dans du paraformaldéhyde 4% pendant 30 min.
La lame est ensuite lavée 2 fois dans du PBS puis les cellules sont perméabilisées par une
solution de PBS/ 0,2% Triton. La lame est ensuite lavée 2 fois au PBS puis incubée 1 h dans
une solution saturante PBS/sérum de cheval (1/100eme). Les anticorps primaires sont incubés
dans du PBS/ 0,2% Triton toute la nuit a 4°C. Aprés 2 lavages de 5 min dans du Wash Buffer
A (Tris 0,01 M, NaCl 0,15 M, Tween 20 0,05%), les anticorps secondaires couplés a un
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oligonucléotide (sonde PLA) dilués au 1/5e sont ensuite incubés avec la lame a 37°C pendant
1 h. Aprés 2 lavages de 5 min dans du Wash Buffer A, la lame est ensuite incubée 30 min a
37°C dans la solution de ligation préparée selon les recommandations du fournisseur, suivi par
2 lavages de 2 min avec du Wash Buffer A. Par la suite, la lame est incubée dans la solution
d’amplification contenant la polymérase pendant 100 min a 37°C. Il est effectué¢ ensuite 2
lavages de 10 min avec du Wash Buffer B 1X (Tris 0,2 M, NaCl 0,1 M, pH 7,5). Un dernier
lavage est effectué avec du Wash Buffer 0,01X. La lame est ensuite montée avec une solution
de montage contenant du DAPI (4’6’-diamidino-2-phénylindole, Duolink, SIGMA), puis

analysée au microscope confoncal.

Immunocytochimie

Les cellules SH-SY5Y sont fixées dans du paraformaldéhyde 4% pendant 30 minutes a
température ambiante. Puis elles sont perméabilisées dans du PBS-Triton X-100 0.2% pendant
10 minutes. Apres une saturation de 30 minutes dans de la Serum Albumine Bovine 2%, les
anticorps Tau-5 (AHBO0042 Thermofisher) et DDX6 (A300-461 Bethyl) sont incubés 24h a
4°C. Les anticorps sont révélés avec des anticorps goat anti-mouse or goat anti-rabbit 19G
couplés a Alexa Fluor® 488 ou 568 (Life). Le DAPI est présent dans le milieu de montage
« Vectashield mounting medium for fluorescence » (Vector). Les lames sont ensuite analysées

au microscope confocal.

Co-purification TAP-tag

Les co-précipitations ont été effectuées a partir de la lignée cellulaire SH-SY5Y sur-
exprimant ou non différentes isoformes 46N et 37N de Tau fusionnée a un tag composé des
séquences protéiques « Streptavidin Binding Protein & Calmodulin Binding Protein ». Aprés
avoir trypsinisé les cellules, ces dernieres sont ensuite centrifugées 5 minutes a 4°C a 1100g et
lavées 2 fois au PBS. Le culot cellulaire est ensuite resuspendu dans du tampon Hepes 10 mM
(pH 7,9), KCI 10 mM, EDTA 0,5 mM, DTT 1 mM et anti-protéase (cOmplete, Mini, Roche).
Apres une incubation de 15 min dans la glace, du Triton X-100 (0,1%) est ajouté a I’extrait
cellulaire. L'extrait est ensuite centrifugé 5 minutes a 4°C a 6000g. Le surnageant est collecté
et correspond a la fraction cytosolique. Le culot contenant les la fraction nucléaire est lavé avec

le tampon précédent sans Triton X-100 puis le culot est resuspendu dans le tampon 5mM Hepes
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(pH7,9), 26% glycerol, 0,5mM EDTA, 1mM DTT. Apres ajout de KCI 350mM final, les
échantillons sont incubés a 4°C sous agitation. Les échantillons sont ensuite centrifugés 30
minutes a 4°C & 13000g. Le surnageant est collecté et correspond a I'extrait nucléaire.

Concernant le lysat, apres avoir trypsinisé les cellules, ces derniéres sont ensuite
centrifugées 5 minutes a 4°C a 1100g et lavées 2 fois au PBS. Le culot cellulaire est ensuite
resuspendu dans du tampon de lyse (Tris 25 mM, KCI 10 mM, EDTA 0,5 mM, DTT 1 mM et
antiprotéase (cOmplete, Mini, Roche). Apres une incubation de 15 min dans la glace, I’extrait
cellulaire est obtenu aprés ajout de 0,1% Triton X100 et 340 mM de NaCl final, suivi d’une
incubation de 1 h sous agitation a 4°C. Le lysat est ensuite récupéré apres une centrifugation de
15 min a 4°C a 13000g.

Pour la co-précipitation, le lysat cellulaire est dilué au 1/3 a ’aide d’un tampon de
dilution composé de Tris (25 mM), EDTA (0,1 mM) et NP40 (0,01%) puis incubé toute la nuit
a 4°C sous agitation avec la résine (Dynabeads M-270 Streptavidin, Life Technologies)
équilibrée au préalable avec un tampon composé de Tris (50 mM), NaCl (100 mM), EDTA (0,1
mM), NP40 (0,05%). Le lendemain, la résine est lavée 3 fois avec le tampon d’équilibration.
Les protéines sont ensuite éluées par du tampon de dép6t composeé de LDS 4X (Lithium
Dodécyl Sulfate, Invitrogen) et de DTT 500 mM (Dithiothreitol, Invitrogen).

Analyse biochimique
Electrophorése monodimentionnelle et Western Blot

Les échantillons sont dilués dans du tampon de dépdt composé de LDS 4X (Lithium
Dodécyl Sulfate, Invitrogen) et de DTT 500 mM (Dithiothreitol, Invitrogen). Puis, les protéines
sont analysées par électrophorése en gel de polyacrylamide en condition dénaturante, appelée
SDS-PAGE (Sodium Dodécyl Sulfate, PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) afin de les séparer
en fonction de leurs masses moléculaires. Pour cela, les échantillons sont déposés dans les puits
de gel réticulé a 4-12% (Nupage, Invitrogen). La migration est effectuée sous une tension

constante a 200V pendant 1 h dans du tampon MOPS SDS Running Buffer (Invitrogen).

