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Resume frangais

Il subsiste encore plusieurs questions & propos des mécanismes du processus
pathologique des tauopathies. Pour ce travail, nous avons choisi cinqg kinases qui ont le
potentiel de phosphoryler tau in vitro: CaMKII, CDKS5, GSK3p, PKA, et ROCKII. Nous
avons €tudié I’expression, I’activation et la localisation de ces kinases. Comme modéle,
nous avons utilisé la souris JNPL3 qui surexprime la forme humaine mutante P301L de tau

et qui présente des caractéristiques pathologiques similaires aux tauopathies.

Dans des homogénats de moelle épiniére, nous avons observé que 1’expression de
GSK3p et PKA RlIla était plus élevée chez les souris INPL3 que chez les souris témoins.
Par immunohistochimie, nous avons observé que la compartimentation des kinases dans les
motoneurones n’était pas affectée chez les souris JNPL3. Grice a des fractionnements
cellulaires de cervean, nous avons étudié la localisation subcellulaire de ces kinases. Une

diminution de p35 et de GSK3p dans certaines fractions golgiennes a été notée.

Ces resultats démontrent que certaines de ces kinases et sous-unités sont dérégulées
au niveau de leur expression, leur activation et leur localisation, ceci étant induit par la

surexpression de la protéine tau humaine P301L chez la souris.

Mots clé: Tau, CaMKII, CDKS, GSK3, PKA, ROCK, souris JNPL3,

fractionnement, neurone
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Résume anglais

Presently there are several unsolved questions regarding the exact pathological
mechanisms responsible for tauopathies. For this project, we examined the protein levels,
activation states, and cellular locations of five kinases: CaMKII, CDK5, GSK3 B, PKA, and
ROCKI, all of which have been previously shown to phosphorylate tau in vitro. Using
JNPL3 transgenic mice, which over-express the human tau protein P301L and share
pathologic similarities with tauopathies, we observed elevated protein levels of
GSK3f and PKA Rlla in spinal cord homogenates as compared to control mice. We also
observed, by immunohistochemistry, that the compartmentalization of these kinases was
not affected in JNPL3 mice. Using brain fractions, we studied the subcellular localization

of these kinases and found decreased levels of p35 and GSK3p in some Golgi fractions.

These results demonstrate that the protein level, activation and localization of tau
phosphorylating kinases and their sub-units are deregulated in JNPL3 mice. Futhermore we

suggest that these changes are due to the over-expression of the mutant form of the human
tau protein P301L.

Key words: Tau, CaMKII, CDKS5, GSK3, PKA, ROCK, JNPL3 mice,

neuron, localization, fractionation.
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Introduction

1. Le neurone : une cellule polarisée et

compartimentée

C’est a la fin du 19e siécle que Santiago Ramon y Cajal bouleversa la communauté
scientifique en démontrant que le cerveau n’était pas constitué d’une seule cellule géante
ramifiée, comme plusieurs scientifiques le pensaient a cette époque, mais bien de milliards
de petites entités séparées (Saremsky, 2003 ; Nobel e-museum, 2004). Effectivement, le
cerveau est formé de plusieurs types de neurones et de cellules gliales. Ces cellules neurales
ont comme fonction principale la transmission de ’information, sous forme d’un signal

électrique, dans les différentes parties du cerveau (Kandel et al., 2000).

Grice a ses nombreuses observations, Ramon y Cajal fut le premier a caractériser
les différents compartiments du neurone (Saremsky, 2003; Nobel e-museum, 2004). La
plupart des cellules eucaryotes se composent simplement du cytoplasme, entouré par la
membrane plasmique et qui contient le noyau et les organelles. De son coté, la cellule
neuronale est un peu plus complexe puisqu’elle contient trois compartiments différenciés :
corps cellulaire, dendrite et axone. Cette compartimentation est responsable de la polarité
du neurone, i.e. le sens unidirectionnel de la transmission des informations. En effet, les
informations sont regues par les dendrites et le corps cellulaire, puis acheminées dans
PPaxone sous forme de courant électrique. Le relais entre les neurones s’effectuec a la
terminaison de I’axone, aux boutons synaptiques. Puisque chaque compartiment a un rdle
spécifique dans la transmission de linformation, ils sont différents tant par leur
morphologie que par leur contenu protéique (Kandel et al., 2000). Dans la prochaine
section, il sera question de la formation de ces compartiments et des éléments qui

différencient ’axone des dendrites.




