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Résume

La protéine Tau, pour Tubulin Associated Unit, est majoritairement exprimée au
sein de la population neuronale. Elle appartient a la famille des protéines associées aux
microtubules. Sa fonction majoritaire est de permettre la régulation de la dynamique
microtubulaire afin d’assurer la modulation de nombreux mécanismes neuronaux tels
que le transport axonal ou les connexions synaptiques. D’autres fonctions de Tau ont
vu le jour depuis ces derni¢éres années notamment au niveau de la signalisation
cellulaire et la protection de I’ADN. A c6té de ces fonctions physiologiques, la
protéine Tau joue un role central dans un groupe de pathologies neurodégeénératives
regroupées sous le terme de Tauopathies. Dans ces pathologies, Tau est retrouvée sous
forme agrégée et anormalement modifiée dans les neurones en dégénérescence. Dans
la maladie d’Alzheimer, Tauopathie la plus fréquente, 1’agrégation de Tau conduit a
I’apparition d’une Iésion histopathologique dénommée dégénérescence neurofibrillaire
(DNF). Cette 1ésion montre une évolution spatiotemporelle qui est corrélée aux signes
cliniques.

Aujourd’hui, tous les mécanismes conduisant a 1’agrégation de Tau et a la
formation de la DNF ne sont pas clairement expliqués mais il apparait clairement
qu’une dérégulation des modifications post-traductionnelles est un élément conduisant
a la pathologie Tau. En effet, de nombreux travaux ont montré la présence de formes
tronquées dans la partie amino- et carboxy-terminale de Tau au sein de tissu cérébral
provenant de patients Alzheimer. A ce jour, I’identité et le role de toutes les formes
tronquées de Tau ne sont pas connus. C’est dans ce contexte que s’inscrit ce projet de
these, il se concentre sur 1’étude d’une nouvelle forme tronquée de Tau débutant a la
Methioninell (forme tronquée Metl1-Tau). Cette forme tronquée a également été
détectée avec une modification post-traductionnelle encore jamais décrite pour Tau, la
N-a-acétylation (forme tronquée AcMetl1-Tau).

Afin d’étudier la forme tronquée AcMetll-Tau, le développement d’un
anticorps monoclonal dirigé spécifiquement contre cette espece de Tau a été réalisé au
cours de ce travail de theése. Cet outil immunologique obtenu a permis de montrer que
la forme tronquée AcMetl1-Tau est retrouvée précocement au sein du tissu cérébral
d’un modg¢le de souris transgénique (Thy-Tau22) et au sein du tissu cérébral provenant
de patients Alzheimer. Ainsi, ces résultats suggerent fortement que la forme tronquée
AcMetl1-Tau est une espéce pathologique de Tau. En plus de ces études sur tissu
cérébral, un modele cellulaire de neuroblastome humain stable et inductible pour la
protéine Tau enticre et la forme tronquée Metll-Tau a été¢ généré, en vue de
déterminer le rdole de la N-a-acétylation sur Tau. Les études préliminaires ont montré
que I’AcMetl 1-Tau ne présentait pas la méme demi-vie que la protéine Tau enticre.
De plus, des outils de modulation du niveau de N-a-acétylation ont été validés.

Ainsi, sur la base de ces résultats originaux et trés prometteurs quant a
I’association de la protéine AcMetl1-Tau a la pathologie Tau et des outils générés, ce
travail ouvre des perspectives pour réaliser des études in vivo, en vue de préciser le
rle de AcMetll-Tau dans le processus physiopathologique de la maladie
d’Alzheimer. De plus, des études complémentaires sur le mécanisme de génération de
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cette espece de Tau permettrait de mieux comprendre et contrecarrer la synthése de
celle-ci.
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Abstract

The Tau protein, for Tubulin Associated Unit is predominantly expressed
within the neuronal population. It belongs to the family of microtubule associated
proteins. Its main function is to allow the régulation of microtubule dynamic in order
to ensure the modulation of numerous neuronal mechanisms such as axonal trasnport
or synaptic connections. Other functions of Tau have been described since the last
years especially in the level of cell signaling and DNA protection. In addition of these
physiological functions, Tau protein plays a central role in a set of neurodegenerative
diseases called Tauopathies. In these pathologies, Tau is found in aggregated form and
abnormally modified in degenerating neurons. In Alzheimer’s disease, the most
common Tauopathie, the aggregation of Tau leads to the appearance of a
histopathological lesion called neurofibrillary degeneration (NFD). This lesion shows
a spatiotemporal evolution that is correlated with clinical signs.

Today, all mechanisms leading to Tau aggregation and NFD formation are not
clearly explained, but it is clear that deregulation of post-translational modifications is
an element leading to Tau pathology. Indeed, many studies have shown the presence
of truncated forms in the amino- and carboxyl-terminal part of Tau within cerebral
tissue from Alzheimer’s patients. To date, the identity and the role of all truncated Tau
species are not very known. It in this context that this thesis project falls, focusing on
the study of a new truncated Tau beginning at Methioninell (Metll-Tau truncated
form). This truncated Tau form was also detected with a post-translational
modification not previously described for Tau, N-a-acetylation (AcMetll-Tau
truncated form).

In order to study the truncated form AcMetll-Tau, the development of a
monoclonal antibody targeted specifically this Tau species was realized during this
thesis work. This immunological tool has shown that the AcMet11-Tau truncated form
was found early in the cerebral tissue of a transgenic mouse model (Thy-Tau22) and in
brain tissue from Alzheimer’s. Thus, these results strongly suggest that the AcMetl1-
Tau truncated form is a pathological species of Tau. In addition to these brain tissue
studies, a stable and inducible human neuroblastoma cell model for the full length Tau
and the Metl11-Tau were generated to determine the role of N-a-acetylation on Tau.
Preliminary studies have shown that AcMetl1-Tau do not display the same half-life
than the full-length Tau. In addition, tools for modulating the N-a-acetylation level
have been validated.

Thus, on the basis of these original and very promising results for the
association of the AcMetl11-Tau protein with the Tau pathology and generated tools,
this work opens up prospects for in vivo studies in order to clarify the role of
AcMetll-Tau in the physiopathological process of Alzheimer’s disease. Moreover,
further studies are needed concerning the mechanism generation of this species to a
better understanding and to counteracting the synthesis of AcMet11-Tau.
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Chapitre 1 : Physiologie et Pathologie de la protéine Tau

L’histoire débuta en 1975, année a laquelle, Weingarten et ses collaborateurs
isolent a partir d’extraits de cerveaux porcins; un facteur «essentiel» a la
polymeérisation des microtubules (Weingarten et al., 1975). Suite a cette découverte
initiale, ce facteur est nommé Tau pour « Tubulin Associated Unit» et rejoint la
famille des protéines associées aux microtubules : les MAP (« Microtubule Associated
Protein »). Dans ce premier chapitre, nous nous intéresserons a la localisation et la
structure protéique de Tau, ainsi nous décrirons aussi ses réles, ses fonctions, et son

implication dans la pathologie.

A. La Physiologie de la protéine Tau
A.1. Du géne vers les protéines Tau

La protéine Tau est codée par un unique géne, MAPT, « Microtubule Associated
Protein Tau ». Chez I’Homme, ce géne a été localisé par hybridation in situ sur le
chromosome 17, au locus 17g21, et s’étend sur une longueur de 134 kilobases (Neve
et al.,, 1986). Cette séquence codante est trés conservée a travers les especes
mammiferes, par exemple, il existe 88% d’homologie entre la s€quence protéique de la
protéine Tau murine et humaine (Poorkaj et al., 2001). Ce gene est majoritairement
exprimé au niveau du systéeme nerveux central (SNC), dans les neurones (Avila et al.,
2004). Cependant, d’autres populations cellulaires présentes dans le cerveau, telles que
les cellules gliales possedent également la protéine Tau, en plus faible quantité
(LoPresti et al., 1995 ; Miiller et al., 1997). De plus, on retrouve Tau dans certains
tissus périphériques tels que le cceur, les reins, les poumons, les muscles et les

testicules (Gu et al., 1996 ; Sigala et al., 2014).

Le transcrit primaire de Tau comporte 16 exons numérotés de -1 a 14
(Andreadis et al., 1992). Les exons -1 et 14 sont situés dans la région 5> UTR et 3’
UTR (Untranslated Transcribed Region) et ne sont pas traduits. Les exons 1, 4, 5, 7, 9,

11, 12 et 13 sont constitutifs alors que les exons 2, 3, 4A, 6, 8 et 10 sont alternatifs

13
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(Figure 1). L’épissage alternatif est régulé de maniére développementale et tissulaire
(Andreadis, 2005). En effet, ’exon 4A est exprimé uniquement dans les neurones du
systéme nerveux périphérique et donne naissance a 1’isoforme de Tau particuliere de
110 kDa appelée « Big Tau » (Boyne et al., 1995). Il est intéressant de noter que la
présence de I’exon 6 peut entrainer ’expression d’une isoforme de Tau délétée de
I’extrémité carboxy-terminale (Luo et al., 2004). Ainsi, dans le SNC, les exons 4A et 8

sont exclus, quant a I’exon 6 il est trés faiblement exprimé (Wei and Andreadis, 1998).

A.GeneMAPTAL7q21E
' - 1 (TR (FFPPED (TP (PP PP Te A RTTRTRTeD (FETPR D TR erery (FPTRB (PR (FHTP] OFFEFL 1 (¥ 2 FHiTel 3 AR
B.EARNmME

- | (TTTTPe) (FRPPRRErTRR b ee v (FERPR PR PR R R LR LR RE D (ZERELCRRELCRRECCRELCEREC (ZPERELPRreri (PRRRCPeebeeee) 1 () 2 (FRFeer) 3 (FRRreeeeel 4]

Nombre d’acides

Exons L Dénomination
| " . R1; R2 yR3 R4, aminés

o [ Nter- C-ter 2+ 3+ 10+ 441 Tau2N4R
<
a | 11 1 1 [
2 2+3- 10+ 412 TaulN4R
£ 1 Lo | [P Py
@ 2-3- 10+ 383 TauON4R

_ [ T N I 1 L1
[ s BB 0w
3 [ | 11 1 1 [y
£ ] 2+ 3- 10- 381 TaulN3R
o
S | L1 1 | L1
&

i E\/m\}m‘\_t 2-3-10- 352 TauON3R

Figure 1 — Du gene MAPT aux six isoformes protéiques de Tau. (A) La structure
du géne MAPT qui est localisé sur le chromosone 17 en position 17921 contient 16
exons. (B) Les exons -1 et 14 ne sont jamais traduits, les exons de couleur grise sont
constitutifs alors que les exons colorés subissent 1’épissage alternatif. De plus les
exons 4A, 6 et 8 ne sont transcrits uniquement dans le systéme nerveux périphérique.
(C) Les différentes isoformes de la protéine Tau présents dans le systéme nerveux
central che ’'Homme. (Adapté de Buée et al., 2000).

14



CONFIDENTIEL

L’épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 conduit a la formation de six isoformes
protéiques de Tau appelées réciproguement : ON3R (2-, 3-,10-), IN3R (2+, 3-,10-),
2N3R (2+, 3+, 10-), ON4R (2-, 3-, 10+), IN4R (2+, 3-, 10+) et 2N4R (2+, 3+, 10+)
(Figure 1). Cette nomenclature particuliére permet de différencier I’inclusion de ces 3
exons alternatifs ; on parle d’isoforme ON en I’absence de I’exon 2 et 3, IN en la
présence de I’exon 2 mais en I’absence de I’exon 3 et 2N lorsque les exons 2 et 3 sont
présents. Il est a noter, que 1’inclusion de ’exon 3 est dépendante de celle de 1’exon 2
(Andreadis et al., 1995). Concernant I’exon 10, on parle d’isoforme 3R lorsque celui-
ci est exclus et 4R lorsqu’il est inclus (pour revue Caillet-Boudin et al., 2015). Ces
isoformes ont une taille variable de 352 a 441 acides aminés (AA). De plus, les six
isoformes de Tau sont exprimées dans le cerveau adulte avec un équilibre entre les
isoformes 3R et 4R (Goedert and Jakes, 1994), et une majorité des isoformes 1N
(Hong et al., 1998). A contrario, durant I’embryogenése, seule 1’isoforme ON3R est

exprimée, on la nomme isoforme feetale (Goedert et al., 1989).

A.2. Structure de la protéine Tau

Du fait de sa composition en acides amines, la protéine Tau possede un
caractere globalement hydrophile et n’adopte pas spécialement de structure conformée
comme la plupart des protéines cytosoliques (pour revue, Mandelkow and
Mandelkow, 2012). En effet, apres des analyses de biophysique telles que la
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN), la diffusion des rayons X aux petits angles
(SAXS), etc. (Cleveland et al., 1977a ; Cleveland et al., 1977b) ; il a été montré que
Tau était « naturellement non conformée » ou « intrinsequement désordonnée », a
I’exception de quelques courtes séquences qui peuvent former des hélices alpha et des
feuillets beta (Schweers et al., 1994 ; Mukrasch et al., 2009). En effet, les séquences
2PVQIINK® et 3®VQIVYK?'? situées dans les motifs répétés sont sujettes a la
formation de feuillets beta (Mukrasch et al., 2005). De plus, il a été proposé par la
méthode de « Fluorescence Resonance Energy Transfer » (FRET) ; que Tau pouvait

adopter une conformation dite de « thrombone » dans laquelle les extrémités amino-
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terminale et carboxy-terminale créent une interaction intramoléculaire (Jeganathan et
al., 2006) (Figure 2).

Figure 2 — La conformation dite en « thrombone » de Tau. Des intéractions intra-
moléculaires entre les domaines amino- et carboxy-terminaux de Tau (fleches oranges)
entrainent la formation d’une conformation particuliére dite de «thormbone ».
(Adapté de Jeganathan et al., 2006).

La protéine Tau peut étre considérée comme un dipdle du fait de I’existence de
différents domaines contenant des charges opposées : un domaine amino-terminal
acide donc chargé de maniére négative et un domaine carboxy-terminal basique plut6t

chargé de maniére positive (Sergeant et al., 2008). (Figure 3)

Domaine@ieiaisonk
Domainel@ierojectionl aux@nicrotubules

Domaineffiche@nProlinel Motifs@épétésh

m mﬁ% C-ter

| |

RégionGcidel Régionasiquel
Figure 3 — La structure primaire de Tau. Représentation schématique de 1’isoforme
Tau2N4R (2+, 3+, 10+), ’isoforme la plus longue observée dans le systéme nerveux
central de ’'Homme. La protéine Tau se compose de deux domaines principaux : le
domaine de projection et le domaine de liaison aux microtubules, dans ce dernier il y a
4 motifs répétes impliqués dans la liaison aux microtubules. (Adapté de Buee et al.,
2000).
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Le domaine amino-terminal de Tau (encodé par les exons 1, 2, 3, 4, 5 et 7)
posséde une taille variable en fonction de I’inclusion ou non des exons 2 et 3, qui
renforcent le caractére acide lorsqu’ils sont présents. Ce domaine est également
désigné comme le « domaine de projection », ce terme provient du fait qu’il ne lie pas
les microtubules mais projette dans le but de créer un espacement entre les
microtubules et ainsi réguler le diamétre axonal (Hirokawa et al., 1988 ; Chen et al.,
1992). De plus, il a ét¢ montré que ce domaine permettait 1’interaction avec d’autres
éléments du cytosquelette tels que la membrane plasmique (Brandt et al., 1995) et les
mitochondries (Jung et al., 1993). Nous pouvons également inclure dans ce domaine
de projection, le domaine médian de Tau appelé « domaine riche en Proline (P) » qui
contient une centaine d’acides aminés et notamment des motifs PXXP qui
interagissent avec des protéines disposant de domaine « Src Homology 3 » (SH3) (Lee
etal., 1998).

Le domaine carboxy-terminal de Tau (encodé par la fin de 1’exon 9, les exons
10, 11, 12 et 13) est également appelé « domaine de liaison aux microtubules ». Ce
domaine possede trois ou quatre motifs répétés R1, R2, R3 et R4 correspondant a des
séquences trés conservees de la famille des MAP (Goedert et al., 1989) ; le domaine
R2 est présent lorsque 1’exon 10 est inclus. Ces motifs interviennent directement dans
la liaison de Tau avec les microtubules (Goode et al., 1997 ; Kolarova et al., 2012). Il
est décrit que les isoformes 4R permettent une stabilisation plus importante des

microtubules que les isoformes 3R (Goedert et Jakes, 1990).

A.3. Fonctions de la protéine Tau

Comme Tau est initialement décrite comme une MAP, sa fonction la plus
étudiée est celle de la régulation de la stabilité et de la dynamique des microtubules.
Par conséquent, de nombreuses études se sont focalisées sur cette fonction majoritaire

mais de plus récentes études ont montré que Tau possédait également d’autres roles au
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niveau nucléaire et dans les voies de signalisation cellulaire (pour revue, Guo et al.,
2017).

A.3.a. Régulation de la dynamique microtubulaire
A.3.a.1. Les microtubules : constituant du cytosquelette

Les microtubules sont des éléments du cytosquelette qui permettent d’assurer
de nombreux roles cellulaires : motilité, morphogenese, transport cellulaire et division
cellulaire. Ils sont formés d’hétérodiméres de tubuline alpha et beta qui s’assemblent
longitudinalement pour former un protofilament. Un microtubule contient de maniére
générale 13 protofilaments qui s’organisent de maniere hélicoidale pour former un
cylindre creux d’environ 25nm de diamétre (Amos et Schlieper, 2005 ; Conde et
Caceres, 2009). L’¢longation du microtubule egalement appelée polymérisation ; est
sous le controle de I’hydrolyse du Guanosine Triphosphate (GTP) en Guanosine
Diphosphate (GDP) au niveau du monomere beta, lorsque celle-ci a lieu les dimeéres

peuvent interagir entre eux (Melki et al., 1996).
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Figure 4 — Représentation schématique de la dynamique microtubulaire. Les
microtubules sont des éléments dynamiques, ils possedent une extrémite dite + ou
I’incorporation des dimeéres de tubuline est favorisée par rapport a 1I’extrémité dite — ou
les microtubules ont tendance a se désassembler.
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La polymérisation s’cffectue a I’extrémité + du microtubule, orientée vers la
périphérie de la cellule, alors que le raccourcissement aussi appelé dépolymeérisation
s’effectue a ’extrémité - (Figure 4). Ainsi, les microtubules sont définis comme des
polymeres dynamiques et instables de tubuline (Mitchison et Kirschner, 1984). Les
microtubules sont présents dans tout les types cellulaires, mais il est décrit qu’ils sont
particulierement stables dans les neurones (Seitz-Tutter et al., 1988). En effet les
neurones sont des cellules hautement différenciées et organisées en trois parties : le
soma, 1’axone et les dendrites ; la structure des microtubules est tres importante au

niveau de 1’axone. (Yamada et al., 1970).

A.3.a.2. Interaction des microtubules avec les protéines associées aux
microtubules (MAP)

Comme décrit précédemment, Tau est une MAP, elle se lie aux microtubules
grace a son domaine de liaison aux microtubules, notamment par ses motifs répétés
(Kadavath et al., 2015). Ces motifs sont séparés par des « inter-repeat » : iR1, iR2 et
iR3, qui pourraient également jouer un role dans I’affinité de liaison aux microtubules.
En effet, il a été montré que I’absence de I’'iR1 (qui n’est présent que dans les
isoformes 4R) diminue 1’affinité de Tau pour les microtubules (Goode et Feinstein,
1994). De plus, et dans ce sens, les isoformes 4R montrent une affinité plus importante
pour les microtubules que les isoformes 3R (Panda et al., 2003). En outre des motifs
répétés, la fin du domaine riche en Proline a également été montrée comme une région
de Tau pour se lier aux microtubules (Goode et al., 1997). Quant au domaine de
projection, il n’intervient pas dans la liaison microtubulaire, mais plutét dans
I’espacement entre les microtubules ; dans le systeme nerveux périphérique, ’exon 4A
est présent et permet d’augmenter le diameétre axonal (Boyne et al., 1995). Le
mécanisme de liaison reste encore indéterminé mais les études montrent une liaison de
maniere ionique, en effet les motifs répétés sont chargés positivement alors que les

microtubules sont chargés négativement (Jho et al., 2010).
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De nombreuses études mécanistiques in vitro et in cellulo, ont démontré que la
liaison de Tau sur les microtubules permettait la modulation de différents parametres.
Dans un premier temps, il a été montré que Tau agissait comme un facteur permettant
d’accroitre la vitesse de polymérisation des microtubules (Witman et al., 1976). Dans
un second temps, des études ont montré que la longueur de polymérisation d’un
microtubule isolé était neuf fois supérieure en presence de Tau (Drechsel et al., 1992).
Ainsi, la protéine Tau intervient directement dans la dynamique microtubulaire, et sa

dérégulation entraine des conséquences cellulaires diverses.

Chez les mammiferes, en plus de la protéine Tau, il existe d’autres MAP
structurales qui interagissent avec les microtubules. D’une part, la famille des MAP de
type | qui contient trois membres: MAP1A qui est surtout retrouvée dans les
dendrites (Schoenfeld et al., 1989) ; MAPIB qui est retrouvée dans 1’axone et les
dendrites ainsi que dans les cellules gliales et MAPLS qui est exprimée de maniere
ubiquitaire dans ’organisme (Bloom et al., 1985). Contrairement a Tau, ces MAP
possédent un poids moléculaire élevé, compris entre 120 kDa et 350 kDa et une
structure qui n’est pas organisée en domaines distincts (pour revue, Halpain et
Dehmelt, 2006). D’autre part, la famille des MAP de type Il qui contient trois
membres également : la protéine Tau, MAP4 et MAP2. La protéine MAP2 possede
trois isoformes et se localise préférentiellement au niveau des dendrites (Garner et
Matus, 1988). Elle posséde une structure semblable a celle de Tau, avec un domaine
de liaison aux microtubules montrant 67% d’identité avec la protéine Tau (Lewis et
al., 1988). En plus de ces MAP structurales, on peut également noter la présence de
MAP motrices désignées sous le terme de moteurs moléculaires, telles que la kinésine

et la dynéine (pour revue, Mallik and Gross, 2004).

A.3.b. Régulation du transport axonal

Les protéines néo-synthétisées au niveau du corps cellulaire sont amenées par
les moteurs moléculaires vers les terminaisons axonales et synaptiques, en empruntant

les microtubules comme un « rail » (pour revue, Goldstein and Yang, 2000). Ainsi ces
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MAP motrices permettent le transport de « cargots » tels que les mitochondries, les
neurotransmetteurs et les vésicules. La kinésine permet le transport axonal antérograde
(du soma vers les synapses) alors que la dynéine permet le transport axonal rétrograde

(des synapses vers le soma) (Kanaan et al., 2013) (Figure 5).
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Figure 5 — De nombreuses fonctions décrites pour la protéine Tau. En plus de
jouer un réle majoritaire dans la régulation de la dynamique microtubulaire, la protéine
Tau posséde également des réles dans la signalisation cellulaire, notamment au niveau
de la synapse ; dans la protection de I’ADN et dans la régulation du transport axonal.

En plus de ces moteurs moléculaires qui jouent un réle essentiel dans la
régulation du transport axonal, il a été montré que la surexpression de Tau avait pour
conséquence une inhibition du transport antérograde, visualisée par I’accumulation de
mitochondries et peroxysomes au niveau du corps cellulaire (Stamer et al., 2002). En
parallele, il a été montré que la surexpression de Tau empéche la liaison de la kinésine
sur les microtubules (Seitz et al., 2002). En effet Tau est distribuée selon un gradient
proximal-distal, avec une concentration faible au niveau du corps cellulaire et une
concentration forte vers les terminaisons axonales. Concernant le transport rétrograde,

il a été montré que Tau pouvait également perturber celui-ci, en inversant la direction
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de la dynéine (Dixit et al., 2008). De plus, des modifications dans la partie amino-
terminale de Tau ont montré que Tau n’était plus capable de lier la dynactine, une
protéine appartenant au complexe de la dynéine (Magnani et al., 2007). Ces résultats
ont été confortés par des études menées in vivo, il a été montré que la surexpression de
Tau dans le systéeme nerveux central entrainait des troubles du transport axonal (Zhang
et al., 2005a).

A.3.c. Régulation de la neurogeneése et de la croissance neuritique

Comme décrit préecédemment, au cours de I’embryogenése, les neurones
n’expriment que I’isoforme feetale de Tau. Cette expression unique permettrait aux
neurones immatures de se développer et de migrer plus facilement, en effet, I’isoforme
feetale posséde une affinité moindre pour les microtubules que les isoformes 4R, ainsi
le cytosquelette serait plus modulable (Fuster-Matanzo et al., 2012). Au cours du
développement, on observe chez la souris et le rat un shift des isoformes 3R vers les
isoformes 4R & un stade post-natal d’environ 10 jours (Kosik et al. 1989). Cependant,
chez le rat adulte ; I’expression des isoformes 3R persistent en plus faible quantité que
les isoformes 4R (Bullman et al., 2009), notamment dans la zone sous-granulaire du
gyrus denté connu pour étre I’'un des siéges de la neurogenese adulte (Bullman et al.,

2007).

L’organisation du réseau microtubulaire est importante dans un type cellulaire
hautement différencié comme le neurone. La protéine Tau, de par son interaction avec
les microtubules joue un réle dans la croissance neuritique. Il a notamment été montré
que la localisation de Tau varie entre les neurones immatures et matures, ou Tau est
respectivement localisée dans les dendrites puis dans 1’axone (Hirokawa et al., 1996).
Quelques études suivantes ont démontré que dans des cultures primaires issues de
souris déficientes pour Tau, les neurones présentent un retard de croissance neuritique
(Dawson et al., 2001). De plus, la deficience en Tau altére également la morphologie
des dendrites (Pallas-Bazarra et al., 2016). A contrario, lorsque Tau est surexprimée

dans des cellules de neuroblastome murin, elle entraine la formation de prolongements
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neuritiques (Yoshizaki et al., 2004). Par ailleurs, dans des lignées issues de
neuroblastome humain (SH-SY5Y) et de phéochromocytome de rat (PC12)
différenciées, il a été observé une corrélation entre 1’augmentation de I’expression de
Tau et I’extension des prolongements neuritiques (Smith et al., 1995 ; Drubin et al.,
1985). Ainsi, la protéine Tau est impliquée dans les processus de différenciation

neuronale et de formation des axones.

A.3.d. Régulation de la plasticité synaptique et de la signalisation cellulaire

Les fonctions décrites précédemment mettaient en avant le domaine carboxy-
terminal de Tau, mais par la présence de son domaine médian riche en Proline, Tau est
capable d’interagir avec des partenaires proteéiques de la famille Src au niveau de la
membrane plasmique (Lee et al., 1998). Cette interaction a lieu entre les motifs PXXP
(au nombre de sept) de Tau et les domaines SH3 de certaines protéines impliquées
dans la signalisation cellulaire telles que Fyn, Src, PLCY (phospholipase CY), PI3K
(phosphoinositide 3-kinase) (Reynolds et al., 2008a). Aujourd’hui, les interactions de
Tau avec ses différents partenaires protéiques ne donnent pas lieu a une meilleure
compréhension des significations biologiques. Cependant, il a été mis en évidence que
Tau régulait le transit de Fyn vers la synapse (Ittner et al., 2010), car en absence de
Tau la protéine Fyn n’est plus localisée a la synapse pour réaliser sa fonction. Deux
années plus tard, une autre équipe montrait que Tau interagissait avec PSD95
(Postsynaptic Density Protein 95) (Mondragon-Rodriguez et al., 2012). Il est a noter
que cette kinase et cette protéine d’échaffaudage permettent la régulation de 1’activité
des récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate) impliqués dans la plasticité synaptique
(Hunt and Castillo, 2012). Ainsi, par Dinteraction avec différents partenaires
protéiques, Tau contribue a 1’activation des récepteurs NMDA et joue un réle dans la

plasticité synaptique.
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A.3.e. Protection de ’ADN

Initialement, Tau est decrite comme une protéine cytosolique, mais elle a
également été retrouvée dans le compartiment nucléaire de neuroblastome humain
surexprimant la protéine Tau (Loomis et al., 1990). De plus, dans des conditions
physiologiques, la présence de Tau dans le noyau a été observée dans des cultures
primaires de neurones corticaux de souris (Sultan et al., 2011) et dans le cerveau de
souris (Violet et al., 2014). Ces études ont permit de montrer qu’en cas de stress
oxydant ou thermique, Tau protégerait ’ADN de ces facteurs néfastes ; alors qu’en
I’absence de Tau cette protection est perdue et une augmentation des dommages a
I’ADN est observée. L’interaction entre Tau et I’ADN a été validée par la méthode de
retard sur gel (Hua and He, 2002). Cette interaction a lieu par 1’intermédiaire du
domaine riche en Proline et du domaine carboxy-terminal avec le petit sillon de ’ADN
(Wei et al., 2008). Des études in cellulo ont montré que Tau était notamment présente
au niveau de I’hétérochromatine constitutive au sein du nucléole ; lieu de synthése des
acides ribonucléiques ribosomiques (ARNr) (Sjéberg et al., 2006). Concernant la
nature de la protéine Tau nucléaire, une étude montre que le noyau de neurones de
cerveaux de souris serait enrichi en isoforme 1N3R et 1N4R (Liu et al., 2013). Ainsi,

ces études montrent un role de Tau en dehors du compartiment cytosolique.

La protéine Tau ou plutdt les protéines Tau issues de [’épissage alternatif, a
partir du transcrit primaire, possedent une structure organisée en deux domaines
majoritaires : le domaine de projection et le domaine de liaison aux microtubules. La
fonction la plus étudiée et caractérisée de cette protéine est la régulation de la
dynamique microtubulaire, mais de nombreuses autres fonctions ont été decouvertes.
En effet, Tau intervient dans la signalisation cellulaire, [’ADN, le transport axonal et
la plasticité synaptique. Elle apparait donc comme une protéine centrale dans le

systeme nerveux, notamment dans la population neuronale.
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B. La physiopathologie de la protéine Tau

Le debut du récit de la pathologie Tau démarra bien avant sa découverte. En
1901, Monsieur Alois Alzheimer, psychiatre et neuropathologiste allemand étudie le
cas d’Auguste Deter, une patiente de 51 ans atteinte de démence. Elle présentait
différents symptdmes: « mutisme, troubles de la memoire, désorientation et
hallucinations ». Au premier abord, ces symptomes s’apparentaient plus a des troubles
psychologiques et psychiatres. Cependant, en 1906, au déces de la patiente et apres un
examen post-mortem cérébral, Monsieur Alzheimer observa une atrophie cerébrale
générale. Puis il réalisa un marquage argentique qui révéla la présence de deux lésions
neuropathologiques : « les plaques séniles et les dégénérescences neurofibrillaires »
(Alzheimer et al., 1995). Ainsi, il conclut que cette patiente présentait une « maladie
particuliére du cortex cérébral ». C’est en 1912 que le professeur Emil Kraeplin utilise
le terme de « maladie d’Alzheimer » pour décrire cette pathologie. Enfin, ce n’est que
dans les années 80 que les composants des deux lésions neuropathologiques sont
découverts : la protéine béta-amyloide (AB) comme constituant majeur des plaques
séniles (Glenner et al., 1984) et la protéine Tau agrégée dans les dégénérescences

neurofibrillaires (Brion et al., 1985).

B.1. Les Tauopathies

Comme décrit précedemment, la protéine Tau est retrouvée sous forme
d’agrégats intra-neuronaux dans la maladie d’Alzheimer, ces agrégats constituent la
Iésion histopathologique caractéristique denommée dégénérescence neurofibrillaire.
Toutefois, cette lésion est aussi retrouvée dans un panel de pathologies
neurodégenératives regroupées sous le terme de « Tauopathies ». Dans ce groupe, on
dénombre une vingtaine de Tauopathies telles que la maladie d’ Alzheimer, la maladie
de Pick, la paralysie supranucléaire progressive (PSP), la dégénérescence cortico-
basale (DCB) ou encore la dégénérescence lobaire fronto-temporale avec syndrome

parkinsonien liée au chromosome 17 (DFTP-17) (Sergeant et al., 2005).
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B.1.a. Classification des Tauopathies

Avec I’évolution de la biologie moléculaire, de la génétique et de la biochimie,
il a éteé établi que ’accumulation de protéines Tau anormales est un point commun aux
Tauopathies, cependant il existe une hétérogénéité entre les pathologies. Une
classification biochimique, désignée sous le terme de « code barre des Tauopathies » a

été réalisée (Figure 6).
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Figure 6 — Le «code barre » des Tauopathies. L’immunoempreinte des protéines
Tau provenant de tissus de patients atteints de différentes Tauopathies est réalisée via
I’anticorps monoclonal AD2 reconnaissant les sites phosphorylés en Ser396/404.
Apres analyse par WB, il ressort 4 profils électrophoreétiques différents permettant de
distinguer 4 classes de Tauopathies en fonction de la nature des agrégats de Tau. La
classe I correspond aux Tauopathies dans lesquelles 1’ensemble des isoformes sont
présentes dans les agrégats. Dans la classe Il les agrégats ne sont composés que des
isoformes 4R et dans la classe Il que des isoformes 3R. Pour la classe IV seule
I’isoforme TauON3R constitue les agrégats. (Adaptée de Sergeant et al., 2005).

Ainsi, 4 classes de Tauopathies ont été définies sur la base de la composition en
protéines Tau présentes au sein des agrégats dans le cerveau des patients. La classe |
regroupe de nombreuses pathologies dont la maladie d’Alzheimer et les DFTP-17
(Spillantini et al., 1998b), le profil biochimique de cette classe montre un quadruplet
électrophorétique concordant a 1’agrégation de toutes les isoformes de Tau (Goedert et

al., 1992 ; Sergeant et al., 1997). La classe Il regroupe la PSP, la DCB et les démences
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a grains argyrophiles (Flament et al., 1991 ; Buée-Scherrer et al., 1996b), le profil
biochimique de cette classe montre la présence unique des isoformes 4R au sein des
agrégats. A contrario, la classe Il qui comporte la maladie de Pick montre un profil
biochimique avec la présence unique des isoformes 3R au sein des agrégats
(Delacourte et al., 1996). Enfin, la classe IV regroupe les dystrophies myotoniques,

dans lesquelles on ne retrouve que 1’isoforme foetale agrégée.
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Figure 7 — Les différentes inclusions de Tau permettent I’identification des
Tauopathies. Les Tauopathies regroupent un ensemble de maladies
neurodégénératives caractérisées par 1’agrégation de la protéine Tau. Cependant,
chaque Tauopathie posséde des particularités notamment pour la structure des agrégats
de Tau. Ici, I’immunohistochimie sur tissu cérébral humain est réalisé avec 1’anticorps
ATS8 (phosphorylation des résidus Ser202 et Thr205). Dans la maladie d’Alzheimer,
les agrégats de Tau prennent la forme de dégénéresence neurofibrillaire et de plaques
neuritiques. Au contraire dans la maladie de Pick, les agrégats sont trés denses et
forment les corps de Pick. Cette accumulation de Tau est aussi détectée dans les
astrocytes au niveau de la Paralysie Supranucléaire Progressive (PSP) dans laquelle on
observe des touffes astrocytaires. (Extrait de Tolnay and Probst, 2003).

Au niveau histologique, une héterogénéité est également a noter au sein des
Tauopathies (Figure 7). Dans la maladie d’Alzheimer, les agrégats de protéines Tau
forment la degénérescence neurofibrillaire ; dans la maladie de Pick ces agrégats

forment les corps de Pick alors que dans la PSP on retrouve des agrégats au sein des
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astrocytes et ils forment les touffes astrocytaires (Kahlson and Colodner, 2015 ;
Tolnay and Probst, 2003).

B.1.b. La maladie d’Alzheimer : Tauopathie majoritaire
B.1.b.1. Généralités

Longtemps confondue avec le vieillissement, la maladie d’Alzheimer a mis des
années avant d’étre reconnue comme telle. Elle est devenue en plusieurs années, un
véritable fardeau et un probléme majeur de santé publique. En effet, c’est la démence
la plus fréquente, elle représente 50 a 70% des cas de démences (Fratigioni et al.,
1999). Selon I’Organisation Mondiale de la Santé il y aurait 47,5 millions de
personnes atteintes par cette pathologie dans le monde. Il faut noter que les prévisions
pour les années a venir ne sont pas tres bonnes (environ 75 millions de personnes
affectées en 2030), cette prévision prendrait en compte « I’augmentation du nombre de

cas dans les pays sous développés ».

B.1.b.2. Facteurs de risques

La maladie d’Alzheimer est considérée comme une maladie multifactorielle, en
effet de multiples ¢études ont montré 1’implication de facteurs de risques

environnementaux ainsi que de facteurs de risques génétiques.

B.1.b.2.a Facteurs environnementaux

Le facteur environnemental majeur associ¢ a la maladie d’Alzheimer est 1’age
(Coria et al., 1994), en effet, aprés 65 ans le risque de développer cette pathologie
double environ tout les cing ans. Outre le vieillissement, il y a de nombreux autres
facteurs environnementaux associés a un risque de développement de la pathologie.

On peut notamment citer, le tabagisme, la dépression, 1’hypertension artérielle, etc.
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(Norton et al., 2014). Ainsi, tous ces facteurs sont liés directement aux cas sporadiques
de la maladie d’Alzheimer qui représentent 90 a 95% des cas. A I’inverse de ces
facteurs néfastes, il a également été démontré que certains facteurs bénéfiques
permettaient de retarder I’apparition de la pathologie. Parmi ces facteurs favorables, on
peut citer, la pratique d’une activité physique, la consommation de caféine et de vin en

quantité raisonnable, le maintien d’une alimentation équilibrée, etc.