Apres I’¢électrophoreése monodimensionnelle, les protéines contenues dans le gel sont
transférées sur une membrane de nitrocellulose d’une porosité de 0,45 um (Hybond, GE
HealthCare) sous une tension de 30V pendant 90 min. Une coloration réversible des protéines

au Rouge Ponceau (Acide trichloroacétique 3%, Rouge Ponceau 0,2%) est ensuite effectuée
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afin de vérifier ’efficacité du transfert. Aprés un lavage au TNT (Tris-HCI 100 mM, pH 8,
NaCl 150 mM, Tween 20 0,1%), les sites non spécifiques sont saturés par incubation dans une
solution de TNT supplémentée de lait & 5% pendant 45 min a température ambiante. Les
membranes sont ensuite incubées avec I’anticorps d’intérét dilué selon les recommandations du
fournisseur dans du TNT / lait 5% ou TNT / BSA 5%, une nuit sous agitation a 4°C (Tableau

ci-dessous).
Anticorps Dilution Anticorps secondaires
DDX6 (A300-461A) 1/5000°™ TNT 5% lait 1/5000°™ lapin
Bethyl
Tau Cter 1/10000°™ TNT 5% lait 1/5000°™ lapin
B-actine (sigma) 1/10000°™ TNT 5% lait 1/50000°™ souris
c-myc 1/1000°™ TNT 5% BSA 1/5000°™ lapin
(D84C12) Rabbit mAb #5605

Conditions d’utilisation des anticorps en immunoempreinte.

Les membranes sont ensuite lavées au TNT (3x10 min) puis incubées avec 1’anticorps
secondaire couple a la peroxydase (Vector laboratories), dilué dans du TNT, pendant 60 min a
température ambiante et sous agitation. Il est effectué ensuite une deuxiéme série de lavage au
TNT (3x10 min). Le complexe antigéne/anticorps est révélé par 1'utilisation de ’ECL (GE
HealthCare). Le signal émis est capté par acquisition au LAS4000 et les données sont analysées

par le logiciel ImageJ (Graph Las Software Inc, USA).

Biologie moléculaire
Extraction des ARNm totaux

Les ARNm sont extraits a ’aide du kit « Nucleospin RNA » (Macherey Nagel) selon
les instructions du fabricant. La concentration des ARN a été déterminée par dosage

spectrophotométrique.
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Transcription inverse

La rétro-transcription est réalisée a partir de 500ng d’ARN total a 1’aide du kit « High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit » (ThermoFisher) selon les recommandations du
fabriquant.

Q-PCR

Les Q-PCR ont été réalisées par la méthode Tagman selon les recommandations du
fabriquant. Les primers utilisés sont : MYC (Hs00153408_m1, hCG15917) et le géne de
référence GusB (Hs00939627_m1, hCG18478) (life). Les PCR quantitatives sont réalisées a
I’aide du thermocycleur StepOnePlus (Applied). L’amplification est effectuée en duplicat et

I’expression relative des geénes cibles est determinée par la methode des AACT.

Statistiques

Les analyses issues des différentes expériences sont exprimées sous forme d’une
moyenne et de I’erreur-type de la moyenne. Pour ce travail, nous avons utilisé deux tests :
test de Wilcoxon-Mann-Whitney et le test test de Mann-Whitney. Les statistiques ont éte

réalisées sur le logiciel prism (graphpad sofware). * P<0,05.

C. Résultats

I. Tau interagit avec DDX6.

Dans un premier temps nous avons testé I’interaction de DDX6 avec différentes isoformes
de Tau. Il s’agit de I’isoforme Tau 46N (1IN4R, 2+3-10+) & 4 domaines de liaisons aux
microtubules (SH-SY5Y 46N) et une isoforme Tau 37N (1N3R, 2+3-10-) a 3 domaines de
liaisons aux microtubules (SH-SY5Y 37N). Puis, nous avons décidé de focaliser notre travail
sur I’isoforme de Tau 46N. Dans une lignée cellulaire de neuroblastome SH-SY5Y, sur-
exprimant ou non différentes isoformes de la protéine Tau taguée, différentes approches sont

utilisées : TAP-tag, immunofluorescence (co-localisation Tau/DDX6 visualisée par co-
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marquage et stratégie Proximity Ligation Assay). Parallelement, par une approche in vitro GST-

pulldown, nous avons validé I’interaction directe entre Tau et DDX6.

Tap-Tag

Nous disposons de deux lignées cellulaires SH-SY5Y exprimant chacune 1’isoforme Tau
46N et I’isoforme Tau 37N couplée a un tag constitué d’un Streptavidin Binding Peptide associé
a un Calmodulin Binding Peptide. Une lignée SH-SY5Y n’exprimant pas de Tau taguée (SH-
SY5Y) constitue le contrble. A partir de ces cellules, nous avons réalisé un fractionnement
noyau/cytosol ou obtenu du lysat cellulaire. Ces fractions protéiques obtenues sont ensuite
incubées avec des billes couplées a la streptavidine. Apres des étapes de lavages, la Tau taguée
et ses partenaires protéiques sont purifiés par affinité biotine-streptavidine. La présence de
DDX6 parmi les partenaires co-purifiés avec Tau est alors déterminée par immuno-empreinte

sur ces fractions purifiées (Fig. 1).

A Fraction nucléaire B Fraction cytosolique
SH-SYSY46N  SH-SYSY37N  SH-SYSY SH-SYSY4EN  SH-SYSY3TN  SH-SYSY
Ry S S oo S S
g8 & &8 & & & g8 & & & ¢ &
60 kDa> |*» -
50 kDa>
C Lysat
Input IP
SY Tau SY Tau
60 kDa> DDXE
- T — <
50 kDa>

Figure 1 — Mise en évidence de I’interaction Tau/DDX6 par TAP tag dans la fraction
nucléaire (A), la fraction cytosolique(B) et le lysat (C) de lignée SH-SY5Y sur-exprimant
ou non les isoformes de Tau 37N et 46N. Les immuno-empreintes sont réalisées a partir de
fractions obtenues apres une purification TAP tag de Tau taguée et révélé a ’aide d’un anticorps
anti-DDX6. La fraction IP correspond a la fraction purifiée, I’input correspond a la fraction
protéique nucléaire, cytosolique ou le lysat total. (N = 3 expériences indépendantes)
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Tau et DDX6 sont co-purifiées a la fois dans la fraction nucléaire et cytosolique, ainsi
que dans le lysat cellulaire ce qui confirme 1’hypothése d’une interaction entre Tau et DDX6
dans notre systeme (Fig. 1). Tandis qu’une seule bande est observée pour DDX6 dans la fraction

cytosolique, un signal constitué de deux bandes apparait dans la fraction nucléaire.