1.1 Etablissement de la polarité neuronale

Il a ét¢ possible de déterminer les différentes étapes qui conduisent a la
différenciation des dendrites et de I’axone dans des cultures primaires de neurones de
I’hippocampe (Dotti et Banker, 1987). Quatre stades ont été identifiés lors de cette étude.
Au premier stade, les neurones sont de forme ronde et présentent une lamelle tout autour du
corps cellulaire. Au deuxiéme stade, il y a consolidation de la lamelle en neurites mineures.
Au troisiéme stade, une de ces neurites s’allonge et devient ’axone. A ce moment, si
I’axone est coupé, une autre neurite peut prendre la reléve et devenir un axone. Au cours du
quatriéme stade, les autres neurites mineures deviennent les dendrites et leurs ramifications
forment I’arbre dendritique. De plus, les dendrites présentent plusieurs structures
ressemblant a des filopodes au cours de leur différenciation. Ces filopodes sont des
projections trés dynamiques qui explorent I’environnement. Si un contact synaptique est

créé, ce filopode devient une épine dendritique (Dailey et Smith, 1996).

En plus d’étre formés a des stades différents, la morphologie de ’axone et des
dendrites matures comporte d’autres éléments distinctifs. En effet, les dendrites sont
ramifiées et ont un diamétre qui diminue en s’éloignant du corps cellulaire. L’axone, quant
a lui, a la forme d’un petit cylindre de diamétre radial constant, n’étant pas aussi ramifié
que les dendrites (Kandel et al., 2000). De plus, il existe des différences au niveau de
Penrichissement des organelles membranaires dans ces deux compartiments. En effet, il a
été démontré que dés la formation des neurites mineures, une diminution importante de
polyribosomes et une concentration prononcée d’éléments membranaires de type réticulum
endoplasmique lisse se trouvaient dans la neurite mineure qui deviendra I’axone (Deitch et
Banker, 1993). Par contre, plusieurs polyribosomes et ’appareil de Golgi sont enrichis dans

les autres neurites mineures qui deviendront les dendrites (Horton et Ehlers, 2003).

Dans le neurone mature, il y a du réticulum endoplasmique rugueux, des ribosomes
libres et Pappareil de Golgi, qui sont présents dans les dendrites (Craig et Banker, 1994).
Une synthése locale de protéines est donc possible et elle serait probablement trés
importante lors d’une réponse impliquant des modifications synaptiques a long terme
(Horton et Ehlers, 2003). Dans I’axone, il a peu de ribosomes, mais il y a beaucoup plus de
mitochondries que dans les dendrites (Deitch et Banker, 1993).



3

La polarité neuronale est aussi créée par la ségrégation de certaines protéines dans
I’axone ou les dendrites. Voici quelques exemples des mécanismes impliqués lors de cette
compartimentation protéique. Une séquence en C-terminal du récepteur glutamatergique
mGIuR2, est nécessaire & son ciblage uniquement dendritique (Stowell et Craig, 1999),
tandis qu’une séquence dans la sous-unité Nav1 des canaux i sodium a comme fonction de
localiser ce type de canal dans le segment initial de 1’axone (Garrido et al., 2003). De plus,
la protéine dendritique MAP2 peut se lier & la sous-unité RIla. de PKA afin de localiser
cette kinase dans le compartiment somato-dendritique (Carr et al., 1992), tandis que la
protéine ankyrine localise les canaux a sodium et la neurofascine dans le segment initial de
I’axone (Zhou et al., 1998). La polarité neuronale implique donc plusieurs mécanismes afin
de créer des différences au niveau de la morphologie, de la distribution des organelles

membranaires et des protéines présentes dans les dendrites ou dans 1’axone.

Le cytosquelette est I’élément structural qui est impliqué dans la formation et le
maintien des dendrites et de I’axone. La prochaine section présentera donc les protéines qui

composent le cytosquelette neuronal. Leur contribution a 1’établissement de la polarité

neuronale y sera aussi discuté.