B.1.b.2.b Facteurs de risques génétiques

Outre les facteurs environnementaux, il a été montré que la présence de certains
alleles de I’APOE (ApolipoprotéineE) représente a un facteur de risque de
développement de la maladie d’Alzheimer. Le gene de I’APOE existe sous trois
alleles ; €2, €3 et €4 ; des études ont montré que la présence d’une a deux copies de
I’allele €4 augmente le risque de développer la maladie d’Alzheimer de 3 a 15 fois
(Farrer et al., 1997). A I'inverse, la présence de 1’allele €2 serait protectrice (Raber et
al., 2004). Plus récemment et ce depuis 2007, des études d’association a 1’échelle du
génome (Genome Wide Association Study or GWAS) ont identifié une vingtaine de
locus de susceptibilité génétique (Grupe et al., 2007). Tout d’abord, ces études ont
confirmé le géne de ’APOE comme le facteur de risque le plus significatif pour la
maladie d’Alzheimer (Coon et al., 2007). Ensuite, les premi¢res GWAS ont mis en
évidence les loci de susceptibilité : BIN1 (Bridging integratorl), CLU (Clusterin),
PICALM (Phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein) et CR1 (Cell-
surface receptor 1) (Chapuis et al., 2013 ; Harold et al., 2009 ; Lambert et al., 2009).
Par la suite, des génes de susceptibilité supplémentaires ont été découverts et
I’ensemble de ces génes sont impliquées dans 4 voies principales : voie amyloide,
I’inflammation et le systéme immunitaire, le transport des lipides ainsi que le
fonctionnement synaptique (pour revue, Tosto and Reitz, 2013). En plus des formes
sporadiques, les formes familiales de la maladie d’Alzheimer représentent un faible
pourcentage compris entre 1 a 2% des cas (Tanzi, 2012). Ces formes géneétiques sont

expliquées par la présence de mutations autosomales dominantes sur trois genes
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codant pour les présenilines 1 et 2 et I’APP (Amyloid Precursor Protein) (Chartier-
Harlin et al., 1991 ; Sherrington et al., 1996). Le géne APP codant pour le précurseur
des peptides synthétisés tels que le peptide AP, et les autres genes codant pour les
protéases impliquées dans le métabolisme de 1I’APP. Ainsi les mutations sur ces génes

entrainent une dérégulation de cette voie (Loy et al., 2014).

B.1.b.3. Aspects cliniques

La maladie d’ Alzheimer est une maladie neurodégénérative caractérisée par une
progression de troubles cognitifs. De maniere genérale, cette pathologie est subdivisée
en 3 phases cliniques. La premiére phase est nommée « Mild Cognitive Impairment »
(MCI), elle correspond a une phase prodromique durant laquelle on observe des
symptdmes précurseurs tels que des troubles de la mémoire a court-terme avec une
difficulté a se souvenir de faits récents et a sauvegarder de nouvelles informations. Ces
atteintes mnésiques sont la conséquence d’une altération cérébrale localisée dans
I’hippocampe, région importante pour les processus de mémorisation. La deuxieéme
phase correspond au stade modéré, dans cette phase les lésions commencent a se
propager vers d’autres régions cérébrales, notamment vers le cortex ce qui se traduit
par de nombreux symptomes. On peut notamment citer I’apparition de troubles du
langage (aphasie), de I’humeur, de I’identification (agnosie) et de 1’exécution des
mouvements (apraxie), ces troubles étant complétés par une altération de la mémoire a
long-terme. L’accumulation de tout ces troubles entraine une perte d’autonomie
générale du patient qui est épaulé par ses proches, les associations et de nombreux
centres médicaux qui ont vu le jour ces derniéres années (France Alzheimer). La
derniere phase se traduit par un alitement perpétuel, une absence de communication,
de nutrition et la survenue de problemes médicaux diverses qui conduisent au déceés du

patient.

«« Alzheimer » ... c¢’est un mal qui vole les coeurs, les dmes et les souvenirs »,

Nicholas Sparks, écrivain

30



CONFIDENTIEL

B.1.b.4. Diagnostic

Actuellement, le diagnostic de la maladie d’Alzheimer est réalisé¢ a I’aide de
plusieurs méthodes, on parle de « diagnostic pluridisciplinaire ». En effet, les patients
suivent une batterie de tests neuropsychologiques standardisés comme le MMSE (Mini
Mental State Evaluation) qui contient une série de questions ou de taches a réaliser
avec un score final compris entre 0 et 30 ; un score inférieur a 24 correspond a une
suspicion de démence (Ashford et al., 1989). Ces tests sont renforces par des clichés
d’imagerie, notamment par I’IRM (Imagerie par Résonnance Magnétique) qui révele
une atrophie hippocampique et par le TEP (Tomographie a Emission de Positons) qui
révéle une diminution de ’activité métabolique hippocampique (Laakso et al., 1998 ;
Ishii, 2014). De plus, les patients effectuent un bilan médical général comprenant une
ponction lombaire du LCR (Liquide Céphalo-Rachidien) afin de quantifier la protéine
Tau totale, la protéine Tau phosphorylée et le peptide Ap42 (Dumurgier et al., 2013 ;
Cicognola et al., 2016). Tous ces examens permettent d’orienter le diagnostic sur la
maladie d’Alzheimer et de mettre en place un protocole de soin adapté, mais le
diagnostic certain est validé aprés le déces du patient, notamment lors de 1’observation
des lésions présentes dans le cerveau. On peut ainsi remarquer le manque crucial
d’outils de diagnostic plus performant et plus précoce, en effet, les tests décrits
précedemment sont réalisés lorsque les patients présentent déja de nombreux

symptomes.

B.1.b.5. Les lésions neuropathologiques
B.1.b.5.a. Aspects macroscopiques

A T’échelle macroscopique, les cerveaux de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer montrent une atrophie sévere du cortex cérébral accompagnée d’une
augmentation du volume des ventricules cérébraux (Figure 8). Les premieres régions
cerébrales touchées sont localisées dans le lobe temporal median; plus
particulierement le cortex entorhinal, ’amygdale et I’hippocampe (Braak and Braak,

1991). Puis cette atrophie se propage vers le reste du lobe temporal et également vers
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le lobe frontal (Migliaccio et al., 2015). Cette atrophie est le résultat direct de la mort

neuronale mais également de la perte synaptique (Terry, 2000).
B.1.b.5.b. Aspects microscopiques

Pour des observations plus précises, la technique de marquage a I’argent avait
été utilisée par Alois Alzheimer et Oscar Fischer pour mettre en évidence les deux
Iésions histopathologiques : les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) et les plaques

amyloides. (Figure 8)

control

Figure 8 — Neuropathologie de la maladie d’Alzheimer. (A) L’analyse
macroscopique du cerveau de patient Alzheimer montre une atrophie corticale et
hippocampique (*). (B) L’analyse microscopique de cerveau provenant de patient
Alzheimer montre a gauche les plagues amyloides mis en évidence par
immunohistochimie utilisant I’anticorps 33.1.1 dirigé contre le peptide AP. Et a droite
la dégénérescence neurofibrillaire mise en évidence par immunohistochimie utilisant
I’anticorps PHF1 dirigé contre la protéine Tau hyperphosphorylée. (Extrait de Spires-
Jones et al., 2014 ; Murray et al., 2014).

B.1.b.5.a.1. Les plagues amyloides

Les plaques amyloides sont constituées de 1’accumulation en extra-cellulaire de
peptides AP possédant une masse moléculaire d’environ 4,5 kDa (Glenner et al.,
1984). Ce peptide est issu de clivages protéolytiques successifs d’une protéine
commune ; ’APP (Kang et al., 1987). L’ APP est une protéine transmembranaire dont
la fonction n’est pas bien connue aujourd’hui, elle est soumise a deux voies de

dégradation différentes : la voie amyloidogénique et la voie non-amyloidogénique.
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C’est par la voie amyloidogénique que le peptide AP est produit, notamment par
I’action séquentielle des [P-sécrétase et vy-Sécrétase (Haass, 2004). On parle
généralement du peptide AP, mais cette voie génére deux types de peptides AP ;
I’AB40 et I’AP42, constitués respectivement de 40 et 42 acides aminés. A contrario, la
voie non-amyloidogénique est également appelée « voie de protection » car elle ne
conduit pas a la formation de peptides AP, mais a la synthése de sAPPa (soluble APP)
qui possede des fonctions neuroprotectives (Chasseigneaux and Allinquant, 2012).
Ainsi, dans la maladie d’Alzheimer I’accumulation de peptides AP pourrait étre la
conséquence d’un déséquilibre en faveur de la voie amyloidogénique. De plus, il faut
se rappeler et inclure dans ce déséquilibre les mutations décrites précédemment sur le
gene de I’APP et des présenilines 1 et 2 qui sont des enzymes impliquées dans
I’activité de la y-sécrétase (Ringman and Coppola, 2013). Méme si toutefois, ces
mutations ne représentent qu’un trés faible pourcentage des cas de maladie
d’Alzheimer. Concernant la distribution des plaques amyloides, il a été montré que ces
plaques progressent dans les régions cérebrales selon les stades de Thal, avec une
présence initiale dans le néocortex puis dans le cortex entorhinal, I’hippocampe et les
régions plus profondes comme le thalamus et I’hypothalamus (Thal et al., 2002)
(Figure 9).

Figure 9 — Les cinq stades de développement de la pathologie amyloide dans la
maladie d’Alzheimer. Lors de la phase 1, les plaques amyloides sont localisées dans
I’isocortex (en noir). Puis lors des phases 2 et 3 elles envahissent I’hippocampe,
I’amygdale et le striatum. Dans les phases 4 et 5 il y a une atteinte du tronc cérébral et
du cervelet. (Adaptée de Thal et al., 2002).
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B.1.b.5.a.2. Les dégénérescences neurofibrillaires

Aprés avoir été découvertes a 1’aide d’un marquage argentique, 1’observation
des dégénérescences neurofibrillaires (DNF) par microscopie électronique a permit de
mettre en évidence leur structure fibrillaire. En effet, il a été montré en 1963 que les
DNF présentent des filaments appariés en hélice, ces filaments sont plus
communément appelés PHF (Paired Helical Filament) (Kidd, 1963). Quelques années
aprés cette découverte et grace a ’analyse biochimique de PHF isolés de cerveaux
provenant de patients Alzheimer ; la composition des DNF a été identifiée. 1l a éte
démontré que les DNF étaient majoritairement composes d’agrégats de protéines Tau
hyperphosphorylées et anormalement phosphorylées ainsi que du peptide Ap, MAP2
et "ubiquitine (Brion et al., 1985 ; Kosik et al., 1984 ; Masters et al., 1985 ; Mori et
al., 1987) ; ces résultats majeurs ont été confirmé par d’autres équipes (Grundke-Igbal
et al., 1986 ; lhara et al., 1986 ; Delacourte and Defossez, 1986). Tau étant une
phospho-protéine, prenons ici le temps de définir I’hyperphosphorylation et la
phosphorylation anormale. L’hypersphosphorylation correspond a I’augmentation du
nombre de sites phosphorylés au sein d’'une méme protéine ou a 1’augmentation
générale du nombre de protéines phosphorylées sur un site de phosphorylation. De
maniere opposée, la phosphorylation anormale a lieu sur des sites qui ne sont pas
phosphorylés en condition physiologique. Nous détaillerons dans le prochain chapitre,
les modifications post-traductionnelles ayant lieu sur Tau, notamment Ila
phosphorylation. Contrairement aux dépéts amyloides qui peuvent dans quelques cas
étre liés aux mutations de plusieurs génes, les DNF dans ne sont pas liées a une
mutation du gene codant pour la protéine Tau ; a I’exception des DFTP-17 qui sont
caractérisées par un ensemble de mutations présentes sur le géne MAPT (pour revue,
Ghetti et al., 2015).

Concernant la distribution des DNF, une évolution spatio-temporelle a été
observée et a donné naissance aux « stades de Braak » ; ainsi I’évolution de la maladie
d’Alzheimer peut étre divisée en six stades (Braak and Braak, 1995 ; Braak et al.,
2011). Les stades | et Il sont dits « stades trans-entorhinaux », le début de la DNF est

donc localisé dans le cortex trans-entorhinal et le locus ceeruleus ; les stades Il et IV
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sont dits « stades limbiques », ici les DNF progressent vers les systémes limbiques,
notamment dans 1’hippocampe ; enfin les stades V et VI sont dits « stades
isocorticaux » car dans ces derniers, les DNF envahissent 1’ensemble du cortex
(Figure 10) (Braak and Braak, 1997 ; Delacourte et al., 1999). De plus, il a été montré
qu’il existait une corrélation entre 1’évolution spatio-temporelle des DNF et les signes
cliniques observés dans la maladie d’Alzheimer (Arriagada et al., 1992 ; Duyckaerts et
al., 1997).
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Figure 10 — Progression de la dégénérescence neurofibrillaire (DNF) dans la
maladie d’Alzheimer selon Braak. L’apparition des DNF progresse de manicre
spatio-temporelle, dans les stades | — Il elles apparaissent dans le cortex
transenthorinal puis envahissent la CA1 de I’hippocampe. Dans les stades III — IV
elles progressent dans la totalit¢ de I’hippocampe et les aires associatives, pour finir
dans les stades V — VI a atteindre 1’ensemble du cortex. (Adaptée de Braak and
Tredici, 2011).

Depuis ces derniéres années, beaucoup d’études ont focalisé sur le phénomene
de « propagation de la pathologie Tau », en effet, ces études pourraient expliquer
I’évolution spatio-temporelle de la DNF. Aujourd’hui, I’hypothése majeure serait que
la progression de la DNF suivrait un processus comparable a celui de la protéine prion

mal conformée PrP¢

, un agent infectieux retrouvé dans la maladie de Creutzfeldt
Jakob (pour revue Prusiner, 1986). Il a notamment été montré que les protéines prion
PrPSC étaient capables de transformer les protéines prion normales (PrP®), et que ces
protéines malconformées possedaient la capacité de se transférer de cellule a cellule
afin de répandre la pathologie dans différentes régions cérébrales (pour revue Prusiner,
2013 ; Aguzzi and Calella, 2009). Concernant la propagation de la pathologie Tau, en

2009, une équipe a montré que ’injection intracérébrale d’extraits cérébraux murins
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contenant des DNF dans des animaux sauvages ou surexprimant une protéine Tau
humaine entrainait la naissance d’une pathologie Tau au site d’injection (Clavaguera et
al., 2009). De plus, il a été observé que ces protéines Tau pathologiques étaient
capables de recruter les protéines Tau physiologiques et de les convertir tout comme
cela est décrit pour la protéine prion (de Calignon et al, 2012). De la méme maniere,
I’injection cérébrale de vecteurs lentiviraux codant pour une protéine Tau humaine
sauvage et mutée, a montré que la pathologie Tau était visible au site d’injection mais
également dans des regions plus éloignées (Dujardin et al., 2014a). Aujourd’hui le
mode de transmission de la pathologie Tau n’est pas franchement établi, mais il est
connu que cette propagation est possible par la transmission des DNF entre les
neurones (Mohamed et al., 2013). Plusieurs travaux tendent a décrire une transmission
intercellulaire possible via les nanotubes (Tardivel et al., 2016), les ectosomes
(Dujardin et al., 2014b), les exosomes (Simon et al., 2012) et de maniére libre. Ainsi,
le mécanisme d’évolution spatio-temporelle de la DNF commence a étre de plus en

plus compris méme si de nombreuses hypothéses restent a confirmer.

B.1.b.6. Relation entre les deux lésions neuropathologiques

A ce jour, deux questions majeures restent toujours en suspens : Quelle est la
lésion précurseur de la maladie ? La Iésion initiatrice entraine-t-elle 1’apparition de la
seconde lésion ? Temporellement, il est montré que les DNF apparaissent avant les
plaques amyloides (Braak and Del Tredici, 2004), et selon des observations aucun
patient Alzheimer ne présente de plaques amyloides sans DNF (Braak et al., 2011). De
plus, il n’y a que les DNF qui montrent une évolution spatio-temporelle qui est
corrélée au déclin cognitif (Giannakopoulos et al., 2003). A I’inverse d’autres études
mettent en avant I’émergence de la « cascade amyloide », en postulant que les plaques
amyloides sont le point d’ancrage de la maladie d’Alzheimer (Hardy and Higgins,
1992). On pourrait ¢également ¢émettre 1’hypothése que ces deux Iésions
neuropathologiques agissent ensemble, méme si I’une est localisée en extracellulaire et

I’autre en intracellulaire. En effet, des études ont montré que ces deux lésions étaient
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retrouvées au niveau de la synapse, et pourraient agir en synergie dans la perte
synaptique rencontrée dans la maladie d’Alzheimer (Spires-Jones and Hyman, 2014).
Beaucoup d’¢études cherchent a savoir si le peptide AP potentialise la pathologie Tau
ou a I’inverse si Tau est nécessaire pour médier la toxicité AP (pour revue, Bloom,

2014).

B.1.b.7. Traitements et stratégies thérapeutiques en cours

Les traitements actuellement disponibles ne permettent pas de guérir de la
maladie d’Alzheimer ; ils sont symptomatiques et non curatifs ; ils permettent de
ralentir la régression du patient mais en aucun cas ils n’empéchent la mort neuronale
ou la progression de la pathologie. Concernant les traitements médicamenteux, deux
catégories sont administrées : les inhibiteurs d’acétylcholinestérase (Donepezil®,
Galantamine® et Rivastigmine®) qui ont pour but de maintenir un taux eélevé
d’acétylcholine, un neurotransmetteur impliqué dans la transmission des messages
nerveux ; et la Mémantine® qui est un antagoniste des récepteurs glutamatergiques,
notamment du récepteur NMDA, cette molécule a pour but de diminuer les taux en
glutamate. Ces traitements symptomatiques ont été élaborés suite a des observations
chez des patients Alzheimer qui possédaient un taux d’acétylcholine fortement

diminué et un taux de glutamate éleve (pour revue, Mann and Yates, 1986).

A la vue du mangue de traitements curatifs, les études se sont focalisées sur le
développement de stratégies thérapeutiques. Dans un premier temps, des thérapies
anti-amyloide visent des cibles directes comme le peptide AP par des approches
d’immunisation utilisant des anticorps dirigés contre des formes solubles et insolubles
dans le but d’augmenter la clairance des plaques amyloides. Elles visent aussi des
cibles indirectes comme les enzymes responsables de la génération du peptide AP (B-
sécrétase et y-sécrétase) par des inhibiteurs pharmacologiques (pour revue, Briggs et
al., 2016). Dans un second temps, des thérapies anti-Tau sont également en cours par
des approches d’immunisation également utilisant des anticorps dirigés contre

différentes formes de Tau ainsi que des molécules visant a inhiber les acteurs
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impliqués dans la phosphorylation de Tau et visant a activer les voies de dégradation
(pour revue, Mendiola-Precoma et al., 2016 ; Wang and Mandelkow, 2016). En effet,
par la technique d’immunothérapie passive, le premier anticorps testé avait pour cible
la protéine Tau phosphorylée en Ser422, mais apres la phase clinique 1, le projet a été
arrété (Panza et al., 2016). Ces thérapies ont ainsi pour but de dégrader les espéces
pathologiques de Tau et/ou d’empécher leur propagation. Ces quelques exemples

appartiennent a une longue liste de stratégies thérapeutiques en développement.

Pour conclure, la protéine Tau s’inscrit dans un groupe de pathologies
neurodégéneératives ; les Tauopathies qui montrent de nombreuses hétérogénéités
encore aujourd’hui non expliquées. En effet, les mécanismes conduisant aux lésions
histopathologiques observees dans ces pathologies comme les DNF, ne sont pas
encore élucidés, du fait de l’influence de nombreux facteurs. De plus, dans la maladie

d’Alzheimer il y a un lien probable lien entre les plaques amyloides et les DNF.
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Chapitre 2 : Les modifications post-traductionnelles de la protéine
Tau et leur implications physiologiques et pathologiques

Les modifications post-traductionnelles ont lieu aprés la synthése protéique,
elles correspondent a des modifications chimiques qui vont affecter la ’activité, la
fonction, la demi-vie ou la localisation cellulaire de la protéine cible. La protéine Tau
est sujette a de nombreuses modifications post-traductionnelles : la phosphorylation, la
glycosylation, la nitration, 1’acétylation, [’ubiquitinylation, la méthylation,
I’isomérisation, la O-N-acétylglucosaminylation (O-GIlcNAc), la glycation, et la
troncation (pour revue, Mietelska-Porowska et al., 2014). Parmi ces modifications, la
phosphorylation est largement la plus étudiée et caractérisée, elle joue un rdle aussi
bien physiologique que pathologique. Alors que la nitration et la O-GlcNAc n’ont été
décrites qu’en condition physiologique, la glycation et la troncation n’ont été¢ décrites
qu’en condition pathologique. A défaut d’étre exhaustif, nous focaliserons
principalement sur la phosphorylation et sur la troncation et évoquerons brievement les

autres modifications post-traductionnelles retrouvées sur Tau.

A. La phosphorylation de la protéine Tau

Elle correspond a I’ajout d’un groupement phosphate provenant d’une molécule
d’ATP sur le groupement hydroxyle libre de la chaine latérale des acides aminés ;
Sérine (Ser), Thréonine (Thr) ou Tyrosine (Tyr). Cette réaction est catalysée par un
groupe d’enzymes appelées kinases, alors que la réaction de déphosphorylation est
réalisée par les phosphatases. Ainsi, la phosphorylation apparait comme une
modification dynamique et réversible. C’est la modification majoritaire sur Tau,
puisque Tau posséde 85 sites potentiellement phosphorylables sur 1’isoforme la plus

longue (2N4R), cela représente 20% de la protéine totale (Butler and Shelanski, 1986).
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A.l. Les kinases et phosphatases agissant sur la protéine Tau

A la vue des nombreux sites phosphorylables présents sur Tau, une vingtaine de
kinases ont été identifiées en ayant pour cible Tau. Elles sont réparties en trois
familles, selon les motifs de reconnaissance qu’elles phosphorylent. Ainsi, on
distingue : les kinases « Proline Directed Protein Kinases» (PDPK) qui
phosphorylent les résidus Ser et Thr suivis d’un résidu proline (Pro) ; les kinases non-
PDPK qui phosphorylent les Ser et Thr non suivis d’un résidu Pro et les kinases
spécifiques des Tyr (Tyr kinases) (Sergeant et al., 2008). On peut notamment citer la
« Glycogen Synthase Kinase 3f » (GSK3p) qui est I'une des kinases majeures de Tau
(LLorens-Martin et al., 2014) et la « Cyclin-Dependent-Like Kinase-5 » (CDKS5) qui
appartiennent a la famille PDPK. Alors que la « Calcium/Calmodulin-Activated
Protein Kinase II» (CaMKII) et la « Protein Kinase A » (PKA) appartiennent a la
famille non-PDPK.

A I'inverse de la phosphorylation, la déphosphorylation de Tau est assurée par
différentes phosphatases, notamment les « Protein Phosphatase » PP1, PP2A, PP2B et
PP5 (Liu et al., 2005). Il a notamment été montré que PP2A était responsable de 71%
de I’activité phosphatase dans le tissu cérébral humain. Ainsi, PP2A serait la

phosphatase majeure responsable de la déphosphorylation de Tau (Martin et al., 2013).

A.2. La phosphorylation, régulatrice des fonctions de Tau

Ce sont les travaux de Cleaveland en 1977 qui montrent que Tau peut étre
phosphorylée (Cleveland et al., 1977b). A la suite de cette découverte, de nombreuses
¢tudes se sont focalisées sur le role que peut jouer la phosphorylation sur les fonctions

de Tau.

Les premieres études ont montré que sous sa forme déphosphorylée, la protéine
Tau permet une meilleure polymérisation de la tubuline en microtubules (Lindwall and
Cole, 1984). Par la suite et grace au développement d’outils immunologiques
spécifiquement dirigés contre différents sites de phosphorylation, les sites de

phosphorylation de Tau impliqués dans la liaison aux microtubules ont pu étre
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identifiés. En effet, la phosphorylation des résidus Ser262, Ser293, Ser324 et Ser356
localisés dans les motifs répétés entraine une rupture de la liaison de Tau avec les
microtubules (Biernat et al., 1993 ; Drewes et al, 1995 ; 1997, Fischer et al., 2009 ).
De méme que pour les résidus Thr231 et Ser235 localisés dans le domaine riche en
Proline, qui lorsqu’ils sont phosphorylés entrainent une diminution de 1’affinité de Tau
pour les microtubules (Sengupta et al., 1998 ; Cho and Johnson, 2004). Par ailleurs,
ces travaux, montrent I’importance du domaine riche en Proline de Tau dans la

régulation de sa liaison aux microtubules (Figure 11).
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Figure 11 — Régulation de la dynamique microtubulaire via la protéine Tau. La
liaison de Tau sur les microtubules via les motifs répétés permet une stabilisation des
microtubules a I’inverse le détachement de Tau par sa phosphorylation conduit a une
dépolymeérisation. Ici, sont représenté les phosphorylations des résidus Ser262 et
Ser396, deux sites majeurs localisés dans le domaine riche en Proline et les motifs
répéteés.

En plus de son implication dans la régulation de la dynamique microtubulaire,
la phosphorylation de Tau module également d’autres fonctions. En effet, il a été
montré que la phosphorylation de Tau modulait le transport axonal, des études
montrent que I’augmentation de la phosphorylation de Tau par la kinase GSK3
entraine un meilleur transport des vésicules le long des microtubules (Spittaels et al.,

2000 ; Mudher et al., 2004). De plus, la phosphorylation de Tau peut également
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impacter sa liaison avec des partenaires protéiques, notamment avec certaines
protéines contenant des domaines SH3, telles que Fyn (Reynolds et al., 2008).
Concernant la localisation subcellulaire de Tau, elle est elle-méme régulée par la
phosphorylation ; en étant dans un stade déphosphorylé, Tau est associée a la
membrane plasmique (Arrasate et al., 2000). A [Dinverse lors de 1 utilisation
d’inhibiteur de phosphatases, Tau devient alors hyperphosphorylée et délocalisée de la
membrane plasmique (Maas et al., 2000). De méme, la protéine Tau a été localisée
dans le compartiment nucléaire par 1’utilisation de 1’anticorps Taul reconnaissant la
protéine Tau déphosphorylée sur les Ser 195, 198, 199 et 202 (Loomis et al., 1990 ;
Szendrei et al., 1993).

A.3. La phosphorylation de Tau dérégulée dans la maladie d’Alzheimer

Comme décrit précédemment, dansles Tauopathies; incluant la maladie
d’Alzheimer, la protéine Tau est retrouvée anormalement phosphorylée et
hyperphosphorylée. En effet, des études ont montré des différences du niveau de
phosphorylation entre les protéines Tau extraites de cerveau provenant de sujets
contrdles et de patients Alzheimer. Au sein des PHFs extraits des patients Alzheimer,
Tau posséde un niveau de phosphorylation 2 a 3 fois plus élevé que chez les sujets
controles (Kopke et al., 1993 ; Ksiezak-Riefing et al., 1992). Une approximation du
nombre de sites phosphorylés a également ¢té déterminée grace aux outils
immunologiques et la spectrométrie de masse ; contre 9 sites phosphorylés identifiés
dans les cerveaux de sujets controles, environ 40 sites phosphorylés ont été identifiés
dans les cerveaux de patients Alzheimer (Hanger et al., 1998 ; Morishima-Kawashima
et al., 1995) (Figure 12). Ces données sont critiquables et sous-estiment le niveau de
phosphorylation retrouvé dans les cerveaux de sujets controles. En effet, ces études ont
¢té réalisées sur des tissus provenants d’autopsies et malheureusement, la
phosphorylation n’est pas une modification post-traductionnelle stable. Au cours du
délai post-mortem, la phosphorylation de novo n’est pas possible a cause du manque

d’ATP (Adénosine Tri-Phosphate). En revanche, les phosphatases sont actives et
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entrainent une déphosphorylation des formes solubles de Tau au contraire des formes

agrégées qui ne sont pas accessibles (Gong et al., 1995 ; Yamamoto et al., 1995).
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Figure 12 — Localisation des sites de phosphorylation de la protéine Tau
provenant de cerveau de patients Alzheimer. Il y a environ 45 sites de
phosphorylation sur des résidus Tyrosine (Y), Serine(S) et Thréonine (T) qui ont été
identifiés. Ces sites sont majoritairement localisés dans le domaine riche en Proline
(adapté de Noble et al., 2013).

Par le développement d’outils immunologiques, des études ont mis en évidence
des épitopes treés phosphorylés sur les protéines Tau pathologiques en comparaison aux
protéines Tau physiologiques : AT8 (Ser199, 202 et Thr205) (Mercken et al., 1992 ;
Porzig et al., 2007), AT270 (Thr181), AT180 (Thr231) (Goedert et al., 1994), PHF-1
(Ser396, 404) (Condamines et al., 1995 ; Otvos et al., 1994), 12E8 (Ser262) (Seubert
et al., 1995). D’autres outils immunologiques ciblent uniquement des protéines Tau

pathologiques, dont les épitopes phosphorylés n’ont été retrouvés que dans les
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cerveaux de patients Alzheimer : AT100 (Hoffman et al., 1997) et TG3 (Jicha et al.,
1997b). De maniére intéressante, il a ét¢ montré que le profil de phosphorylation de
Tau corrélait avec la perte d’intégrité neuronale et la formation des DNF. En effet, les
épitopes reconnus par TG3 et 12E8 apparaissent précocement dans la formation de la
DNF alors que les épitopes reconnus par AT8 et PHF-1 apparaissent tardivement
(Augustinack et al., 2002). En plus de ces anticorps reconnaissant des formes
phosphorylées de Tau, les outils immunologiques MC1 ou Alz50 sont dirigés contre
des modifications conformationnelles de Tau qui ne sont détectées que dans la maladie
d’Alzheimer (Carmel et al., 1996 ; Jicha et al., 1997a). Par exemple, I’anticorps Alz50
reconnait une conformation ou les acides aminés 5-9 et 313-322 interagissent entre

Cux.

La question qui se pose est quelle est la cause de cette hyperphosphorylation et
phosphorylation anormale ? Il apparait comme une évidence, que cela provient d’un
déséquilibre entre les kinases et phosphatases de Tau. En effet, dans des mod¢les in
vivo de surexpression de la GSK3p, il a été observé une hyperphosphorylation de Tau
associée avec un déficit cognitif (Hernandez et al., 2002). A contrario, dans des
modeles in vivo de Tauopathies, I’inhibition de GSK3f par injection intra-péritonéale
de lithium permet de diminuer le niveau de phosphorylation de Tau et cela conduit a
une diminution des neurones en DNF (Caccamo et al., 2007 ; Engel et al., 2006). De
plus, la surexpression de CDKS5 in vivo conduit également a une hyperphosphorylation
de Tau et la formation de DNF dans le cortex et ’hippocampe (Cruz et al., 2003).
L’analyse de tissus cérébraux provenant de patients Alzheimer a montré que les
kinases CDK5 et GSK3P co-localisent avec les DNF (Yamaguchi et al., 1996).
Cependant I’altération de 1’expression et de I’activité¢ de ces kinases est encore tres
controversée dans le tissu cérébral provenant de patients Alzheimer (Leroy et al.,
2007a ; Tandon et al., 2003). Concernant les phosphatases, et notamment, la principale
phosphatase de Tau, PP2A a une activité diminuée d’environ 30% dans le cerveau de

patients Alzheimer (Gong et al., 1993 ; 1995).
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B. Les autres modifications post-traductionnelles de Tau : apercu général
B.1. La O-N-Acetylglucosaminylation (O-GlcNAc)

Elle correspond a I’ajout d’un groupement N-acétylglucosamine (GlcNAc) sur
le groupement hydroxyle d’une Ser ou Thr a partir de I’Uridine DiPhospho-GlcNac
(UDP-GlcNac). Cette réaction réversible est catalysée par la  O-N-
Acétylgluscosaminyltransférase (OGT) (Torres and Hart, 1984). La mise en évidence
de cette modification post-traductionnelle sur Tau a été réalisée a I’aide de lectines
(protéines qui se lient sur les glucides) qui se fixent sur les résidus O-GlcNAcylés.
Ainsi, des protéines Tau O-GIlcNAcylées ont ét€é mises en évidence dans le cerveau
bovin (Arnold et al., 1996) et humain (Liu et al., 2004). Concernant le role de cette
modification sur Tau, il n’est aujourd’hui pas déterminé mais des études in vitro ont
montré que les Ser356 (Yu et al., 2008a) et Ser400 (Yuzwa et al., 2012) O-
GlcNAcylées de Tau ralentissaient ’agrégation de Tau en comparaison avec la
phosphorylation. De plus, une inhibition dans des lignées cellulaires de la N-acétyl-p3-
D glucosaminidase (OGA) qui permet de retirer les groupements GIcNAc, entraine
une diminution de la phosphorylation de certains résidus de Tau (Liu et al., 2004 ;
Yuzwa et al., 2008). De plus, les protéines Tau O-GlcNAcylée n’ont pas été détectées
dans les PHF (Ledesma et al.,, 1994). Il a méme ¢été observé une baisse de cette
modification de manicre générale dans la maladie d’Alzheimer (Liu et al., 2009a). Du
fait que cette modification ait pour cible les mémes acides aminés que la
phosphorylation, elles sont toutes les deux exclusives et la O-GlcNAc semble plutot

protectrice et non pathologique dans le contexte de la maladie d’Alzheimer.

B.2. La nitration

La nitration correspond a 1’ajout d’un ou plusieurs groupements nitro NO, sur
les Tyr pour former la 3-nitro tyrosine. Cette modification post-traductionnelle
augmente au cours du vieillissement et a été¢ retrouvée dans les neurones en DNF
suggérant un role pathologique (Horiguchi et al., 2003). In vitro, la nitration se produit

sur les Tyrl8, 29, 197 et 394 de Tau (Reynolds et al., 2005 ; 2006a), de plus la
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présence de ces Tyr modifiées a ¢été validée dans le tissu cérébral grace au
développement d’outils immunologiques (Reynolds et al., 2006b). Concernant le role
de la nitration sur Tau, elle favoriserait son agrégation (Zhang et al., 2005b) et
entrainerait une diminution de sa liaison aux microtubules tout comme la

phosphorylation (Reynolds et al., 2006a).

B.3. L’acétylation

Aussi nommée g-acétylation, elle correspond a 1’ajout d’un groupement acétyl a
partir de I’ Acétyl-CoenzymeA (Ac-CoA) sur la chaine latérale des lysines (Lys) grace
aux enzymes dénommées acétyltransférases. Cette modification est réversible, en
effet, les désacétylases permettent de retirer le groupement acétylé (pour revue, Drazic
et al., 2016). Des ¢tudes ont montré que I’incubation de Tau avec de I’Ac-CoA et une
acétyltransférase conduisait a 1’acétylation des Lys163, 174 et 180 (Min et al., 2010).
De plus, la Lys174 et 280 ont également été retrouvées acétylées dans différentes
Tauopathies dont la maladie d’Alzheimer et les DFTP-17 (Cohen et al., 2011a ; Irwin
et al., 2012 ; Min et al., 2015). Il a été¢ montré que 1’acétylation de Tau sur la Lys280
diminue son affinité pour les microtubules et favorisait son agrégation (Cohen et al.,
2001a ; Trzeciakiewicz et al., 2016). A I'inverse, une étude a montré que 1’acétylation
de certains motifs KXGS localisés dans les motifs répétés de Tau empéche la
phosphorylation de ces sites et par conséquent 1’agrégation de Tau (Cook et al., 2014).
Concernant les enzymes responsables de 1’acétylation de Tau, elles ne sont pas
connues aujourd’hui mais il a été observé in vivo et in cellulo la déacétylation de Tau
en présence de I’Histone Déacétylase6 (HDACH6) et la Sirtuinel (Cook et al., 2004 ;
Min et al., 2010).

B.4. L’ubiquitinylation

C’est une modification post-traductionnelle complexe qui consiste en I’ajout de

plusieurs résidus ubiquitine. Elle fait intervenir trois classes d’enzymes de manicre
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successive : ’enzyme EIl recrute I’ubiquitine, I’E2 transfére 1’ubiquitine entre E1 et
E3; et E3 ajoute I'ubiquitine sur la protéine cible. Ainsi, les protéines poly-
ubiquitinylées sont prises en charge par 1’Ubiquitin Proteasome System (UPS),
systéeme majoritaire de dégradation des protéines mal conformées ou endommagées.
C’est en 1987 que I’'ubiquitine est retrouveée au sein des PHFs (Mori et al., 1987), par
la suite les sites ubiquitinylés de Tau ont été identifié : plusieurs Lys localisées dans le
domaine de liaison aux microtubules (Cripps et al., 2006 ; Morishima-Kawashima et
al., 1993). Certaines Lys ne sont retrouvées que monoubiquitinylées, ce qui empéche

ainsi la dégradation potentielle de Tau.

La protéine Tau est sujette a de nombreuses modifications post-
traductionnelles, la majoritaire étant la phosphorylation ; elle est souvent décrite sous
le terme de « phosphoprotéine ». Il existe une réelle coopération entres les différentes
modifications post-traductionnelles pour assurer la fonction de Tau ou au contraire
induire son caractere pathologique. Nous focaliserons par la suite sur la troncation de

Tau qui est aujourd’hui une modification post-traductionnelle nouvellement étudiée.