GST-pull down

La méthode de GST-pulldown est une technique qui consiste a tester in vitro I’interaction
directe entre deux protéines. Des bactéries E. Coli sont transformées par des plasmides
contenant I’ADNCc codant la protéine Tau 40 (2N4R, 2+3+10+) ou la protéine DDX6 couplées
a un tag glutathione S-transferase (GST) ou le tag seul. Ainsi, ces bacteries produiront les
protéines d’intérét qui seront extraites et purifiées. Parallélement, la protéine Tau ou DDXG6 est
produite in vitro a partir d’un plasmide codant Tau ou DDX6 par transcription et traduction
dans un lysat de réticulocyte (TnT® T7 Quick Coupled Transcription/Translation System de
promega). Les billes couplées au glutathion sont incubées avec la protéine de fusion GST-Tau
(Fig. 2A) ou la proteine GST-DDX6 (Fig. 2B) ou encore la GST seule. La protéine de fusion
se lie a la bille par affinité GST-glutathion. On incube alors ces billes avec le lysat de
réticulocyte contenant des protéines DDX6 (Fig. 2A) ou Tau (Fig. 2B). Aprés des lavages
successifs, les complexes sont élués. Les présences de DDX6 et de Tau sont alors déterminées

par immuno-empreinte avec un anticorps anti-DDX6 (Fig. 2A) ou anti-Tau (Fig. 2B).
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Figure 2 — Co-purification du complexe Tau/DDX6 formé in vitro par GST-pulldown. Les
fractions purifiées sont analysées en immuno-empreinte et revelées par un anticorps anti-DDX6
(A). La réaction inverse est révelée par un anticorps anti-Tau (B). L’input correspond a 20% de
I’extrait de DDX6 (A) et de Taud6 (B) synthétisé in vitro et ajouté a chaque melange
réactionnel. La fraction GST correspond au tag seul. La fraction GST-Tau correspond a la
proteine de fusion GST - isoforme Tau 40 (2+3+10+) a 4 domaines de liaisons aux
microtubules, la fraction GST-DDX6 correspond a la protéine de fusion GST-DDX6. (N = 3
expériences indépendantes)

Les resultats de GST-pulldown montrent que Tau et DDX6 interagissent in vitro de
facon directe (Fig. 2).

Immunocytochimie

Afin d’observer cette interaction, nous avons effectué un co-marquage Tau et DDX6
dans des cellules SH-SY5Y (Fig. 3).
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DAPI Tau DDX6 merge

Figure 3 — Co-marquage Tau et DDX6 dans des cellules SH-SY5Y. Immunocytochimie
réalisée a I’aide d’anticorps dirigés contre Tau et DDX6 dans des cellules SH-SY5Y. Images
obtenues par microscopie confocale. (N = 2 expériences indépendantes)

Nous observons une co-localisation de Tau et DDX6 principalement dans le cytoplasme
(Fig. 3).

Proximity Ligation Assay

Dans le but de visualiser cette co-localisation, nous avons utilisé la technologie
Proximity Ligation Assay. Ce systéme permet de détecter des interactions protéiques et de les
observer par fluorescence in cellulo. Brievement, les cellules fixées sont incubées avec deux
anticorps primaires diriges contre deux protéines d’intérét produits chez deux espéces
différentes. Des anticorps secondaires spécifiques d’une espece et couplés a un oligonucléotide
simple brin sont ensuite ajoutés. Lorsque ces oligonucléotides sont proches (distance inférieure
a 40nm), les oligonucléotides peuvent interagir et former un ADN circulaire apres la ligation a
deux oligonucléotides complémentaires. Puis, cet ADN circulaire est amplifi¢ sous 1’action
d’une polymeérase. Enfin, des oligonucléotides complémentaires couplés a un fluorochrome
vont interagir avec I’ADN synthétis¢ et permettre de produire et d’amplifier un signal
fluorescent. Cette technique permet ainsi de visualiser un signal ponctiforme correspondant a

une étroite proximité entre deux protéines d’intérét par immunocytochimie.
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DAPI Tau/DDX6 merge

Figure 4 — Proximity Ligation Assay Tau/DDX6 dans des cellules SH-SY5Y. Réalisé a
I’aide d’anticorps primaires dirigés contre Tau et DDX6 dans des cellules SH-SY5Y. Images
obtenues par microscopie confocale. (N = 2 expériences indépendantes)

Cette technique met en évidence in cellulo un signal ponctiforme principalement
localisé dans le cytoplasme correspondant a une co-localisation étroite entre Tau et DDX6 (Fig.
4).

Ces résultats, obtenus grace a différents outils convergent vers une mise en évidence de

I’existence d’une interaction de Tau avec DDXG6.

Il1. Caractérisation de I’interaction de Tau avec DDX6.

Notre but est de déterminer les acides aminés de Tau impliqués dans 1’interaction avec
DDX6 afin de disposer de mutants Tau permettant d’abolir ou de minorer I’interaction de Tau
avec DDX6. Cet outil nous permettra de tester I’'implication de ce complexe dans différents
processus cellulaires. Pour cela, nous disposons de fragments de la protéine Tau correspondant
aux principaux domaines de la protéine couplés a un tag GST. Dans un premier temps, nous
avons déterminé par GST pulldown quel domaine de Tau co-purifie avec DDX6 et par voie de
conséquence est impliqué dans I’interaction avec DDX6. Dans un second temps, nous avons
généré différents fragments des domaines impliqués dans I’interaction fusionnés a un tag GST.
Par GST-pulldown, nous avons ainsi précisé quelle partie du domaine est impliquée dans
I’interaction. Enfin, nous avons réalisé des mutations ponctuelles sur la séquence de Tau afin

de déterminer les acides aminés essentiels a ’interaction.
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Par GST Pull Down, nous avons mis en évidence les régions de Tau impliquées dans

I’interaction avec DDX6.

Partie N-terminale Domaines de liaison aux microtubules
| I

Tau | - M

Rl R2 R3 R4

Domaine riche en proline

60 kDa -
S0kDa-

Figure 5 — Analyse des domaines de Tau impliqués dans son interaction avec DDX6. GST
Pull Down utilisant des bactéries produisant des formes tronquées de la protéine Tau. Les acides
aminés 1 a 152 correspondent a la partie N-terminale contenant les exons alternatifs 2 et 3, les
acides aminés 153 a 243 correspondent au domaine riche en proline et les acides aminés 244 a
441 correspondent aux 4 domaines de liaisons aux microtubules. La présence de DDX6 dans la
fraction purifiée est Vvérifiée par une immuno-empreinte, révélée par un anticorps anti-DDXG6.
(N = 3 expeériences indépendantes)

Les régions de Tau impliquées dans I’interaction avec DDX6 sont le domaine riche en
proline ainsi que les domaines de liaisons aux microtubules (Fig. 5).
Afin de préciser les séquences d’acides aminés minimum essentielles impliquées dans
’interaction avec DDX6, nous avons généré différents mutants de delétion. Chaque domaine
est fragmenté en séquences d’une vingtaine d’acides aminés fusionnées a un tag GST. La méme

stratégie GST-pulldown a ainsi pu étre menée.