2. Le cytosquelette

Dans les neurones, le cytosquelette est composé de trois types de filaments : les
neurofilaments, les microfilaments d’actine et les microtubules. Comme nous le verrons
dans cette section, ces filaments sont composés de différents types de protéines, leur
processus de polymérisation leur est spécifique, et ils ont des rdles importants dans le
neurone. Par contre, il ne faut pas oublier que ces trois filaments interagissent ensemble.
Par exemple, il existe des interactions entre des protéines associées aux microtubules
(MAP1, MAP2 et tubuline) et les neurofilaments (Frappier et al., 1991; Allende et al.,
1989, Furtner et Wiche, 1987). De plus, certaines protéines, dont BPAG1, ont comme role
de faire des liens entre les trois filaments du cytosquelette (Bauer et al, 1999). Ces

quelques exemples démontrent a quel point les filaments du cytosquelette peuvent

s’influencer entre eux.

2.1 Les neurofilaments

Les neurofilaments (NFs) font partie de la famille des filaments intermédiaires, et
ne sont présents que dans les cellules neuronales. Chez les mammiferes, les NFs sont
composes de trois sous-unités de faible (NF-L), moyen (NF-M) et haut (NF-H) poids
moléculaire. La différence est une séquence riche en lysine et en acide glutamique, plus ou
moins longue selon la sous-unité. D’autres protéines de la famille des filaments
intermédiaires (i.e. a-internexine et périphérine) peuvent s’associer aux NFs (voir les

articles de revue de Ludin et Matus, 1993 et de Grant et Pant, 2000).

Pour former un NF, il faut d’abord un tétramére composé de la sous-unité NF-L et
des sous-unités NF-H et/ou NF-M. Ensuite, un tétramére forme un protofilament et huit
protofilaments vont former un neurofilament. La polymérisation des neurofilaments se fait
dans I’axone, a partir d’oligomeéres formés dans le corps cellulaire et transportés jusque

dans I’axone (voir l'article de revue de Grant et Pant, 2000).
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Durant le développement embryonnaire, seules les isoformes NF-L et NF-M sont
exprimées. Elles forment des NFs plus dynamiques qui contribuent & I’instabilité du
cytosquelette nécessaire 4 la croissance et au guidage des axones. L’expression plus tardive
de la sous-unité NF-H au cours de la différenciation neuronale a comme conséquence la
stabilisation des NFs (Carden et al., 1987). Ceux-ci sont alors beaucoup plus stables que
I"actine et les microtubules. C’est pourquoi ils sont présents dans les gros neurones et les
axones long et de haut calibre; des endroits ot le neurone a besoin de stabilité accrue (voir

l'article de revue de Grant et Pant, 2000).

Des études chez différentes souris transgéniques ont permis de mieux comprendre le
1dle des NFs lors de la croissance radiale des axones, ainsi que de leurs effets sur
Iorganisation des microtubules. Ainsi, la suppression de NF-H ou de NF-L augmente la
concentration des microtubules dans 1’axone (Julien et al., 1995; Elder et al., 1998; Rao et
al., 1998; Williamson et al., 1998; Zhu et al., 1998). La suppression de NF-L ou de NF-M
diminue I’accroissement du diameétre de I’axone (Sakaguchi et al., 1993; Elder et al., 1998;
Williamson et al., 1998). Les doubles suppressions ont des effets encore plus sévéres. En
effet, la suppression de NF-M et de NF-H induit une accumulation de NF-L dans le corps
cellulaire (Elder et al., 1998; Jacomy et al., 1999). De plus, il se produit une réduction du
calibre de I’axone liée 4 une diminution du nombre de neurofilaments (Elder et al., 1998).
Ceci serait causé par une diminution du transport axonal des sous-unités NF-L

nouvellement synthétisées (Jacomy et al., 1999).

La surexpression de NF-L (Xu et al., 1993), NF-M (Wong et al., 1995; Xu et Tung,
2000) ou de NF-H (Marszalek et al., 1996) induit une désorganisation et une accumulation
des NFs dans le corps cellulaire et dans I’axone. De plus, en surexprimant NF-M et NF-H,
il se produit aussi une diminution de 1’arborisation dendritique (Xu et al., 1996). Par contre,
lorsque NF-L et NF-M, ou alors NF-L et NF-H ont été surexprimées, aucune différence
dans la croissance radiale des axones n’a été notée (Xu et al., 1996). Selon ces études, le

ratio d’expression de chacune des sous-unités est donc important lors de la formation et du
maintien des NFs.