C. La troncation, une modification post-traductionnelle récemment étudiée
C.1. Définition générale de la troncation

La troncation se définit comme une protéolyse partielle générant des
intermédiaires protéiques détectables et fonctionnelles, selon la protéine ciblée. Cette
modification post-traductionnelle fait intervenir une classe d’enzymes protéolytiques
aussi appelées protéases ou peptidases. Il en existe plusieurs catégories en fonction de
leur mécanisme d’action, et elles interviennent dans de nombreuses fonctions
biologiques : maturation des protéines, digestion alimentaire, coagulation sanguine,
etc. De plus, cette modification peut également faire intervenir non pas des enzymes
mais un site de traduction alternatif, cela a notamment ét¢ décrit pour le facteur de

transcription pS3 (Solomon et al., 2014).
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C.2. La troncation de la protéine Tau, lien avec les Tauopathies

L’¢étude de cette modification post-traductionnelle de Tau a débutée lors de
I’observation au sein de PHFs isolés de cerveaux de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer, de formes tronquées dans leurs domaines amino- et carboxy-terminaux
(Wischick et al., 1988). Cette découverte suggérait donc un potentiel réle de la
troncation dans la pathologie Tau, notamment sur 1’agrégation de Tau et la
neurodégénérescence (Wang et al., 2010a). De plus, la présence de formes tronquées
chez les patients Alzheimer a été également mise en évidence dans le LCR des patients
(Verheecke, 1975). Par ailleurs, des formes tronquées de Tau ont également été
retrouvées dans le cerveau de patients atteints de PSP, DCB et DFTP-17 (Arai et al.,
2004 ; Corsetti et al., 2008). Aujourd’hui I’identification de toutes les formes
tronquées de Tau n’est pas élucidée, de nombreuses hypothéses restent en suspens et la

troncation est surtout décrite dans un contexte pathologique de protéinopathies.

C.2.a. Les formes tronquées de Tau dans la partie carboxy-terminale identifiées

dans la maladie d’Alzheimer

L’analyse des protéines Tau a partir du tissu cérébral de patients atteints de la
maladie d’Alzheimer par ¢lectrophorése monodimensionnelle montre un profil
hétérogene  caractéristique.  En  effet, la  phosphorylation  anormale,
I’hyperphosphorylation, I’agrégation et la troncation de Tau sont a 1’origine de la
détection de protéines Tau de hauts et bas poids moléculaires en plus du triplet
caractéristique des différentes isoformes de Tau sous forme de monomeres (Kovacech
and Novak, 2010 ; Zilka et al., 2012). A ce jour, deux formes tronquées dans le
domaine carboxy-terminal ont bien été ¢tudices : la forme tronquée se terminant par le
Glutamate 391 (Glu391 ou E391) et celle se terminant par 1’ Aspartate 421 (Asp421 ou
D421); de nombreuses autres ont ¢été identifiées mais ne sont pas totalement

caractérisées.
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C.2.a.1. Découverte inattendue de la forme tronquée se terminant par le

résidu E391

La découverte de cette forme tronquée a été réalisée plutdt par hasard, en effet,
les travaux de Mr Wischik et Mr Novak avaient pour but de déterminer la composition
des PHFs qui est trés hétérogene et ainsi déterminer le domaine minimal qui constitue
les PHFs. Pour cela, ils ont mis au point une expérience basée sur la digestion
enzymatique des PHFs a la pronase qui permet de dégrader les protéines situées sur les
extérieurs des PHFs et de conserver les protéines situé¢es au cceur des PHFs : le PHF
« core » qui est résistant a la pronase (Wischick et al., 1988a ; Wischick and Novak,
1988). Apres avoir isolé ce PHF « core », ’analyse de celui-ci par électrophorese
monodimensionnelle révéla la présence de protéines de faibles poids moléculaires. Par
la suite, un séquengage des especes majoritaires du PHF « core » a été réalisé, les
résultats ont permit d’isoler des séquences peptidiques qui ont ensuite été utilisées
pour générer des sondes oligonucléotidiques. Ces sondes ont été utilisées sur une
banque d’ADNc extraits de cerveaux humains dans le but d’obtenir la composition du
PHF «core ». Les résultats ont montré que les sondes ciblaient I’ADNc de Tau,
notamment apres examen, le peptide VQIVYKP situé dans le troisieme motif répété
(Goedert et al., 1988). Ainsi le PHF « core » contient bien une séquence peptidique de

la protéine Tau.

Afin de caractériser au mieux ce PHF « core», le développement d’outils
immunologiques a €té réalisé¢, notamment 1’anticorps monoclonal mAB423 ciblant le
troisieme domaine de liaison aux microtubules de Tau (Novak et al.,, 1989).
L’utilisation de cet outil en microscopie ¢lectronique et a de faibles concentrations
permet de détecter les PHFs digérés a la pronase mais pas les PHFs natifs qui ne sont
détectés que lors de I’utilisation de fortes concentrations de I’anticorps. De plus,
I’utilisation d’autres anti-Tau ne marquent que les PHFs natifs et non digérés a la
pronase, ceci suggere que 1’anticorps mAB423 marque un épitope différent des anti-
Tau (Wischick et al., 1988). A la vue de ces données, un modele de la distribution de
Tau au sein des PHFs a ¢été proposé : le PHF « core » est constitu¢ des motifs répétés

dont le peptide VQIVYKP et les extrémités des PHFs contiennent les extrémités
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amino- et carboxy-terminales de Tau (Ksiezak-Reding and Yen, 1991 ; Jakes et al.,
1991) (Figure 13). De plus, lors d’un traitement a la phosphatase alcaline, 1’anticorps
mAB423 détecte toujours le PHF « core » suggérant ainsi que celui-ci est dans un état
non phosphorylé ou inaccessible a la phosphatase (Novak et al., 1991). Dans un
dernier temps, 1’épitope reconnu par I’anticorps mAB423 a été identifié, pour cela des
mutants de délétion de la région d’ADN codant pour les motifs répétés ont été¢ clonés
dans des vecteurs d’expression procaryotes. Apres production et purification des
protéines recombinantes, 1’analyse par immunoempreinte avec 1’anticorps mAB423 a
montré que celui-ci ne détecte que les séquences peptidiques se terminant par le résidu
E391 (numérotation basée sur 1’isoforme la plus longue de Tau : Tau2N4R) (Novak et

al., 1993).

PHFRI PHForel
N-terf2 C-terld N-ter2
A A A

(

| | \
VQIVYKPE a

mAB423[
% ___ _PMAR

PHFsmatifskl PHF@ligérésEdaipronasel

Figure 13 — Représentation schématique de la structure des PHFs natifs et
digérés a la pronase. Les PHFs (Paired Helical Filaments) sont majoritairement
composés de la protéine Tau. Cette derniére adopte une organisation particuliére ou les
domaines amino-terminaux sont digérés vers 1’extérieur dy PHF. Aprés digestion a la
pronase, le PHF core se compose surtout du domaine carboxy-terminal et I’épitope
mAB423 reconnaissant la forme tronquée se terminant par le résidu Glu391 (E391) est
mis en évidence.
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C.2.a.2. La forme tronquée se terminant par le résidu D421

Apres 1’observation au sein des neurones en dégénérescence neurofibrillaire de
nombreux marqueurs d’activit¢ apoptotique, des ¢études ont été débutées afin
d’observer I’effet de I’apoptose sur la protéine Tau (Dickson et al., 2004). En effet,
une étude a montré la présence de formes tronquées de Tau dans des neurones
présentant une fragmentation de I’ADN (Ugolini et al., 1997). Par la suite et a I’aide
de culture primaire de cervelet de rat, il a été observé que Tau était un potentiel
substrat de certaines protéases telles que les caspases, en condition apoptotique.
L’action de ces enzymes sur Tau entrainait la génération d’une forme tronquée de
faible poids moléculaire d’environ 17kDa (Canu et al., 1998). De plus, ces travaux ont
¢galement montré que cette forme tronquée n’était plus capable de lier les
microtubules. Afin de déterminer les enzymes protéolytiques impliquées dans ce
clivage de Tau, des cultures primaires corticales de rat ont été traitées avec des fibrilles
de peptide AP dans le but d’induire 1’activation des caspases. Ces travaux ont montré
que la génération de cette forme tronquée était dépendante de 1’activation de la caspase
3 (Gamblin et al., 2003b). Par connaissance du site consensus reconnu par la caspase 3
(DXXD) et du profil ¢lectrophorétique de cette forme tronquée, il a ét€¢ déterminé que
la troncation avait lieu dans la partie carboxy-terminale, notamment aprés le résidu
D421. Afin de pouvoir réaliser au mieux 1’étude de cette forme tronquée, un anticorps
a ¢t¢ développé, dénommé TauC3. Cet anticorps a permit de mettre en évidence la
production de la forme tronquée se terminant par le résidu D421 in cellulo et la
présence de celle-ci dans le tissu cérébral provenant de patients Alzheimer (Gamblin et
al., 2003b). Un autre anticorps ciblant cette méme forme tronquée a été développé par
une autre équipe, dénommé o-ATau. Son utilisation a confirmé les résultats obtenus
précédemment, et a montré que la forme tronquée en D421 pouvait €tre générée dans

un modgele triple transgénique de Tauopathies (Rissman et al., 2004).
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C.2.a.3. La forme tronquée se terminant par le résidu N358

I a récemment ¢t¢é montré qu’une protéase lysosomiale (Asparagine
endopeptidase) clive la protéine Tau dans sa partie carboxy-terminale, au niveau de
deux résidus Asparagine : N255 et N358. De plus, le développement d’un anticorps
dirigé contre la forme tronquée se terminant par le résidu N358 a montré que celle-ci

est retrouvée dans le tissu cérébral de patients Alzheimer (Zhang et al., 2014).

C.2.b. Les formes tronquées de Tau dans la partie amino-terminale retrouvées

dans la maladie d’Alzheimer

En plus des formes tronquées dans la partie carboxy-terminale, décrites ci-
dessus, d’autres formes tronquées ont été détectées dans le tissu cérébral provenant de
patients Alzheimer. L’utilisation d’outils immunologiques sur des coupes
histologiques de cerveau Alzheimer a permit de mettre en évidence de nombreux sites
de troncation présents au sein des agrégats de Tau (Dickson et al., 1992 ; Garcia-Sierra
et al., 2003). Une étude a montré la présence d’une forme tronquée de Tau débutant
par I’Asp25 dans I’hippocampe de patients Alzheimer, alors qu’elle n’était pas
présente chez les témoins. Des ¢€tudes in vitro ont montré que cette forme tronquée
¢tait générée sous I’action de la caspase 3 tout comme la forme tronquée se terminant
par ’Asp421 (Rohn et al., 2002). De plus, la forme tronquée débutant par 1’Asp25 a
¢galement ¢té identifiée dans des modeles cellulaires et des modeles in vivo de
neurodégénérescence (Corsetti et al., 2008). Par ailleurs, il a également été observé in
vitro la génération d’une forme tronquée débutant par I’Asp13, celle-ci est générée par
la caspase 6 (Horowitz et al., 2006). Plus récemment, dans notre équipe, nous avons
identifié par une approche protéomique de nombreuses formes tronquées délétées de
leurs parties amino-terminales, a partir de tissus cérébraux provenant de patients

Alzheimer (Derisbourg et al., 2015).
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C.2.c. Les formes tronquées de Tau dans les autres Tauopathies

La majorité des études focalisant sur la troncation de Tau se sont déroulées dans
le cadre de la maladie d’Alzheimer, mais quelques études ont montré que les formes
tronquées de Tau n’étaient pas restreintes a la maladie d’Alzheimer. En effet, lors de
I’observation du profil électrophorétique de Tau dans différentes Tauopathies,
différentes formes de Tau caractérisées par de faibles poids moléculaires sont

présentes (Figure 14) (Hanger and Wray, 2010).
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Figure 14 — Les formes tronquées de Tau dans les Tauopathies. La majorité des
¢tudes sur la troncation de Tau se focalise sur la maladie d’Alzheimer. L’analyse par
WB de tissus cérébraux en utilisant 1’anticorps dirigé contre la partie carboxy-terminal
de Tau d’autres Tauopathies a montré la présence de nombreuses formes tronquées. En
effet, en plus d’étre détecté dans la maladie d’ Alzheimer, elles sont retrouvées dans la
maladie de Pick, la paralysie supranucléaire (PSP), la dégénérescence cortico-basale
(DCB) et les démences fronto-temporales (DFT). (Adaptée de Hanger and Wray,
2010).

Dans un premier temps, il était intéressant d’observer si les formes tronquées
bien caractérisées et se terminant par les résidus E391 et D421 étaient présentes dans
d’autres Tauopathies. Les résultats ont montré que ces deux formes tronquées étaient
retrouvées dans la maladie de Pick, notamment au sein des corps de Pick qui

correspondent a la lésion histologique contenant les agrégats de la protéine Tau
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(Guillozet-Bongaarts et al., 2007 ; Mondragon-Rodriguez et al., 2008b). Dans la DCB
et la PSP des formes tronquées dans la parité amino-terminale ont été identifiées, pour
la DCB : une forme tronquée débutant par le résidu Thr169 et pour la PSP : une forme
tronquée débutant par le résidu Glul87 (Arai et al., 2004). Ainsi, la présence de
formes tronquées distinctes entre ces deux pathologies pourrait permettre de les
dissocier a 1’aide d’outils immunologiques. Enfin, une forme tronquée d’une masse
moléculaire d’environ 17kDa a été retrouvée au sein du tissu cérébral de plusieurs
Tauopathies (Ferreira and Bigio, 2011). En recouvrant différentes études in cellulo et
avec le développement d’anticorps, il a été montré que cette forme tronquée était
clivée dans la partie amino-terminale au résidu Alal25 et dans la partie carboxy-
terminale au résidu Arg230 (Park and Ferreira, 2005). Parmi ces deux sites, le site de
troncation Arg230 a été identifiée dans le tissu cérébral de différentes Tauopathies
mais également dans le tissu cérébral de sujets témoins (Garg et al., 2011). Ainsi, la
troncation avait été jusqu’ici décrite exclusivement dans un contexte pathologique

(Figure 15).
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Figure 15 — Les sites de troncation identifiés sur la protéine Tau et leur mode de
génération. Aujourd’hui toutes les formes tronquées et les acteurs responsables ne
sont pas identifiés. De nombreuses formes tronquées sont générées par des caspases
(D13, D25, D402 et D421), d’autres par des calpaines (K44, R230) et d’autres par des
protéases telles que la chymotrypsine, 1’asparagine endopeptidase, la thrombine.
(Adaptée de Wang et al., 2010a).
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C.3. Les formes tronquées retrouvées dans le liquide céphalo-rachidien

Le liquide céphalo-rachidien (LCR) correspond a un fluide biologique dans
lequel baignent le cerveau et la moelle épinicre, on le retrouve a I’extérieur et
I’intérieur du systeme nerveux central grace a sa circulation entre les ventricules
cérébraux. Il permet de réguler les pressions exercées sur le cerveau, joue le role
« d’amortisseur de chocs » et sert de fluide nourricier pour le tissu nerveux (sa
composition étant proche de celle du plasma) (Zappaterra and Lehtinen, 2012).
Comme décrit dans le premier chapitre, le LCR est aujourd’hui utilisé pour le
diagnostic de la maladie d’Alzheimer. En effet, la protéine Tau est retrouvée dans ce
fluide biologique, de maniere phosphorylée ou non aussi bien chez les sujets témoins
que les patients Alzheimer (Belnnow et al., 2012). Il avait également été observé une
augmentation de la concentration en protéines Tau, notamment les formes
phosphorylées, entre le LCR d’un sujet témoin et d’un patient Alzheimer, méme si il
faut noter que la concentration de Tau dans ce fluide est trés faible, de lors du
picogramme. En plus de ces formes totales de Tau, une étude en 1997 a révélée la
présence de formes tronquées de Tau dans le LCR de patients Alzheimer (Johnson et
al., 1997). Par la suite, la caractérisation globale de ces formes tronquées a montré que
dans le LCR les formes tronquées étaient majoritairement délétées de leurs parties
amino-terminales (Amadoro et al., 2014). Aujourd’hui une forme tronquée se
terminant par le résidu Asp402 et générée par la caspase 6 a ¢été validée dans le LCR
de patients Alzheimer (Ramcharitar et al., 2013). Ainsi, il serait intéressant d’évaluer
le potentiel des formes tronquées de Tau en tant que marqueurs de diagnostic. Par
ailleurs, la composition trés complexe du LCR et la concentration est tres faible des
protéines d’intérét dans ce liquide nécessitent de développer des techniques de

detection plus sensibles (Portelius et al., 2008).

C.4. La troncation : quelles conséquences sur les fonctions de Tau ?

A la vue des sites de troncation décrits précédemment, la troncation peut avoir

lieu sur toute la protéine Tau et n’est pas restreinte a un domaine particulier, méme si
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elle a lieue majoritairement au niveau de la queue carboxy-terminale et du domaine
amino-terminal (Kovacech and Novak, 2010). Par conséquent, chaque forme tronquée
va possédait sa propre « signature biologique » et les conséquences fonctionnelles vont
varier en fonction des domaines de Tau affectés. Actuellement, la troncation est
globalement décrite dans un contexte pathologique, et on attribue aux formes

tronquées de Tau une « étiquette plutot toxique ».

C.4.a La troncation de Tau : gain de fonction toxique ?

L’agrégation de Tau n’est pas retrouvée en condition physiologique mais en
condition pathologique, aujourd’hui beaucoup de controverses existent autour des
especes réellement toxique de Tau: les dimeres, les oligomeres, les agrégats ?

(LasagnaReeves et al., 2011).
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Figure 16 — Conséquence de la troncation sur la protéine Tau. Parmi les
conséquences décrites lors de la troncation de Tau, des changements de conformation
de Tau entraine le démasquage des motifs pro-agrégatifs PHF6 et PHF6*. Ainsi, ces
fragments particuliers pourraient servir d’agent de nucléation. (Adaptée de la these du
Dr Derisbourg Maxime).

Comme décrit dans le premier chapitre, il est connu que les séquences de Tau
BYQIINK? et *VQIVYK®'"? également appelées motifs pro-agrégatifs « PHF6 et
PHF6* », localisées dans les motifs répétés sont sujets a la formation de structure en

feuillets B (Mukrash et al., 2005). Ces structures €tant un caracteére commun des
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protéines a pouvoir pro-agrégatif. Selon un modéle proposé, Tau adopte en condition
physiologique une structure en forme de « thrombone » qui permettrait de masquer ces
motifs pro-agrégatifs notamment avec le domaine carboxy-terminale (Jeganathan et
al., 2006). A contrario, en condition pathologique, notamment lors de la troncation de
la protéine Tau, ces motifs pro-agrégatifs seraient dévoilés et serviraient d’agent de

nucléation pour I’agrégation de Tau (Figure 16).

Ces hypothéses ont ét¢ d’abord étudiées in vitro, grace a [’utilisation de
protéines Tau tronquées recombinantes démunis de leurs parties carboxy-terminales
mais contenant les motifs PHF6 et PHF6*. 11 a ét¢ montré que ces formes tronquées
possédaient la capacité¢ d’augmenter la vitesse de fibrillogenese de Tau et entrainaient
la formation d’agrégats incluant la protéine Tau entiere (Abraha et al., 2000 ; Yin and
Kuret, 2006). De plus, le fait que le domaine carboxy-terminale de Tau soit absent
facilitait ’agrégation de la forme tronquée. Ainsi ce domaine aurait des propriétés
anti-agrégatives (Berry et al., 2003). A la vue de ces résultats, la troncation jouerait
bien un rdle pathologique notamment dans le processus de formation de la DNF. Cette
modification post-traductionnelle intervient-elle dans les étapes de déclenchement de
la DNF ? Beaucoup d’études ont été réalisé€es sur le tissu cérébral humain et a ’aide de

modeles animaux transgéniques afin de répondre a cette question.

C.4.b. Implication de la troncation de Tau dans la formation de la DNF

De nombreuses études immunologiques ont observé la distribution cérébrale
des formes tronquées D421 et E391, elles ont révélé une certaine apparition de ces
especes en comparaison avec 1’apparition de la DNF. En effet, il a été proposé a partir
de I’étude de coupes hippocampiques de patients Alzheimer un processus de
développement de la DNF (Bondareff et al., 1994). Dans un premier temps, un
changement de conformation de la protéine Tau aurait lieu la rendant pathologique et
reconnu par I’épitope Alz50 (interaction entre les acides aminés 5-9 et 313-322). Ce
changement de conformation serait suivi d’événements de troncation dans la partie

carboxy-terminale, notamment du site D421 avant le site E391 (Binder et al., 2005 ;
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Garcia-Sierra et al., 2008 ; Guillozet-Bongaarts et al., 2005). De plus, il a ét¢ montré
dans un mod¢le transgénique surexprimant une protéine Tau mutée que I’apparition de
la forme tronquée se terminant par le résidu D421 apparaissait tardivement, bien apres
différents épitopes de phosphorylation anormale (Leroy et al., 2007b ; Delobel et al.,
2008). Des résultats similaires ont également été observés dans le tissu ceérébral de
patients Alzheimer, montrant que la phosphorylation précédait la troncation
(Mondragon-Rodriguez et al., 2008a). De plus, une ¢tude a démontré que la
phosphorylation du résidu S422 entraine une inhibition de la génération de la forme
tronquée D421 (Guillozet-Bongaarts et al., 2006). Plus récemment, une autre équipe a
propos€ un autre modele de formation de la DNF, avec 1’apparition de la forme
tronquée se terminant par le résidu E391 précocement, suivi d’une phosphorylation
anormale qui conduit a I’agencement de Tau en PHF (Flores-Rodriguez et al., 2015)

(Figure 17).
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Figure 17 — Représentation schématique de la formation de la dégénérescence
neurofibrillaire (DNF). La progression de la DNF est liée aux changements qui ont
lieus sur la protéine Tau. Notamment dans le début début de formation de la DNF, il
est observé une perte du domaine amino-terminal, une hyperphosphorylation des sites
Ser396/404 qui est suivi par une troncation sur le résidu E391. De plus, en I’absence
de troncation en E391, la troncation sur le résidu D421 apparait dans les stades tardifs
de la DNF. (Adaptée de Bondareff et al., 1994).
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Ces criblages immunologiques sur tissus cérébraux ont également permis de
mettre en évidence une corrélation entre la présence des formes tronquées D421 et
E391 et la DNF ainsi qu’avec les stades de Braak décrits dans le premier chapitre

(Basurtos-Islas et al., 2008, Garcia-Sierra et al., 2001).

C.4.c. La troncation de Tau dans les domaines carboxy- et amino-terminaux :

études dans les modéles animaux et cellulaires

Le développement de modéles murins transgéniques a permis 1’étude de
I’impact de la troncation de Tau sur la pathologie Tau. L’un des premiers mode¢les
développés a été celui de Novak et ses collaborateurs, un rat surexprimant une forme
tronquée dans la partie amino- et carboxy-terminale (t151-391) (Zilka et al., 2006). Ce
modele montre une DNF, avec une immunoréactivité pour des sites hyper- et
anormalement phosphorylés de Tau ainsi que la présence de formes agrégées de Tau
dans lesquelles on retrouve la Tau endogene et la forme tronquée t151-391. De plus au
niveau fonctionnel, la forme tronquée t151-391 induit la formation d’un réseau
microtubulaire anormal par rapport a la Tau entiere. Toutes ces observations sont
corrélées avec des troubles de la mémoire spatiale, conséquences des 1ésions présentes
dans I’hippocampe et le cortex de ces animaux (Hrnkova et al., 2007). A la suite de
cette étude, un modele murin a été généré avec cette fois-ci la totalité de la forme
tronquée (1-391), les observations histologiques et biochimiques étaient identiques au
modele précédent (hyper- et phosphorylation anormale, agrégats) (McMillan et al.,
2011). En ce qui concerne I’autre forme tronquée bien caractérisée et se terminant par
le résidu D421, un seul modele animal a été généré par injection d’adénovirus codant
pour la séquence 1-421 de Tau (de Calignon et al., 2010). Dans ce mode¢le, il a été
observé une formation d’agrégats ce qui prouve que la présence de cette espece de Tau
est suffisante pour entrainer la pathologie Tau. Des études précédentes avaient montré
que la forme tronquée se terminant par le résidu D421 était présente dans plusieurs
modeles transgéniques de Tauopathies (Zhang et al., 2009a) et qu’elle était associée a
la formation de la DNF (Zhang et al., 2009b). De plus, dans un mod¢le triple

transgénique APP/PS1/Tau, il a ét¢ montré qu’il y avait une augmentation avec 1’age
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de la malconformation de Tau et de la troncation de Tau en D421 (Héraud et al.,
2013). D’autres études ont montré au contraire, que la forme tronquée se terminant en
D421 ¢tait une conséquence de la pathologie, en effet dans le modele Thy-Tau30
surexprimant une protéine Tau humaine mutée, cette espéce de Tau est détectée apres
la pathologie Tau (Leroy et al., 2007b). Ces €tudes in vitro et in vivo ont permis de
montrer que la délétion de la partie carboxy-terminale de Tau engendrait une tendance
de Tau a former des filaments et également a recruter la protéine Tau entiere dans ce

processus.

En supplément des modeles transgéniques, 1’étude de la troncation de Tau a été
réalisée dans les modeles cellulaires. Une étude a montré que la forme tronquée
débutant par le résidu Aspl3 entrainerait une inhibition de la fibrillation de la protéine
Tau entiere (Horowitz et al., 2006). De plus, la délétion des 150 premiers acides
aminés de Tau a ¢€t¢ montrée comme ayant une incidence sur sa localisation
subcellulaire. En effet, dans une lignée cellulaire de neuroblastome humain, la co-
expression de la protéine Tau enticre et t151-391 a montré que seule la forme tronquée
t151-391 était capable d’étre envoyée dans le compartiment nucléaire (Paholikova et
al., 2015). De plus, la surexpression des formes tronquées 151-391 et 151-421 dans
des cellules de fibroblastes et des cultures primaires entrainent une fragmentation de
I’ADN (Fasulo et al., 2000 ; 2005). Concernant la forme tronquée se terminant par le
résidu D421, des études ont montré que la surexpression de cette espece de Tau dans
des cellules de neuroblastome humain conduisait a une augmentation des marqueurs
apoptotiques (Chung et al., 2001). A co6té de ce caractére plutot toxique de ces formes
tronquées, il a été montré que des espeéces de Tau tronquées dans ce domaine étaient
retrouvées dans le milieu extracellulaire indépendamment de la mort cellulaire mais
les hypotheses restent aujourd’hui en suspend (Kanmert et al., 2015). De plus, dans
I’équipe nous avons montré qu’une forme tronquée débutant par le résidu Glutamine
124 (Q124) possédait une meilleure capacité a lier et stabiliser les microtubules
(Derisbourg et al., 2015). Cette étude suggere donc que le domaine amino-terminal de
Tau peut jouer un role direct dans la régulation de la dynamique microtubulaire.

Plusieurs hypothéses émergent de ces études, la délocalisation subcellulaire pourrait
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étre diie a un changement de conformation qui dévoilerait un potentiel signal de
localisation nucléaire ; la meilleure capacité a lier les microtubules serait peut étre la
conséquence d’une meilleure disponibilité de la protéine Tau qui ne serait plus liée a
des partenaires protéiques. Toutes ces hypotheses sont encore trés controversées car le

domaine amino-terminal de Tau n’est pas trés bien caractérisé aujourd’hui.

C.5. Les potentiels acteurs impliqués dans la troncation de la protéine Tau

Comme abordé¢ lors des paragraphes précédents, les formes tronquées de Tau
peuvent étre générées par différentes classes de protéases, certaines sont d’ailleurs
associées a un site de troncation (Hanger and Wray, 2010). Aujourd’hui, la génération
de tous les sites de troncation n’est pas expliquée. La protéine Tau est le substrat de
nombreuses caspases (Cysteinyl Aspartate Specific Protease) qui appartiennent a la
famille des protéases a Cystéine, elles existent sous la forme de pro-caspases et
subissent un clivage protéolytique afin d’étre active (Miller, 1997). Les caspases sont
spécifiques d’une séquence consensus Asp-X-X-Asp (DXXD), ou les résidus X
peuvent étre variables. Actuellement, les caspases 1, 3, 6, 7 et 8 ont été montrées pour
cliver Tau dans les parties amino- et carboxy-terminales (Rissman et al., 2004). 11 a
notamment ét¢é montré que la forme tronquée se terminant par le résidu D421 était
générée sous ’action de la caspase 3 (Gamblin et al., 2003b). En plus des caspases, il a
¢été observé une activation des calpaines dans le tissu cérébral de patients Alzheimer ;
cette activation colocalise avec la DNF (Saito et al., 1993). Il y a notamment, une
forme tronquée d’environ 17kDa qui a été retrouvée au sein du cerveau de patients
Alzheimer, dont le niveau d’expression est en lien avec 1’activation des calpaines
(Ferreira and Bigio, 2011). A contrario, I’inhibition des calpaines par la calpastatine
dans un modele transgénique murin entraine une diminution du niveau de
phosphorylation, de la troncation et de la fibrillogeneése de Tau (Rao et al., 2014). En
outre de ces protéases cytoplasmiques, I’implication de protéases lysosomiales a été
analysée sur la troncation de Tau. Ainsi, il a été observé la colocalisation d’une
protéase a Aspartate, la cathepsine D avec la DNF (Cataldo and Nixon, 1990 ; Cataldo

et al., 1991). De plus, la forme tronquée se terminant par le résidu N358 est générée
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sous I’action de I’ Asparagine endopeptidase, une protéase lysosomiale a Cystéine, qui
est retrouvée délocalisée dans le cytoplasme et suractivée dans la maladie d’ Alzheimer
(Basurto-Islas et al., 2013 ; Zhang et al., 2014). Enfin, d’autres études ont montré
I’implication de la thrombine (Olesen, 1994), d’une aminopeptidase et du protéasome

dans la protéolyse de Tau.

Pour conclure ce second chapitre porté sur les modifications post-
traductionnelles de Tau, il apparait clairement que certaines modifications possedent
un role physiologique et d’autres un réle plutot pathologique. En plus de la nature des
modifications, il faut noter l'importance des résidus touchés et leur localisation sur la
protéine Tau qui possede une structure organisée en différents domaines. Concernant
la troncation, cette modification est surtout décrite dans un contexte pathologique. En
effet, les formes tronquées sont retrouvées dans le tissu cérébral de patients atteints de
Tauopathies ainsi que dans le LCR. Elles possedent un pouvoir pro-agrégatif

important et jouent un role dans la formation de la DNF.
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Chapitre 3 : La N-a-acétylation, une modification jamais décrite pour
la protéine Tau

L’acétylation est I’une des modifications post-traductionnelles majoritaire dans
la cellule eucaryote, elle est dépendante d’enzymes et du métabolisme cellulaire. Il
faut bien différencier la -aceétylation qui a lieue sur la chaine latérale des résidus Lys
et qui est réversible; de la N-a-acétylation qui a licu sur le résidu situé dans I’extrémité
amino-terminale de la protéine cible et qui est irréversible. Nous focaliserons dans ce
dernier chapitre sur la N-a-acétylation qui est tres répandue chez les eucaryotes, en
effet, environ 90% des protéines sont N-a-acétylées. En fonction de la protéine ciblée,
cette modification peut jouer différents réles que nous décrirons au fil de ce chapitre.
Enfin, nous transposerons la littérature connue actuellement vis-a-vis de la protéine

Tau ; en effet, la N-a-acétylation n’a jamais été décrite pour Tau.

A. Découverte et généralités

C’est en 1958 que la premiére protéine portant un groupement N-a-acétyl a été
découverte (Narita, 1958), c’était une protéine du virus de la mosaique du tabac ; une
découverte dans le monde végétal. Par la suite, de nombreuses autres protéines ont été
identifiees avec cette modification aussi bien chez les eucaryotes que les procaryotes.
La fréquence d’acétylation augmente avec la complexité de I’organisme (Soppa,
2010). Par exemple, en observant le turnover des protéines, il a été montré que 80 a
90% des protéines sont retrouvées N-a-acétylées dans des cellules provenant de
carcinome et lymphome murin (Brown and Roberts, 1976 ; Brown, 1979). A contrario,
chez les procaryotes il a été montré que cette modification était moins représentée,

50% des protéines étaient N-a-acétylées (Brummel et al., 1971)
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B. Les mécanismes de la N-a-acétylation
B.1. La N-a-acétylation

La N-a-acétylation est un processus enzymatique qui correspond au transfert
d’un groupement acétyl a partir de 1’Acétyl-CoenzymeA (Ac-CoA) sur I’acide aminé
en position alpha-amine d’une protéine (Gautschi et al., 2003) (Figure 18). Cette
réaction est irréversible et neutralise les charges positives de 1’extrémité amino-
terminale de la protéine, elle est considérée comme la modification covalente la plus
commune (Polevoda and Sherman., 2003a). Ce transfert d’un groupement acétyl est
réalis¢é sous l’action d’une classe d’enzymes appelées les N-o-acétyltransférases
(Nats). Cette réaction de transfert se produit de deux manieres distinctes,
majoritairement elle a lieu de fagon co-traductionnelle lorsque la chaine
polypeptidique néo-synthétisée contient environ 25 a 50 acides aminés (Strous et al.,
1974 ; Arnesen et al., 2009a). Depuis quelques années, il a été montré que la N-o-
acétylation pouvait également se produire de facon post-traductionnelle sur certaines
protéines (Helsens et al., 2011). Mais aujourd’hui beaucoup d’hypothéses restent

invalidées sur la nature co- ou post-traductionnelle de la réaction.

Polypeptide O N-a-acétyltransférase o
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Figure 18 — Réaction de N-a-acétylation. Le transfert d’un groupement acétyl sur
I’acide aminé en position alpha-amino d’une protéine est réalisé sous 1’action des N-
acétyltransférases (Nats). Le groupement acétyl provient de I’acétyl-CoenzymeA (Ac-
CoA). (Adaptée de Starheim et al., 2012).
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B.2. Les N-a-acétyltransférases (Nats)

Les Nats appartiennent a la superfamille GNAT (General control non-
derepressible5 related acetyltransferase), les enzymes de cette famille partagent une
séguence commune de reconnaissance et de fixation de 1’Ac-CoA: motif
Q/RxxGXG/A (Lu et al., 1996). Les Nats sont des complexes enzymatiques possédant
soit une sous-unité ou plusieurs sous-unités composées d’une sous-unité catalytique et
d’une ou deux sous-unités régulatrices. La sous-unité catalytique possede I’activité de
transférase alors que la sous-unité auxiliaire principale module son activité et sa
spécificité de substrat (Liszczak et al., 2013). De plus, les Nats sont attachées au
ribosome grace a la sous-unité auxiliaire qui posséde des motifs « Tetratrico Peptide
Repeat région » (TPR). Ces motifs permettent les interactions entre protéines, par
conséquent la N-a-acétylation peut étre réalisée de maniére co-traductionnelle tres
facilement (Polevoda et al., 2008). Il y a six Nats différentes chez les mammiferes
(NatA a NatF) contre seulement cing chez les levures (NatA a NatE) (Aksnes et al.,
2015a). Chez I’Homme, toutes les Nats orthologues de la levure ont été trouvées et

sont conserveées (Hole et al., 2011).

B.2.a. La N-a-acétyltransférase A (NatA)

La premiére Nat a avoir été découverte est la NatA par Sherman et ses
collaborateurs en 1989 (Mullen et al., 1989). Elle se compose d’une sous-unité
catalytique NaalO et d’une sous-unité régulatrice Naal5, elle est la Nat majoritaire
(Arnesen et al., 2009b) (Figure 19). 11 a été montré qu’elle était associée au ribosome,
notamment chez la levure ou une étude a montré que 1’ancrage de la NatA est réalisé
par la sous-unité régulatrice (Gautschi et al., 2003). Cependant, une fraction de la
NatA a également été observée non associée au ribosome chez I’Homme, ce qui
suggére I’existence d’autres mécanismes de N-o-acétylation. Par exemple, il a éte
démontre que la NaalO0 N-a-acétyle I’actine B et 1’actine y de maniére post-
traductionnelle et indépendamment de la sous-unité régulatrice Naal5 (Van Damme et
al., 2011a).
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Figure 19 — La famille des N-a-acétyltransférases (Nats). Les Nats appartiennent a
la famille des GNAT et partage une séquence commune de reconnaissance et de
fixation de 1’Ac-CoA. Elles sont composées d’une sous-unité catalytique et d’une ou
deux sous-unités régulatrices, ces sous-unités sont attachées au ribosome afin de

permettre I’ajout du groupement acétyl sur le polypeptide naissant. (Adaptée de
Starheim et al., 2012).

B.2.b. Les autres N-a-acétyltransférases

La NatB se compose de la sous-unité catalytique Naa20 et de la sous-unité
régulatrice Naa25 (Ametzazurra et al., 2009). Tout comme la NatA, une portion des
sous-unités de la NatB est retrouvée sous une forme non-ribosomale (Ametzazzura et
al., 2008). La NatC est un complexe composé de la sous-unité catalytique Naa30 et de
deux sous-unités régulatrices Naa35 et Naa38 (Polevoda and Sherman, 2001). Ce
complexe est retrouvé associé ou non au ribosome, 1’association au ribosome est
réalisée grace a la sous-unité Naa35. Concernant la sous-unité Naa38, elle est
beaucoup moins décrite et son role reste indéterminé (Polevoda et al., 2008). La NatD
n’est composée que de la sous-unité catalytique Naa40 ; ainsi elle différe des autres
Nats de par cette particularité (pour revue, Starheim et al., 2012). La NatE possede la
sous-unité catalytiqgue Naa50 annexee des sous-unités de la NatA (NaalO et Naal5) ;

cette Nat a des propriétés bien distinctes de celle de la NatA (Arnesen et al., 2006a). |1
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est montré que la déplétion en la NatE n’entraine pas les mémes phénotypes que la
déplétion en la NatA, ainsi 1’activité de N-o-acétylation de la NatE est bien distincte
de celle de la NatA (Gautschi et al., 2003). Enfin, la NatF a été découverte trés
récemment en 2011, elle se compose uniquement de la sous-unité catalytique Naa60
(Van Damme et al., 2011b) (Figure 19).