142



GDkDa-‘
50kDa-

QS" é é”\f"? ¥ é ¥ GST
& 4R PIbIbIbI
— = 244 441
60kDa .—!_' i < DDX6 GST !!@B
50kDa -

244
c DDX6 DDX6 GST T

|
Troisitme domaine de liaison aux microtubules

Figure 6 — Analyse des domaines de Tau impliqués dans son interaction avec DDX®6. (A)
GST Pull Down utilisant des bactéries produisant le domaine riche en proline ainsi que
différents fragments de ce domaine raccourci en C-terminal. (B) GST Pull Down utilisant des
bactéries produisant les domaines de liaisons aux microtubules ainsi que différents fragments
de ce domaine raccourci en C-terminal. La présence de DDX6 dans la fraction purifiée est
verifiée par une immuno-empreinte, révélée par un anticorps anti-DDX6. (N = 3 expériences
indépendantes)

Nous avons mis en évidence I’implication de la partie C-terminale du domaine riche en
proline (Fig. 6A) ainsi que le troisieme domaine de liaison aux microtubules (Fig. 6B) dans
I’interaction avec DDX6 (Fig. 6C)

Par alignement de séquence, nous avons constaté que ces deux régions sont trés conservées
d’une espece a ’autre. En vue d’identifier les acides aminés impliqués dans I’interaction, nous
avons substitué certains acides aminés aux propriétés physico-chimiques particulieres par des
glycines, acide aminé le plus simple. Enfin, nous avons mis en ceuvre la méme stratégie GST-

pulldown afin de déterminer I’effet de ces mutations sur I’interaction entre Tau et DDX6.

143



x
> A Q &
& _¢& & 8
60 kDa - J—— < DDX6 GST
sokDa- |
a PRD
153 243
W S S S (< GST-Tau  pmyut, PRD (5_
53 /<43
V226G V229G
B =
~ g
) A S
L & & S
60 kDa - — it —
-—
oros. S . <DDX6 g CTTT
< GST.7ay Mut-4R CIET T
K3116/I\K3216

K317G

Figure 7 — Analyse des acides aminés de Tau impliqués dans son interaction avec DDXG6.
(A) GST Pull Down utilisant des bactéries produisant le domaine riche en proline, PRD sauvage
ou avec 2 mutations faux-sens V226G et V229G, Mut. PRD. (B) GST Pull Down utilisant des
bactéries produisant les domaines de liaisons aux microtubules sauvages, 4R, ou 3 mutations
faux-sens K311G, K317G et K321G, Mut. 4R. La présence de DDX6 dans la fraction purifiée
est vérifiée par une immuno-empreinte, révelée par un anticorps anti-DDX6. Une coloration au
rouge ponceau est utilisée comme témoin de charge. (N = 3 expériences indépendantes)

Comparativement aux fractions co-purifiées a partir de fragments sauvages de Tau
couplés a la GST, nous observons une diminution de I’interaction de DDX6 avec les formes
mutées Mut. PRD (Fig. 7A) et une abolition de son interaction avec Mut. 4R (Fig. 7B). Les
acides aminés valine 226 et/ou valine 229 sont impliqués dans I’interaction entre le domaine
riche en proline et DDX6. Les acides aminés lysine 311 et/ou lysine 317 et/ou lysine 321 sont
impliqués dans I’interaction entre les domaines de liaisons aux microtubules et DDX6. Nous
avons généré une protéine Tau 2N4R arborant I’ensemble de ces mutations afin de confirmer

I’effet de ces mutations sur la protéine Tau pleine taille.
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Figure 8 — Effet des mutations V226G, V229G, K311G, K317G, K321G sur ’interaction
de la protéine Tau pleine taille avec DDX6. GST Pull Down utilisant des bactéries produisant
la protéine de fusion DDX6 couplée a la GST. La protéine Tau sauvage ou arborant les
mutations V226G, V229G, K311G, K317G et K321G pleine taille est synthéthisée in vitro dans
un lysat de réticulocytes. La présence de Tau dans la fraction purifiée est vérifiée par un western
blot, révélé par un anticorps anti-Tau, Tau Cter. Une coloration au rouge poncau est utilisée
comme témoin de charge. (N = 3 expériences indépendantes)

Par GST-pulldown, nous confirmons une diminution de 1’interaction de DDX6 avec la

Tau pleine taille mutée au niveau des sites V226G, V229G, K311G, K317G et K321G (Fig. 8)

I11. Les mutations pathologiques P301S et P301L alterent la liaison de Tau
avec DDXG6.

Ainsi I’interaction de Tau avec DDX6 est localisée a proximité de la proline 301. Des
mutations pathologiques impliquées dans des démences frontotemporales avec syndrome
parkinsonien liée au chromosome 17 sont localisées au niveau de cet acide aminé. Il s’agit des
mutations P301S et P301L. P301L est la mutation pathologique la plus fréquente dans les
FTDP-17 et toutes deux sont parmi les mieux décrites dans la littérature. Nous avons donc testé

I’effet de ces mutations pathologiques sur I’interaction Tau-DDX6.
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Figure 9 - Effet des mutations P301L et P301S sur I’interaction de la protéine Tau avec
DDX6. GST Pull Down utilisant des bactéries produisant la protéine de fusion Tau couplée a la
GST sauvage, P301L (A) ou P301S (B). La protéine DDX6 est synthéthisée in vitro dans un
lysat de réticulocytes. La présence de DDX6 dans la fraction purifiée est vérifiée par un western
blot, révélé par un anticorps anti-DDX6. Une coloration au rouge poncau est utilisée comme
témoin de charge. (N = 3 expériences indépendantes)

Comparativement a la fraction co-purifiée a partir de la protéine Tau sauvage couplée a
la GST, nous observons une diminution de I’interaction de DDX6 avec les formes mutées Tau
P301L et P301S (Fig. 9A,B). Nous avons ainsi, a notre disposition, des mutants de Tau dont
I’interaction avec DDX6 est affaiblie. Ils constituent des outils de choix dans la recherche d’une
réalité fonctionnelle au complexe Tau-DDX®6. Le prochain objectif est de déterminer la fonction

du complexe Tau-DDX®6 par deux tests fonctionnels différents.
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IV. Tau n’est pas impliquée dans le comportement répresseur genéral de la

traduction de DDX6 au sein de notre systéeme.