Dans le neurone, les neurofilaments sont phosphorylés selon un gradient; les NFs les

plus phosphorylés étant dans 1’axone, les NFs peu ou pas phosphorylés étant dans le
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compartiment somato-dendritique. Ainsi, certains résidus ne sont phosphorylés que dans le
cas des NFs situés dans I’axone (Grant et Pant, 2000). La phosphorylation des NFs a
plusieurs utilités dont la régulation de la polymérisation de NFs (Lee et al., 1993; Ching et
Liem, 1999), de la stabilité des NFs (Nixon, 1998; Grant et Pant, 2000), de 'accroissement
du diametre radial de 1’axone (Nixon, 1998), du transport des NFs, des interactions avec

d’autres protéines du cytosquelette et de leur dégradation (voir Iarticle de revue de Perrone
Capano et al., 2001).

2.2 Les microfilaments d’actine

Les microfilaments d’actine sont composés d’isoformes d’actine. Dans les neurones,
seules les isoformes B et y sont exprimées. Prés de la moitié de I’actine n’est pas
polymérisée, ce qui lui permet de former spontanément des microfilaments en forme
d’helice lorsqu’elle est en présence d’ATP; un trimére d’actine étant suffisant pour initier la
polymérisation. Les filaments sont polarisés; I’extrémité (+) est le lieu de la polymérisation,
et extrémité (-) est le site de nucléation (voir I’article de revue de Ludin et Matus, 1993).
Les filaments d’actine sont formés par de I’actine filamenteuse (F-actine) ainsi que des
protéines de liaison a I’actine (ABPs). Gréce aux ABPs, différents types de structures plus
ou moins dynamiques peuvent étre formés. Par exemple, dans les filopodes, il y a des

faisceaux paralieles, tandis que dans les lamellipodes, 1’actine forme un réseau en forme de
treillis (voir I’article de revue de Luo, 2002).

Les protéines de liaison & 1’actine ont plusieurs fonctions différentes. Par exemple, la
liaison de certaines ABPs 4 un monomére d’actine inhibe la nucléation et peut empécher le
monomere de s’associer 4 un filament. Certaines ABPs peuvent se lier aux extrémité (+) ou
(-) et ainsi réguler la longueur des filaments en contrdlant leur polymérisation. La
stabilisation des filaments d’actine est régulée par les ABPs qui se lient sur le coté du
filament. Les faisceaux parall¢les ou les treillis d’actine sont possibles grice aux ABPs qui
peuvent lier deux filaments ensemble. Finalement, la stabilisation de certains éléments
membranaires est possible grace a des ABPs qui ont la possibilité de lier les filaments

d’actine a la membrane plasmique (Kandel et al., 2000).
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L’actine a un réle trés important dans la pousse neuritique. Des quantités importantes
d’actine sont présentes dans les cones de croissance et dans les filopodes, permettant un
remodelage rapide du cytosquelette (Fischer et al., 1998). Le cytosquelette d’actine serait
aussi responsable du remodelage dendritique nécessaire a la formation de 1’arborisation
dendritique (Kita et al., 1998). De plus, 1’actine présente dans les épines dendritiques et les
densités post-synaptiques permettrait une plus grande plasticité, soit en remodelant et en

rendant possible la formation de nouvelles synapses (Zhang et Benson, 2001; Zhou et al.,
2002).

2.3 Les microtubules

Les microtubules sont formés de diméres constitués des deux sous-unités de
tubuline (o et B). L’assemblage des diméres se fait en présence de GTP et d’un site de
nucléation; c’est les centrosomes qui rendent possible la nucléation des microtubules. Une
fois polymérisés, les microtubules sont ensuite acheminés dans les différents
compartiments neuronaux (Ahmad et Baas, 1995; Yu et al., 1993). La polymérisation de la
tubuline forme un protofilament, et pour former un microtubule, treize protofilaments sont
nécessaires. Tout comme le microfilament d’actine, le microtubule contient deux extrémités
différentes; c’est 4 I’extrémité (+) que la polymérisation est la plus rapide. Dans les cellules
non-neuronales, I’extrémité (-) est associée au centrosome, et I’extrémité (+) projette en
périphérie. Dans I’axone et les dendrites, les microtubules sont paralléles et orientés dans
leur axe longitudinal. Dans I’axone, les extrémités (-) sont toutes orientées vers le corps
cellulaire et les extrémités (+) vers les terminaisons axonales. Dans les dendrites, les
microtubules sont organisés différemment puisque les extrémités (+) des microtubules

peuvent pointer vers le corps cellulaire ou vers la périphérie (voir I’article de revue de
Ludin et Matus, 1993).