B.3. Les spécificités de substrat des Nats

Comme décrit précédemment, il y a différentes Nats. Chacune de ces Nat est
spécifique d’un groupe de substrats particulier. En effet, la spécificité est généralement
déterminée par la nature des deux premiers acides aminés de la protéine cible (pour
revue, Starheim et al., 2012) (Figure 20).

Résidusihonl NatAR

N-o-acétyléskl P- G- atc.

NatC,H@D,HER

NatB&

Figure 20 — Les specificités de substrats des Nats. Cette spécificité est basee sur la
distribution des deux premiers acides aminés de chaque séquence protéique. Certains
résidus tels que les Pro et Gly ne sont jamais N-a-acétylés. La NatA N-a-acétyle le
premier résidu d’une protéine indépendamment du deuxiéme résidu, pour les autres
Nats, elles N-a-acétylent le premier résidu en fonction de la nature du second.
(Adaptée de Starheim et al., 2012).
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Pour exemple, la NatA N-oa-acétyle les résidus Ser, Ala, Thr, Gly, Val et Cys
localisés apres la Methionine initiatrice (iMet) de la protéine. 1l est notamment décrit
que la N-a-acétylation de ces résidus est réalisée lorsque la iMet est clivée sous
I’action d’une aminopeptidase (Polevoda et al., 1999). Ces extrémités amino-
terminales sont tres représentées chez les eucaryotes ce qui explique que la NatA est
I’enzyme majoritaire. La NatB permet la N-a-acétylation des iMet lorsqu’elles sont
suivies des résidus Asp, Glu, Asn ou GIn (Ametzazzura et al., 2008). Les NatsC, E et
F N-a-acétylent les iMet lorsqu’elles sont succédées par des résidus amphipathiques
ou hydrophobiques tels que Leu, Val, Ala, Phe, Tyr, Lys et lle (pour revue, Starheim
et al., 2012). Pour la NatD, seuls deux substrats ont été identifiés chez la levure et
I’humain : les histones H2A et H4 dont la iMet est suivie d’un résidu Ser (Song et al.,
2003). 1l est a noter que les protéines commencant par un résidu Pro ne sont jamais

retrouvées N-a-acétylées (Goetze et al., 2009).

B.4. Rdles physiologiques cellulaires des Nats

Beaucoup d’études ont montré un role essentiel des Nats dans le
développement. En effet, chez le poisson zeébre la délétion de la sous-unité catalytique
NaalO entraine un retard de développement et une létalité sévere (Ree et al., 2015).
D’autres études réalisees chez le « Caenorhabditis elegans » et la « Drosophila
melanogaster » ont montré que I’absence de la NaalO était 1étale également
(Sonnichsen et al., 2005 ; Wang et al., 2010b). En plus de ces études, des données ont
montré un role dans le cycle cellulaire et I’apoptose. La délétion de la sous-unité
catalytigue NaalO dans des lignées cancéreuses humaines entraine une delétion des
genes impliqués dans la survie cellulaire, a 1’inverse la surexpression de la NaalO
permet une régulation positive des genes impliqués dans la survie cellulaire (Fisher et
al., 2005). D’autres études montrent que la délétion de la sous-unité catalytique Naal0
dans des lignées cellulaires humaines, induit I’apoptose et I’arrét du cycle cellulaire en
phase GO/G1 (Arnesen et al., 2006b). Ainsi, la NatA joue un role important dans le

cycle cellulaire et la croissance cellulaire. Des études similaires ont démontré que la
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délétion de la NatB dans des lignées cellulaires humaines conduit a un arrét du cycle
cellulaire (Starheim et al., 2008).

A coté des effets sur le cycle cellulaire, une équipe a montré que la NatA est
impliquée dans la croissance dendritique. En effet, 1’alpha-tubuline qui compose les
diméres de la tubuline, apparait comme un substrat particulier de la NatA. Cette
spécificité de substrat n’étant pas identique a celle établie pour la NatA, les auteurs
proposent que la N-a-acétylation peut avoir lieu de maniére post-traductionnelle
(Ohkawa et al., 2008). Ainsi, 1’alpha-tubuline acétylée sur la Lysine40 permet une
stabilisation des microtubules, il est d’ailleurs observé une colocalisation de la NatA
avec les microtubules acétylés (Wloga and Gaertig, 2011). Dans le contexte neuronal,
il a également été décrit une implication des Nats dans le développement neuronal. En
effet, par hybridation in situ il a été observé une haute expression des sous-unités
catalytigue NaalO et régulatrice Naal5 dans le cerveau murin en développement ; ou
les cellules sont division et migration. Alors qu'une baisse d’expression de la NatA est
observée dans les neurones différenciées (Sugiura et al., 2003). Concernant la NatB, il
a été montré que pendant le développement cérébral la sous-unité régulatrice Naa25
était fortement exprimée alors que la sous-unité catalytique Naa20 est exprimée plus
tardivement. De plus, ces variations d’expression temporelle sont également corrélées
avec des variations spatiales, la co-expression des deux sous-unités est restreinte a
I’aire préoptique, le noyau thalamique paraventriculaire et les neurones cérébelleux
profonds (Ohyama et al., 2012). Alors que chez I’adulte, la sous-unité catalytique
Naa20 est plus largement exprimée, notamment au niveau de 1’hippocampe et du

cortex (Allen Brain).

De plus, des équipes ont montré I’implication des Nats dans la structure et la
fonction des organelles. Notamment, 1’implication de la NatC dans le maintien de
I’intégrité mitochondriale, en effet, la déplétion en NatC dans des lignées cellulaires
entraine une diminution des protéines mitochondriales et une fragmentation des
mitochondries (Van Damme et al., 2016). Mais aussi, le role essentiel de 1’association

de la NatF a I’appareil de Golgi pour maintenir son intégrité structurelle, notamment

69



CONFIDENTIEL

en N-a-acétylant les protéines transmembranaires de cet organite (Aksnes et al.,
2015b).

Enfin, la distribution tissulaire des Nats est également importante, par exemple
la NatA posséde une expression ubiquitaire avec une haute expression notamment au
niveau cérebral et cardiaque (Jeong et al., 2002). Des études biochimiques ont montre
que la sérotonine, neurotransmetteur du SNC subissait une N-a-acétylation afin d’étre
converti en mélatonine dans la glande pinéale (Heim et al., 1991). Cette modification
n’était pas réalisée par la NatA du fait de son absence dans la glande pinéale. En
revanche, une étude ultérieure a montré la présence de la NatB dans la glande pinéale,
cette Nat pourrait potentiellement étre responsable de la N-a-acétylation de la

sérotonine mais a ce jour I’hypothése n’a pas été validée (Ohyama et al., 2012).

C. Les fonctions variées de la N-a-acétylation

Du fait que 80 a 90% des protéines chez les eucaryotes soient N-a-acétylées, la
fonction générale de cette modification n’a pas pu étre déterminée. Au contraire, en
fonction des classes de protéines touchées, la N-a-acétylation peut jouer différents

roles (Figure 21).

C.1. La N-a-acétylation affecte la stabilité protéique

Pendant de nombreuses années, des études ont révélé que la N-a-acétylation
permettait de protéger les protéines de la dégradation et les rendait plus stables
(Jornvall, 1975 ; Hershko et al., 1984). En effet, les protéines sont inscrites dans un
cycle de synthese et de dégradation qui est hautement régulé, notamment par le
systéme ubiquitine/protéasome. Ainsi, la N-o-acétylation était décrite comme une
modification empéchant 1’ubiquitinylation, et par conséquent la dégradation protéique
(Kuo et al., 2004). C’est en 2008, que 1’équipe de Varshavsky a mis en évidence que la
N-a-acétylation déstabilisait les protéines et créait un signal de dégradation

(Varshavsky, 2008 ; Hwang et al., 2010). En effet, il a été observé que I’ubiquitine
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ligase DoalO était capable de reconnaitre les séquences amino-terminales N-a-
acetylées des protéines. Aprés reconnaissance, cette enzyme ajoute des molécules
d’ubiquitine afin d’envoyer les protéines vers la voie de dégradation protéasomale
(Varshavsky, 2011). La N-a-acétylation semble donc agir comme un signal de
« controle qualité » des protéines, aujourd’hui les deux résultats observés restent

valables et dépendent notamment de la cible protéique touchée.
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Figure 21 - Les fonctions de la N-a-acétylation sur les protéines. Cette
modification co- et post-traductionnelle joue différents roles, en fonction des protéines
ciblées. Concernant la stabilité protéique, les études divergent quand aux
conséquences de la N-a-acétylation : cela peut favoriser ou empécher la dégradation
protéique. La N-a-acetylation permet une mise en conformation des protéines et une
interaction entre protéines. De plus, elle régule aussi la localisation subcellulaire
notamment au niveau du réticulum endoplasmique et de I’appareil de Golgi. (Adaptée
de Aksnes et al., 2016).

C.2. La N-a-acétylation influence la localisation subcellulaire des protéines

Aprés avoir déecouvert que la N-a-acétylation avait un impact sur la stabilité
protéique, des études ont suggérées qu’elle pouvait directement affecter la localisation

des protéines. En effet, chez la levure, il a été montré que la GTPase Arl3p devait étre
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N-a-acétylée pour étre envoyée dans I’appareil de Golgi (Behnia et al., 2004). A
I’inverse, les protéines destinées a la voie sécrétrice contiennent une sequence signal a
I’extrémité amino-terminale qui leur permet d’étre dirigées vers le réticulum
endoplasmique. Ainsi, il a été montré que la N-a-acétylation de ces protéines entrainait
leur rétention dans le cytosol (Forte et al., 2011). On peut noter que I’absence de N-a-
acetylation sur la séquence signal permet la translocation de la protéine dans le
réticulum endoplasmique, ici la modification entraine un défaut de reconnaissance de
cette séquence signal. Comme pour les effets sur la stabilité protéique, les effets sur la

localisation subcellulaire restent trés variables en fonction de la protéine cible.

C.3. La N-a-acétylation régule les interactions protéiques

La N-o-acétylation altére les propriétés de I’extrémité amino-terminale des
protéines, les interactions protéine/protéine semblent étre modulées par cette
modification. En effet, la NatC est capable d’augmenter 1’affinité et ’interaction entre
les protéines Ubc12 (E2 Ubiquitin-Conjugating enzyme) et Dcnl (E3 Ubiquitin ligase)
(Scott et al., 2011). La N-o-acétylation d’Ubcl2 sur la iMet entraine une meilleure
présentation de la séquence peptidique a son partenaire. Ce concept a été étendu a de
nombreuses ligases présentes chez les mammiferes (Monda et al., 2013). Concernant
la NatB, il a été montré qu’elle jouait un role important dans la formation du complexe
actine-tropomyosine (Polevoda et al., 2003b). En effet, la tropomyosine N-a-acétylée
permet une liaison plus forte avec 1’actine, ce qui a pour conséquence une régulation
de D’activité motrice de la myosine (Coulton et al., 2010). Ici, la N-a-acétylation
apparait comme une modification en faveur des interactions protéiques mais les

mécanismes impliqués restent encore inexpliqués.

C.4. La N-a-acétylation affecte la conformation des protéines

Comme décrit précédemment, I’ajout d’un groupement acétyl sur le groupe N-a

du premier acide aminé¢ d’une protéine entraine une neutralisation des charges
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positives a son extrémité amino-terminale. En 2014, un potentiel réle de la N-o-
acetylation sur la conformation des protéines a eté décrit. Cette hypothése provient de
I’observation chez la levure déficiente en NatA d’une accumulation de protéines
malconformées (Holmes et al., 2014). De plus, dans des cellules humaines également
déplétées en NatA et surexprimant ’'HYPK (Huntingtin-interacting protein K), une
agrégation de 1I’Huntingtine est observée (Arnesen et al., 2010). En effet, ’HYPK
forme un complexe avec la NatA qui est essentiel pour la propre conformation de
I’Huntingtine. Toutes ces données montrent la diversité des fonctions exercées par la

N-a-acétylation en fonction du contexte cellulaire et de la protéine ciblee.

D. La N-a-acétylation impliquée dans de nombreuses pathologies

La N-o-acétylation est une modification trés répandue, elle touche de
nombreuses protéines appartenant a différentes classes. Ainsi, des dysfonctions soit
des Nats en elles-mémes, ou bien du stock d’Ac-CoA disponible peuvent conduire au
développement de pathologies diverses. L’acétylation dépend du métabolisme et de
I’homéostasie énergétique. En effet, I’ Ac-CoA est majoritairement produit a partir de
la glycolyse et intervient dans le cycle de Krebs, notamment pour la production
d’Adénosine Tri-Phophate (ATP). Ainsi, un déreglement de ces voies métaboliques
entraine un stock d’Ac-CoA défaillant, ce qui a pour conseguence un mauvais
fonctionnement de la machinerie d’acétylation et le développement de maladies
séveres telles que le cancer, les maladies cardio-vasculaires et les maladies

neurodégénératives (Kalvik and Arnesen, 2013 ; Saha and Pahan, 2006).

D.1. Les pathologies humaines causées par des mutations des Nats

Durant ces dernieres années, de nombreuses mutations ont été découvertes sur
le géne codant pour la sous-unité catalytique de la NatA : NaalO. Il a été montré que
tous les patients portant une mutation de la NaalO développaient des signes cliniques

communs. En 2011, le Syndrome d’Ogden a été découvert, c’est une maladie
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génétique lie au chrosomome X affectant les enfants de sexe masculin. Il est causé
par la mutation S37P sur le géne codant la NaalO (Rope et al., 2011). D’un point de
vue clinique, ce syndrome entraine un retard développemental, une hypotonie, des
anomalies craniofaciales, une cardiomyopathie, etc., ce qui conduit a une létalité
importante pendant I’enfance (pour revue, Drazic et al., 2016). Des analyses cellulaires
et biochimiques ont montré que la mutation de la Naal0 engendrait une réduction de la
formation du complexe enzymatique NaalO/Naal5. De plus, des expériences in vitro
ont révélé que P’activité catalytique de la NatA est réduite de 80% (Myklebust et al.,
2014). Par la suite, d’autres mutations de la sous-unité Naal0O ont été identifiees chez
des filles et gar¢ons (Saunier et al., 2016). Aujourd’hui, seules des mutations pour

la NatA ont été découvertes.

D.2. Implication des Nats dans les cancers

De nombreuses études ont montré un lien entre les Nats et le cancer,
particulierement pour la NatA. En effet, la sous-unité NaalO est proposée comme une
oncoprotéine et/ou un suppresseur de tumeur (Kalvik and Arnesen, 2013 ; Midorikawa
et al., 2002). Cette complexité résulte du fait que la NatA est la Nat majoritaire et
qu’elle posséde de nombreux substrats protéiques impliqués dans différentes voies

cellulaires.

Dans un premier temps, nous focaliserons sur les fonctions oncogénes de la
NatA. Initialement, c’est dans le carcinome thyroidien que la sous-unité Naal5 a été
identifiée avec un haut taux d’ARNm (Fluge et al., 2002). Par la suite, la surexpression
de la Naal5 a été retrouvée dans de nombreux cancers agressifs (neuroblastome,
cancer gastrique, etc.) (Martin et al., 2007). A I’inverse, de récentes études ont montré
une expression diminuée de la Naal5 dans les cellules leucémiques myéloides (Kalvik
and Arnesen, 2013). Comme pour la Naal5, la sous-unité Naal0 est surexprimée dans
de nombreux cancers (cancer du sein, de la prostate, du poumon, etc.). Il est
notamment montré que 1’expression de NaalO correle avec des tumeurs agressives et

un faible taux de survie (Ren et al., 2008). Ainsi, la sous-unité NaalO est décrite pour
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réguler la prolifération et la survie cellulaire, sa surexpression dans des cellules
cancéreuses entraine une augmentation de leur prolifération alors que sa délétion

entraine une induction de I’apoptose (Arnesen et al., 2006b ; Yu et al., 2009).

Dans la littérature, il a également été décrit des propriétés de suppresseur de
tumeur pour la Naal0. En effet, une équipe a observé que la Naal0 est nécessaire pour
induire 1’apoptose et 1’activation des caspases (Y1 et al.,, 2007). En plus d’induire
I’apoptose, il a été montré que la NaalO inhibe la migration et 1’invasion cellulaire
conduisant a la formation de métastases. Aujourd’hui beaucoup d’études sont
controversées sur les mécanismes impliqués dans ce phénoméne d’anti-tumorigenese
(Zeng et al., 2014). Cependant, ces études encouragent au développement d’inhibiteurs
ou activateurs des Nats comme potentielle thérapie méme si les Nats sont impliqués

dans de nombreuses fonctions (Foyn et al., 2013).

D.3. La N-a-acétylation et les Nats dans les maladies neurodégenératives

Comme décrit dans le premier chapitre, les maladies neurodégénératives telles
que la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et la maladie de Huntington sont
caractérisées par I’accumulation de matériel protéique insoluble dans le tissu cérébral.
Des dysfonctions dans le processus de N-o-acétylation sont associés avec ces

pathologies (pour revue, Aksnes et al., 2016).

L’HYPK (Huntingtin Interacting Protein K) est une chaperonne connue pour
empécher I’agrégation de I’Huntingtine. En effet, dans la maladie d’Huntington qui est
une maladie a expansion de triplets de nucléotides, la protéine Huntingtine possede
plus de 36 glutamines. Cette forme polyglutaminée adopte un changement de
conformation menant a son agrégation (Raychaudhuri et al., 2008). Il a été montré que
la délétion de la NatA dans une lignée cellulaire humaine entraine la diminution
d’expression de I’HYPK qui a pour conséquence une agrégation de la Huntingtine
(Arnesen et al., 2010). La Huntingtine étant un des substrats de la NatA, son

agrégation suggere donc un lien entre la NatA et la pathologie.
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Dans la maladie de Parkinson, 1’a-synucléine forme des agrégats composes de
nombreux feuillets B, ces structures particulieres sont nommées Lewy bodies
(Spillantini et al., 1998a). La N-a-acétylation de 1’a-synucléine est médiée par la NatB,
il a été démontré que I’a-synucléine N-o-acétylée était résistante a 1’agrégation
(Bartels et al., 2014 ; Trexler and Rhoades, 2012). En effet, sous cette forme la
protéine a tendance a former des hélices a stables et son interaction a la membrane ou
avec d’autres partenaires proté€iques est ameliorée. Tout comme dans la maladie de
Huntington, ici la N-a-acétylation apparait comme une modification favorable et

empéchant le développement de pathologie.

Une autre étude a montré que la NatA pourrait avoir un réle dans la maladie
d’Alzheimer. En effet, il a été observé dans des lignées cellulaires humaines
transfectées avec la sous-unité NaalO et I’APP, une interaction entre ces deux
partenaires protéiques, notamment avec la partie cytoplasmique de I’APP (Asaumi et
al., 2005). De plus, il a été montré que la co-expression avec la Naal5 entraine une
réduction de la génération du peptide AP ce qui indique que la NatA stabilise I’APP
et/ou la N-a-acétylation de I’APP entraine une diminution de la synthése du peptide

AB. A ce jour il n’y a pas de résultats complémentaires a cette étude.

Pour conclure sur ce chapitre, la N-a-acétylation est une modification co- et
post-traductionnelle trés répandue chez les eucaryotes. Ainsi, elle permet la régulation
de nombreuses fonctions, notamment via ses réles dans la stabilité protéique, les
interactions entre protéines et la localisation subcellulaire des protéines. Aujourd’hui
toutes les protéines qui sont N-a-acétylées nes sont pas connues mais concernant la
protéine Tau, elle a eté retrouvée N-a-acétylée dans le tissu cérébral de patients
Alzheimer. De plus, cette modification n’est pratiquement pas étudiée dans le cadre
des maladies neurodégénératives, ainsi quel role peut jouer la N-a-acétylation sur la

protéine Tau ?
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Objectifs de la these
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Ce travail de thése s’inscrit dans une thématique de recherche orientée autour
de la maladie d’Alzheimer et des Tauopathies qui regroupent un ensemble de maladies
neurodégénératives caractérisées par 1’agrégation de protéines Tau hyper- et
anormalement phosphorylées. Aujourd’hui, les mécanismes impliqués dans
I’agrégation de Tau et le développement du processus physiopathologique ne sont pas
tous ¢lucidés. Il apparait clairement qu’une dérégulation des modifications post-
traductionnelles est un élément conduisant a la pathologie Tau. Parmi ces
modifications, on retrouve la troncation qui correspond a la protéolyse partielle et qui
génere des formes de la protéine Tau tronquées de leurs parties amino- et/ou carboxy-
terminales. De nombreux travaux ont montré la présence de formes tronquées dans les
parties amino- et carboxy-terminales de Tau au sein de tissu cérébral provenant de
patients Alzheimer, dont 1’identité précise n’est pas encore bien déterminée. Certaines
d’entres elles ont été identifiées, notamment des formes tronquées de leur domaine
carboxy-terminal. De ce fait, la plupart des études fonctionnelles se sont focalisées sur
les formes tronquées se terminant par les résidus E391 et D421, des outils
immunologiques ont permis de mieux comprendre leur implication dans la pathologie

Tau.

A ce jour, I’identité et le role de toutes les formes tronquées de Tau ne sont pas
connus, notamment celles tronquées de leur partie amino-terminale. C’est dans ce
contexte que s’inscrit ce projet de thése, il se concentre sur 1’étude d’une nouvelle
forme de Tau tronquée de sa partie amino-terminale ; débutant a la Méthionine 11
(forme tronquée Metll-Tau) qui a été identifiée récemment au sein du laboratoire
(Derisbourg et al., 2015). Nous avons également détecté cette forme tronquée de Tau
sous forme N-a-acétylée (AcMetll-Tau). Ainsi, ce travail de thése s’articule autour de
3 objectifs : le premier a consisté en la génération et la caractérisation d’un anticorps
monoclonal dirigé spécifiguement contre la forme tronquée AcMetll-Tau. Par la
suite, cet anticorps a été utilisé afin d’analyser des tissus cérébraux humains et de
souris transgéniques, dans le but d’établir s’il existe une association ou non de la
forme tronquée AcMetl1-Tau avec la pathologie Tau. Enfin, des outils cellulaires et

moléculaires ont été générés en vue des études fonctionnelles de la forme tronquée
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Metll-Tau et pour déterminer le r6le de la N-a-acétylation, une modification jamais

décrite pour Tau.
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Materiels & Meéthodes
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A. Materiels
A.l. Ligneée cellulaire

Les cellules SH-SY5Y sont issues d’une lignée de neuroblastome humain (SK-
N-SH) dérivée d’une métastase nichée dans la moelle osseuse et qui provient d’une
tumeur du systeme nerveux périphérique. Elles possédent un phénotype épithélial et
peuvent étre différenciées en cellule de type neuronal présentant des prolongements
neuritiques lors d’un traitement au NGF (Nerve Growth Fator). Afin d’établir les
modeles cellulaires stables surexprimant de facon inductible les protéines TaulN4R,
TaulN3R, Metll-TaudR et Metll-Tau3R ; la lignée SH-SY5Y/TR établie au
laboratoire a été utilisée. Cette lignée cellulaire a été obtenue aprés transfection de la
lignée SH-SY5Y avec le vecteur plasmidigue pcDNAG6/TR (Invitrogen). Cette lignée
exprime, de maniére stable et constitutive le répresseur de 1’opéron tétracycline (TetR)
nécessaire au fonctionnement du systéme de surexpression inductible T-Rex
(Invitrogen). Ce vecteur contient une résistance a la Blasticidine qui a permis au

préalable la sélection des clones stablement transfectés par le pcDNAG6/TR.

A.2. Tissu cérébral murin

Les échantillons utilisés proviennent du modéle murin Thy-Tau22, développé
au sein du laboratoire, surexprimant sous le contr6le du promoteur neuronal Thy1.2,
I’isoforme TaulN4R humaine portant les mutations G272V et P301S. Les souris sont
de fond génetique 100% C57BI6/J, elles sont maintenues et utilisées sous forme
hétérozygote par croisements avec des souris C57BI6/J provenant de chez Charles
River. Les souris n’exprimant pas le transgéne au sein des portées obtenues servent de
souris Wild-Type (WT). L’ensemble des protocoles développés a fait I’objet d’un avis

favorable du comité d’éthique des Hauts de France.

81



CONFIDENTIEL

A.3. Tissu cérébral humain

Les échantillons cérébraux de patients atteints des différentes Tauopathies
(maladie d’Alzheimer, maladie de Pick, DFTP-17) et d’individus sains proviennent de
la Lille NeuroBank du Centre de Ressources Biologiques du CHU de LILLE. La Lille
NeuroBank a éeté déclarée au Ministere de la recherche francaise le 14 ao(t 2008 sous
la référence DC-2000-642 et remplit les critéres législatifs sur les ressources
biologiques incluant un comité d’étique médical et la protection des données. Les
échantillons utilisés pour cette étude sont répertoriés ci-dessous (Tableau 1), il s’agit
de cortex frontal, temporal, d’hippocampe et de mesencéphale. Pour les tissus
cérébraux provenant de la maladie d’Alzheimer, la dénomination des stades de Braak
est réalisée par des neuropathologistes (Dr Maurage et Dr Deramecourt) selon

I’analyse histologique et la classification de Braak et Braak (Braak et al., 2011).
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. Neuropathologie . Régions . .
Cas Pathologie (DNF) Age Délai PM (h) cérébrales Applications
1 sain SB O 29 20 T WB - ELISA
2 sain SB O 61 ND T-F WB - ELISA
3 sain SB O 75 7 T WB - ELISA
4 sain SB O 80 24 T WB - ELISA
5 sain SB O 22 24 T WB - ELISA
6 sain SB O 76 14 T WB - ELISA
7 sain SB O 82 48 T-F WB - ELISA
8 Alzheimer SB5 76 3 T-F WB - ELISA
9 Alzheimer SB 4 84 18 T-F WB - ELISA
10 Alzheimer SB 6 86 10 T-F WB - ELISA
11 Alzheimer SB 3 76 10 T -F - Hipp WB - ELISA - IHC
12 Alzheimer SB5 62 10 T-F WB - ELISA
13 Alzheimer SB 5 77 6 T-F WB - ELISA
14 Alzheimer SB 6 73 22 T-F WB - ELISA - IHC
15 Alzheimer SB 6 57 23 T-F WB - ELISA
16 Alzheimer SB 6 72 5h30 T-F WB - ELISA - IHC
17 Alzheimer SB 6 86 10 F WB - ELISA
18 Alzheimer 63 18 F WB - ELISA
19 Pick 71 21 Hipp WB - ELISA - IHC
20 Pick 68 11 F WB - ELISA - IHC
21 Pick ND ND F WB - ELISA
22 Pick 57 22 F - Hipp WB - ELISA - IHC
23 Pick 85 21 F WB - ELISA
24 DFTP-17 24 ND F WB - ELISA
25 DFTP-17 85 21 Hipp WB - ELISA - IHC
26 DFTP-17 ND ND F WB - ELISA
27 PSP 82 4h30 F WB - ELISA
28 PSP 75 7 F WB - ELISA
29 PSP 57 20 F- Més WB - ELISA
30 PSP 77 17 F- Més WB - ELISA
31 PSP 82 11 F- Més WB - ELISA
32 PSP 77 9 F- Més WB - ELISA
33 PSP 85 17 F- Més WB - ELISA
34 PSP 87 ND F- Més WB - ELISA
35 PSP 79 ND F- Més WB - ELISA
36 PSP 74 ND F- Més WB - ELISA
37 PSP 77 ND F- Més WB - ELISA
38 PSP 90 ND F- Més WB - ELISA
39 sain SB 0 80 ND F - Hipp IHC
40 Alzheimer SB 6 60 ND F - Hipp IHC
41 Alzheimer SB5 85 ND F - Hipp IHC
42 Alzheimer SB 6 60 ND F - Hipp IHC
43 Alzheimer SB 6 63 ND F - Hipp IHC
44 sain SB 0 58 12 F- Hipp IHC
45 sain SB O 20 26 F- Hipp IHC
46 Alzheimer SB 6 67 36 F IHC
47 Alzheimer SB 6 67 9h30 F IHC
48 sain SB O 51 ND F IHC
49 sain SB 0O 74 48 F - Hipp IHC
50 sain SB O 41 11 F - Hipp IHC
51 Alzheimer SB 6 84 3 F IHC
52 Alzheimer SB5 78 10 F IHC
53 sain SB O 72 72 F IHC
54 sain SB 1 39 26 F IHC
55 sain SB 2 47 39 F IHC
56 Alzheimer SB 5-6 94 6 F IHC
57 Alzheimer SB 5-6 78 17 F IHC
58 sain SB O 43 13 F IHC
59 DFTP-17 53 29 T IHC
60 DFTP-17 54 31 T IHC
61 DFTP-17 70 30 T IHC
62 DFTP-17 62 29 T IHC
63 DFTP-17 43 6 T IHC
64 DFTP-17 66 30 T IHC
65 DFTP-17 65 ND T IHC
66 DFTP-17 72 7 T IHC

83



CONFIDENTIEL

Tableau 1 — Tableau présentant I’ensemble des tissus cérébraux humains utilisés
pendant cette étude. L’ensemble de ces tissus cérébraux ont été utilisés pour
différentes applications (WB : western blot, IHC: immunohistochimie et dosage
ELISA). De plus, pour les études d’association avec la pathologie Tau de la forme
tronquée AcMetll-Tau, différentes zones cérébrales ont été utilisés (Hipp:
hippocampe, F : cortex frontal, T : cortex temporal et Més : mésencéphale).
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B. Méthodes
B.1.Culture cellulaire
B.1.a. Entretien des lignées cellulaires

Les lignées cellulaires sont maintenues en culture a 37°C dans une atmospheére
contr6lée a 5% de CO2. Elles sont cultivées dans un milieu DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Invitrogen) supplémenté en sérum de veau feetal 10%, en
acides aminés non essentiels (Invitrogen) 1mM, en L-glutamine (Invitrogen) 2mM et
en penicilline/streptomycine 50U/ml. La division et la mise en culture des cellules sont
réalisées comme suit : les cellules sont préalablement rincées au PBS (Phosphate
Buffer Saline) (Invitrogen) et une solution de trypsine/EDTA (Invitrogen) est ajoutée
pour les détacher du support de culture. L’action de la trypsine est inhibée par ajout de
milieu de culture complet ; aprés dissociation, une numeration sur lame de Malassez
(Invitrogen) dans le but d’ensemencer les cellules dans les conditions expérimentales

appropriées, en fonction du protocole expérimental.

B.1.b. Etablissement des lignées cellulaires stables
B.1.b.1. Vecteurs plasmidiques d’expression eucaryote

Le vecteur plasmidique pcDNA4/TO d’expression eucaryote, vide ou contenant
les différentes séquences d’intérét (voir paragraphe B.1.b.2.a) a été transfecté dans la

lignée SYSY/TR. Ce vecteur possede le promoteur P . (Promoteur du

Cytomégalovirus) et la séquence opératrice de 1’opéron tétracycline (TetO9p). La

transcription sous le contrdle de ce promoteur des ADNc d’intérét dans les cellules
SYSY/TR n’est possible qu’en présence de Tétracycline. En effet, le TetR exprimé

constitutivement dans les cellules SYSY/TR, se fixe sur la séquence TetO» et empéche

la transcription du géne d’intérét. L’ajout de tétracycline (Sigma, 1ug/mL) qui en se

fixant sur le TetR engendre la perte d’affinité de celui-ci pour la séquence TetO2 et

permet I’expression du transgene.
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B.1.b.2. Construction des vecteurs d’expression inductibles

Les plasmides pcDNA3.1 contenant les ADNc des 2 isoformes de la protéine
Tau : TaulN4R et TaulN3R étaient disponibles au laboratoire. Ils ont servi de matrice
pour réaliser I’amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction). L’insertion des
ADNc d’intérét dans le plasmide pcDNA4/TO a été réalisée grace au kit In-Fusion
(Clontech) qui permet un clonage directionnel par recombinaison en utilisant des

amorces qui encadrent I’insert et chevauchent partiellement la séquence du vecteur.

B.1.b.2.a. Les amorces

Les amorces sont compatibles avec I’utilisation du kit In-Fusion (Clontech),
elles ont été choisies de manicre a ce qu’elles encadrent la séquence codante d’intérét
et qu’elles permettent une insertion directionnelle dans le site EcoRI du vecteur de
clonage pcDNA4/TO :

- les amorces sens qui comprennent le codon ATG dans un environnement Kozak sont
les suivantes :

Pour amplification des ADNc¢ de TaulN4R et TaulN3R :
5’-CAGTGTGGTGGAATTCGCCACCATGGCTGAGCCCCGCCAGGAGTT-37;
Pour I’amplification des formes tronquées Met11-Tau-4R et Metll-Tau3R :
5’-CAGTGTGGTGGAATTCGCCACCATGGAAGATCACGCTGGGACGT-3;

- I’amorce anti-sens est identique pour les 4 différentes séquences codantes amplifiées:
5’-GATATCTGCAGAATTCTCACAAACCCTGCTTGGCCAGGGAGGCA-3".

B.1.b.2.b. Amplification par PCR des ADNc et préparation du vecteur
pcDNA4/TO

Les ADNCc sont amplifiés par PCR (Polymerase Chain Reaction) en utilisant
I’amorce anti- sens en couple avec les différentes amorces sens (voir ci-dessus). Pour
cela, 5ng de matrice (le plasmide recombinant pcDNA3.1 contenant I’ADNCc soit de

Tau-381 (3R) soit de Tau-412 (4R)) sont utilisés en présence de la polymérase
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DyNAzyme (2U/uL, Thermo Scientific), de tampon « Optimized DyNAzyme EXT
Buffer » (Thermo scientific), de nucléotides (10mM) et des amorces (30nM) dans un
volume final de 50uL. La PCR est réalisée dans un thermocycleur (Applied
Biosystems) dans les conditions suivantes : dénaturation 2 minutes a 94°C suivie de 30
cycles (dénaturation 30 secondes a 94°C, hybridation 30 secondes a 60°C et
¢longation 1 minute a 72°C) et de I’étape finale d’¢élongation de 10 minutes a 72°C. En
parallele, le vecteur vide pcDNA4/TO est digéré par ’enzyme de restriction EcoRI
selon les recommandations du fournisseur (Fermentas). Le vecteur ainsi que les
produits de PCR sont ensuite déposés en gel d’agarose 1% en vue de la vérification de
la digestion du vecteur par comparaison a I’échantillon non digéré ; et de la taille
attendue des ampligénes pour les produits de PCR. Ensuite, les produits de PCR et le
vecteur sont purifiés a 1’aide du kit « Gel and PCR clean up » (Macherey-Nagel) selon

les instructions et conserveés a -20°C jusqu’a leur utilisation.

B.1.b.2.b. Clonage des ADNc dans le vecteur pcDNA4/TO

Le clonage des ADNC est réalisé grace au kit In-Fusion (Clontech). La quantité
et le rapport insert/vecteur linéarise a utiliser lors du clonage sont préalablement
déterminés en utilisant I’application Tools for In-Fusion sur le site web de Clontech.
La réaction de clonage se réalise a 50°C pendant 15 minutes en présence de « In-
Fusion HD Enzyme Premix » (5X, Clontech). Les différents plasmides recombinés
issus de la réaction sont amplifiés par introduction dans les bactéries DH5a
chimiguement compétentes selon le protocole du fournisseur (Invitrogen). 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 (50pug/ml) afin de
sélectionner les bactéries ayant intégrées le vecteur recombiné puis elles sont incubées
dans une étuve a 37°C pendant une nuit. Le lendemain, quelques clones parmi ceux
ayant poussé en présence d’ampicilline sont isolés (une vingtaine de clones pour
chaque transformation) sur milieu LB-agar puis analysés par PCR en utilisant les

amorces ayant servies au clonage et le kit « Go Tag Green Master Mix » (Go Taq
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DNA Polymerase, Green Go Taq Reaction Buffer 2X (pH 8,5), 400uM ATP, 400uM
GTP, 400uM TTP, 400uM CTP et 3mM MgClp) (Promega). Les clones bactériens

identifiés comme positifs sont ensemences dans 100 mL de milieu LB (Tryptone 1%,
Yeast extract 0.5%, NaCl 10mM, NaOH 2mM) contenant de 1’ampicilline afin de
réaliser la purification des vecteurs avec le Kit Nucleobond Xtra Midi (Macherey-
Nagel). Aprés purification, la concentration des vecteurs est mesurée grace au
Nanodrop (Thermo Scientific) a une longueur d’onde a 260nm ; la qualité de la
préparation des vecteurs est évaluée par les rapport A260/A280 et A260/230 (A :
Absorbance). La présence de I’insert est confirmée par digestion enzymatique des
plasmides recombinés suivie d’une électrophorese en gel d’agarose 1%. La séquence
des inserts est ensuite vérifiée par séquencage. Les séquencages sont réalisés par une
société externe (GATC Biotech) et les séquences sont ensuite vérifiées par alignement

grace au logiciel MultiAlin.