DDX6 est un répresseur de la traduction. C’est pourquoi notre objectif est de tester si
Tau a un impact dans la répression de la traduction assurée par DDX6. Parmi les écueils qui
peuvent interférer dans 1’étude de protéines interagissant avec I’ARN, figurent les difficultés
liées a I’identification de I’ARN cible naturel de la protéine d’intérét ainsi que les événements
cellulaires qui peuvent altérer son interaction avec I’ARN. Nous disposons d’un outil
expérimental couramment utilis€¢ dans 1’étude des fonctions de protéines impliquées dans le
métabolisme des ARN : le tethering assay. Le tethering assay permet de s’affranchir de la
contrainte de la liaison & ’ARN pour n’étudier que I’effet de cette protéine sur un ARN
particulier. Pour cela, la protéine de liaison a ’ARN est fusionnée a un « tether », en
I’occurrence ici, le peptide Lambda-N (LbN). Ce dernier se lie avec une forte affinité a une
structure secondaire ARN en épingle a cheveux : BoxB. Cette structure est localisée en 3’'UTR
d’un rapporteur luciférase. En parallele, un rapporteur similaire dépourvu de sites de liaisons
BoxB est utilis¢ en contréle. Dans notre systéme, nous disposons d’un plasmide codant la
protéine DDX6 fusionnée avec un tag HA et le peptide Lambda-N (LbNHA-DDXG6). Il est co-
transfecté dans des cellules SH-SY5Y avec un rapporteur renilla disposant ou non de sites de
liaisons BoxB. Un rapporteur luciferase firefly est utilis€ en contrdle interne. L’activité

luciférase témoigne de I’effet de LbONHA-DDXG6 sur la traduction du rapporteur (Fig. 10).
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Figure 10 — Principe de fonctionnement du systéme tethering. DDX6 est fusionné au tether
LbN, d’une longueur de 22 acides aminés. Cette séquence se lie avec une forte affinité et
spécificité a la structure secondaire BoxB mesurant 19 acides aminés localisées en 3’UTR du
rapporteur luciférase BoxB. La proténe de fusion et le rapporteur luciférase Renilla BoxB ou
Renilla ABoxB sont co-exprimés dans des cellules SH-SYSY. L’effet de cette liaison artificielle
sur la traduction de I’ARNm cible est mesurée par activité luciférase.

Afin de tester ’impact de Tau sur I’effet represseur de DDX6 vis-a-vis de la traduction,
une co-transfection de quantité croissante du plasmide codant la protéine Tau accompagne ce
tethering assay. Il s’agit de I’isoforme Tau46 (2+3-10+), I’isoforme de Tau la plus exprimée

dans le cerveau humain adulte.
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Figure 11 — Tau ne module pas P’effet répresseur de la traduction de DDX6 dans notre
systéme expérimental de tethering assay. Diagramme montrant I’effet de Tau sur la répression
traductionnelle générale induite par DDX6 en condition controle. Les cellules SH-SYS5Y sont
co-transfectées avec les plasmides codant LbLNHA-DDX6, Renilla ABoxB ou Renilla BoxB et
un contrdle interne firefly luciférase. Des quantités croissantes de plasmides codant la protéine
Taud6 (2+3-10+) sont co-transfectées. Les valeurs d’activité Renilla sont normalisées sur
I’activité firefly luciférase du contrdle interne. (mean + SEM, N = 3 expériences indépendantes)

Comparativement a la condition contrdle, nos résultats sont cohérents avec un effet
répresseur de DDX6 sur la traduction dans notre systéme. Cependant, aucun effet de Tau sur
’activité répressive de DDX6 n’a pu étre mis en évidence en condition controle (Fig. 11).

En considérant la sensibilité de Tau au stress (Alavi Naini et al., 2015; Sultan et al.,
2011; Vanderweyde et al., 2016) et a I’activité neuronale (Wu et al., 2016), nous avons reconduit
ces expériences de tethering assay en induisant un stress cellulaire ou induisant une
dépolarisation neuronale. Notre hypothése est que Tau joue un rdle dans la modulation de la

répression traductionnelle assurée par DDX6 lors de ces phénomenes cellulaires. Nous avons
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privé les cellules de serum de veau feetal lors des 24 derniéres heures (Fig. 12A) de ’expérience
ou induit une activité neuronale prolongée par exposition a 55SmM de KCI pendant 30 minutes

(Fig. 12B) (Madabhushi et al., 2015).
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Figure 12 — Tau ne module pas Peffet répresseur de la traduction de DDX6 dans notre
systéme expérimental de tethering assay en conditions de privation de serum de veau feetal
(A) et lors d’une activité neuronale prolongée (B). Diagrammes montrant I’effet de Tau sur
la répression traductionnelle générale induite par DDX6 en condition de privation de serum de
veau feetal ou d’activité neuronale prolongée. Les cellules SH-SYSY sont co-transfectées avec
les plasmides codant LLNHA-DDX6, Renilla ABoxB ou Renilla BoxB, un contrdle interne
firefly luciférase et un vecteur vide. Des quantités croissantes de plasmides codant la protéine

150



Taud6 (2+3-10+) sont co-transfectées. (A) 24 heures avant la lyse des cellules, le serum de veau
feetal est supprimé du milieu de culture. (B) 30 minutes avant la lyse des cellules, celles-ci sont
exposées pendant 30 minutes a 55mM de KCl. Les valeurs d’activité Renilla sont normalisées
sur ’activité firefly luciférase du contréle interne. (mean = SEM, N = 3 expériences
indépendantes)

Nous observons une tendance non-significative a 1’augmentation de 1 activité
traductionnelle de DDX6 au maximum d’expression de Tau sous I’effet de la privation de serum
de veau foetal (Fig. 12A). Cependant, cette tendance est conservée dans la condition contrdle
correspondante. Tau ne module pas D’effet répresseur général de DDX6 en condition de
privation de serum de veau feetal dans notre systéme de tethering assay.

Aucun effet de la protéine Tau sur la répression traductionnelle assurée par DDX6 n’a
¢té mis en évidence lors d’une dépolarisation prolongée des cellules de neuroblastome SH-

SYSY dans notre systeme de tethering assay (Fig. 12B).

V. Le complexe Tau-DDX6 est impliqué dans la régulation de I’activité du
MIiARN Let-7a dans les cellules SH-SY5Y.

Outre I’implication de DDX6 dans la répression générale de la traduction (Coller and
Parker, 2005), cette hélicase a ARN joue également un réle dans la répression de la traduction
d’ ARNm spécifiques par la voie des miARN (Chu and Rana, 2006; Eulalio et al., 2007). Notre
hypothése est que Tau module I’activité des miARN a travers son interaction avec DDX6. Afin
de tester cette hypothése, nous avons sélectionné le miARN let-7a. C’est un miARN
régulierement utilis€ comme modele, fortement exprimé dans les neurones et dont I’activité est
modulée par DDX6 (Nicklas et al., 2015). Afin de mesurer ’activité de let-7a dans les cellules
SH-SY5Y, nous utilisons un systeme rapporteur luciférase. Le rapporteur let-7a sauvage code
une luciférase firefly suivie en 3’UTR par quatre sites de liaisons pour let-7a. Le rapporteur let-
7a muté code une luciférase firefly suivie de quatres sites de liaisons mutés qui ne peuvent
s’apparier avec la région seed de let-7a (Nicklas et al., 2015). Ainsi, lorsqu’un miARN actif let-
7a se fixe sur son site de liaison en 3’UTR du rapporteur sauvage, il inhibe la traduction ou
dégrade I’ARNmM. En conséquence, il n’y a pas d’émission de bioluminescence. Dans le cas ou
ce rapporteur ne rencontre pas de miARN let-7a actif, il est traduit et une bioluminescence est

émise. Le rapporteur let-7a muté sert de contrble, le miARN let-7a n’a pas d’effet sur sa
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traduction. Dans le but de tester ’effet de Tau sur I’activité de ce miARN, un plasmide codant

la protéine Tau46 (2+3-10+), est co-transfecté avec ce systéme rapporteur.
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Figure 13 — Tau stimule P’activité de Let-7a. (A) Schéma représentant les rapporteurs
luciférases utilisés pour mesurer 1’activité de let-7a endogene dans les cellules SH-SYSY. Le
let-7a WT sensor code une luciférase firefly suivie en 3’UTR par quatre sites de liaisons pour
la région seed de let-7a. En absence de let-7a, ce rapporteur est traduit, une bioluminescence
est émise. En présence de let-7a actif, celui-ci se fixe au niveau de ces sites de liaison et réprime
la traduction du rapporteur. Il n’y a pas d’émission de bioluminescence. Le rapporteur let-7a
mut. présente des sites de liaisons mutés empéchant la fixation de let-7a. Il constitue un
rapporteur controle dont DP’activité luciférase est indépendante de let-7a. Un rapporteur
luciférase renilla est utilisé en controle interne (adapté de Nicklas et al., 2015) (B) Diagramme
montrant I’effet de la sur-expression de Tau46 (2+3-10+) sur I’activité luciférase du rapporteur
sauvage normalisée sur I’activité du rapporteur muté. (mean = SEM, N = 6 expériences
indépendantes, test de Wilcoxon-Mann-Whitney, *P < 0.05).

Lorsque Tau est sur-exprimée dans les cellules SH-SYS5Y, on observe une diminution
significative de I’activité luciférase correspondant a une augmentation de 1’activité¢ de let-7a.
En d’autres termes, Tau stimule I’activité de let-7a (Fig. 13).

Dans le but de confirmer cet effet de Tau sur ’activité de let-7a, nous nous sommes
intéressés a I’'impact de la sur-expression de Tau sur les ARNm cibles de let-7a dans les SH-
SYS5Y. Parmi les geénes cibles, nous avons sélectionné le facteur de transcription c-Myc. Ce
proto-oncogene est exprimé dans les SH-SYSY et sa demi-vie est courte (Gregory and Hann,
2000). Son expression a été mesurée au niveau des ARNm par Q-PCR (Fig. 14A) et au niveau
protéique par immuno-empreinte (Fig. 14B). La sur-expression de Tau n’a pas d’effet
significatif sur le niveau d’expression d’ARNm de c-Myc (Fig. 14A). En revanche, Tau induit
une diminution significative de la quantit¢ de protéine c-Myc (Fig. 14B). Ces résultats
suggerent que si Tau n’induit pas la dégradation des ARNm de c-Mye, elle inhibe leur

traduction. Dans les cellules SH-SYS5Y, nous avons montré, par un systéme rapporteur
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luciférase, que Tau stimule I’activit¢é du miARN let-7a et, par immuno-empreinte, que Tau
inhibe la traduction d’une cible de let-7a : c-Myc. Ensemble, ces résultats appuient le role

activateur de Tau vis-a-vis de Pactivité de let-7a.
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Figure 14 — Tau réprime la traduction de c-Myc, un ARNm cible de let-7a. Le niveau
d’expression de c-Myec est analysée par Q-PCR et immuno-empreinte a partir de cellules SH-
SYSY 24h apres la transfection d’un plasmide codant la protéine Taud6 (2+3-10+) ou d’un
vecteur vide. (A) Diagramme de quantification de I’expression de ’ARNm c-Myc. Son
expression est normalisée par I’expression du gene régérence GUSB. (B) Diagramme illlustrant
la quantification de la protéine c-Myc réalis¢ a partir d’immuno-empreintes. Le signal de c-
Myec est normalisée sur le signal de la B-actine. (mean = SEM, N = 3 expériences indépendantes,
test de Mann-Whitney, *P < 0.05).

Afin de tester si ’effet de Tau sur I’activit¢ du miARN let-7a dépend de DDXG6, les
cellules SH-SY5Y sont préalablement transfectées avec un pool de siARN dirigée contre DDX6

avant la co-transfection des plasmides codant les rapporteurs luciférase et Tau. Il en résulte une

diminution de la quantité de DDX6 d’environ 50% (Fig. 15A).
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Figure 15 — L’effet activateur de Tau sur P’activité de let-7a est dépendant de DDX6. (A)
L’efficacité de la déplétion des cellules SH-SYSY est testée par immuno-empreinte a I’aide
d’un anticorps anti-DDX6. La B-actine sert de protéine de charge. (B) Effet de la sur-expression
de Tau46 (2+3-10+) sur ’activité normalisée des rapporteurs luciférase let-7a dans des cellules
SH-SYS5Y transfectées préalablement avec un pool controle de siARN et un pool de siARN
dirigé contre DDX6. (mean = SEM, N = 2 expériences indépendantes)

Comparativement aux cellules SH-SYSY transfectées avec un pool de siARN contréle,
la déplétion en DDX6 abolit ’effet stimulateur de Tau sur 1’activité du miARN let-7a (Fig.
15B). Cela suggere que I’'implication de Tau dans I’activité de let-7a est dépendante de DDX6.
En vue de démontrer le role du complexe Tau-DDX6 dans la régulation de 1’activité de let-7a,
nous devons tester I’effet de mutants de Tau dont I’interaction avec DDX6 est affaiblie sur
I’activité de let-7a. Pour cela nous disposons des mutants de Tau P301L et P301S. A I’heure ou

ce manuscrit est écrit, seul I’effet de Tau P301S a été testé (Fig. 16).
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Figure 16 — Le mutant Tau P301S abolit I’effet de Tau sur ’activité de let-7a. Effet de la
sur-expression de Tau46 (2+3-10+) sauvage (mean = SEM, N = 6 expériences indépendantes,
test de Mann-Whitney, *P < 0.05). et du mutant Tau46 (2+3-10+) P301S (mean + SEM, N =13
expériences indépendantes) sur 1’activité normalisée des rapporteurs luciférase let-7a dans des
cellules SH-SY5Y.

Comparativement a la protéine Tau sauvage, le mutant Tau P301S présente une affinité
moindre pour DDX6. Or, cette diminution de I’interaction résulte en une abolition de I’effet de
Tau sur DPactivité de let-7a (Fig. 16). L’effet de Tau sur D’activité¢ de let-7a dépend de
I’interaction Tau-DDX6. Cette expérience suggere que le complexe Tau-DDX6 est impliqué
dans la régulation de I’activité du miARN let-7a.