B.1.b.3. Transfections stables

Les cellules en culture dans des plaques de culture 6 puits, a 50% de confluence
sont transfectées en utilisant le polymére cationique PEI (Polyéthylenimine,
Exgen500, EUROMEDEX). Un mélange ADN/Exgen dans 400uL de milieu DMEM
dépourvu de sérum de veau feetal est réalisé a raison de 3pg d’ADN pour 15uL
d’Exgen. Ce mélange est incubé a température ambiante pendant 15 minutes puis
répandu sur les cellules préalablement lavées au PBS. Aprés 3 heures, 3 mL de milieu
de culture DMEM complet sont ajoutés. Apres 24 heures, les cellules sont divisées au
demi et le milieu est remplacé 48 heures apres transfection par du milieu DMEM
complet et supplémenté de Zéocine (100ug/mL), I’antibiotique de sélection dont le
gene de résistance est porté par le vecteur pcDNA4/TO. Les clones cellulaires sont
sélectionnés par maintien dans le milieu de sélection pendant 4 a 6 semaines, en le
renouvelant deux fois par semaine puis les clones résistants sont alors isolés et

amplifiés pour caractérisation.
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B.1.c. Transfection transitoire
B.1.c.1. Surexpression de la sous-unité catalytique de la Naa20

Afin de surexprimer la sous-unité catalytique Naa20, la séquence codante de
celle-ci a été insérée dans le vecteur d’expression pcDNA3.1 (Invitrogen). Les cellules
en culture dans des plaques de culture six puits, a 70% de confluence, sont transfectées
en utilisant le réactif non liposomal JetPrime (PolyPlus Transfection). Un mélange
ADN/JetPrime dans 200uL de JetPrime Buffer est réalisé a raison de 3ug d’ADN pour
6uL de JetPrime. Ce mélange est incubé a température ambiante pendant 10 minutes
puis ajouté sur les cellules contenant 2mL de milieu de culture complet DMEM. Apres
5 heures, le milieu est remplacé par du milieu complet DMEM neuf. Aprés 24 heures
de transfection, les lignées cellulaires sont traitées pendant 24 heures avec la

tétracycline afin d’induire I’expression des transgenes.

B.1.c.2. si-RNA dirigé contre la sous-unité catalytique Naa20

Afin de réduire I’expression de la sous-unité catalytique Naa20, les cellules ont
¢été transfectées par la méthode reverse utilisant I’agent de transfection DharmaFECT
(GE Healthcare). Les cellules en culture dans des plaques de culture six puits, a 70%
de confluence sont transfectées avec un mélange ON-TARGETplus Human NAA20
siRNA SMARTpool/ DharmaFECT dans 400uL de milieu DMEM dépourvu de sérum
de veau fcetal et réalisées a raison de SuM de siRNA pour 4uL. de DharmaFECT. Ce
mélange est incubé a température ambiante pendant 20 minutes et répandu sur les
cellules contenant du milieu DMEM complet Le lendemain, le milieu est renouvelé.
Apres 24 heures de transfection, les lignées cellulaires sont traitées pendant 24 heures

avec la tétracycline afin d’induire I’expression des transgenes.
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B.1.d. Infection lentivirale sShRNA dirigé contre la sous-unité catalytiqgue Naa20

La deuxiéme méthode utilisée pour réduire 1’expression de la sous-unité
catalytique Naa20 est 1’utilisation de 3 vecteurs lentiviraux commercialisés exprimant
des séquences shRNA ciblant Naa20 (SMART Vector Lentiviral Humain Naa20
hCMV-TurboGFP shRNA, Dharmacon). Les cellules en culture dans des plagques de
culture douze puits, a 250000 cellules/puits, sont infectées avec une MOI de 10 (10
particules virales infectieuses par cellule). Le volume de virus approprié est ajouté
dans 500uL de milieu opti-MEM (Invitrogen) puis mis en contact avec les cellules
pendant 6 heures. Aprés ce temps, du milieu complet DMEM est ajouté. Les cellules
sont sélectionnées par maintien dans le milieu de sélection (puromycine 0,75pg/mL,
GIBCO) pendant plusieurs semaines, en le renouvelant deux fois par semaine puis les

cellules résistantes sont alors amplifiées pour caractérisation.

B.1.e. Traitement pharmacologique

La cycloheximide (Sigma) est utilisée a une concentration de 20uM pendant 24

heures.

B.2. Culture primaire

B.2.a. Entretien des cultures primaires de neurones corticaux

Apres sacrifice d’une ratte gestante, les aires corticales des embryons sont
prélevés et placés dans du milieu de dissection (milieu L15 complémenté avec du
glucose a 30 mM, Gibco). La boite cranienne et les méninges sont retirées sous la
loupe binoculaire. Les cortex sont ensuite rincés deux fois dans du milieu de culture
(milieu neurobasal complémenté avec 2% de sérum B27. 500uM de L-glutamine et
1% d’antibiotiques/antimycotique (Antibiotic-Antimycotic 100X, Gibco), puis
dissociés mécaniquement a ’aide de plusieurs passages dans une pipette Pasteur

rodée. Le nombre de cellules de la suspension cellulaire est ensuite évalue, puis les
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cellules sont ensemencées au nombre de 800 000 cellules par puits dans des plaques de
6 puits. Les cellules sont maintenues en culture a 37°C dans une atmosphére contenant
5% de CO2 pendant 10 jours (DIV10) avant d’étre utilisées pour les infections avec

les vecteurs lentiviraux.

B.2.b. Infection lentivirus

Les infections sont réalisées pour les vecteurs lentiviraux Tau-1N4R et Met11-
Tau. Les cellules en culture dans des flasques T25 sont infectées avec 2.10™ ng de
vecteur lentiviral/cellule. Le volume de virus approprié est ajouté dans 700 pL de
milieu puis mis en contact avec les cellules pendant 6 heures. Aprés ce temps, du
milieu conditionné est ajouté. Les cellules sont incubées a 37°C avec 5% de CO2

jusqu’a I’utilisation pour analyse.

B.3. Génération et caractérisation de I’anticorps monoclonal 2H2/D11
B.3.a. Immunisation et obtention des hybridomes

L'anticorps 2H2/D11 a été généré par immunisation avec le peptide AcMet11-
Tau (<N-a-acétyl>MEDHAGTYGLG) correspondant a la séquence de Tau de la
Méthionine (Met) en position 11 a la Glycine (Gly) en position 21. Cette séquence est
codée par I’exonl, qui est commun a toutes les isoformes de Tau. Un résidu de
Cystéine (Cys) a été ajouté a I'extrémité C-terminale du peptide AcMetl11-Tau pour la
conjugaison de KLH. Les souris Balb/c ont été immunisées par voie sous-cutanée avec
3 stimulations aux jours 14, 45 et 63. Les lymphocytes de la rate de la souris
présentant le titre le plus élevé ont ensuite été fusionnés avec des cellules de myélome

NS1, selon la méthode décrite dans Pandey, 2010.
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B.3.b. Screening des hybridomes par ELISA indirect

Les surnageants d'hybridomes ont été criblés par un ELISA indirect contre les
différents peptides suivants :
- peptide Ac-Metl1-Tau : <N-a-acétyI>MEDHAGTYGLG; la méme séquence que le
peptide utilisé comme antigéne
- peptide Met11-Tau : MEDHAGTYGLG
- peptide AcMetl-Tau : <N-a-acétyI>MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLG

Des plaques Nunc 96 puits (Maxisorp F8; Nunc, Inc.) sont revétues pendant une
nuit a 4°C avec 100 ng/puits de peptide AcMetll-Tau, Metll-Tau ou AcMetl-Tau
(voir ci-dessus) en tampon carbonate (0.1M Na2CO3, 0.1M NaHCO03, pH 9,6). Apreés
3 lavages avec du PBS contenant 0,05% de Tween, les plaques ont été saturees
(caséine 0,1%) et les surnageants d'hybridomes ont été testés a l'aide d'anticorps
conjugué a la peroxydase (goat anti-mouse IgG horseradish peroxidase-conjugated
antibody; Sigma) a une dilution de 1:4000. La tétraméthylbenzidine (Sigma) étant le
substrat. La réaction est arrétée par addition d'acide sulfurique et les plaques sont
mesurées avec un spectrophotometre (Multiskan Ascent Thermo Labsystem) a 450 nm.
En addition, ces résultats sont confirmés par la méthode de Western Blot, en utilisant
les surnageants d’hybridomes sur les extraits protéiques de lignée cellulaire SH-
SY5Y/TR Metll-TaudR. Apres sélection d’un ensemble d’hybridomes qui détectent
spécifiquement le peptide AcMetll-Tau avec une légére ou sans réactivité croisée
avec les autres peptides. L hybridome 2H2/D11 a été sélectionné afin de purifier
I’anticorps 2H2/D11. L'isotype de cet anticorps a été déterminé (isotype 1gG2A) et le

type de chaine légéere également (Kappa).

B.3.c. Immunodéplétion

Afin de démontrer la spécificité de 1’anticorps 2H2/D11, celui-ci a été bloqué
sur les peptides décrits ci-dessus. Avant de procéder a 1I’immuno-empreinte par

Western Blot ou en immunohistochimie, 1’anticorps 2H2/D11 a été incubé sous
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agitation pendant une nuit a 4°C, dans un tampon bloquant (TNT-BSA 5%) sans ou
avec exces de peptides (rapport molaire : 1/50). Cette solution est incubée de la méme

maniere que les anticorps primaires.

B.4. Analyses biochimiques
B.4.a. Extraction des protéines totales

Les cellules en culture dans des plagues 6 puits sont rincées au PBS et lysées
directement, sur glace, par ajout de 100uL de tampon RIPA (Tris-HCI 50mM, pH7.,4,
NaCl 150mM, EDTA 1mM, NP-40 1%, déoxycholate Na 0,5%, inhibiteur de
protéases Roche, Free EDTA) puis les lysats sont soumis aux ultrasons a raison de 20
impulsions a 40Hz, homogénéises pendant 30 minutes a 4°C afin de solubiliser les
protéines et centrifugés pendant 10 minutes a 12 000g a 4°C. Les protéines sont alors

dosées a I’aide du Kit BCA protein assay (Thermo Scientific).

Les échantillons de tissus cérébraux humains et murins sont traités de la
maniere suivante : un homogénat tissulaire (en moyenne 100mg de tissu cérébral
humain) est préparé dans un premier temps, par sonication dans 1000 puL de tampon de
cryoconservation Tris-Sucrose (Tris-HCI 10mM ; Sucrose 0,32M ; pH 7,4) additionne
d’un mélange d’inhibiteurs de protéases. Ces homogénats tissulaires sont conservés a
— 80°C jusqu'a utilisation. Pour les analyses en Western-Blot, 50ul. de chaque
homogénat sont mélangés avec 50uL du tampon de lyse RIPA Les extraits sont
ensuite soniqués (10 coups a 40 hertz), homogénéisés pendant 30 min a 4°C et
centrifugés pendant 10 minutes a 12000g a 4°C. Les protéines sont alors dosées a

I’aide du Kit BCA protein assay (Thermo Scientific).

B.4.b. Electrophorese monodimensionnelle

Les protéines contenues dans chaque extrait sont analysées par électrophorése

en gel de polyacrylamide en condition dénaturante, appelée SDS-PAGE (Sodium
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Dodécyl Sulfate — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) afin de les séparer en fonction
de leurs masses moléculaires. Les extraits sont dilués dans le tampon de dép6t
(LDS4X (Lithium Dodecyl Sulfate, Invitrogen) et agent réducteur DTT10X
(Dithiothreitol, Invitrogen) de maniére a avoir une concentration en protéines
¢quivalente entre I’ensemble des échantillons de I’analyse. Ce mélange est chauffé a
100°C pendant 10 minutes. Enfin le méme volume (10pg a 15ug de protéines totales
dans 10uL) est déposé dans les puits du gel réticule a 4-12% prét a ’emploi (NuPage,
Invitrogen et Gel Criteron, Bio-Rad). La migration s’effectue sous une tension
constante a 200V pendant 1 heure dans du tampon MOPS SDS Running Buffer

(Invitrogen).

B.4.c. Western Blot

Apres I’¢lectrophorese monodimensionnelle, les protéines contenues dans le gel
sont transférées sur une membrane de nitrocellulose d’une porosité de 0,45pum
(Hybond, GE HealthCare) sous une tension de 30V pendant 75 minutes. Ensuite,
I’efficacité du transfert est vérifiée par une coloration réversible des protéines au
Rouge Ponceau (Acide trichloroacétique 3%, Rouge Ponceau 0,2%). Apres un lavage
au TNT (Tris-HCI 100mM pH=8, NaCl 150mM, Tween20 0,1%), les sites de fixation
non spécifique sont saturés par incubation dans une solution de TNT supplémentée de
lait ou de BSA (Bovin Serum Albumin) a 5% pendant 30 minutes a température
ambiante. Les membranes sont ensuite incubées en présence de ’anticorps primaire
d’intérét pendant la nuit a 4°C (Tableau 2). Le lendemain, les membranes sont rincées
avec la solution de TNT (3 fois, 10 minutes) puis incubées avec 1’anticorps secondaire
couplé a la peroxydase (Vector Laboratories, INC) pendant 45 minutes a température
ambiante. Une 2°™ série de rincages est réalisée. Le complexe antigéne/anticorps est
révélé en utilisant ’ECL (GE HealthCare), agent chimio luminescent. L’empreinte du
signal est captée par acquisition au LAS4000 et la quantification des immuno-
empreintes est réalisée par mesure de la densitométrie via le logiciel ImageJ (Scion

Image, USA).
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Anticorps Espéce Dilution Applications Fournisseur
2H2/D11 (AcMetl1-Tau) souris | 1/5 000 -1/1000 - 1/200 | WB - ELISA - IHC | Laboratoire
Tau-Cter (Tau totale, 426-441) | lapin 1/10 000 - 1/2000 WB - IHC Laboratoire
Tau-Nter (Tau totale, 1-19) lapin 1/10 000 - 1/2000 WB - IHC Laboratoire
Tau5 (Tau totale, 218-225) souris 1/1000 - 1/500 WB - ELISA Invitrogen
Tau P-Ser42?2 lapin 1/1000 IHC Laboratoire
Tau P-Ser199 lapin 1/500 IHC Laboratoire
Tau P-Ser396 lapin 1/10 000 WB Invitrogen
AT8 (Tau P-Ser202/Thr205) souris 1/500 IHC Thermofischer
7C12 (Tau totale, 11-21) souris 1/1000 ELISA Laboratoire
ht7 souris 1/100 ELISA Invitrogen
Bt2 souris 1/100 ELISA Invitrogen
cyclinD1 lapin 1/1000 WB Santa Cruz
GAPDH lapin 1/10 000 WB Santa Cruz
Bactine souris 1/10 000 WB Sigma
NSE lapin 1/50 000 WB Genetex

Tableau 2 — Tableau présentant I’ensemble des anticorps utilisés pendant cette
étude. WB : western blot , IHC : immunohistochimie et dosage ELISA).

B.4.d. Dosage ELISA

Des plagues Nunc 96 puits (Maxisorp F8; Nunc, Inc.) sont revétues pendant
une nuit a 4°C avec 100uL d’anticorps 2H2/D11 ou Tau5 a la concentration de
1ug/mL en tampon carbonate (0.1M Na2CO3, 0.1M NaHCO03, pH 9,6). Le lendemain,
les plagques sont saturées a 37°C pendant 1 heure avec le WASH1X buffer (Innotest
hTau Ag kit, Fujirebio) contenant 0,1% de caséine. Aprés 3 lavages avec le WASH1X
buffer, les échantillons protéiques standardisés a 1pg/uL sont dilués dans le SAMPL
DIL buffer (Innotest hTau Ag kit, Fujirebio). Les échantillons protéiques et les
anticorps biotinylés (hT7/Bt2, Innotest hTau Ag Kit, Fujirebio) sont ajoutés, les
plagues sont incubés a température ambiante pendant une nuit. Le lendemain, les puits
sont rincés 4 fois et incubés avec la streptavidine couplée a la peroxidase a
température ambiante pendant 30 minutes. La tétraméthylbenzidine étant le substrat.
La réaction est arrétée par addition d'acide sulfurique et les plaques sont mesurées avec

un spectrophotomeétre (Multiskan Ascent Thermo Labsystem) a 450 nm.
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B.5. Immunohistochimie en visible sur coupes cérébrales murines et humaines
B.5.a. Immunohistochimie sur coupes cérébrales flottantes

Les souris Thy-Tau22 ont été anesthésiées et perfusées transcardialement
avec du PBS froid suivi de paraformaldéhyde 4% pendant 10 minutes. Le cerveau est
disséqué rapidement, et post-fixé pendant une nuit dans du paraformaldéhyde a 4%.
Ensuite, le cerveau est placé dans une solution de PBS/Sucrose 20% pendant 24 et
congelé a -80°C jusqu'a l'utilisation. Des sections de 40 um sont générees a l'aide d'un
cryostat (Leica Microsystems GmbH, Allemagne). Concernant les sections de tissus
cérébraux humains, elles sont fixées et tranchées dans les mémes conditions que les
souris.

Les coupes flottantes sont rincées 3 fois dans le tampon de lavage (PBS/Triton
0,2%) puis les peroxydases endogenes sont inhibées par traitement avec un tampon
PBS/H,0, 0,3% pendant 30 minutes. Les sites de fixation non spécifiques sont
bloqués avec du MOM (Mouse IgG blocking reagent, Vector Laboratories) ou du
sérum de cheval (Vector Laboratories) dilué au 1/100 dans du PBS/Triton 0,2%
pendant 1 heure a température ambiante. Les coupes sont ensuite incubées avec
I’anticorps primaire d’intérét (Tableau 2) dans le tampon de lavage, sous agitation a
4°C pendant une nuit. Aprés 3 lavages, les coupes sont incubées avec 1’anticorps
secondaire anti-lgG de souris biotinylé (1/400 dans PBS/Triton 0,2%, Vector
Laboratories), pendant une heure a température ambiante (des contréles négatifs de
coupes incubées avec I’anticorps secondaire sans pré-incubation avec |’anticorps
primaire sont effectués). Les coupes sont ensuite incubées deux heures a température
ambiante avec un complexe d’amplification du signal (Kit ABC, Vector Laboratories)
gréce a une association avidine-biotine-peroxydase (1/400 dans PBS). Le marquage est
complété par I’utilisation de 0,5mg/mL de DAB (3,3 ’diaminobenzidine, Sigma) dans
50mM Tris 0,2M, pH 7.6 et contenant 0,075% d’H,0,. La DAB s’oxydant en présence
de la peroxydase et formant un précipité marron. La réaction est stoppée par un
ringage des coupes a 1’eau puis au sérum physiologique 0,9%. Les coupes sont ensuite
montées sur des lames SuperFrost (ThermoScientific), apres séchage, les noyaux

cellulaires sont marqués par incubation dans une solution de crésyl violet 0,5%
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(Sigma) pendant 30 secondes puis dans de 1’acide acétique 0,5%. Aprés séchage, les
coupes sont déshydratées par des bains d’éthanol de concentration croissante suivi par
trois bains de toluéne afin de pouvoir réaliser le montage lamelles, grace a un liquide

de montage Vectamount Permanent (Vector Laboratories).

B.5.b. Immunohistochimie sur coupes cérébrales en paraffine

Les coupes incluses en paraffine sur des lames sont déparaffinées a I’aide de
trois bains de toluéne suivi de différents bains d’éthanol de concentration décroissante.
Apres incubation dans le PBS pendant 5 minutes, les peroxydases endogéenes sont
inhibées par traitement avec un tampon PBS/H,O, 3% pendant 10 minutes. Un
démasquage antigénique est réalisé a 1’aide d’un micro-onde (puissance 800W pendant
5 minutes suivi de puissance 500W pendant 15 minutes) dans du tampon EDTA
(A10mM Tris, 1ImM EDTA, Tween20 0,0005%, pH 9). Les coupes sont ensuite
incubées dans divers tampons : PBS pendant 10 minutes, PBS/Triton 0,5% pendant 2
fois 10 minutes puis PBS pendant 10 minutes. Les sites non spécifiques sont bloqués
avec du sérum de cheval (Vector Laboratories) dilué au 1/100 dans du PBS/Triton
0,2% (tampon de lavage) pendant 1 heure a température ambiante. Les coupes sont
ensuite incubées avec ’anticorps primaire d’intérét (Tableau 2) dans le tampon de
lavage pendant une nuit a 4°C (exception pour 1’anticorps 2H2/D11 dont 1’incubation
est réalisée a température ambiante). Apres 2 lavages puis une incubation dans le PBS
pendant 10 minutes, les coupes sont incubées avec 1’anticorps secondaire anti-IgG de
souris biotinylé (1/400 dans PBS/Triton 0,2%, Vector Laboratories), pendant une
heure a température ambiante (des contrdles négatifs de coupes incubées avec
I’anticorps secondaire sans pré-incubation avec I’anticorps primaire sont effectués). La
méme série de lavage que décrite précédemment est réalisée puis les coupes sont
incubées 30 minutes a temperature ambiante avec le Kit ABC (1/400 dans PBS, Vector
Laboratories). Le marquage est complété par I’utilisation de 0,5mg/mL de DAB
(3,3’diaminobenzidine, Sigma) dans 50mM Tris 0,2M, pH 7.6 et contenant 0,075%

d’H,0,. La réaction est stoppée par un ringage des coupes a ’eau puis au sérum
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physiologique 0,9%. Les noyaux cellulaires sont marqués par incubation dans une
solution de crésyl violet 0,5% (Sigma) supplémentée d’acide acétique 0,3% pendant 45
secondes. Les coupes sont ensuite déshydratées par des bains d’éthanol de
concentration croissante suivi par trois bains de toluéne afin de pouvoir réaliser le
montage lamelles, grace a un liquide de montage Vectamount Permanent (Vector

Laboratories).

B.5.c. Analyse des immunohistochimies en visible

Les lames enti¢res sont scannées a I’aide d’un Axioscan (Zeiss Axioscan Z1
slide scanner, associé au microscope) puis les images sont analysées et traitées en

utilisant le logiciel Zen.

B.6. Immunofluorescence (expérience de co-marquage)

Les coupes flottantes cérébrales provenant de souris sont rincées 3 fois dans le
tampon de lavage (PBS/Triton 0,2%) puis les sites de fixation non spécifiques sont
bloqués avec du MOM (Mouse 1gG blocking reagent, Vector Laboratories) dilué au
1/100 dans du PBS/Triton 0,2% pendant 1 heure a température ambiante. Les coupes
sont ensuite incubées avec le premier anticorps primaire (Tableau 2) dans le tampon
de lavage, sous agitation a 4°C pendant une nuit. Apres 3 lavages, les coupes sont
incubées avec le second anticorps primaire dans le tampon de lavage, sous agitation a
4°C pendant une nuit. Les coupes sont ensuite lavées et incubées avec les deux
anticorps secondaires fluorescents (anti-mouse Alexa468 et anti-rabbit Alexa598,
Invitrogen) dilués au 1/1000 dans du PBS/Triton 0,2% pendant 1 heure a tempeérature
ambiante. Apres 3 lavages, les coupes sont montées sur des lames SuperFrost
(ThermoScientific). Apres séchage, le montage des lamelles est réalisé grace au

Vectashield-DAPI (Vector Laboratories) afin de marquer les noyaux cellulaires.

Les lames sont analysées par imagerie avec un microscope confocal (Zeiss

LSM710). Les images présentées ont été obtenues par observation a un grossissement
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X40 et correspondent a un ensemble de couches espacées de 1uM, dans ’axe z,

rassemblées par MIP (Maximum Intensity Projection).

C. Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont réalisées grace au logiciel Prism (Graph Las
Software Inc, USA). Les résultats sont exprimés en tant que moyenne avec une erreur
standard grace a I’utilisation du test one way ANOVA suivi d’un test post-hoc LSD

Fischer.
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Resultats
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Chapitre 1 : Identification d’une nouvelle forme de la protéine Tau
tronquée de sa partie amino-terminale et génération
d’outils immunologiques

C’est a partir de la caractérisation du profil électrophorétique de Tau dans le
cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer que les formes tronquées de la
protéine Tau ont ¢t¢ mises en évidence. En effet, 1’analyse par électrophorese
monodimensionnelle montrait qu’en plus des différentes isoformes de Tau sous forme
monomeéres et des agrégats de Tau de haut poids moléculaire, il existait des protéines
Tau de faibles poids moléculaires et désignées comme formes tronquées de Tau. Parmi
cet ensemble de formes tronquées, celles se terminant par les résidus E391 et D421 ont
¢été identifiées et validées a I’aide d’outils immunologiques. Depuis, d’autres sites de
troncation ont été identifies dans la partie carboxy-terminale, notamment le résidu
N368 et également dans la partie amino-terminale : les résidus D13 et D21. Au sein du
laboratoire, une vingtaine de nouvelles formes tronquées de Tau ont également éte
identifiées en utilisant une approche protéomique. L’identification de ces especes de
Tau apparait importante pour comprendre leur implication potentielle dans la

physiopathologie associée a la protéine Tau.

Ce premier chapitre des résultats sera d’abord orienté autour de I’identification
de la nouvelle forme de Tau tronquée de sa partie amino-terminale (la forme tronquée
Metl11-Tau) qui a été réalisée lors de mon Master2 recherche, dans le cadre des
travaux de thése du Dr. Derisbourg Maxime (Derisbourg.M, Leghay.C et al., 2015).
Par la suite, il sera exposé le choix de I’étude de la Metll-Tau, qui a été
principalement motivé par le fait que cette forme tronquée soit également identifiée
avec une modification particuliere, la N-o-acétylation (Leghay et al., non publié ;
Brevet : EP17305355.4, March 28, 2017). Dans une seconde partie, le développement
d’outils appropriés pour 1’étude de cette forme tronquée Metl 1-Tau sera exposé : des
lignées cellulaires stables a la génération d’un anticorps spécifique de la forme
tronquée Metl1-Tau N-a-acétylée (AcMetl1-Tau).
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A. ldentification de la nouvelle forme de Tau tronquée de sa partie amino-

terminale : Metl11-Tau

De maniére générale, 1’identification des sites de troncation de la protéine Tau
est réalisée avec différentes techniques. Par exemple, les formes tronquées se
terminant par les résidus N368 et D421 ont été découvertes grace a 1’utilisation des
séguences consensus pour certaines protéases et par le développement d’outils
immunologiques afin de rechercher leur présence in situ (Gamblin et al., 2003b ;
Rissman et al., 2004). Une autre approche a été utilisée pour identifier la forme
tronquée se terminant par le résidu E391, elle a consisté a isoler a partir des agrégats
de Tau les formes tronquées présentes dans ces structures afin d’identifier les sites de
clivage par spectrométrie de masse (Wischik et al., 1988b ; Zilka et al., 2012). Au sein
du laboratoire, une vingtaine de nouvelles formes tronquées dans la partie amino-
terminale ont été identifiées grace a une approche protéomique permettant

I’identification précise du résidu amino-terminal.

A.1. Approche protéomique développée au sein du laboratoire pour identification

de nouveaux sites de troncation de Tau

Cette approche est détaillée dans la publication Derisbourg et al., 2015,
brievement elle consiste en une premicre étape d’enrichissement en protéines Tau par
immunoprécipitation (IP) en utilisant 1’anticorps Tau5 (résidus 218-225, Porzig et al.,
2007). Cette IP est suivie d’un marquage des protéines Tau par dansylation ou
biotinylation des extrémités amino-terminales, ce marquage a pour but d’augmenter la
détectabilité des protéines possédant des fonctions amines primaires libres. Ensuite ces
extraits subissent une digestion enzymatique (Trypsine ou Asp-N), ainsi les peptides
générés et marqués par la biotine sont passés sur une colonne de chromatographie
d’affinit¢ Avidine afin d’enrichir les extraits en peptides marqués au niveau des
fonctions amines primaires. Ces extraits sont enfin analysés par LC-MS/MS (Liquid

Chromatography coupled to tandem Mass Spectrometry), ce qui permet d’identifier
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des sites de troncation amino-terminaux a partir de peptides marqués sur leur fonction

amine primaire (Figure 22).

1) Extraction protéique et enrichissement de Tau par
Immunoprécipitation (IP)

.

| 2) Marguage des amines primaires |

.

| 3) Digestion Trypsine/Asp-N |

| 4) Purification des ieptides marqués |

5) Analyse par LC-MS/MS

.

Figure 22 — Approche protéomique développée au sein du laboratoire pour
I’identification des sites de clivage amino-terminaux de Tau. Apres extraction des
protéines a partir de tissus cérébraux humains, une immunoprécipitation (IP) des
protéines Tau est réalisée dans le but d’enrichir I’extrait. Aprés marquage et digestion
des protéines, les peptides obtenus sont purifiés et analysés par chromatographie en
phase liquide couplée a un spectrophotométre de masse (LC-MS/MS).

A.2. ldentification de nouveaux sites de troncation de Tau a partir de lignées
cellulaires et de tissus cérébraux humains et intérét pour la forme tronquée Met11-

Tau

Le mode¢le cellulaire utilisé pour I’identification de nouveaux sites de clivage de
Tau est la lignée cellulaire de neuroblastome humain (SH-SY5Y) surexprimant de
maniére inductible I’isoforme 1N4R (Tau-1N4R) de Tau sous sa forme native et mutée
en P301S (Tau-P301S), une mutation décrite dans les DFTP-17 (Bretteville et al.,
2009). Apres 48 heures d’induction de I’expression de Tau, ces lignées cellulaires ont
été analysées par WB afin de caractériser le profil électrophorétique de Tau. Les
anticorps Tau-Nter (ciblant les dix-neuf premiers acides aminés de Tau) et Tau-Cter
(ciblant les quinze derniers acides amines de Tau) montrent une expression des
protéines Tau-1N4R et Tau-P301S, détéctées a un poids moléculaire d’environ 60kDa.
Alors qu’aucune expression de Tau n’est détectée dans le Mock (SH-SY5Y possédant

le vecteur plasmidique inductible sans transgéne). En plus des protéines Tau entieres,
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les résultats indiquent la présence de nombreuses formes tronquées caractérisées par
de faibles poids moléculaires. Il faut remarquer que I’immunoempreinte utilisant
I’anticorps Tau-Nter marque beaucoup moins de formes tronquées que celle utilisant
I’anticorps Tau-Cter. Ceci suggere que dans ces lignées cellulaires le domaine amino-
terminal de Tau est plus sujet a la protéolyse que le domaine carboxy-terminal (Figure
23).
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Figure 23 — Caractérisation par Western Blot (WB) de la troncation de la
protéine Tau au sein de lignées cellulaires surexprimant Tau. La protéine Tau
entiére dans les cellules surexprimant TaulN4R (WT) et Tau-P301S est révelée avec
I’anticorps Tau-Nter (A) et Tau-Cter (B). Ces méme anticorps révelent la présence de
formes tronquées. Dix microgrammes de protéines extraites sont déposes et
I’immunoréactivité de la GAPDH est utilisée comme controle de charge. (extrait de la
thése du Dr Derisbourg Maxime).

Aprés avoir caractérisé ces extraits cellulaires par WB, le protocole
d’enrichissement, de marquage et de digestion décrit précédemment est réalisé. Les
résultats de la LC-MS/MS a partir des extraits de SH-SY5Y surexprimant Tau
montrent la présence de nombreux peptides. Apres analyse de ces peptides, cing
d’entres eux ont été retenu car I’extrémité amino-terminale ne pouvait pas resulter
d’une digestion enzymatique diie a I’expérience : Ala2, Metll, Glul2, GIn33 et
Gly134.
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Les mémes expériences ont été realisées sur le tissu cérébral humain, les
échantillons provenant de la Neurobank de Lille. Les tissus avaient été préalablement
caracterisés par des études immunohistochimiques afin de les classer selon les stades
de Braak (Braak et al., 2011) (Tableau 3).

Cas A B C D E F G H I T K L

Age 22 41 49 52 53 6l 75 78 62 73 57 56

Drelai PM (H) 4 11 34 28 28 20 20 18 10 15 3 26
Nearopathologie (DNF) | SBO |[SBO [SBO |SBO [SBO [SBO | SBI [SEIV|SBV [ 5BV |SBVI[5B VI

Tableau 3 — Tableau exposant les caractéristiques des sujets sains et des patients
Alzheimer utilisés pour la caractérisation de la troncation de Tau. Sont présentés
I’age de déces, le délai post-mortem (PM) exprimé en heures et les stades de Braak
(SB). (extrait de la thése du Dr Derisbourg Maxime).

Une caractérisation biochimique des protéines Tau a également été réalisée en
utilisant les anticorps Tau-Nter et Tau-Cter. Les résultats par WB montrent un profil
composé de trois bandes majoritaires comprises entre 45 et 65 kDa, correspondant aux
différentes isoformes de Tau portant des niveaux de phosphorylation différents
(Sergeant et al., 2008). En plus de ce triplet caractéristique, il faut noter la présence de
bandes de hauts poids moléculaires dans les extraits de cerveaux de patients classés
dans les stades de Braak tardifs, qui correspondent aux formes agrégées de Tau. Et
également, il y a la présence de formes de bas poids moléculaires correspondant aux
formes tronquées de Tau. Avec D’anticorps Tau-Nter, ces espéces de Tau sont
comprises entre 35 et 45kDa et sont présentes chez les témoins et les patients
Alzheimer. A contrario, I’anticorps Tau-Cter montre une immunoréactivité pour les
formes tronquées principalement chez les sujets atteints de la maladie d’Alzheimer, et
qui semble étre corrélée avec la présence des especes de hauts poids moléculaires
(Figure 24).
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Figure 24 — Caractérisation par Western Blot de la troncation de Tau au sein du
tissu cérébral humain. Les extraits protéiques de cortex frontal provenant de sujets
sains (A-F) et de sujets Alzheimer (G-L) ont été analysés par immuno-empreinte
utilisant les anticorps Tau-Nter (A) et Tau-Cter (B). Dix microgrammes de protéines
extraites sont déposés et I’immunoréactivité de la GAPDH est utilisée comme contréle
de charge. (extrait de la thése du Dr Derisbourg Maxime).

Le protocole utilisé sur les lignées cellulaires a également été réalisé sur
certains tissus cérébraux, notamment au niveau de différentes zones corticales (frontal,
pariétal et occipital). Aprés analyse par LC-MS/MS, vingt-quatre nouveaux sites de
troncation répartis sur différentes régions de la protéine Tau ont été identifiés (Figure

25) (Derisbourg et al., 2015, en annexe).
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Figure 25 — Localisation des sites de troncation nouvellement identifiés a partir
du tissu cérébral humain. Par analyse protéomique, 24 sites de troncation ont été

identifiés : leur position est représentée sur 1’isoforme de la protéine Tau la plus
longue (Tau2N4R). (Derisbourg et al., 2015).
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Par la suite, nous avons réalisé des analyses complémentaires sur I’ensemble
des données de spectrométrie de masse pour rechercher les modifications post-
traductionnelles sur les peptides. Les résultats ont montré que la forme tronquée
Metl11-Tau que nous avons mise en evidence a la fois dans les cellules surexprimant la
protéine TaulN4R (Figure 26) et dans certains échantillons de tissu cérébral humain

(Figure 27) était également retrouvée sous forme N-o-acétylée (AcMetll-Tau).
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Figure 26 — Spectres de masse MS/MS du peptide Met11-Tau et AcMetll-Tau a
partir de la lignée SH-SY5Y Tau. La lignée cellulaire SH-SY5Y Tau a été analysée
selon 1’approche protéomique développée au sein du laboratoire. L’analyse des
spectres de masse montre la présence de la forme tronquée non modifiée (Met11-Tau)
et N-a-acétylée (AcMetll-Tau). En effet, I’ajout du groupement acétyl entraine une
augmentation approximative de la masse de 42Da (soustraction des masses molaires
des deux peptides 1289,53 — 1247,2 = 42,33Da).

En effet, ’analyse des spectres de masse des peptides Metl1-Tau montre la
présence du groupement acétyl sur la Méthionine 11 de Tau qui révélée par une

augmentation de la masse du peptide détecté de 1’ordre de 42Da (Figure 26 et 27).
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Figure 27 — Spectre de masse MS/MS du peptide Metll-Tau et AcMetll-Tau a
partir du tissu cérébral humain. Le tissu cérebral du sujet sain (A) et du patient
Alzheimer n°11 (stade de Braak IIlI) (B) décrit dans le Tableau 4 (pagell9) a éte
analysé selon I’approche protéomique développée au sein du laboratoire. L’analyse
des spectres de masse montre la présence de la forme tronquée non modifiee (Met11-
Tau) chez le sujet sain et N-a-acétylée (AcMetll-Tau) chez le patient Alzheimer. En
effet, la différence de masse observée entre les deux peptides s’explique par le
groupement acétyl (42Da) et le groupement thiol (environ 88Da). (pour le peptide
Macetyl la soustraction du groupement acétyl donne une masse molaire de 1289,46 —
42 = 1247,46Da, pour le peptide Mthio la soustraction du groupement thio donne une
masse molaire de 1335.58 — 88 = 1267,58Da).

La présence de cette modification post-traductionnelle jamais décrite pour Tau
a motivé notre choix de focaliser la suite de nos études sur la forme Metl1l-Tau. De
plus, ’intérét de la forme tronquée Metl1-Tau réside également dans le fait que : 1) le
résidu Metl 1 se situe dans 1I’exonl de la protéine Tau qui est un exon commun aux six
isoformes (Buée et al., 2000) ; 2) des changements en acides aminés dans la partie
amino-terminale de Tau sont associes a des Tauopathies (Hayashi et al., 2002 ;
Poorkaj et al., 2002) ; supposant ainsi que la délétion des 10 premiers acides aminés de

Tau pourrait avoir des consequences fonctionnelles et ou physiopathologiques.
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Ainsi, les analyses par LC-MS/MS ont montré que la forme tronquée Metl1-
Tau nouvellement identifiée était retrouvée sous une forme non modifiée (Metll-Tau)
et sous une forme N-a-acétylée (AcMetl1-Tau). Cette approche protéomique a permis
de mettre en évidence une nouvelle modification sur la protéine Tau, en effet une seule
étude relate la N-a-acétylation de Tau sur le résidu Ala2 (Hasegawa et al., 1992); la
N-a-acétylation de Ala2 de Tau a été également détectée par notre approche
protéomique (Derisbourg et al., 2015). Mais cette approche posséde des limites
expérimentales ; en plus du manque de reproductibilité, elle est exclusivement
qualitative et ne permet pas d’exclure l’absence d’un site de clivage ou d’une autre
modification. Il était donc nécessaire de générer des outils appropriés a l’étude de la

forme tronquée AcMet11-Tau.