De surcroit, la mutation P301S est impliquée dans les formes familialles de tauopathies.
Nos résultats tendent ainsi a mettre en évidence une perte de fonction du mutant P301S. Ce
point souléve de nombreuses perspectives quant a I’étude de I’impact de la pathologie sur

I’étude de ce role atypique de Tau dans la voie des miARN.
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D. Discussion & Perspectives

I. Tau interagit avec DDX®.

Nous avons mis en évidence une interaction de Tau avec DDX6 par trois méthodes
différentes, résultat qui est soutenu par I’analyse de I’interactome de Tau, étude dans laquelle
une interaction de Tau avec DDX6 est également mis en eévidence (Gunawardana et al., 2015).
Dans la fraction nucléaire des SH-SY5Y, nous avons pu observer deux bandes tandis que le
signal du cytosol n’est constitué que d’une seule bande. Ces deux bandes ont déja été observées
dans la fraction nucléaire et microsomiale d’un homogénat de testicules de rats (Kawahara et
al., 2014). Un signal DDX6 composé d’au moins trois bandes de poids moléculaire différents
pour DDX6 ont également été mis en évidence dans des lysats de tissus murins, tels que le
cerveau, la rate, le muscle squelettique ou encore le testicule. Nous utlisons un anticorps anti-
DDX6 dont I’épitope est située a I’extrémité C-terminale. Ceci suggere une protéine raccourcie
a I’extrémité N-terminale. Akao et collaborateurs proposent I’existence d’un codon d’initiation
de la traduction alternatif (Akao and Nakagawa, 2006). Il apparait que la bande de plus haut
poids moléculaire soit enrichie dans les fractions co-purifiées avec Tau comparativement aux
inputs suggérant une interaction plus forte de cette forme de haut poids moléculaire. Une
immuno-précipitation de ces variants couplée a une analyse par spectrométrie de masse pourrait
permettre de les identifier (Derisbourg et al., 2015). Toutefois, nous ne pouvons exclure que
ces variants de migration ne soient pas le fruit de modifications post-traductionnelles. Si peu de
choses sont connues sur les modifications post-traductionnelles de DDX®6, il a notamment été

montré que DDX6 pouvait étre sumoylée (Bish et al., 2015; Grant, 2010).

DDX6 interagit avec des partenaires différents selon la voie dans laguelle DDX6 se
trouve engagée. Une méthode Tap-tag couplée a une co-immunoprécipitation pourrait
permettre d’identifier d’autres partenaires du complexe Tau-DDXG6 et d’en préciser la fonction.
A ce titre, ’analyse de I’interactome de Tau fournit des éléments intéressants. En effet, d’aprés
cette étude, Tau interagit avec des partenaires de DDX6 tel que EDCS3, activateur du décoiffage
ou des sous-unités du complexe CCR4-NOT, impliquées dans la régulation de la traduction
(Gunawardana et al., 2015). Ce point constitue un jalon dans la recherche d’une fonctionnalité

au complexe Tau-DDXG6.

D’aprés nos résultats de « proximity ligation assay », cette interaction entre Tau et

DDXG6 s’opérerait principalement dans le cytoplasme, ce qui est cohérent avec notre hypothése
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d’une implication du complexe Tau-DDX6 dans la régulation de la traduction. Néanmoins, une
proximité étroite entre Tau et DDX6 existe également, en plus faible proportion dans le
compartiment nucléaire. Une localisation au niveau de 1’hétérochromatine et du nucléole a été
mis en évidence pour Tau ainsi que pour DDX6, ce qui est cohérent avec nos résultats de
« proximity ligation assay » (Kawahara et al., 2014; Sjoberg et al., 2006).

I1. Tau interagit avec DDXG6 via la partie carboxy-terminale de son
domaine riche en proline et son troisiéme domaine de liaison aux

microtubules.

Nous avons mis en évidence que Tau interagit avec DDX6 via la partie carboxy-
terminale de son domaine riche en proline et son troisieme domaine de liaison aux microtubules,
deux régions potentiellement nécessaires a la liaison de Tau aux ARN (Wang et al., 2006b). En
conséquence, I’interaction de Tau-DDX6 pourrait étre modulée par la présence d’ARN. Il serait
intéressant de tester si la présence d’ARN stabilise ou non ce complexe. Nous nous sommes
concentres a etudier uniquement les régions de Tau impliquées dans I’interaction Tau-DDXG6.
Identifier réciproquement les régions de DDX6 impliquées dans 1’interaction avec Tau pourrait
nous renseigner sur les partenaires du complexe Tau-DDX6. En effet, certains partenaires de
DDX6 utilisent le méme motif de liaison pour interagir avec DDX6. En conséquence, il en
résulte des interactions mutuellement exclusives (Sharif et al., 2013; Tritschler et al., 2009).
Ainsi, identifier la région de fixation de Tau sur DDX6 nous renseignerait sur la place de Tau

dans la mécanistique de répression traductionnelle et de dégradation des ARN.

I1l. Le complexe Tau-DDX6 régule I’activité du miARN let-7a dans les

cellules de neuroblastome SH-SY5Y.

C’est la premiére fois qu’est mis en évidence une régulation de I’activité d’'un miARN
par la protéine Tau. Lorsque les cellules SH-SY5Y sont déplétées en DDX6 d’environ 50%,
I’effet de Tau sur I’activité de let-7a est abolie. Cet effet est dépendant de DDX6. Dans notre
systéme, I’expression d’un mutant de Tau dont I’interaction avec DDX6 est diminuée, abolit
également ’effet de Tau. Cette observation suggére que I’interaction Tau-DDXG6 est cruciale

pour la régulation de I’activité de let-7a dans les cellules SH-SY5Y.
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Sans toutefois disposer de résultats abondant dans ce sens, il est envisageable que
I’implication de Tau sur ’activité des miARN ne soit pas restreinte au miIARN let-7a et que

Tau puisse avoir une action générale sur I’activité des miARN, a I’image de DDX6.

IV. ROdle biologique de la régulation de I’activité de let-7a par la protéine

Tau.

A ce stade, rien ne nous permet d’affirmer qu’un processus cellulaire est régulé par
I’action du complexe Tau-DDX6 sur I’activité du miARN let-7a. Néanmoins, au vu du rdle de
let-7a dans la différentiation des cellules souches neuronales (Aranha et al., 2010; Nicklas et
al., 2015; Song et al., 2015), il serait tentant d’émettre 1’hypothése que Tau participe a la
régulation de la différentiation neuronale en agissant sur let-7a. En effet, des études montrent
que la différentiation neuronale est accompagnée de I’augmentation de I’expression des
isoformes Tau4R (Smith et al., 1995) et que cette isoforme jouerait un réle déterminant dans la
différentiation neuronale (Sennvik et al., 2007). Une piste de recherche pourrait consister a
étudier les relations entre les différentes isoformes de Tau, Dactivit¢ de let-7a et la

différentiation neuronale.