B. Développement d’outils appropriés a I’étude de I’AcMetl11-Tau
B.1. Génération et caractérisation de lignées cellulaires stables et inductibles

Afin de caractériser la forme tronquée Metll-Tau, des vecteurs d’expression
(plasmide pcDNA4/To) contenant les séquences d’ADNc de la forme tronquée et de la
protéine Tau entiére ont été développés. Puisque le site de troncation Metll est
localisé dans I’exonl qui est un exon commun a toutes les isoformes de Tau, nous
avons développé les vecteurs d’expression Metl1-Tau dans le cadre des 2 isoformes
majoritaires de Tau: ’isoforme 1N4R (contenant I’exon2 et I’exonl0) et I’isoforme
IN3R (contenant uniquement 1’exon2). Ainsi, les vecteurs d’expression plasmidiques
codant pour la forme tronquée Metl1l-Tau dans ces deux contextes d’isoformes ainsi
que la protéine Tau entiere également dans ces deux contextes ont été générés. Pour la
suite des études, la distinction entre les deux contextes sera réalisée pour la forme
tronquée : Metl1-Tau4R (basée sur I’isoforme 1N4R de Tau) et Metl1-Tau3R (basée
sur I’isoforme 1N3R de Tau).

Ces vecteurs d’expression plasmidiques ont €té transfectés stablement dans la
lignée cellulaire de neuroblastome humain SH-SY5Y/TR exprimant le répresseur a la

tétracycline (TetR). En effet, les séquences d’ADNc ont été insérées dans le vecteur
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pcDNA4/To qui posséde une séquence opératrice de 1’opéron tétracycline (TetO;) en
amont du promoteur. Ainsi, le TetR exprimé de maniére constitutive dans les cellules
SH-SY5Y/TR se fixe sur la séquence TetO, ce qui a pour conséquence d’empécher la
transcription du geéne d’intérét. Apres sélection des cellules ayant intégrées les
transgénes codant pour la protéine Tau entiére (TaulN4R et TaulN3R) ainsi que pour
la forme tronquée Metl1l-Tau (Metll-Tau4R et Metl1-Tau3R), I’expression protéique
a été analysée par WB (Figure 28).
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Figure 28 — Profil d’expression de la protéine Tau entiére et de la forme tronquée
Metll-Tau dans le contexte de deux isoformes de Tau. Figure représentative de
I’analyse par immuno-empreinte de 1’expression des transgenes apres 48h d’induction
avec la tétracycline dans les lignées cellulaires SH-SY5Y stables et inductibles.
L’immuno-empreinte utilisant 1’anticorps Tau-Cter montre 1’expression des protéines
TaulN4R et TaulN3R ainsi que les formes tronquées Met11-Tau4R et Metl1-Tau3R.
Cette expression n’est présente que dans les cellules traitées a la tétracycline. Dix
microgrammes de protéines extraites sont déposés et I’immunoréactivité de la GAPDH
est utilisée comme contréle de charge.
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L’induction de I’expression est réalisée par 1’ajout de tétracycline dans le milieu
de culture des cellules pour une durée de 48 heures. Les résultats par immuno-
empreinte utilisant D’anticorps Tau-Cter confirment I’expression des différentes
especes de Tau aux masses moléculaires attendues : la protéine TaulN4R est observée
a environ 58kDa, la protéine TaulN3R a 54kDa et les formes tronquées Metll-Tau
possédant des poids moléculaires plus faibles. 11 faut noter que I’expression des
différentes espéces de Tau n’est détectée que lorsque la tétracycline est ajoutée ; il
n’existe ainsi pas de fuite importante du systéme dans ces lignées cellulaires stables

inductibles.

Aprés avoir réalisé cette caractérisation de base, les SH-SY5Y/TR Metll-
Tau4R ont été analysees en LC-MS/MS. Cette analyse a été entreprise dans le but de
savoir si la forme tronquée Metll-Tau était retrouvée N-a-acétylée dans cette lignée
nouvellement générée. Apres analyse des spectres de masse, les résultats ont montré la
présence de la forme tronquée Metll-Tau et également de la forme tronquée
AcMetl11-Tau (résultats non montrés). Ainsi, ces résultats ont permis de confirmer que
le modéle cellulaire généré peut étre utilisé pour 1’étude de la N-a-acetylation de
Metl11-Tau. Cependant, cette méthode protéomique est qualitative et il est impossible
de distinguer le ratio AcMetll-Tau/Metll-Tau. Afin de détecter, quantifier et
entreprendre les études fonctionnelles de I’AcMetl1-Tau il fallait donc développer un

outil spécifique de cette forme tronquée.

B.2. Génération d’un anticorps monoclonal dirigé contre la protéine ACMetll-Tau

A la vue de la nécessité d’un outil spécifique de détection spécifique de la
forme AcMetll-Tau, 1’équipe a décidé de générer un anticorps monoclonal. Cette
génération a été réalisée sur la base de la technologie des hybridomes qui a été mise au
point en 1975 par Georges Kohler et César Milstein qui ont fabriqué les premiers
anticorps monoclonaux (Kohler and Milstein, 1975). Cette découverte leur a d’ailleurs

valu le prix Nobel Médecine et Physiologie en 1984.
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La génération d’un anticorps dirigé contre AcMetll-Tau a été réalisée avec
I’aide de la société Agro-Bio (La Ferté Saint Aubin) et se compose de cing étapes
majeures : 1) ’immunisation des souris et le contrdle de la réponse immunitaire ; 2) la
fusion des lymphocytes de la rate des souris avec les cellules cancéreuses afin
d’obtenir des hybridomes ; 3) le clonage et le « screening » des hybridomes et 4) la

purification et la caractérisation des anticorps issus de I’hybridome retenu.

B.2.a. Immunisation animale et controle de la réponse immunitaire

Dans le cadre de ce projet cing souris ont été immunisées a différents jours (JO,
J14, J45 et J63) avec le peptide AcMetll-Tau (<N-o-acétyl> MEDHAGTYGLGC-
KLH) correspondant a la séquence de Tau allant de la Metll a la Gly21. Deux
prélevements immuns a J24 et J56 ont été récupérés et analysés par dosage ELISA
dans le but de contrbler la réponse immunitaire de chaque souris immunisée. Les
résultats a J24 montrent une absence de réponse immune (données non présentées). A
contrario, les prélevements sanguins a J56 montrent différents résultats, il est a noter
que les analyses ne sont réalisées que sur quatre souris ddt au déces inexpliqué de
I’une d’entre elles. La présence d’anticorps dans le sérum a ¢été analysée par ELISA
indirect en utilisant les peptides libres AcMetll-Tau et Metll-Tau
(MEDHAGTYGLGC). Des dilutions en série des prélevements sériques sont utilisées
pour réaliser le titrage. Les résultats montrent un titre plus faible pour le peptide
Metl11-Tau par rapport au peptide AcMetl1l-Tau (Figure 29). Par exemple, la souris
n°1 présente un titre de 1/700 pour le peptide Metl11-Tau et un titre de 1/48000 pour le
peptide AcMetll-Tau. L’analyse peptide par peptide montre que les souris n°2 et 4
possédent une bonne réponse pour le peptide Metl1-Tau alors que les souris n°1 et 3
possédent une réponse faible. Ainsi, pour le peptide AcMetll1l-Tau ce sont les souris
n°1 et 4 qui possédent le meilleur titre. La souris n°1 a donc éte choisie pour réaliser
I’étape suivante de fusion car elle présente le titre le plus élevé pour le peptide
AcMetl1-Tau (proche du titre optimal de 1/50000) et un faible titre pour le peptide
Metl1-Tau.
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Figure 29 — Mesure du titre de la réponse immunitaire suite 2 'immunisation
avec le peptide AcMetll-Tau. (A) Figure représentative du titrage sérologique de 4
souris immunisées vis-a-vis du peptide AcMetll-Tau (B) Figure représentative du
titrage sérologique de 4 souris immunisées vis-a-vis du peptide Metl11-Tau.

B.2.b. Fusion et obtention des hybridomes

Apreés avoir sélectionné la souris la plus immunoréactive, le but est de fusionner
chaque cellule sécrétrice d’anticorps avec wune cellule de lignée humaine
« immortalisée » qui posséde la particularité de se diviser indéfiniment. Apres
récupération de la rate, les splénocytes sont fusionnées avec les cellules murines de
myéelome NS1 dans un ratio de 5 splénocytes pour 1 cellule myélomateuse. Ces
cellules cancéreuses possedent une double mutation qui a pour conséquence : 1) une
perte de capacité a secréter des immunoglobulines et 2) I’incapacité a produire
I’enzyme Hypoxanthine Guanosine PhosphoRibosyl Transferase (HGPRT) qui
intervient dans la voie de synthése de secours des acides nucléiques. Ainsi, la sélection
des cellules fusionnées également appelées hybridomes met a profit ce déficit
enzymatique. En effet, la sélection est réalisée par ajout dans le milieu d’Hypoxanthine
Aminopterine Thymidine (HAT) qui inhibe la voie de synthese des acides nucléiques

de novo. Dans le cadre de ce projet, apres sélection il a été obtenu 635 hybridomes.
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B.2.c. « Screening » et Clonage des hybridomes

Les hybridomes sont d’abord vérifiés par la technique d’ELISA puis validés par
la technique de WB. Tous les résultats obtenus ne sont pas présentés mais Voici
quelques exemples d’hybridomes testés. Dans un premier temps, la présence
d’anticorps sécrétés dans le surnageant est analysée par ELISA indirect en utilisant les
peptides  libres  AcMetll-Tau, Metll-Tau et AcTau (<N-o-acétyl>
MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLG), ce dernier peptide correspond a la protéine Tau
entiere N-a-acétylée sur la premiére Met. L’utilisation de ces 3 peptides permet de
détecter les anticorps qui reconnaissent la Metll acétylée de Tau mais pas la Metll
non modifiée ni une méthionine acétylée dans un contexte d’acides aminés différent de
celui de la méthionine 11 de Tau. Les résultats des ELISA montrent différents profils
entre les hybridomes. Par exemple, les hybridomes 12E11 et 5C2 montrent une densité
optique équivalente pour le peptide AcMetll-Tau, Metll-Tau et AcTau ce qui
signifie que les anticorps sécrétés par ces hybridomes ne sont pas spécifiques de la
forme tronquée AcMetll-Tau. En revanche, ’hybridome 2H2 montre une densité
optique élevée pour le peptide AcMetll-Tau (3,011) et de faibles densités optiques
pour les peptides Metl1-Tau (0,176) et AcTau (0,195) (Figure 30).

4
2H2

DO (450nm)

Figure 30 — Screening des hybridomes par la méthode de dosage ELISA indirect.
Figure représentative de 1’analyse du surnageant de 1’hybridome 2H2 par dosage
ELISA indirect. L’analyse montre une densit¢ optique élevée pour le peptide
AcMetl11-Tau et de faibles densités optiques pour les peptides Metl1-Tau et Ac-Tau.
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L hybridome 2H2 est donc plus spécifique de la forme tronquée AcMetl1-Tau
que ceux testés précédemment. Afin de confirmer ces résultats, une autre méthode, le
WB a été utilisée. Pour cela, des extraits de cellules SH-SY5Y/TR TaulN4R et

Metl11-Tau4R non induites et induites pendant 48 heures ont été utilisés.
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Figure 31 — Validation des hybridomes par la méthode de Western Blot. Figure
représentative de I’analyse par immuno-empreinte du surnageant de différents
hybridomes sur les extraits protéiques des lignées cellulaires SH-SY5Y/TR TaulN4R
et Metll-Taud4R aprés 48 heures d’induction de I’expression des transgenes. Les
surnageants des hybridomes 5C2 et 12E11 ne montrent aucun immunoréactivité pour
la forme tronquée AcMetl1-Tau présente dans la lignée SH-SYS5Y/TR Metll-Tau4R.
Alors que les surnageants des hybridomes 2H2, 1C10 et 3F2 montrent une
immunoreactivité. Dix microgrammes de protéines extraites sont déposés et
I’immuno-empreinte utilisant 1’anticorps Tau-Cter confirme la bonne expression des
transgenes.
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Les résultats par immuno-empreinte utilisant les surnageants des hybridomes
12E11 et 5C2 montrent 1’absence de marquage spécifique de la forme tronquée
AcMetll-Tau dans la lignée cellulaire SY5Y/TR Metll-Tau4R induite. A contrario,
une immunoréactivité unique est observée avec le surnageant de I’hybridome 2H2
dans ces cellules. De plus, aucun marquage n’est observé dans les cellules exprimant
la protéine TaulN4R (Figure 31). L’utilisation de 1’anticorps Tau-Cter confirme

I’expression des transgenes dans les lignées cellulaires induites.

A la vue de ces résultats, le clonage de ’hybridome 2H2 a été entrepris. Le
clonage est réalisé sous le principe de la dilution en série de maniére a partir d’une
suspension cellulaire et d’arriver a une seule cellule par puits. Les clones ont éte
ensuite analysés de la méme maniére que décrite précédemment. Les résultats du
dosage ELISA indirect ont montré que tous les clones possedent une forte densité
optique (d’environ 2,1) pour le peptide AcMetl1-Tau alors qu’aucune activité n’est
observée pour les peptides AcTau et Metll-Tau (résultats non montrés). La
confirmation par WB a également montré une immunoréactivité identique pour tous
les hybridomes en incubant le surnageant de chacun avec les extraits des lignées
cellulaires stables et inductibles (résultats non montrés). En regroupant tous ces
résultats, nous avons retenu le clone 2H2/D11 pour produire et purifier 1’anticorps
monoclonal dirigé contre la forme tronquée AcMetll-Tau. De plus, I’isotypage de
I’anticorps a également été réalise, il est de la classe d’immunoglobulines 1gG2a et se

compose de chaines Iégeres Kappa.

B.2.d. Caractérisation de I’anticorps monoclonal dirigé contre ’AcMetll-Tau

L’anticorps monoclonal purifié ainsi obtenu est dénommé 2H2/D11, il cible la
forme tronquée AcMetll-Tau. Afin de pouvoir ['utiliser dans des conditions
optimales, en WB notamment, plusieurs tests ont été réalises pour déterminer les
conditions d’utilisation et de conservation (résultats présentés en annexe). Ainsi, pour
une meilleure conservation I’ajout de glycérol n’est pas toléré par 1’anticorps et pour

son utilisation il est a diluer au 1/5000 dans un saturant TNT-BSA5%. Une fois ces
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conditions mises au point, il était important de tester la spécificité de I’anticorps
2H2/D11 vis-a-vis de la forme tronquée AcMetll-Tau. Pour cela, un test
d’immunodéplétion sur peptides a ¢€té réalisé. 1l consiste a pré-incuber 1’anticorps
2H2/D11 avec soit le peptide AcMetll-Tau ou soit le peptide Metll-Tau (peptides
utilisés pour « screening » des hybridomes) pendant une nuit a 4°C. Aprés cette pré-
incubation les anticorps sont utilisés pour I’analyse par WB des cellules SH-SY5Y/TR
TaulN4R et Metll-Tau4R.
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Figure 32 — Validation de la spécificité de I’anticorps monoclonal 2H2/D11. Figure
représentative de 1’analyse par immuno-empreinte de I’expression des transgenes apres
48h d’induction avec la tétracycline dans les lignées cellulaires SYSY/TR TaulN4R et
Metll-Tau4R apres immunodéplétion de 1’anticorps 2H2/D11. Dans les conditions
non deplétée et déplétée avec le peptide Metll-Tau, I’immunoréactivité de la forme
tronquée AcMetll-Tau est retrouvée au sein de la lignée SY5Y/TR Metll-Tau4R.
Dans la condition déplétée avec le peptide AcMetll-Tau, I’'immunoréactivité de la
forme tronquee AcMetll-Tau est perdue. Dix microgrammes de protéines extraites
sont déposés, I'immuno-empreinte utilisant 1’anticorps Tau-Cter confirme la bonne
expression des transgénes et I’immunoréactivité de la NSE est utilisée comme controle
de charge.
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Les résultats montrent que 1’anticorps 2H2/D11 est bien neutralisé par le
peptide AcMetl1-Tau et qu’il n’est plus disponible pour permettre I’immunoempreinte
de I’AcMetl1-Tau dans les SH-SY5Y/TR Metll-Taud4R (Figure 32). Alors qu’au
contraire, avec le peptide Metll-Tau et dans la condition non déplétée, 1’anticorps
2H2/D11 est toujours disponible pour I’'immunoempreinte de la forme tronquée
AcMetl1-Tau. Ainsi, par cette expérience d’ immunodéplétion 1’anticorps 2H2/D11 est

validé comme spécifique de la forme tronquée AcMetl11-Tau.

L’obtention de cet anticorps monoclonal dirigé contre la forme tronquée Ac-
Metl1-Tau nouvellement identifiée est donc un réel atout pour réaliser les études
fonctionnelles et les études d’association de la protéine AcMetll-Tau avec la

pathologie Tau.
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Chapitre 2 : Pertinence de la forme tronquée AcMetll-Tau par
rapport a la pathologie Tau

Comme décrit précédemment, de nombreuses formes tronquées de Tau, dont la
plupart ne sont pas encore identifiees de maniere précise, sont retrouvees dans la
maladie d’Alzheimer et au sein d’autres Tauopathies. Afin d’étudier le role de ces
especes de Tau avec la pathologie, des études réalisées dans les modeéles transgéniques
ont montré que les formes tronquées se terminant par les résidus E391 et D421
acqueraient une propriété de fibrillogenése rapide et reproduisaient la pathologie Tau
(de Carlignon et al., 2010 ; McMillan et al., 2011 ; Zilka et al., 2006). De plus, au sein
du tissu cérébral humain, I’apparition de ces formes tronquées est corrélée avec
I’évolution de la pathologie Tau (Basurtos-Islas et al., 2008 ; Garcia-Sierra et al.,
2008).

Ainsi, 'intérét de ce deuxieéme chapitre de résultats est d’établir si il y a ou non
une association de la forme tronquée AcMetll-Tau avec la pathologie Tau. En effet,
via notre approche protéomique qui présente des limites de sensibilité et de
reproductibilité, I’identification de la forme AcMetl1-Tau a été réalisée dans le tissu
cérébral d’un patient Alzheimer de stade Braak III. Mais il n’est pas a exclure que
cette forme tronquee puisse étre retrouvée chez les sujets sains. Afin de parfaire la
caractérisation de la forme AcMetl1-Tau, nous avons utilisé ’anticorps 2H2D11, que
nous avons genéré et dont nous avons validé la spécificité, dans des approches
immunologiques pour analyser des tissus cérébraux murins issus de modéles
transgéniques de pathologie Tau et des tissus cerébraux humains provenant de patients
atteints de différentes Tauopathies, notamment la maladie d’Alzheimer, ainsi que de
sujets sains. Les échantillons humains sont obtenus auprés de la Lille NeuroBank
(CHU de Lille).
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A. Analyse du tissu cérébral humain et murin: association potentielle de

AcMetl1l-Tau avec la maladie d’Alzheimer ?
A.1l. Analyse du tissu cérébral humain par Western Blot

Une caractérisation biochimique basée sur 1’utilisation en Western Blot des
anticorps Tau-Nter, Tau-Cter et Tau phosphorylée en Ser396 a été réalisée a partir des
protéines extraites du cortex temporal de sept sujets sains et neufs patients Alzheimer

présentant différents stades de Braak (Tableau 4).

Cas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Age 29 | 61 75 80 22 76 82 76 84 86 76 62 77 73 57 72
Délai PM (H) 20 | ND 7 24 24 14 48 3 18 10 10 10 6 22 23 6

Ne”r‘z%ﬁg)‘"ogie sBo|sBo|[sBo|sBo|sBo|sBo|sBo|sBv|sBiv|sBvi|sBIi|sBv|sBv|sBvi|sevi|ssvi

Tableau 4 — Tableau exposant les caractéristiques des sujets sains et des patients
Alzheimer utilisés pour analyser la présence de la forme tronquée AcMetll-Tau
par WB. Sont présentés 1’age de déces, le délai post-mortem (PM) exprimé en heure
et les stades de Braak (SB).

Les résultats de 1’analyse par WB avec les anticorps Tau-Nter et Tau-Cter
montrent le profil électrophorétique caractéristique des protéines Tau : trois bandes
majoritaires sont présentes entre 45 et 65 kDa, elles correspondent aux différentes
isoformes de Tau en fonction de leur état de phosphorylation (Figure 33). Concernant
les bandes de hauts poids moléculaires correspondant aux formes agrégees de Tau,
elles ne sont présentes que chez les patients Alzheimer alors que pour les bandes de
bas poids moléculaires, elles sont présentes chez les sujets sains et Alzheimer.
L’analyse par WB avec I’anticorps qui reconnait les protéines Tau phosphorylées en
Ser396 a permit de réaliser une classification des patients Alzheimer en fonction de
I’évolution de la pathologie, selon le niveau de phosphorylation. En effet, la
phosphorylation sur la Ser396 est de plus en plus marquée en fonction de 1’avancée

des stades de Braak.
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Figure 33 — Caractérisation par WB du profil électrophorétique des protéines
Tau provenant du tissu cérébral de sujets sains et patients Alzheimer. Figure
représentative de ’analyse par immuno-empreinte de 1’expression des protéines Tau
au sein du cortex temporal de 7 sujets sains (1-7) et 9 patients Alzheimers (8-16) en
utilisant les anticorps Tau-Cter (A) et Tau-Nter (B). L’immunoempreinte utilisant
I’anticorps Tau P-Ser396 (C) a permis de réaliser une classification en fonction de
I’évolution de la pathologie Tau. Dix microgrammes de protéines extraites sont
déposés et I'immunoréactivité de la p-actine est utilisee comme contrdle de charge.

Aprés avoir caractérisé biochimiquement ces tissus cerébraux humains,
I’évaluation de I’expression de la forme tronquée AcMetl1-Tau a été entreprise par
Western Blot, en utilisant des quantités protéiques croissantes de 10, 20 et 50
microgrammes, 1’analyse par WB en utilisant 1’anticorps monoclonal dirigé contre
I’AcMetl1-Tau n’a pas permis de mettre en évidence la présence de cette forme

tronquée au sein des tissus cérébraux utilisés, méme dans I’échantillon qui a servi a
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I’identification de cette forme de Tau par protéomique (patient n°l11). En effet,
I’immunoréactivité observée correspond aux cellules SH-SY5Y/TR Metll-Tau4R qui
exprime I’AcMetl 1-Tau lors de I’'induction de I’expression protéique, utilisées comme
contréle positif (Figure 34). Cependant, cette absence de détection peut étre liée au
seuil de détection trop faible de la technique de WB. En effet, il faut rappeler que
I’AcMetl1-Tau a été identifié¢e a I’aide d’une approche protéomique a partir
d’échantillons enrichis par IP en protéines Tau. De plus, les formes tronquées de Tau
sont des especes qui doivent étre proportionnellement peu fréquentes par rapports aux
autres formes de Tau. A la suite de ces résultats, nous avons réalisé les analyses des

tissus cérebraux par des techniques plus sensibles.
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Figure 34 — Analyse de la présence de la forme tronquée AcMetl11-Tau au sein du
tissu cérébral humain par la technique de Western Blot. Figure représentative de
I’analyse par immuno-empreinte de I’expression de la forme tronquée AcMetl1-Tau
au sein du cortex temporal de 7 sujets sains (1-7) et 9 patients Alzheimers (8-16) en
utilisant ’anticorps 2H2/D11. L’analyse montre 1’absence d’immunoréactivité dans le
tissu cérébral anlaysé et une immunoréactivité positive dans la lignée cellulaire SH-
SYS5Y/TR Metll-Tau4R dont les extraits ont été utilisés comme contréle positif.
Cinquante microgrammes de protéines extraites sont déposés pour les échantillons
humains contre dix microgrammes pour la lignée cellulaire SH-SY5Y/TR Metl1-
TaudR. L’ immunoréactivité de la B-actine est utilisée comme contrdle de charge.
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A.2. Analyse du tissu cérébral murin
A.2.a. Par la méthode d’immunohistochimie

Les ¢études d’association sur le tissu cérébral par la technique
d’immunohistochimie ont débuté sur le tissu cérébral murin. En effet, des mises au
point étaient nécessaires avant d’entreprendre les études sur le tissu cérébral humain.
Pour cela, des coupes flottantes de souris Wild-Type (WT) et Thy-Tau22 ont été
utilisées. Le modéle transgénique murin Thy-Tau22 qui est disponible au sein de
I’équipe a été généré sur la base de mutations présentes sur le gene MAPT chez les
patients DFTP-17. En effet, ces souris expriment sous le promoteur neuronal Thy1.2 la
protéine TaulN4R humaine mutée sur deux sites favorisant son agrégation (G272V et
P301S) (Schindowski et al., 2006) (Figure 35).
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Figure 35 — Le modéle murin transgénique Thy-Tau22. (A) Schéma de la
construction du transgeéne : ce modele transgénique surexprime 1’isoforme TaulN4R
humaine mutée en deux sites (G272V et P301S) situés dans I’exon10. L expression du
transgéne étant sous contréle du promoteur neuronal Thy1.2. (B) Immunohistochimie
réalisée avec I’anticorps PHF-1 sur I’hippocampe de souris Thy-Tau22 agées de 3, 6 et
12 mois. L’ immunoréactivité PHF-1 (P-Ser396/404) montre un marquage dans la CAl
de type neurones en DNF dés 1’age de 6 mois. (extrait de Schindowski et al., 2006).

Ce modele présente I’avantage de développer une pathologie Tau progressive :
des I’age de 3 mois, de la DNF est observée dans la région Corne d’Ammonl (CAl)
de I’hippocampe puis elle s’étend dans la CA3, le gyrus denté et le cortex. La DNF
s’accompagne d’une phosphorylation anormale et d’une hyperphosphorylation de la

protéine Tau sur de nombreux résidus, notamment sur les résidus Ser396/404 reconnus
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par I’anticorps PHF-1. En effet, lors de I’analyse par immunohistochimie de coupes
flottantes de souris Thy-Tau22 a 3, 6 et 12 mois et en utilisant I’anticorps PHF-1, une
immunoreéactivité croissante du nombre de neurones dans la CA1 est observée (Figure
35). Parallelement a ce développement progressif de la pathologie Tau, ce modeéle
développe une altération de la mémoire spatiale sans déficits moteurs (Van der Heugd
et al., 2011). L’immunohistochimie en visible utilisant 1’anticorps 2H2/DI11
reconnaissant spécifiquement la forme tronquée AcMetll-Tau a été réalisee sur des
souris WT et Thy-Tau22 a 6, 9 et 12 mois. Les résultats montrent une présence de la
forme tronquée AcMetll-Tau chez la souris Thy-Tau22, notamment au niveau de la

0CA1 alors qu’aucun marquage n’est détecté chez la souris WT (Figure 36).
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Figure 36 — Analyse de la présence de la forme tronquée AcMetl1-Tau au sein de
I’hippocampe provenant de souris WT et Thy-Tau22 par la technique
d’immunohistochimie. Images représentatives de I’hippocampe de souris WT agée de
12 mois et Thy-Tau22 agées de 6, 9 et 12 mois apres immunomarquage avec
I’anticorps 2H2/D11. Aucun immunomarquage n’est observé chez la souris WT alors
que chez la souris Thy-Tau22, I'immunomarquage est localisé¢ dans la CAl, dans le
compartiment somato-dendritique de neurones en DNF, et dans les régions CA3, GD
et FM (barre d’échelle : 50uM). CA1 : Corne d’Ammonl, CA3 : Corne d’Ammon3,
FM : fibres moussues, GD : gyrus dente.
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Ce marquage dense est localisé au niveau du compartiment somato-dendritique
de neurones en DNF et semble augmenter avec I’age. De plus, un marquage diffus est
observé (fleche, Figure 36) au niveau des fibres de la couche pyramidale de la CAL,
de la CA3, de la couche granulaire du gyrus denté et dans les fibres moussues (axones
des cellules granulaires du gyrus denté qui projettent vers les cellules pyramidales de
la CA3). Afin de vérifier la spécificité de ce marquage, le test d’ immunodéplétion sur
peptides, ayant servi a montrer la spécificité de 1’anticorps 2H2/D11 en WB, a été
réalis¢ a nouveau. L’anticorps a été pré-incubé ou non avec les peptides avant de
procéder a 1’analyse par immunohistochimie de coupes flottantes de I"hippocampe de
souris Thy-Tau22 &gées de 12 mois. Les résultats révélent un marquage des neurones
en DNF dans la CAl lorsque I’anticorps n’est pas déplété ou pré-incube avec le
peptide Metll-Tau, ainsi que dans les régions CA3 et gyrus denté de I"hippocampe
(Figure 37). En revanche, ce marquage est perdu lorsque ’anticorps est déplété avec
le peptide AcMetl11-Tau, ainsi les marquages observés chez la souris Thy-Tau22 sont

bien specifiques de la forme tronquée AcMet11-Tau.
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Figure 37 — Validation de ’immunomarquage obtenu chez la souris Thy-Tau22
avec ’anticorps 2H2/D11. Images représentatives de 1’hippocampe de souris Thy-
Tau22 agées de 12 mois aprés immunodéplétion de I’anticorps 2H2/D11 avec les
peptides Metll-Tau et AcMetll-Tau. (barre d’échelle : 50uM). CAl : Corne
d’Ammonl.
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Par la suite, des immunohistochimies en fluorescence ont éte réalisées dans le
but de confirmer les résultats obtenus en visible et également d’observer si la forme
tronquée AcMetll-Tau co-localise avec d’autres espéces de la protéine Tau. Cette
technique a été réalisée sur des souris Thy-Tau22 agées de 6, 9 et 12 mois. Pour cela,
un double marquage avec I’anticorps 2H2/D11 et différents anticorps reconnaissant les
domaines amino- (Tau-Nter) ou carboxy-terminaux (Tau-Cter), la Serl99
phosphorylée (P-Ser199) et la Ser422 phosphorylée (P-Ser422) a été réalisé ; les
résultats présentés montrent les marquages représentatifs obtenus sur coupes de souris
Thy-Tau22 de 9 mois.

anti-Tau DAPI Ac-Metll-Tau Merged

Tau-Nter
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Figure 38 — La forme tronquée AcMetl1-Tau co-localise avec une espéce de Tau
pathologique dans les neurones en DNF dans la CA1 de souris Thy-Tau22. Images
représentatives de 1’analyse en microscopie confocale la CA1 de souris Thy-Tau22
agées de 9 mois aprés co-marquage avec 1’anticorps 2H2/D11 et les anticorps Tau-
Nter, Tau-Cter, Tau P-Ser199 et Tau P-Ser422. (barre d’échelle : 10uM).
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Ces resultats révelent un marquage de quelques neurones en dégénérescence
dans la CAL pour la protéine Tau phosphorylée en Ser422 qui correspond a un site de
phosphorylation pathologique (Figure 38). Ces mémes neurones sont immunoréactifs
pour la forme tronquée AcMetll-Tau. Ainsi, la forme tronquée AcMetll-Tau est
retrouvée au sein des mémes neurones que les espéces pathologiques de Tau. Pour les
autres anticorps qui reconnaissent Tau indépendamment de son état d’agrégation,
beaucoup de neurones présentent un marquage Tau-Cter, Tau-Nter et Tau P-Ser199
qui correspond a un site physiologique de phosphorylation, mais peu montrent un
marquage pour la forme tronquée AcMetll-Tau. Ces résultats montrent donc que la
forme tronquée AcMetl1l-Tau est localisée dans les neurones en DNF et co-localise

avec des espéces de Tau pathologiques.

A.2.b. Par la méthode de dosage ELISA « sandwich »

A la vue des résultats obtenus par la méthode d’immunohistochimie sur le tissu
cerébral murin provenant du modéle transgénique Thy-Tau22, il s’avérait intéressant
d’utiliser une méthode permettant de détecter et quantifier la forme tronquée
AcMetl1-Tau et d’établir si cette forme est présente de maniére précoce. Pour cela, un
dosage ELISA de type « sandwich » a été mis au point avec 1’anticorps 2H2/D11 en
capture, en utilisant les extraits des lignées cellulaires stables et inductibles SH-
SYS5Y/TR TaulN4R et Metl1-Tau4R. Les résultats montrent que 1’anticorps 2H2/D11
fonctionne dans cette application tout comme en WB et en immunohistochimie, de
plus il détecte spécifiquement la forme tronquée AcMetll-Tau présente dans les
cellules SH-SY5Y/TR Metl1-Tau4R (résultats non montrés). Suite a la mise au point
de ce test, I’analyse d’une cinétique de souris WT et Thy-Tau22 &gées de 3, 7, et 12
mois a été réalisée. L’analyse des extraits protéiques d”hippocampe a montré que chez
les souris Thy-Tau22, la forme tronquée AcMetl11-Tau est détectée dans les différents
échantillons de la cinétique tout comme pour le contréle positif qui est la lignée SH-
SY5Y/TR Metll-Tau4R induite (Figure 39). De plus, il faut noter la détection de la
forme tronquée AcMetl1-Tau dés I’age de 3 mois, age ou la pathologie n’a pas encore

débutée ce qui suggére un réle précoce dans la pathologie.
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Figure 39 — La forme tronquée AcMetll-Tau est détectée précocement dans
I’hippocampe de souris Thy-Tau22. Les histogrammes représentent les moyennes de
densité optique (DO) obtenue par ELISA sandwich pour les extraits protéiques
d’hippocampe de souris WT et Thy-Tau22 a 3, 7 et 12 mois (au nombre de 5 animaux
par groupe). Les extraits des lignées cellulaires SH-SY5Y/TR Metll-Tau4R non
induite et induite sont utilisés comme controles négatif et positif, respectivement
(n=3). (A) L’anticorps 2H2/D11 permet de mettre en évidence I’absence de la forme
tronquée dans 1’hippocampe des souris WT indépendamment de 1’4ge par rapport aux
souris Thy-Tau22. Le contrdle positif étant la lignée cellulaire SH-SY5Y/TR Metl1-
Tau4R induite (+tet). De plus, une augmentation de la forme tronquée AcMetll-Tau
est observée entre 3 et 7 mois. (B) L’anticorps 7C12 (Tau totale) est utilis¢é comme
contrdle de détection des niveaux de la protéine Tau au sein des échantillons. Les
barres d’erreur indiquent I’erreur type (SD). (****) p<0.0001 (***) p<0.005. Les
différences entre les valeurs moyennes ont été déterminées par une analyse one way
ANOVA suivie d’un test post hoc LDS Fischer.

L’observation en immunohistochimie est confirmée par cette méthode, en effet
entre 3 et 7 mois une augmentation de 1’AcMetl1-Tau est observée. A contrario, entre
7 et 12 mois, il n’y a pas d’augmentation observée, ce qui pourrait étre expliqué par le
fait que dans le modéle Thy-Tau22 la pathologie atteint un plateau a cet age. Pour les
souris WT qui n’expriment que la protéine Tau endogéne murine, les densités optiques
observées pour I’anticorps 2H2/D11 sont dans les mémes niveaux que le contrdle
négatif (SH-SYS5Y/TR Metll-Taud4R non induite). L’anticorps 7C12 (Tau totale)
montre des différences de densité optique entre les WT et les Thy-Tau22
indépendamment de 1’age. Ce résultat s’explique par le fait que les souris Thy-Tau22

exprime la Tau endogéne murine et le transgene humain. Par contre, les niveaux de la
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protéine Tau totale est équivalent dans les différents échantillons de la cinétique Thy-
Tau22.

L’analyse premiere du tissu cérébral provenant du modeéle transgenique murin
Thy-Tau22 a permis de mettre en évidence la présence de la forme tronquée AcMet11-
Tau dans ce modéle, notamment au niveau de régions céréebrales touchées par la
pathologie (hippocampe, amygdale(non montré)). De plus, la forme tronquée
AcMetll-Tau n’a pas été détectée dans les souris WT et ce indifféremment de [’dge.
Ces résultats obtenus par immunohistochimie ont été validés par dosage ELISA, ce qui
montre réellement la spécificité du marquage et de la présence de cette espece de Tau
dans un contexte pathologique. Ces résultats sont également appuyés par le fait
d’observer la forme tronquée AcMetl 1-Tau au sein de neurones immunoréactifs pour
une espece pathologique de Tau. De plus, les résultats ont montré que la forme
tronquée AcMetll1-Tau était présente avant le début de la pathologie, ce qui suppose

un potentiel réle dans le développement de la pathologie.