V. Dr’autres roles potentiels pour le complexe Tau-DDX6.

Dans des cultures primaires de neurones déficients en Tau, TIA-1, un des principaux
composants des granules de stress est principalement localisée dans le noyau. Lorsque Tau est
exprimée, TIA-1 est partiellement relocalisée dans le compartiment somato-dendritique
notamment sous forme granulaire. Ce résultat suggére que Tau pourrait jouer un réle dans le
transport des granules de stress. De plus, il ressort de cette étude que Tau est impliquée dans la
formation des granules de stress (Vanderweyde et al., 2016). La biologie de Tau est modulée
par le stress (Sultan et al., 2011; Violet et al., 2014). Tau pourrait étre impliquée dans la réponse
au stress oxydant en régulant la formation ou le transport de granules a ARN. La formation des
P-bodies peut également étre induite par un stress oxydant, résultant par exemple d’un
traitement a ’arsenic (Anderson et al., 2015; Ayache et al., 2015; Bernstam and Nriagu, 2000;

Ruiz-Ramos et al., 2009). DDXG6 est essentielle dans la formation des P-bodies (Ayache et al.,
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2015). Une hypothése est que Tau pourrait étre également impliquée dans la formation des P-
bodies des neurones au travers de son interaction avec DDXG.

Au sein de granules neuronaux, DDX6 régule la traduction de protéines modulant la
plasticité synaptique (Barbee et al., 2006; Hillebrand et al., 2010; Sudhakaran et al., 2014). Une
autre fonction potentielle du couple Tau-DDX6 pourrait étre la régulation de I’expression de

protéines impliquées dans des mécanismes mnésiques.

VI. Impact de la pathologie Tau sur I’activité de let-7a.

Nous avons montré in vitro que les mutations pathologiques P301S et P301L,
impliquées dans des formes familiales de tauopathies alteérent I’interaction entre Tau et DDX6.
De plus, Tau P301S prévient I’effet de Tau sur I’activité de let-7a. Ces observations suggerent
que la pathologie Tau affecte le role de Tau dans la réegulation de let-7a et, par voie de
conséquence, la pathologie Tau pourrait altérer I’expression de nombreux genes cibles de let-
7a. Il serait intéressant de tester I’effet de la phosphorylation de Tau, notamment par I’utilisation
de mutants phospho-mimeétiques sur I’interaction Tau-DDXG6 et I’activité de let-7a. En parallele,
I’expression des genes cibles de let-7a pourrait étre analysée dans un modele transgénique de

tauopathie tel que les souris Thy-Tau22 ou dans des cerveaux de patients atteints de tauopathie.

VII. Pathologie Tau et granules a ARN.

Au sein des cellules, le stress induit I’agrégation de protéines de liaison a I’ARN
conduisant & la formation de granules de stress composés d’ARN et de protéines. Ces granules
vont permettre de s’adapter rapidement au stress, en sequestrant ces ARNm. Récemment, il a
été montré que TIA-1, un des principaux composants des granules de stress promeut le
mésappariement pathologique de Tau (Vanderweyde et al., 2016) et serait impliqué dans la
propagation de la pathologie Tau (Brunello et al., 2016). L’équipe du Dr Wolozin et
collaborateurs suggerent que ces granules sont impliqués dans 1’agrégation de
ribonucléoprotéines dans les maladies neurodégénératives (pour revue, Vanderweyde et al.,
2013). DDX6 est un composant essentiel des P-bodies et peut étre localisé au sein des granules
de stress. Compte tenu de son interaction avec Tau, de sa proximité avec I’ARN, inducteur in
vitro de I’agrégation de Tau (Kampers et al., 1996), DDX6 pourrait moduler 1’agrégation de

protéine Tau.
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Conclusion

Au cours de ce travail de these, nous avons pu mettre en évidence ces points saillants :

Impact de la pathologie Tau sur la fonction protectrice de Tau vis-
a-vis des acides nucléiques in vivo.

“2 L’hyperthermie, générateur de stress oxydant, induit une oligomérisation
de Tau dans les neurones présentant une pathologie précoce.

2 Les oligoméres de Tau altérent I’intégrité de I’ADN et I’ARN in vivo.

“2 Le bleu de méthyléne inhibe I’oligomérisation de la protéine Tau et
prévient les dommages aux acides nucléiques.

Réle du complexe Tau-DDX6 dans le métabolisme des ARN.

%2 La protéine Tau interagit avec DDX6.

Le complexe Tau-DDX6 stimule I’activité du miARN let-7a dans des
cellules de neuroblastome SH-SY5Y.

<2 Les mutations pathologiques P301S et P301L altérent la liaison de Tau
avec DDXG6.

La mutation pathologique P301S abolit la capacité de Tau a réguler
I’activité du miARN let-7a.
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Le fil rouge de ce travail de thése fut d’étudier les fonctions atypiques de la protéine Tau.
Initialiement identifiée comme une protéine cytosolique impliquée dans la stabilisation et la
polymérisation des microtubules, il apparait que Tau posséde d’autres localisations et d’autres
fonctions. En effet, des hypothéses concernant notamment des fonctions nucléaires, synaptiques
ou extra-cellulaires de Tau émergent de la littérature scientifique. Au sein du laboratoire, nos
résultats s’ inscrivent dans cette perspective. Nous avons pu mettre en évidence in vivo que Tau
protége les acides nucléiques du stress hyperthermique dans le compartiment nucléaire et
cytosolique. Nous avons également montré que Tau pourrait jouer un réle dans la régulation de

la traduction au travers des mécanismes de micro-ARN.

Cette multiplicite des fonctions de Tau enrichit nos perspectives quant au réle neurotoxique
que peut revétir la protéine Tau. En effet, il s’agit alors de s’intéresser a 1’impact de la
pathologie Tau sur ces fonctions cellulaires et, réciproquement, de leurs contributions dans
I’apparition de la pathologie Tau. Au cours de cette thése, nous avons montré 1’effet delétere
des oligomeéres toxiques de Tau sur sa capacité protectrice vis-a-vis des acides nucléiques. En
parallele, nous avons mis en évidence que la mutation pathologique P301S de Tau abolit la
capacité de Tau a réguler I’activité du micro-ARN let-7a. Ensemble, ces résultats suggerent que
la pathologie Tau prévient la faculté de Tau a assurer ses fonctions cellulaires nouvellement

découvertes.
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