A.3. Analyse du tissu cérébral humain
A.3.a. Par la méthode d’immunohistochimie

A la suite des résultats trés prometteurs obtenus chez la souris, des
immunohistochimies en visible ont été réalisées sur le tissu cérébral humain provenant
de patients Alzheimer et de sujets sains (NeuroBank, Lille). Pour cela, des coupes
flottantes et en paraffine ont été utilisées, au total 10 sujets sains et 13 patients
Alzheimer montrant des stades de Braak avancés ont été analysés.
L’immunohistochimie a été réalisée avec les anticorps 2H2/D11 reconnaissant la
forme tronquée AcMetl1-Tau et AT8 reconnaissant un double site de phosphorylation
Ser202/Thr205, ce dernier anticorps marque fortement les DNF a des stades modérés

et séveres (Augustinack et al., 2002). De plus, I’anticorps ATS8 est utilisé afin de
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valider la pathologie au sein du tissu cérébral, notamment pour observer si les régions

positives pour I’anticorps AT8 sont également positives pour I’anticorps 2H2/D11.
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Figure 40 — Analyse de la présence de la forme tronquée AcMetl11-Tau au sein du
cortex frontal de sujets sains et patients Alzheimers par la technique
d’immunohistochimie. Images représentatives des couches II, 1lI, V et VI de
I’hippocampe provenant de deux sujets sains (jeune : patient n°54 et agé : patient
n°49) et d’un patient Alzheimer de stade Braak V (patient n°52) apres
immunomarquage avec les anticorps AT8 (P-Ser202/Thr205) et 2H2/D11. Aucun
immunomarquage n’est détecté pour 1’anticorps 2H2/D11 chez les sujets sains alors
que la forme tronquée AcMetl1-Tau est détectée chez le sujet Alzheimer, notamment
sous un marquage somato-dendritique. Chez le sujet sain agé, I’immmunomarquage
AT8 est positif ainsi que chez le patient Alzheimer, sous un marquage somato-
dendritique et de plaque neuritique. (barre d’échelle : S0uM).
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Ainsi, les résultats représentatifs de 1’analyse du cortex frontal montrent une
absence d’immunoréactivité chez le sujet sain jeune pour les deux anticorps.
Concernant le sujet sain &ge, il montre un marquage de type « plaque neuritique » avec
I’anticorps AT8 dans les couches II, III, V et VI du cortex; de plus une
immunoréactivité trés faible est retrouvée en périphérie du noyau pour 1’anticorps
2H2/D11 (Figure 40). Il faut noter que cette immunoréactivité positive pour la forme
tronquée AcMetll-Tau n’est localisée que sur quelques neurones. En revanche
I’analyse du patient Alzheimer de stade de Braak V montre un marquage des especes
de Tau positives pour 1’anticorps AT8 dans les couches II et III mais une absence de
marquage dans les couches V et VI. Pour le marquage 2H2/D11 celui-ci est présent
dans les couches II, Ill, V et VI et au sein de nombreux neurones. Le type de
marquage pour la forme tronquée AcMetll-Tau est périnucléaire et sous forme

« d’accumulation de matériel » au niveau somato-dendritique.
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Figure 41 — Analyse de la présence de la forme tronquée AcMetl11-Tau au sein de
I’hippocampe de sujets sains et patients Alzheimers par la technique
d’immunohistochimie. Images représentatives de la CA1 et CA2 provenant d’un sujet
sain (patient n°39) et de deux patients Alzheimer de stade Braak V (patient n°41) et VI
(patient n°42) aprés immunomarquage utilisant 1’anticorps 2H2/D11. Aucun
immunomarquage n’est détect¢ chez le sujet sain, alors que la forme tronquée
AcMetl1-Tau est détectée chez les patients Alzheimer, notamment sous un marquage
de neurones en DNF, plaques neuritiques et neurites dystrophiques. (barre d’échelle :
100uM).
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En addition du cortex frontal, la structure hippocampique a egalement éte
analysée par immunohistochimie visible en utilisant 1’anticorps 2H2/D11. Les résultats
représentatifs de 1’analyse de I’hippocampe montrent une absence d’immunoréactivité
pour la forme tronquée AcMetll-Tau chez le sujet sain aussi bien dans la CALl et la
CA2 (Figure 41). En revanche, les patients Alzheimer testés montrent une
immunoréactivité positive pour ’anticorps 2H2/D11 que ce soit dans la CAl ou la
CAZ2. Les types de marquage sont variables : plaques neuritiques, neurones en DNF,

neurites dystrophiques, marquage somato-dendritique dense et marquage dendritique.

Alors que la technique de WB n’avait pas permis de mettre en évidence la
présence de la forme tronquée au sein du tissu cérébral humain, la technique
d’immunohistochimie a révéle¢ la présence de cette forme dans des neurones en DNF.
En effet, I’analyse de 10 sujets sains et de 13 patients Alzheimer a permit de montrer
que la forme tronquée AcMetll-Tau n’était pas retrouvée chez les sujets sains
(hippocampe et cortex frontal) mais était détectée chez les sujets Alzheimer.
Cependant, tous les patients Alzheimer analysés ne montrent pas un marquage positif
pour la forme tronquée AcMetll-Tau. En effet, ’AcMetl1-Tau a été observee dans
I’hippocampe des 5 patients Alzheimer analysés mais elle n’a été observée que dans le
cortex frontal de 10 patients Alzheimer sur les 13 patients analysés. De plus, il n’y a
pas de corrélation apparente entre le marquage AT8 et le marquage 2H2/D11 au sein
du cortex frontal. Ainsi, ces résultats montrent que la forme tronquée AcMetll-Tau
est localisée dans les neurones en DNF au sein du tissu cérébral provenant de patients

Alzheimer.

A.3.b. Par la méthode de dosage ELISA « sandwich »

Du fait des résultats obtenus par la méthode d’immunohistochimie sur le tissu
cérébral humain, les extraits protéiques de cortex temporal provenant de 9 patients
atteints de la maladie d’Alzheimer et de 7 sujets sains qui ont servis pour 1’analyse par
la méthode de WB (Tableau 4) ont été a nouveau étudiés. En effet, par la technique de

WB, aucune immunoréactivité pour 1’anticorps n’avait été¢ observée. En revanche par
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la méthode de dosage ELISA sandwich, les résultats montrent que 1’anticorps 7C12
(Tau totale) réagit de maniere identique pour les échantillons Alzheimers et sains,
alors que pour ’anticorps 2H2/D11, il réagit spécifiquement et uniquement avec les
échantillons Alzheimers (Figure 42). Ainsi, ces résultats révelent que la forme

tronquée AcMetl11-Tau est détectée au sein du cortex temporal de patients Alzheimer.
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Figure 42 — La forme tronquée AcMetll-Tau est détectée par ELISA sandwich
dans le cortex temporal de patients Alzheimer. Les résultats en nuage de points
représentent les densités optiques (DO) obtenues pour les extraits protéiques de cortex
temporal provenant de 7 sujets sains et 9 patients Alzheimer (n=3). (A) L’anticorps
2H2/D11 met en évidence 1’absence de détection de la forme tronquée AcMetl1-Tau
chez les sujets sains alors que les patients Alzheimers montrent de maniére
significative une bonne detection de la forme tronquée AcMetl1-Tau. (B) L’anticorps
7C12 (Tau totale) est utilisé comme contr6le de détection de la protéine Tau au sein
des échantillons. Les barres d’erreur indiquent 1’erreur type (SD). (****) p<0.0001.
Les différences entre les valeurs moyennes ont été déterminées par une analyse Mann-
Whitney.

Suite a ces résultats, les extraits protéiques de cortex frontal de ces mémes
patients ont été analyses. Les résultats ont montré une différence significative entre les
sujets sains et les patients Alzheimer pour la forme tronquée AcMetl11-Tau alors que
pour la protéine Tau entiére il n’y a pas de différence observée (Figure 44). De plus, il
faut noter une hétérogénéité dans la distribution du cortex frontal des patients
Alzheimers comparé au cortex temporal pour la forme tronquée AcMetl1-Tau. Cette
observation pourrait étre expliqué par le fait que le cortex frontal est plutot 1’une des

dernieres zones touchées par la pathologie Tau. De plus, la caractérisation de ces
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patients par WB en utilisant D’anticorps Tau P-Ser396 montre des profils
électrophorétiques différents, en effet certains patients montrent une plus faible
immunoréactivité pour les formes agrégées de Tau (patients n°9 et n°l1l qui
correspondent & des stades de Braak III et IV respectivement). D’ailleurs, par la
technique d’immunohistochimie les différents cortex frontaux des patients Alzheimer
ne s’étaient pas révélés positifs pour la forme tronquée AcMetl1-Tau. L’analyse de
I’hippocampe de ces patients est actuellement en cours, mais il serait intéressant
d’observer si elle est détectée dans des stades plus précoces de la maladie d’ Alzheimer
(stade de Braak I a Il). En effet, les patients Alzheimers utilisés présentent des stades
d’avancée de la pathologie séveres (stade de Braak IV a VI) et modérés (stade de
Braak IIT a IV), or lors de 1’analyse chez le modéle murin transgénique Thy-Tau22, il a
été montré une présence de la forme tronquée AcMetll-Tau deés 1’age de 3 mois, age

ou la pathologie Tau est a ses débuts.

L analyse du tissu cérébral humain provenant de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer a permis de mettre en évidence la présence de la forme tronquée
AcMetll-Tau au sein de différentes régions cérébrales (cortex frontal, cortex
temporal et hippocampe). De plus, cette espece de Tau n’a pas été détectée chez les
sujets sains, ce qui montre une réelle association de la forme tronquée AcMetl1-Tau
avec la pathologie Tau, notamment au sein de la maladie d’Alzheimer. Le marquage
immunohistochimie a l’aide de I’anticorps 2H2/D11 a permis de révéler de nombreux

marquages pathologiques tels que des plaques neuritiques, des neurones en DNF, etc.

B. Association de la forme tronquée AcMetl1-Tau avec d’autres Tauopathies ?

La troncation de la protéine Tau n’est pas exclusivement restreinte a la maladie
d’Alzheimer, en effet, des études ont montré la présence de formes tronquées de Tau
dans d’autres Tauopathies telles que la PSP, la DCB et la maladie de Pick (Hanger and

Wray, 2010). Dans ce contexte et a la vue des résultats obtenus sur le tissu cérébral de
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patients Alzheimer, des études sur le tissu cérébral de patients atteints d’autres

Tauopathies ont été initiées.

Cortex frontal
(couchell) -
Pick

Pick

Cortex frontal
(couche V1)

Figure 43 — Analyse de la présence de la forme tronquée AcMetl11-Tau au sein de
I’hippocampe et du cortex frontal de patients atteints de la maladie de Pick par la
technique d’immunohistochimie. (A) Images représentatives de la CA3 et du gyrus
denté provenant d’un sujet Pick (patient n°19) aprés immunomarquage utilisant les
anticorps AT8 (P-Ser202/Thr205) et 2H2/D11. L’anticorps AT8 marque les corps de
Pick au niveau de la CA3 et du gyrus denté. Pour [D’anticorps 2H2/DI11,
I’immunomarquage n’est retrouvé que dans la CA3. (B) Images représentatives du
cortex frontal provenant d’un sujet Pick (patient n°19) aprés immunomarquage
utilisant les anticorps AT8 (P-Ser202/Thr205) et 2H2/D11. L’anticorps AT8 marque
les corps de Pick au niveau des couches II et VI. Pour I’anticorps 2H2/D11, aucun
immunomarquage n’est détecté. (barre d’échelle : 20uM).

Une immunohistochimie en visible utilisant les anticorps 2H2/D11 et AT8 a été
réalisée sur I’hippocampe, le cortex frontal et le cortex temporal de deux patients
atteints de la maladie de Pick et de neuf patients DFTP-17. Les résultats représentatifs
de I’analyse des patients Pick montrent une immunoreactivité positive pour I’anticorps
ATS sous un faible marquage des corps de Pick dans I’hippocampe (CA3 et gyrus

denté) et dans les couches Il et VI du cortex frontal. Sur les deux patients Pick
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analysés, un seul présente une immunoréactivité positive pour 1’anticorps 2H2/D11 au
sein de I’hippocampe (région CA3 uniquement) mais aucune immunoréactivité au sein
du cortex frontal (Figure 43). Ainsi, les régions cerébrales positives pour I’anticorps
AT8 ne s’aveérent pas toutes positives pour 1’anticorps 2H2/D11. Concernant les neufs
patients DFTP-17, un seul patient montrait un faible marquage pour la forme tronquée
AcMetl1-Tau au sein de I"’hippocampe, et aucun marquage dans le cortex frontal et
temporal (résultats non montrés). Ainsi, ’analyse par immunohistochimie ne
permettait pas de conclure quant a la présence ou I’absence de la forme tronquée
AcMetll-Tau dans d’autres Tauopathies. En effet, le nombre d’échantillons
disponibles était tres limité et les régions cérébrales affectées par la pathologie
n’étaient pas disponibles pour chaque patient. De ce fait, ’analyse de la présence de la
forme tronquée AcMetll-Tau dans d’autres Tauopathies a été réalisée par une
méthode biochimique car un plus grand nombre de tissus cérébraux humains était

disponible pour cette application.

Dans le but de confirmer ces observations, des dosages ELISA ont été réalisés
sur le cortex frontal de patients atteints de la maladie de Pick, de patients possédant
des mutations du géne MAPT (DFTP-17) et de patients PSP. L’inclusion de patients
PSP permettant de se placer dans un contexte de Tauopathie ou seuls les isoformes 4R
de Tau s’agrégent en comparaison avec la maladie de Pick (pour revue, Williams,
2006). Ces patients ont d’abord été caractérisés par WB en utilisant I’anticorps Tau P-
Ser396 qui a montré une hétérogéneité entre les profils électrophorétiques des
protéines Tau phosphorylées (Figure 44). En effet, pour les patients Pick et MAPT,
les résultats montrent une forte immunoréactivité pour 1’anticorps Tau P-Ser396 avec
notamment un fort marquage des formes agrégées. Pour les patients PSP, et comme
attendu, I’immunoréactivité des formes agrégées est trés faible. En effet, chez ces
patients, la pathologie Tau touche principalement la région du mésencéphale. Par la
méthode de dosage ELISA, les résultats utilisant I’anticorps 2H2/D11 montrent que la
forme tronquée AcMetll-Tau est faiblement détectée dans le cortex de patients
atteints de la maladie de Pick et de DFTP-17 (Figure 44).
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Figure 44 — La forme tronquée AcMetll1-Tau est principalement détectée dans le
cortex frontal de patients Alzheimers. (A) Figure représentative de 1’analyse par
iImmuno-empreinte de 1’expression des protéines Tau au sein du cortex frontal
provenant de 2 sujets sains (2 et 7), 8 patients Alzheimer (11, 17, 14, 13, 16, 9, 12 et
18), 5 patients Pick (19, 20, 21, 22 et 23), 3 patients DFTP-17/MAPT (24, 25 et 26) et
2 patients PSP (27 et 28). L’anticorps Tau P-Ser396 met en évidence les Tau
pathologiques : les formes agrégées et hyperphosphorylées. Dix microgrammes de
protéines extraites sont déposés et I’immunoréactivité de la B-actine est utilisée comme
contréle de charge. (B) et (C) Les résultats en nuage de points représentent les densités
optiques (DO) obtenues pour les analyses par ELISA sandwich des extraits protéiques
de cortex frontal provenant de 2 sujets sains, 8 patients Alzheimer, 5 patients Pick, 12
patients PSP et 3 patients MAPT (n=3). (B) L’anticorps 2H2/D11 met en évidence une
détection de la forme tronquéee AcMetll-Tau chez patients Alzheimers,
significativement plus élevée que les sujets sains, PSP et MAPT. (C) L’ anticorps 7C12
(Tau totale) est utilisé comme contrdle de détection de la protéine Tau au sein des
¢chantillons. Les barres d’erreur indiquent 1’erreur type (SD). (****) p<0.0001. (***)
p=0.0010. (**) p=0.0016. (*) p=0.0112. Les différences entre les valeurs moyennes
ont été déterminées par une analyse one way ANOVA suivie d’un test post hoc LDS
Fischer.
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En revanche, elle n’est pas détectée dans le cortex frontal de patients atteints de PSP,
en effet, dans cette Tauopathie cette zone cérébrale est touchée par la pathologie Tau
dans des stades tardifs (Williams et al., 2007). L’utilisation de 1’anticorps 7C12 (Tau
totale) montre que 1’absence de détection de la forme tronquée AcMetl1-Tau n’est pas

due a I’absence de la protéine Tau au sein des différents patients.
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Figure 45 — La forme tronquée AcMetll-Tau n’est pas détectée dans le
mésencéphale de patients PSP. (A) Figure représentative de 1’analyse par immuno-
empreinte de I’expression des protéines Tau au sein d’un sujet sain et d’un patient PSP
(36) (cortex frontal, aire BA4 : aire motrice primaire, cortex occipital, Mésen :
mésencéphale). L’anticorps Tau P-Ser396 et Tau-Cter mettent en évidence les
isoformes de Tau, les formes agrégées et tronquées. Le mésencéphale étant la région la
plus touchée par la pathologie dans la PSP. Dix microgrammes de protéines extraites
sont deposés. (B) et (C) Les résultats en nuage de points représentent les densités
optiques (DO) obtenue pour les analyses par ELISA sandwich des extraits protéiques
de cortex frontal provenant de 3 sujets sains et 12 patients PSP pour le cortex frontal et
le mésencéphale (n=3). (B) L’anticorps 2H2/D11 met en évidence une détection nulle
de la forme tronquée AcMetll-Tau chez les sujets sains et PSP, aussi bien dans le
cortex frontal que dans le mésencéphale. (C) L’anticorps 7C12 (Tau totale) est utilisé
comme contrdle de détection de la protéine Tau au sein des échantillons. Les barres
d’erreur indiquent I’erreur type (SD). Les différences entre les valeurs moyennes ont
été déterminées par une analyse one way ANOVA suivie d’un test post hoc LDS
Fischer.
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Ainsi, pour les patients PSP, des analyses ELISA de la forme tronquée
AcMetl1-Tau ont été réalisées sur le mésencéphale. Les résultats utilisant 1’anticorps
2H2/D11 ont montré qu’elle n’est pas non plus détectée dans cette région qui est I’une
des principales régions affectées dans cette Tauopathie (Figure 45). Comme
précédemment, I’utilisation de 1’anticorps 7C12 (Tau totale) montre que 1’absence de
détection de la forme tronquée AcMetll-Tau n’est pas due a I’absence de la protéine
Tau au sein de cette région cérébrale. De plus, I’analyse par WB en utilisant
I’anticorps Tau P-Ser396 a montré que parmi différentes régions cérébrales testées, les
formes agrégees sont fortement marquées dans le mésencéphale en comparaison avec

le cortex frontal et I’aire motrice primaire (BA4).

Les études d’association de la forme tronquée AcMetl1-Tau avec la pathologie
Tau ont montré la présence de cette espéce de Tau au sein du tissu cérébral du modéle
murin transgénique Thy-Tau22 et de maniére significative dans le cerveau des patients
atteints de la maladie d’Alzheimer. Dans un premier temps, les études sur le tissu
cérébral murin ont montré que /’AcMetl I1-Tau est détectée des [’dge de 3 mois dans ce
modeéle, dge auquel la pathologie Tau n’a pas débutée ; elle est également détectée a
des dges plus avancés. En addition, I’AcMetl 1-Tau est localisée au sein des neurones
immunoréactifs pour la forme phosphorylée de Tau en Ser422, une espece de Tau
pathologique. Dans un second temps, [’analyse du tissu cérébral humain a également
permis de montrer la présence de la forme tronquée AcMetl1-Tau dans [’hippocampe,
le cortex temporal et le cortex frontal de patients atteints de la maladie d’Alzheimer.
Alors qu’aucune observation n’a été montrée dans le tissu cérébral provenant des
sujets sains. La protéine Tau étant le dénominateur commun des Tauopathies, des
études d’association ont été entreprises dans le tissu cérébral provenant de patients
atteints de la maladie de Pick, des DFTP-17 et de la PSP. Les résultats montrent que,
la forme tronquée AcMetl11-Tau est principalement associée a la maladie d’Alzheimer.
D’autres études complémentaires sont encore nécessaires afin d’explorer si la forme

tronquée AcMetl1-Tau peut étre appariée a des stades de la pathologie Tau.
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Chapitre 3 : Vers la caractérisation fonctionnelle de la forme tronquée
Metll-Tau et la determination du role de la N-a-acétylation

Apres I’identification des nouveaux sites de troncation sur la protéine Tau, des
études fonctionnelles ont été menees, dans le cadre de la these du Dr. Derisbourg
Maxime, afin de déterminer I’impact de la délétion de I’extrémité amino-terminale sur
la fonction principale de Tau, la régulation de la dynamique microtubulaire
(Derisbourg et al., 2015, en annexe). Les sites de troncation choisis sont les résidus
Metl1l et GIn124 localisés dans la partie amino-terminale de Tau. Ces études ont été
réalisées dans la lignée cellulaire de neuroblastome murin (N1E-115) transitoirement
transfectée avec les différentes formes tronquées. Les résultats de ces études ont
montré un gain de fonction pour la forme tronquée débutant par le résidu GIn124
(GIn124-Tau) par rapport a la protéine Tau entiére. En effet, cette forme tronquée est
retrouvée plus fortement liée aux microtubules et plus protectrice vis-a-vis de leur
dépolymérisation. En revanche, les études fonctionnelles de la forme tronquée
débutant par la Metll (Metll-Tau) n’ont pas montré de différence de comportement,
par rapport a la protéine Tau entiére, vis a vis de la régulation de la dynamique des
microtubules. Mais notre interprétation de ce résultat a été remise en question lorsque
nous avons découvert par la suite que la forme Metll-Tau est également retrouvée
dans ces cellules sous forme N-a-acétylée ; le role de cette modification sur Tau

n’étant pas connu aujourd’hui.

Ce troisieme chapitre des résultats se focalisera sur le début d’étude du role de
la N-a-acétylation et la caractérisation fonctionnelle de la forme tronquée AcMetl11-
Tau. Dans une premiere partie sera exposé le développement d’outils appropriés a la
modulation du niveau de la N-a-acétylation de la forme tronquée Metll-Tau,
notamment par des approches de surexpression et d’inhibition de la potentielle N-a-
acéetyltransférase (Nat) impliquée. Dans une seconde partie, le début des études
fonctionnelles de la forme tronquée AcMetll-Tau sera exposé, notamment sur le role
de stabilité protéique puisque la N-a-acétylation est impliquée, entre autres, dans cette

fonction.
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A. Modé¢le d’étude cellulaire et validation de la forme tronquée AcMetl1-Tau

Afin de réaliser les études fonctionnelles de la forme tronquée AcMetll-Tau,
des lignées cellulaires stables et inductibles SH-SY5Y/TR exprimant les protéines
TaulN4R, TaulN3R, Metll-Tau4R et Metll-Tau3R ont été générées. L’analyse de
I’expression des transgénes a été montrée dans le premier chapitre des résultats. Du
fait que ’anticorps 2H2/D11 n’était pas encore généré lors de 1’obtention des lignées
cellulaires ; la présence de la forme tronquée AcMetll-Tau au sein de la lignée SH-
SY5Y/TR Metll-Tau4R avait été vérifiée par la technique de spectrométrie de masse.
D¢s I’obtention de 1’anticorps 2H2/D11, celui-ci a été utilisé pour analyser les extraits

protéiques des différentes lignées par WB.
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Figure 46 — Profil d’expression de la forme tronquée AcMetll-TaudR et
AcMetll-Tau3R. Figure représentative de 1’analyse par immuno-empreinte de
I’expression des transgenes apres 48h d’induction avec la tétracycline dans les lignées
cellulaires SH-SYS5Y stables et inductibles. L’immunoempreinte utilisant 1’anticorps
2H2/D11 montre I’expression des formes tronquées AcMetl1-Tau4R et AcMetll-
Tau3R au sein des lignées cellulaires SH-SY5Y/TR Metll-Tau4R et Metll-Tau3R.
L’immuno-empreinte utilisant 1’anticorps Tau-Cter montre 1’expression des protéines
TaulN4R et TaulN3R ainsi que les formes tronquées Met11-Tau4R et Met11-Tau3R.
Cette expression n’est présente que dans les cellules traitées a la tétracycline. Dix
microgrammes de protéines extraites sont déposés et I’immunoréactivité de la GAPDH
est utilisée comme contr6le de charge.
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Apres 48 heures d’induction de 1’expression des transgeénes, les résultats par
immuno-empreinte utilisant I’anticorps 2H2/D11 confirment la présence de la forme
tronquée AcMetl1l1-Tau dans les lignées SH-SY5Y/TR Metl1-Tau4R et Met11-Tau3R
(Figure 46). Cette immunoréactivité n’est présente que dans ces lignées aux masses
moléculaires attendues d’environ 56kDa et 52kDa, respectivement. Ainsi, ces résultats
valident la présence de la forme tronquée AcMetll-Tau dans ces lignées cellulaires

stables en prolifération.
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Par la suite, et en vue de valider les études fonctionnelles dans un modele
cellulaire différenciée, des infections de vecteurs lentiviraux contenant la séquence
codante de TaulN4R et Metl1-Tau4R ont été réalisées dans des cultures primaires de
cortex de rat a 11 divisions cellulaires (DIV11). Apres 72 heures d’infection, les
extraits protéiques ont été analysés par WB. Les résultats par immuno-empreinte
utilisant D’anticorps Tau-Cter révélent 1’expression des transgénes aux poids
moléculaires attendus d’environ 58kDa pour la TaulN4R et 56kDa pour I’espece
Metll-Tau4R (Figure 47). En addition des vecteurs lentiviraux, 1’anticorps Tau-Cter
révele également ’expression endogéne de Tau présente au sein des cultures

primaires. L’ immuno-empreinte utilisant I’anticorps 2H2/D11 montre qu’au sein des
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cultures primaires infectées avec le lentivirus Metl1-Tau4R, cette forme tronqueée est
également retrouvée N-o-acétylée. Ainsi, ces résultats montrent que la N-a-acétylation
peut également avoir lieu dans un contexte de cellule post-mitotique tel que le

neurone.

B. Vers l’identification de la Nat responsable de la N-a-acétylation de la forme

tronquée AcMetll-Tau

Afin de pouvoir réaliser les études fonctionnelles de la forme tronquée
AcMetl1-Tau, il fallait utiliser des approches ayant pour but de moduler le niveau de
N-a-acétylation. Pour cela, les lignées stables et inductibles générées ont été utilisées
afin de déterminer la Nat responsable de cette modification sur la forme tronquée
Met11-Tau. Dans un premier temps, la vérification de la présence des différentes Nats
au sein de la lignée cellulaire de neuroblastome humain a été vérifiée par RT-gPCR.
Les résultats ont montré que toutes les sous-unités catalytiques et régulatrices sont
exprimées au sein de cette lignée (résultats non montrés). Dans un second temps, afin
d’identifier I’enzyme responsable, deux approches ont été utilisés : 1) une approche de
surexpression et 2) une approche d’inhibition, en focalisant sur la NatB. En effet,
d’apres la spécificité de substrats reportée dans la littérature pour les différentes Nats,
La NatB N-a-acétyle la Méthionine (M) en position amino-terminale d’une protéine
lorsqu’elle est suivie d’un Glutamate (E), Aspartate (D), Asparagine (N) ou Glutamine
(Q). En observant le début de la séquence de la forme tronquée AcMetll-Tau (<N-a-
acétyl> MEDHAGTYG...), le résidu suivant la Méthionine est un Glutamate. Ainsi,
I’hypothése émise est que la NatB serait responsable de la N-a-acétylation de la forme

tronquée Ac-Metl1-Tau.

B.1. Surexpression de la NatB dans les lignées stables et inductibles

Afin de répondre a I’hypothése émise sur la potentielle Nat responsable, une

approche de surexpression de la sous-unité catalytique de la NatB (sous-unité Naa20)
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a été réalisee par transfection transitoire durant 48 heures dans les lignées stables et
inductibles SH-SY5Y/TR TaulN4R et Metl1-Tau4R.
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Figure 48 — Effet de la surexpression de la sous-unité catalytique de la NatB
(Naa20). Figure représentative de I’analyse par immuno-empreinte de la surexpression
de la Naa20 apreés transfection et induction a la tétracycline dans les lignées cellulaires
stables et inductibles. L’immuno-empreinte utilisant 1’anticorps Nat5 montre la
surexpression de la Naa20 par rapport au vecteur vide pcDNA3.1L.
L’immunoempreinte utilisant I’anticorps Tau-Cter montre 1’expression des protéines
TaulN4R et Metll-TaudR aprés induction. Et I’immuno-empreinte utilisant
I’anticorps 2H2/D11 montre une augmentation d’expression de la forme tronquée
AcMetl1-Tau lors de la surexpression de la Naa20 par rapport au vecteur vide
pcDNA3.1. Dix microgrammes de protéines extraites sont déposés (contre quize
microgrammes pour I’anticorps Nat5) et 'immunoréactivité de la GAPDH est utilisée
comme controle de charge.

Les résultats obtenus par immunoempreinte utilisant 1’anticorps Nat5 révelent
une bonne surexpression de la sous-unité Naa20 par rapport aux cellules transfectées
avec le vecteur vide pcDNA3.1 qui présentent une faible expression endogéne. Afin
d’observer un effet sur les transgénes exprimés dans les lignées stables et inductibles,

les cellules ont été induites post-transfection pendant 24 heures (Figure 48). La
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vérification de I’efficacité d’induction est réalisée grace a I’immunoempreinte utilisant
I’anticorps Tau-Cter, les résultats montrent I’expression de la TaulN4R et de la
Metll-Tau4R aux poids moléculaires attendus. De plus, 1’utilisation de 1’anticorps
2H2/D11 dirigé contre la forme tronquée AcMetll-Tau révele une augmentation de
I’expression de 1’AcMetl1-Tau lorsque la sous-unité Naa20 est surexprimée par
rapport au vecteur vide pcDNA3.1 dans la lignée Metl1-Tau4R. Ainsi, ces resultats
montrent que la NatB peut étre responsable de la N-a-acétylation de la forme tronquée
Metl1-Tau. Il faut également remarquer 1’augmentation du niveau d’immunoréactivité
avec 1’anticorps Tau-Cter avec les extraits des cellules Metl1-Tau4R lorsque la sous-
unité Naa20 est surexprimée, mais pas dans les cellules TaulN4R. Ce résultat qui sera
discuté dans la suite des résultats concernant les conséquences de la N-a-acétylation
sur la protéine Tau, suggére que I’augmentation de la N-a-acétylation de Metll-Tau
s’accompagne d’une augmentation de sa stabilité protéique. Malheureusement, 1’effet
de la surexpression de la sous-unité catalytiqgue de NatB sur la N-a-acétylation de
Metll-Tau n’a pas montré de reproductibilité lors des différentes expériences
indépendantes ; de ce fait plusieurs hypotheses sont émises: 1) D’efficacité de
transfection de la lignée SH-SY5Y est tres faible ; 2) la NatB doit étre surexprimée
avant I’induction du transgéne etant donné que la N-a-acétylation est une modification
co-traductionnelle et 3) le niveau de N-a-acétylation de base est peut-étre au plateau
maximum. Ainsi, a la vue de ces résultats une autre approche de modulation de la N-a-

acetylation a été entreprise.

B.2. Inhibition de la NatB dans les lignées stables et inductibles

Dans le but de valider que la NatB est bien responsable de la N-a-acétylation
plusieurs approches d’inhibition de I’expression de la sous-unité catalytique Naa20
avaient été entreprises. Dans un premier temps, la technique de CRISPR/Cas9
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Nuclease Cas9) a éte
utilisée dans la lignée cellulaire SH-SY5Y/TR Metl1-Tau4R pour invalider le géne
codant la sous-unité Naa20. Malheureusement, cette technique n’a pas permis

d’obtenir une lignée cellulaire délétée pour le géne codant la sous-unité Naa20 ; en
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effet une trés forte toxicité cellulaire a été observée. Il faut noter que les Nats sont
impliquées dans le cycle cellulaire, notamment la NatB qui joue un réle important
dans la progression de celui-ci et I’inhibition de son expression entraine une inhibition

de la croissance cellulaire et arrét du cycle cellulaire (Starheim et al., 2008).
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Figure 49 — Réduction du taux de la sous-unité catalytique de la NatB (Naa20)
par la méthode de si-RNA. Figure représentative de I’analyse par immuno-empreinte
de la baisse du taux de la Naa20 apres transfection de si-RNA et induction a la
tétracycline dans les lignées cellulaires stables et inductibles. L’immuno-empreinte
utilisant I’anticorps Nat5 montre la baisse de la Naa20 lors de 1’utilisation du si-Naa20
par rapport au si-Ctl. L’immunoempreinte utilisant 1’anticorps Tau-Cter montre
I’expression des protéines TaulN4R et Metll-Taud4R apres induction. Et I’immuno-
empreinte utilisant 1’anticorps 2H2/D11 ne montre pas de diminution d’expression de
la forme tronquée AcMetll-Tau lors de la baisse par sSiRNA de la Naa20 par rapport
au si-Ctl. Dix microgrammes de protéines extraites sont déposés (contre quinze
microgrammes pour 1’anticorps Nat5) et 'immunoréactivité de la GAPDH est utilisée
comme controle de charge.

Dans un second temps, une approche par si-RNA (small interfering RNA) a été
utilisée, pour cela un pool de quatre si-RNA dirigés contre I’ARNm de la sous-unité
Naa20 a été transfecté pendant 72 heures dans les lignées cellulaires SH-SY5Y/TR

TaulN4R et Metll-Taud4R. Apres plusieurs mises au point, I’analyse par WB a
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montré une diminution de I’expression de la sous-unité Naa20 au sein des deux lignées
72h apres transfections (Figure 49). Afin d’observer si cette baisse du niveau de la
sous-unit¢ Naa20 entraine un effet sur le niveau d’expression de la forme tronquée
AcMetl1-Tau, 'immuno-empreinte utilisant 1’anticorps 2H2/D11 a été utilisée. Apres
24 heures d’induction dans les cellules transfectées, les résultats ne montrent pas de
diminution de 1’expression de I’AcMetl1-Tau en présence du si-Naa20 comme

attendu normalement.

A la vue de ces résultats, une technique utilisant des lentivirus sh-RNA (short
hairpin RNA) a été envisagée. En effet, il ne faut pas exclure le fait que comme les si-
RNA sont transfectés de maniere transitoire et trés vite dégradés au sein de la cellule
(pour revue, Rao et al., 2009), I’effet éventuel sur AcMet11-Tau, exprimée de maniére
stable dans toute la population cellulaire serait dilué et difficile a mettre en évidence.
De plus, comme la N-a-acétylation est co-traductionnelle, la réduction de la NatB doit
étre réalisée avant 1’induction des transgenes afin de limiter le niveau de N-o-
acétylation avant le début de la traduction de Met11-Tau. Ainsi, aprés avoir réalisé des
mises au point sur le titre infectieux a utiliser, trois lentivirus sh-RNA différents
dirigés contre la sous-unité Naa20 ont été utilisés dans les lignées cellulaires SH-
SY5Y/TR TaulN4R et Metll-TaudR. La selection des cellules ayant intégré le
lentivirus sh-RNA a été réalisée et ’efficacité d’inhibition de I’expression de la sous-
unité Naa20 a été analysée par WB. Les résultats ont montré que parmi les trois
lentivirus shRNA-Naa20, seul le lot3 montre une trés forte diminution du niveau
d’expression de la sous-unité Naa20, observée par rapport a la condition non infectée
(résultats non montrés). Ainsi, la génération des lignées stables pour I’invalidation de
la sous-unité Naa20 (SH-SYS5Y/TR TaulN4R et Metll-Tau4R shRNA-Naa20) va
permettre de valider ou non I’implication de la NatB vis-a-vis de la N-a-acétylation de
la forme tronquée Metl1-Tau. Pour cela, I’expression des transgénes de ces lignées a
¢té induite pendant 24 heures. Les résultats par WB en utilisant 1’anticorps Nat5
montrent un niveau d’expression diminué de la sous-unité Naa20 par rapport a la
condition non infectée (NI) (Figure 50). Ensuite I’effet de cette diminution a été

évalué vis-a-vis de la forme tronquée AcMetll-Tau, I’'immuno-empreinte utilisant
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I’anticorps 2H2/D11 tout comme 1’anticorps Tau-Cter révéle une diminution de
I’expression de la forme tronquée AcMetl1-Tau en présence du lentivirus ShRNA-
Naa20 par rapport a la condition NI représentant le niveau d’expression de base. Ces
résultats restent a confirmer mais ils permettent d’appuyer le résultat obtenu lors de la
surexpression de la NatB ou une augmentation du niveau d’expression de la forme

tronquée AcMetll-Tau avait été observée.
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Figure 50 — Réduction du taux de la sous-unité catalytique de la NatB (Naa20)
par la méthode de lentivirus sh-RNA. Figure représentative de I’analyse par
immuno-empreinte de la baisse du taux de la Naa20 apres infection de lentivirus sh-
RNA stablement dans les lignées cellulaires SH-SY5Y/TR TaulN4R et Metl1-Tau4R.
Aprés 24 heures d’induction de I’expression des transgénes, 1I’immuno-empreinte
utilisant 1’anticorps Nat5 montre la réduction du niveau de la Naa20 en présence du
ShRNA-Naa20 par rapport a la condition non infectée (NI). L’immunoempreinte
utilisant 1’anticorps Tau-Cter montre I’expression des protéines TaulN4R et Metl1-
Tau4R aprés induction. Et I’immuno-empreinte utilisant 1’anticorps 2H2/D11 montre
une diminution d’expression de la forme tronquée AcMetl1-Tau lors de la reduction
par sShRNA de la Naa20 par rapport au a la condition NI. Dix microgrammes de
protéines extraites sont déposés (contre quinze microgrammes pour 1’anticorps Nat5)
et I’immunoréactivité de la GAPDH est utilisée comme controle de charge.
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Ainsi, ces outils permettent de moduler le niveau de N-a-acétylation de la forme
tronquée Metll-Tau dans le but d’étudier le réle de cette modification sur la forme
tronquée Metll-Tau par rapport a la protéine Tau entiere. En effet, de nombreux
réles sont décrits dans la littérature pour cette modification, vis-a-vis de la protéine
Tau elle pourrait moduler sa localisation subcellulaire, sa stabilité protéique ou bien

méme son agrégation.

C. Quelles sont les réles de la N-a-acétylation sur la forme tronquée Metll-

Tau par rapport a la protéine Tau entiéere ?

De nombreux rdles sont décrits pour la N-a-acétylation dans la littérature, elle
intervient dans la stabilité et la deégradation protéique, les interactions
protéine/protéine, la localisation subcellulaire et la conformation des protéines. Ainsi,
en parallele de la génération des outils permettant la modulation du niveau de N-a-
acétylation ; des études concernant la stabilité protéique ont été débutées dans les
lignées cellulaires stables et inductibles. Dans un premier temps, les doses nécessaires
et non toxiques ont été déterminés pour la drogue utilisée qui est la Cycloheximide
(CHX), un inhibiteur de la biosynthése des protéines de novo, utilisée pour évaluer la
stabilité des protéines. Aprés cette mise au point, les différentes lignées cellulaires
stables et inductibles ont été traitées pendant 24 heures avec la CHX aprés 24 heures
d’induction de I’expression. L’efficacité du traitement est verifie par le marqueur
CyclinD1, une protéine impliquée dans le cycle cellulaire et possédant une demi-vie
trés courte. En effet, en comparant le niveau d’expression de base de la CyclinD1 dans
la condition non traitée (DMSO, Diméthylsulfoxyde) avec la condition traitée (CHX),
I’expression de la CyclinD1 n’est plus détectée. L’immuno-empreinte utilisant
I’anticorps Tau-Cter et I’anticorps Tau5 révéle une baisse du Taux des protéines
TaulN4R, Metll-Tau4R, TaulN3R et Metl1-Tau3R lors du traitement avec la CHX

par rapport a la condition non traitée (Figure 51).
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Figure 51 — Implication potentielle de la N-a-acétylation dans la stabilité

protéique de la forme tronquée Metll-Tau. (A) Figure représentative de 1’analyse
par immunoempreinte de 1’expression des protéines Tau entiéres et des formes
tronquées dans le contexte de 2 isoformes protéiques. L’analyse est réalisée apres
induction a la tétracycline et traitement avec la Cycloheximide (CHX a 20ug/mL) dans
les lignées cellulaires stables et inductibles. L’immunoempreinte utilisant 1’anticorps
Tau-Cter et Tau5 montre une diminution de I’expression de toutes les protéines avec le
traitement CHX par rapport a la condition DMSO. Et I’immunoempreinte utilisant
I’anticorps 2H2/D11 montre également une diminution de la forme tronquée
AcMetl1-Tau dans le contexte des isoformes 3R et 4R. Cependant, la forme tronquée
AcMet11l-Tau3R semble plus stable. L’efficacité du traitement CHX sur I’inhibition
de la synthése protéique est montré par 1’utilisation de la cyclinD1, une protéine
possédant une demi-vie tres courte. Dix microgrammes de protéines extraites sont
déposés et I’'immunoréactivité de la GAPDH est utilisée comme controle de charge.
(B) Quantification en pourcentage du taux d’expression des différentes protéines Tau
en condition non traitée et avec le traitement CHX (n=3). Les barres d’erreurs
indiquent I’erreur type (SEM). (*) p< 0.05. (**) p<0.01. (***) p< 0.001. Les
différences entres les valeurs moyennes ont été déterminées par une analyse one way
ANOVA suivie d’un test post-hoc LDS Fischer.
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Cependant, la baisse du niveau protéique est moins importante pour la forme
tronquée Metll-Tau3R comparativement aux autres especes de Tau. Par la suite,
’utilisation de 1’anticorps 2H2/D11 met en avant la méme observation, en effet, la
baisse du niveau de la forme tronquée AcMetll-Tau est plus importante dans le
contexte de I’isoforme 4R que de I’isoforme 3R. Ces résultats suggerent que la forme
tronquée Metll-Tau3R est plus stable que la protéine Tau entiere et que la forme
tronquée Metll-TaudR. Cette différence est-elle dlie & la N-a-acétylation ? En effet,
des différences sont également observées lors de 1’observation des formes tronquées
AcMetl11-Tau. Afin de répondre a cette question, la méme cinétique de traitement sera
réalisée en modulant le niveau de modulation de la N-a-acétylation grace aux outils

développés vis-a-vis de la NatB.

Afin de réaliser la caractérisation fonctionnelle de la forme tronquée Metl1-
Tau et de déterminer le rdle de la N-a-acétylation, des outils moléculaires permettant
de moduler le niveau de N-a-acétylation ont été généré. En effet, la forme tronquée
Metll-Tau serait substrat de la NatB, ainsi en utilisant des approches de
surexpression et d’inhibition de cette enzyme, les résultats ont montré que la NatB
semble étre ['acteur de cette modification sur la forme tronquée Metl1-Tau. Méme si
ces résultats restent a confirmer en utilisant les outils moléculaires développés, le
début des études fonctionnelles montre une différence de stabilité protéique de la
forme tronquée Metll-Tau dans le contexte de [’isoforme TaulN3R. La N-o-
acétylation étant une modification multifonctionnelle, il serait intéressant de regarder
son effet sur [’agrégation et la localisation subcellulaire également vis-a-vis de la

forme tronquée Met11-Tau.
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Conclusion - Discussion
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La protéine Tau est majoritairement exprimée au sein de la population
neuronale, ou elle joue un roéle principal dans 1’intégrité du neurone. En effet, elle
appartient a la famille des MAPs et sa fonction principale est de permettre la
régulation de la dynamique microtubulaire. De nombreux autres roles sont aujourd’hui
décrits pour Tau, notamment dans la signalisation cellulaire, le transport axonal, la
plasticité synaptique et la protection des acides nucléiques. Ainsi, la dérégulation de
Tau est a I’origine de nombreux dysfonctionnements au sein du neurone. En effet, en
addition de ses propriétés physiologiques, la protéine Tau est le dénominateur
commun d’un groupe de maladies neurodégénératives appelées Tauopathies. Dans ces
pathologies, les protéines Tau sont retrouvées agrégées et sous forme hyper- et
anormalement phosphorylées. Bien que tous les mécanismes conduisant a 1’agrégation
de Tau ne sont pas élucidés, il apparait clairement que les modifications post-
traductionnelles jouent un rdle essentiel dans la modulation des fonctions de Tau et de
ses rbles dans les pathologies. Bien que la phosphorylation de Tau soit largement
décrite en condition physiologique et pathologique, d’autres modifications post-
traductionnelles semblent étre impliquées dans les mécanismes conduisant a la
pathologie Tau, notamment la troncation. En effet, I’analyse du tissu cérébral
provenant de patients Alzheimer et d’autres Tauopathies montre la présence de
nombreuses formes tronquées de Tau. Elles dériveraient d’une protéolyse partielle de
la protéine Tau et sont caractérisées par des faibles poids moléculaires en comparaison
avec la protéine Tau entiére. Aujourd’hui I’identité de toutes ces formes tronquées
ainsi que leurs roles ne sont pas connus. Cependant, deux formes tronquées dans la
partie carboxy-terminale de Tau ont été identifiées dans le tissu cérébral provenant de
patients Alzheimer et sont bien caractérisées, il s’agit des formes tronquées se
terminant par les résidus Glu391 et Asp421. Cette caractérisation a été possible grace a
la génération d’outils immunologiques spécifiques et de modeles transgéniques
murins. Les études fonctionnelles ont notamment montré pour la forme tronquée se
terminant par le résidu Asp421 : une co-localisation avec les neurones en DNF dans le
tissu cérébral humain et murin, la génération de ce site de troncation par la caspase3 et
une troncation qui semble étre un événement précoce a la formation de la DNF.

Aujourd’hui, certains travaux montrent qu’au contraire cette forme tronquée est une
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conséquence de la pathologie et que cette espéce de Tau apparait tardivement dans le
processus pathologique (Leroy et al., 2007b ; Bondulich et al., 2016). Pour la forme
tronquée se terminant par le résidu Glu391, les études dans le modéle de rat
transgénique (Taul51-391) ont montré une capacité a induire une pathologie Tau
caractérisée par une augmentation de la phosphorylation de Tau et une agrégation de la
protéine Tau endogéne avec cette forme tronquée. Ainsi, ces études révélaient que ces
formes tronquées possedent la caractéristique d’agent de nucléation capable
d’entrainer leur propre agrégation et celle de la protéine Tau entic¢re. En addition d’une
troncation dans le domaine carboxy-terminal de Tau, des études ont révélé qu’une
troncation dans le domaine amino-terminal avait également lieu dans la maladie
d’Alzheimer. Ces résultats montrent un réle pathologique pour certaines de ces formes
tronquées, mais il ne peut pas étre étendu a I’ensemble des formes tronquées. En effet,
la troncation n’est pas exclusive a un domaine donné de Tau mais a lieu sur I’ensemble
de la protéine, ainsi, en fonction du domaine affecté les conséquences fonctionnelles
attendues peuvent étre tres variables. De plus, la majorité des études montre une
implication dans la pathologie de la troncation de Tau, mais il n’est pas a exclure
qu’elle pourrait jouer un réle physiologique. L’identification des formes tronquées de
Tau apparait donc comme un enjeu principal afin de mieux comprendre les fonctions
de ces formes tronquées et leurs intéréts dans la maladie d’Alzheimer et les autres

Tauopathies.

C’est dans ce contexte que de nouvelles formes tronquées de Tau dans la partie
amino-terminale ont été identifiées au sein de 1’équipe. Pour cela une approche
protéomique de spectrométrie de masse (LC-MS/MS) a été utilisée sur des extraits de
tissus cérébraux humains enrichis en protéines Tau (Derisbourg et al., 2015). Parmi
toutes les formes tronquées identifiées, ce travail de theése s’inscrit dans 1’étude de la
forme tronquée débutant par 1’acide aminé Metl1 (Metl1-Tau). Pourquoi étudier
particulierement cette forme tronquée Metll-Tau ?: 1) les fonctions du domaine
amino-terminal de Tau ne sont pas aussi bien caractérisées que celles du domaine
carboxy-terminal, ainsi 1’étude de cette forme tronquée permettra de mieux connaitre

le domaine amino-terminal de Tau ; 2) la forme tronquée Metll-Tau a également été
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identifiée N-a-acétylée (AcMetll-Tau), et cette modification n’a jamais été décrite
pour Tau. Du fait que Tau est sujette a de nombreuses modifications post-
traductionnelles, la détermination du role de cette modification est importante afin de
mieux comprendre sa régulation de Tau et 3) il est montré que des modifications dans
la partie amino-terminale de Tau peuvent avoir des conséquences pathologiques, quel
est donc I’impact de la délétion des 10 premiers acides aminés de Tau et de la N-a-

acetylation sur les propriétés de Tau ?

A. La génération d’outils nécessaires a I’étude de la forme tronquée Metl1-Tau

N-a-acétylée (AcMetll-Tau) et non modifiée

Afin de répondre a toutes les questions posées et mener a bien cette étude,
différents outils ont été générés. Notamment des lignées cellulaires stables et
inductibles, exprimant la protéine Tau entiere sous formes des deux isoformes
majoritaires dans le cerveau humain (TaulN4R et TaulN3R) ou la forme tronquée
Metll-Tau dans le contexte de ces deux mémes isoformes (Metll-Tau4R et Metll-
au3R). L’avantage de ce modele est de controler I’expression des transgeénes afin
d’éviter une expression constitutive qui pourrait entrainer des phénomenes de toxicité.
De plus, les effets de la forme tronquée Metll-Tau sont comparés a la protéine Tau
entiere dans le contexte de deux isoformes. Au sein de ces lignées cellulaires, la
présence de la forme tronquée AcMetll-Tau a été veérifiée par LC-MS/MS. Nos
résultats ont montré que dans les deux lignées surexprimant les formes tronquées
Metll-Tau4R et Metll-Tau3R, la forme tronquée Metll-Tau est retrouvée sous
formes N-a-acétylée et non modifiée. Cette méthode de protéomique n’étant ni
quantitative ni reproductible, et afin de parfaire les études de la forme tronquée Metl11-
Tau et AcMetl1-Tau, la génération d’un anticorps monoclonal dirigé contre la forme
tronquée AcMetll-Tau a été entreprise. Dés ’obtention de cet anticorps dénommeé
2H2/D11, la caractérisation de sa speécificité par analyses ELISA et WB a été validée
par les expériences d’immunodéplétion qui ont montré que D’anticorps 2H2/D11

reconnait bien spécifiquement la forme tronquée AcMetll-Tau. Ainsi, I’obtention de
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cet anticorps représentait un réel atout pour realiser les études fonctionnelles et les
études associatives de cette nouvelle forme tronquée de Tau N-a-acétylée avec la

pathologie Tau dans les tissus cerébraux.

B. La caractérisation fonctionnelle de la forme tronquée Metl1-Tau et du role de

la N-a-acétylation

B.1. Les fonctions du domaine amino-terminal de Tau ne sont pas encore

clairement déterminées

Des premiéres études avaient été réalisees pour la forme tronquée Metll-Tau
vis-a-vis de la régulation de la dynamique microtubulaire. Ces études menées dans un
modele de neuroblastome murin en surexpression transitoire n’avaient pas montré de
différence de comportement entre la protéine Tau entiere (TaulN4R) et la forme
tronquée Metll-Tau (Derisbourg et al., 2015). Alors que pour la forme tronquée
GIn124-Tau, il a été montré que la délétion des 123 premiers acides aminés entrainait
une augmentation du niveau d’acétylation de 1’a-tubuline, une augmentation de
I’affinité de cette forme tronquée pour les microtubules et une meilleure résistance a la
dépolymérisation microtubulaire. Ainsi, ces résultats montrent qu’en comparaison a la
protéine Tau entiére, la forme tronquée GInl24-Tau posséde un gain de fonction et
que le domaine amino-terminal de Tau était impliqué dans la régulation de la
dynamique microtubulaire. Ainsi, en fonction de la localisation du site de troncation
sur Tau, les conséquences fonctionnelles attendues sont variables comme le montrent
ces résultats et d’autres résultats de la littérature. En effet, des modifications situées
dans le domaine amino-terminal de Tau ont des effets opposés : la mutation R5H ou
R5L retrouvée dans les DFTP-17 entraine une diminution de la polymeérisation des
microtubules in vitro (Hayashi et al., 2002 ; Poorkaj et al., 2002) alors que la mutation
G55R retrouveée dans la PSP la favorise (lyer et al., 2013). 1l est également montré que
la forme tronquée débutant au résidu Arg242 n’est plus capable de promouvoir
I’assemblage des microtubules et posséde une capacité d’agrégation rapide

(Matsumoto et al., 2015). De plus, de nombreuses autres implications de la délétion du
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domaine amino-terminal de Tau sont décrites dans la littérature malgré le fait que les
fonctions spécifiques de ce domaine ne soient pas franchement établies. En effet, le
domaine amino-terminal projette vers 1’extérieur des microtubules et régule
indirectement 1’espacement entre les microtubules (Chen et al., 1992) ainsi que sa
liaison avec des partenaires protéiques tels que I’annexine A2 et la dynactine
(Gauthier-Kemper et al., 2016 ; Magnani et al., 2007). Concernant la région amino-
terminale comprise entre les résidus Ala2 et Tyrl8 de Tau, il a été montré qu’elle
correspondait & un « domaine d’activation des phosphatases », notamment de PP1
(Protein Phosphatase 1) qui a pour conséquence une inhibition du transport axonal.
Cette inhibition est empéchée lors de la phosphorylation du résidu Tyrl8 (Kanaan et
al., 2011 ; Kanaan et al., 2012).

Toutes ces études mettent en avant que des modifications du domaine amino-
terminal (troncation, mutation et phosphorylation) peuvent avoir des effets néfastes sur
les fonctions de Tau ou bien au contraire des effets favorables. Ainsi, les conséquences
fonctionnelles de la délétion des 10 premiers acides aminés de Tau dans la forme

Metl11-Tau restent a déterminer et a comparer avec la protéine Tau entiére.

B.2. Quel est le ou les role(s) de la N-a-acétylation sur la protéine Tau ?

A la suite de I’identification de la forme tronquée Metl1-Tau, nous avons
également montré que celle-ci est retrouvée N-a-acétylée. Afin de déterminer le role
de cette modification, trés répandue chez les eucaryotes, sur la forme tronquée Metl11-
Tau, des outils moléculaires devaient étre générés. Apres avoir vérifié que les lignées
cellulaires SH-SY5Y/TR Metll-Tau4R et Metll-Tau3R exprimaient les formes
tronquées AcMetll-TaudR et AcMetll-Tau3R, respectivement, des stratégies de
modulation du niveau de N-a-acétylation ont été utilisees. Cette modification étant
sous le contrdle des Nats, chaque Nat ayant une spécificité de substrat particulier, la

NatB semblait étre 1’enzyme potentiellement responsable.

Dans un premier temps, une approche de surexpression de la sous-unité

catalytique de la NatB (Naa20) a été utilisée, malheureusement cette méthode n’a pas
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permit de montrer de maniere reproductible que la NatB était responsable de la N-a-
acetylation de la forme tronquée Metll-Tau. En effet, ’augmentation du niveau
d’expression de la forme tronquée AcMetl 1-Tau n’était pas systématiquement observeé
dans les différentes expériences indépendantes. Plusieurs hypothéses étaient émises :
1) Pefficacité de transfection de la lignée SH-SYSY qui est tres faible, de 1’ordre de
10-15% (Martin-Montanez et al., 2010) ; 2) le niveau de base de N-a-acétylation serait
tres élevé et il est peut étre au seuil maximal dans certaines expériences, ce qui
empéche d’observer un effet reproductible et 3) la N-a-acétylation est une
modification majoritairement co-traductionnelle, ainsi la surexpression de la Naa20
doit étre réalisée suffisamment longtemps avant 1’induction de I’expression de la
forme tronquée Metll-Tau. Ainsi, nous avons entrepris par la suite différentes
approches d’inhibition de I’expression de la Naa20, la méthode d’inhibition stable par
infection lentivirale via des shRNANaa20 a été retenue. Elle présente plusieurs
avantages : 1) I’efficacité de transduction par I’infection est trés élevée et 2) la
génération de lignees stables pour le ShRNA-Naa20 permet de s’affranchir d’un effet
de dilution du shRNA puisque toutes les cellules expriment le sShRNA-Naa20. Ainsi,
par cette méthode, les résultats ont montré une diminution du niveau d’expression de
la forme tronquée AcMetl11-Tau en présence du sShRNA-Naa20. Ces résultats restent a
reproduire dans le but de confirmer que la NatB est bien responsable de la N-o-
acétylation de la forme tronquée Metl1-Tau. De plus cet outil permettra d’analyser le

ou les réle(s) de la N-a-acétylation sur la forme tronquée Metl11-Tau.

En effet, de nombreux r6les sont décrits pour la N-a-acétylation, selon la
protéine cible. Elle intervient dans la régulation de I’interaction entre protéines
(Polevoda et al., 2003b ; Scott et al., 2011), la localisation subcellulaire des protéines
(Behnia et al., 2004 ; D’hondt et al., 2013 ; Forte et al., 2011), la conformation des
protéines (Arnesen et al., 2010) et la dégradation/stabilité protéique (Kuo et al., 2004 ;
Varshavsky, 2008). Ainsi, la stabilité protéique de la forme tronquée Metll-Tau a été
¢tudiée dans le contexte de 1’isoforme 3R et 4R. Nos résultats ont montre une plus
forte stabilité de la forme tronquée Metl11-Tau3R par rapport a la protéine TaulN3R et

également par rapport a la forme tronquée Metl1-Tau4R. Comme dans ces cellules la
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proportion relative de la forme Metl1-Tau acétylée et non acétylée n’est pas connue,
la modulation du niveau de N-a-acétylation permettra de montrer si cette différence est
liée a la délétion des 10 premiers acides aminés de Tau ou bien a la N-a-acétylation.
De plus, d’autres roles de la N-a-acétylation seront explorés notamment pour la
dégradation protéique ; des études ont montré que la protéine Tau physiologique était
majoritairement dégradee par le protéasome (UPS) (David et al., 2002 ; Lee et al.,
2013). De plus, il a été montré que la troncation avait un impact sur la dégradation de
Tau, notamment en entrainant un dysfonctionnement des voies de dégradation
(Bondulich et al., 2016 ; Dolan and Johnson, 2010). Ainsi se pose la question de est-ce
que la N-a-acétylation a un impact sur la dégradation de la forme tronquée AcMet11-
Tau ? 11 serait également intéressant d’observer si la forme tronquée AcMetl1-Tau
peut avoir une localisation cellulaire différente de la protéine Tau entiére. En effet, en
plus d’étre cytosolique, la protéine Tau est retrouvée dans le compartiment nucléaire
sous forme déphosphorylée (Guo et al.,, 2017) et également dans le milieu
extracellulaire sous forme déphosphorylée et tronquée dans la partie carboxy-terminale
(Plouffe et al., 2012 ; Pooler et al., 2013).

En addition des réles que peut jouer la N-a-acétylation sur la forme tronquée
Metll-Tau, il faut également noter que les études sur la stabilité protéique avaient
montré une différence entre la forme tronquée Metll-Tau4R et Metll-Tau3R. Ces
résultats laissent a penser que la nature de I’isoforme peut moduler les propriétés de la
forme tronquée Metll-Tau et AcMetll-Tau. En effet, il serait intéressant de réaliser
les études fonctionnelles dans le cadre des six isoformes de Tau. Dans la littérature, il
est notamment décrit que les isoformes 4R permettent une meilleure stabilisation des
microtubules que les isoformes 3R (Goedert and Jakes, 1990). Concernant les
isoformes ON, 1N et 2N, il a été montré dans le tissu cérébral murin que les isoformes
1N sont enrichis dans le compartiment nucléaire des neurones alors que les isoformes
ON et 2N sont plutdt localisés dans 1’axone et les dendrites (Liu and Gotz, 2013). La
question qui se pose est: est ce que I’impact de la N-a-acétylation sur Metll-Tau

dépend de la nature de I’isoforme ?
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C. Association de la forme tronquée AcMetl1-Tau avec la pathologie Tau

Pour rappel, la forme tronquée AcMetll1-Tau a été identifiée par une approche
protéomique au sein de lignées cellulaires surexprimant la protéine Tau et au sein du
tissu cérébral provenant d’un patient Alzheimer de stade Braak Ill. Ainsi,
I’identification de cette forme tronquée avait été initiée dans un contexte strictement
pathologique mais il ne fallait pas exclure le fait qu’elle ne puisse pas €tre présente
dans un contexte non pathologique. Ainsi, I’anticorps monoclonal (2H2/D11)
développé et reconnaissant spécifiquement la forme tronquée AcMetll-Tau a permis
de réaliser une analyse d’association de cette espéce de Tau avec la pathologie Tau. En
effet, nos résultats ont montré que la forme tronquée AcMetll-Tau était retrouvée
dans I’hippocampe du modele transgénique murin Thy-Tau22, sans aucune détection
chez les souris WT. Nous avons montré que la forme tronquée AcMetll-Tau était
localisée dans les neurones en DNF et co-localisait avec une espéce de Tau
pathologique phosphorylée en Ser422. De plus, cette nouvelle forme de Tau est
détectée a un stade précoce de la pathologie, suggérant son implication dans le
développement du processus pathologique. En addition de ces observations chez la
souris, I’étude du tissu cérébral humain a montré que la forme tronquée AcMetl1-Tau
¢tait détectée dans 1’hippocampe, le cortex temporal et le cortex frontal de patients
atteints de la maladie d’Alzheimer, sans aucune détection dans le tissu cérébral
provenant de sujets sains. Ainsi, nos résultats permettent de valider que la forme

tronquée AcMetl1-Tau est retrouvée dans un contexte de pathologie Tau.

Par ailleurs, les résultats de nos études immunohistochimiques ont montré que
la forme tronquée AcMetll-Tau dans I’hippocampe de souris Thy-Tau22 n’est pas
restreinte a une seule zone hippocampique. En effet, en plus d’étre localisée dans la
CAL sous forme d’un marquage de neurones en DNF, un marquage est observé dans la
CA3, le gyrus denté et les fibres moussues (axones projetant du gyrus denté vers la
CA3). En comparaison avec la littérature, des études ont révélé un dysfonctionnement
synaptique dans cette région hippocampique chez des modeles transgeniques de
pathologie Tau (Decker et al., 2015). Le gyrus denté correspond a un centre

intégrateur d’information et il constitue, en addition de la zone sous-granulaire, une
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niche de progéniteurs neuronaux (Piatti et al., 2013). Ainsi son altération a pour
conséquence un dysfonctionnement des connexions synaptiques avec le reste des
régions hippocampiques entrainant I’apparition de problémes mnésiques ; ainsi qu’une
dérégulation de la neurogencse, il est notamment décrit dans la maladie d’Alzheimer
un défaut de maturation des progéniteurs (Li et al., 2008). La forme tronquée
AcMetll1-Tau intervient-elle dans ce dysfonctionnement synaptique du fait de sa
présence dans le gyrus denté ? En effet, il est bien décrit que la protéine Tau intervient
dans I’altération des processus synaptiques dans la maladie d’Alzheimer (Jahdav et al.,
2015). Pour répondre a cette question, des études préliminaires in vivo menées au
laboratoire dans le modéle transgénique murin Thy-Tau30 ont été réalisées. Ce modele
présente 1’avantage de développer une pathologie Tau des I’age de 3 mois (Leroy et
al., 2007b ; Schindowski et al., 2006). Ainsi, des injections stéréotaxiques, dans
I’hippocampe de souris Thy-Tau30 agée de 1 mois, via des vecteurs lentiviraux codant
pour la protéine TaulN4R et la forme tronquée Met11-Tau4R ont été réalisées selon le
protocole décrit precédemment (Caillierez et al., 2013). Apres vérification de la bonne
expression des transgénes 2 mois post-injection, 1’utilisation de 1’anticorps 2H2/D11 a
montré une forte expression de la forme tronquée AcMetl1-Tau chez les souris Thy-
Tau30 injectées avec le lentivirus Metll-Tau4R. Cette expression est notamment
détectée dans la CAL, la CA3, le gyrus denté et les FM (observations identiques chez
le modele Thy-Tau22). Ces etudes in vivo pourront permettre 1’évaluation de 1’impact
de la forme tronquée AcMetll-Tau sur la transmission synaptique et les capacités
mnésiques. Pour cela, I’utilisation des lentivirus shRNA-Naa20 dans ce modele
permettra de déterminer si les effets observés sont la cause de cette modification ou
bien de la délétion des 10 premiers acides aminés de Tau. Par ailleurs, un groupe a
récemment montré que le domaine amino-terminal de Tau lie les vésicules
synaptiques, ainsi sa délétion peut entrainer des conséquences indirectes sur la

transmission synaptique (Zhou et al., 2017).

En addition de la potentielle implication de la forme tronquée AcMetll-Tau
dans la transmission synaptique, les études immunohistochimiques chez la souris Thy-

Tau22 ont également montré que celle-ci était présente dans les cellules pyramidales
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de la CAl sous forme d’un marquage compact des corps cellulaires, qui est typique
des neurones en DNF. De plus, le nombre de neurones en DNF marques semblait
augmenter avec 1’age, suggérant un role potentiel de la forme tronquée AcMetll-Tau
dans la formation des agrégats de Tau. En effet, il est décrit dans la littérature que des
formes tronquées de Tau délétées de leur partie carboxy-terminale sont capables de se
comporter comme des agents de nucléation en recrutant la protéine Tau endogene dans
les agrégats, dans des modeéles in vivo (Zilka et al., 2006). En effet la troncation
démasque les motifs pro-agrégatifs « PHF6 et PHF6* » qui en condition physiologique
peuvent étre masqués grace a la conformation type « thrombone » de Tau (Jeganthan
et al., 2006). Il a notamment été montré une capacité de ces especes a augmenter la
vitesse de fibrillogenese de la protéine Tau entiere (Ozcelik et al., 2016 ; Yin and
Kuret, 2006). Afin de vérifier cette hypothese, des souris WT et des souris
transgéniques Thy-Tau30 ont été injectées avec le lentivirus Metll-Tau. Alors
gu’aucun marquage de neurones en DNF n’a été observé a 4 mois post-injection dans
les souris WT, une augmentation du nombre de neurones en DNF a été observée dans
les souris transgéniques. Sur la base de ces résultats, Il ne faut pas exclure que la
forme tronquée Metl1-Tau/AcMetll-Tau ne peuvent pas s’agréger toutes seules dans
les souris WT, en effet des cinétiques plus longues (8 et 12 mois post-injection) sont
probablement nécessaires pour observer un effet. Ainsi, les études a venir permettront
de valider si la forme tronquée AcMetl11-Tau est capable de potentialiser la pathologie
Tau et si elle peut étre considérée comme un agent de nucléation des autres especes
Tau. De plus, les analyses par dosage ELISA des extraits d’hippocampe du modéle
Thy-Tau22 ont montré que la forme tronquée AcMet11-Tau est détectée dés 1’age de 3
mois, age ou la pathologie Tau n’a pas débuté dans ce modele, et sa détection
augmente avec 1’age (résultats non publiés). Ainsi, la présence de cette espece de Tau
précede la DNF et les troubles mnésiques associés (Van der Jeugd et al., 2011). A la
vue de ces observations, la forme tronquée AcMetll-Tau pourrait donc jouer un réle
dans D’initiation de la pathologie Tau et/ou les perturbations de la transmission

synaptique.
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La forme tronquée AcMetll-Tau est au centre de nombreuses interrogations,
étant nouvellement identifiée, elle représente un potentiel outils de diagnostic et une
cible thérapeutique. En effet, les résultats sur le tissu cérébral humain ont montré que
la forme tronquée AcMetll-Tau était détectée au sein de différentes régions cérébrales
provenant de patients Alzheimer (cortex temporal, cortex frontal et hippocampe). En
revanche, 1’analyse préliminaire de régions cérébrales (cortex frontal, mésencéphale)
provenant de patients atteints d’autres Tauopathies (FTDP-17, Pick et PSP) n’a pas
montré la présence de la forme tronquée AcMetll-Tau au sein de ces échantillons.
D’autres régions cérébrales restent a analyser (hippocampe, cortex temporal) afin de
conclure quand a I’absence de détection de la forme tronquée AcMetl1-Tau et son
association spécifique avec la maladie d’Alzheimer. En effet, il est montré dans la
littérature que des modifications dans le domaine amino-terminal ont lieu avant le
développement de la pathologie; par exemple le «domaine d’activation des
phosphatases » est précocement exposé dans la maladie d’Alzheimer (Combs et al.,
2016). De plus, il a été montré que cet événement était commun a d’autres
Tauopathies (Pick, PSP et DCB) (Combs et al., 2017). Ainsi, sur la base de ces
résultats, il semblerait que la forme tronquée AcMetll-Tau soit spécifiquement
associée a la maladie d’Alzheimer. Son apparition peut-elle étre corrélée aux stades de
la pathologie ? En effet, les tissus cérébraux provenant de patients Alzheimer utilisés
sont principalement a des stades avancés de la pathologie (Braak V et V1), il serait
donc intéressant de réaliser une analyse approfondie de la forme AcMetl1-Tau dans
les différents stades de Braak. En addition des tissus cérébraux, les LCR de patients
Alzheimer pourraient étre analysés afin d’observer si la forme tronquée AcMetl1-Tau
posséde une capacité de sécrétion. En effet, il est décrit dans la littérature que des
protéines Tau entiéres et tronquées sont présentes dans le LCR (Johnson et al., 1997).
Ainsi, la forme tronquée AcMetll-Tau pourrait représenter un outils potentiel de
diagnostic. En addition, la forme tronquée AcMetll-Tau peut représenter une cible
thérapeutique, en effet, I’anticorps monoclonal 2H2/D11 pourrait étre utilis€ pour
évaluer une stratégie d’immunothérapie passive. L’avantage de cette technique est de
cibler un épitope pathologique d’une protéine d’intérét sans risque d’endommager sa

forme physiologique (Lemere and Masliah, 2010). Au sein du laboratoire, 1’utilisation
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dans les souris Thy-Tau22 d’un anticorps dirigé contre la forme phosphorylée en
Ser422 de Tau a montré une amélioration des fonctions cognitives et une réduction de
la protéine Tau phosphorylée en Serd22 (Troquier et al., 2012). De plus, une étude
récente a montré que I’utilisation d’un anticorps ciblant les acides aminés en position
6-18 de Tau dans le modele transgénique 3xTg-AD, permettait de diminuer le niveau
de protéines Tau hyperphosphorylées et d’APP (Dai et al., 2017). Ces résultats
encourageants montrent que le ciblage du domaine amino-terminal de Tau semble

important pour moduler la pathologie Tau.

D. Mécanisme Potentiel de génération de la forme tronquée Metll-Tau

Les formes tronquées de Tau peuvent étre générees par différentes protéases,
notamment les caspases ; certaines ont d’ailleurs été associées a des sites de troncation
particuliers (Hanger and Woray, 2010). En analysant la séquence protéique
environnante de la Metl1 de Tau, aucun site consensus pour les caspases n’est présent
sur cette partie amino-terminale de Tau (PeptideCutter, EXPASy). L’analyse de la
séquence d’ARNm de Tau montre que I’ATG codant la Metl de Tau est dans le méme
contexte que I’ATG codant la Metl1. En effet, ces deux ATG sont dans la méme
ségquence consensus minimale nommée séquence Kozak, cette séquence favorise
I’initiation de la traduction a partir de ’ATG (Kozak, 1987). Ainsi, I’hypothese serait
que la forme tronquée Metll-Tau pourrait étre le produit d’un site alternatif de
traduction plutét que le produit d’un clivage protéolytique. Ce mécanisme de
régulation de la traduction est décrit pour un certain nombre de protéines, par exemple
le facteur de transcription p53 possede un site alternatif de traduction qui produit une
forme tronqueée dans la partie amino-terminale qui posséde des propriétés
fonctionnelles différentes de la protéine entiere (Courtois et al., 2002 ; Yin et al.,
2002). Par ailleurs, la forme tronquée Metl1-Tau est également N-a-acétylee ; comme
la N-a-acétylation est majoritairement réalisee de maniere co-traductionnelle, il faut
donc que la génération de la forme tronquée Metll-Tau ne soit pas issue d’une

modification post-traductionnelle comme la majorité des formes tronquées suite a
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I’action de protéases. Ainsi, ce mécanisme de génération n’a pas encore été¢ étudié,
mais les résultats d’identification de la forme tronquée Metl1-Tau avaient montré que
celle-ci pouvait vraisemblablement étre générée a partir de la séquence codante de
protéine Tau enticre, dans le contexte d’une séquence Kozak minimale. En effet, elle
avait été identifiée au sein de la lignée SH-SY5Y surexprimant la protéine TaulN4R
ainsi que dans les souris transgéniques Thy-Tau 22 et Thy-Tau30. Pour les études
cellulaires réalisées dans le cadre de ce travail de thése, nous avons généré une
nouvelle lignée SH-SY5Y/TR TaulN4R ; dans cette lignée ’ADNc de TaulN4R avait
été modifié de facon a ce que la forme tronquée Metl1-Tau ne puisse pas étre générée.
En effet, afin de comparer les effets de la forme tronquée Metll-Tau par rapport a la
protéine Tau entiere, une séquence Kozak parfaite a été insérée en amont de I’ATG
codant la Metl de Tau. Ainsi, les études pour comprendre le mécanisme de génération
de la forme tronquée Metll-Tau seront réalisées dans la lignée SH-SY5Y avec
différentes constructions plasmidiques contenant les ADNc et la région 5’UTR de la

protéine Tau entiere mutée soit sur le premier ATG ou bien ’ATG codant la Met11.

E. Perspectives de travail dans les modéles animaux : mieux comprendre le

comportement de la forme tronquée Met11-Tau et le role de la N-a-acétylation

Sur la base de nos résultats quant a 1’association de la protéine AcMetl1-Tau a
la pathologie Tau, les perspectives de cette étude sont d’établir le lien de cause a effet
entre la forme Metl1-Tau et la pathologie Tau et d’évaluer plus particuliérement le
role de AcMetll-Tau dans le processus physiopathologique de la maladie
d’Alzheimer. 1) Afin d’observer le potentiel pathogénique de la protéine Metl1-Tau,
indépendamment de son état de N-a-acétylation, la forme tronquée Metl1-Tau sera
exprimée dans I’hippocampe de souris WT par injection stéréotaxique de vecteurs
lentiviraux. De plus, deux groupes de souris controles seront utilisés (injection PBS et
protéine TaulN4R) dans le but de distinguer 1’effet propre a la nature de la forme
tronquée Metl 1-Tau (effet de la délétion des 10 premiers acides aminés de Tau et/ou

la N-a-acétylation) de D’effet qui serait juste lié a I’expression de la protéine Tau
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humaine. Des analyses biochimiques, immunohistologiques, comportementales et
¢lectrophysiologiques seront réalisées afin d’établir si la forme tronquée Metl1-Tau,
en comparaison a la protéine Tau entiere entraine une pathologie Tau et un trouble du
comportement, sous-tendu par un dysfonctionnement de la plasticité synaptique. 2)
Afin d’évaluer I'impact pathogénique de la N-a-acétylation de la forme tronquée
Metl1-Tau, le modéle transgénique murin Thy-Tau22 sera utilisé. En effet, au sein de
ce modele transgénique, la forme tronquée AcMetll-Tau a été détectée dans les
neurones en DNF de I’hippocampe, et ce deés 1’age de 3 mois. De plus, ce modé¢le
développe une pathologie Tau hippocampique et des altérations mnésiques
progressives, démarrant aux alentours de 3 mois et maximales vers 9-10 mois. Ces
altérations mnésiques sont sous-tendues par des altérations de la plasticité synaptique.
Ainsi, pour évaluer I'impact de la forme tronquée AcMetll-Tau sur 1’évolution
physiopathologique des souris Thy-Tau22, des stratégies d’inhibition/blocage de la N-
a-acétylation de la forme tronquée Metl1-Tau seront réalisées, soit: A) par une
approche d’inhibition de la sous-unité catalytique NaalO de la NatB par injection
stéréotaxique dans I’hippocampe de vecteurs lentiviraux shRNA ; les effets de la
réduction de la sous-unité catalytique NaalO seront évalués a un age auquel ce modele
transgénique présente une pathologie Tau hippocampique et des troubles mnésiques ;
B) soit par une approche basée sur I’injection dans I’hippocampe de 1’anticorps
2H2/D11 spécifique de la forme tronquée AcMetl1-Tau. Des analyses biochimiques,
immunohistologiques, comportementales et ¢lectrophysiologiques seront réalisées
dans le but d’observer si le blocage de la forme tronquée AcMetl1-Tau peut permettre
un effet bénéfique en termes de pathologie Tau et de troubles mnésiques associés.
Mais également si la forme tronquée AcMetl 1-Tau peut présenter un potentiel en tant

que cible thérapeutique.
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