Puisque la majeure partie de la synthése protéique se fait dans le corps cellulaire, il
est essentiel d’avoir un systéme de transport afin d’acheminer les protéines dans les
dendrites et jusqu’aux terminaisons de I’axone. Bien que I’actine puisse étre utilisée pour le
transport des organelles, la majorité du transport axonal et dendritique se fait le long des
microtubules. Les vésicules produites et excrétée de I’appareil de Golgi et méme des

organelles entiéres (mitochondries et peroxisomes) sont attachées et voyagent le long des
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microtubules grice aux protéines motrices (kynésine et dynéine) (voir I’article de revue de
Ludin et Matus, 1993).

Les microtubules sont aussi trés importants durant le développement et ce role est
déterminé par des protéines de liaison aux microtubules. Dans le présent travail, nous nous
concentrerons sur ces protéines. Comme il en sera question dans la prochaine section, les
protéines associées aux microtubules (MAPs) sont essentielles aux différentes fonctions des

microtubules dans le neurone et ce, trés tot au cours du développement neuronal.

2.4 Les protéines associées aux microtubules (MAPS)

Les MAPs sont des protéines qui induisent la formation et la stabilisation des
microtubules. Dans le systéme nerveux, les MAPs jouent un rdle essentiel a 1’élaboration
des neurites mineures, a la formation de ’axone et des dendrites et 4 leur maintien dans le
neurone mature (voir I"article de revue de Mandell et Banker, 1996). Trois types de MAPs,
soit MAP1, MAP?2 et Tau, ont ét¢ particuliérement étudiés dans les neurones.

Les MAPs contiennent un domaine de liaison aux microtubules et un domaine de
projection (figure 1, p.12). MAP2 et tau ont une trés grande homologie dans le domaine de
liaison 4 la tubuline, puisque ces deux MAPs contiennent des séquences répétées contenant
dix-huit acides aminés (Lee et al., 1988; Lewis et al., 1988). De son coté, MAP1 contient
une séquence de quatre acides aminés répétées vingt-et-une fois qui agit comme domaine

de liaison aux microtubules (Noble et al., 1989).

2.4.1 MAP1

Il existe deux isoformes de MAP1 (MAP1A et MAP1B) qui proviennent de deux
geénes différents. MAP1 se trouve autant dans les dendrites que dans 1’axone, elle n’est donc
pas compartimentée. L’étude sur I’inhibition de I’expression de MAP1B dans les cellules
PC12 indique qu’elle joue un rdle dans Iinitiation de la formation des neurites mineures
(Brugg et al., 1993). Chez les souris qui ont une suppression du géne de MAPIB, le
développement du systéme nerveux se fait d’une maniére désorganisée, ce qui diminue la

survie des souris. Des études sur des neurones en culture provenant de cette souris
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transgénique ont permis de démontrer que la suppression de MAPIB cause un
ralentissement important de 1’élongation de 1’axone et une augmentation de la grosseur du
cone de croissance (Gonzalez-Billault et al., 2002). Ce phénotype est encore plus sévére

chez les souris dont I’expression de MAP1B et de tau a été supprimée (Takei et al., 2000).

MAPIA est exprimée plus tard au cours du développement. Elle serait impliquée
dans la stabilisation des microtubules lorsque la formation des neurites mineures est
terminée (Langkopf et al., 1992).

2.4.2 MAP2

Le gene codant pour MAP2 se situe sur le chromosome 2 et contient vingt exons
(Neve et al., 1986). Les isoformes MAP2A, MAP2B, MAP2C et MAP2D sont générées par
€pissage alternatif (voir l'article de revue de Sanchez et al., 2000). MAP2A et MAP2B sont
présentes dans le cerveau adulte, tandis que MAP2C est exprimée durant les premiéres
phases du développement seulement (Shafit-Zagardo et Kalcheva, 1998). Finalement,
I’isoforme MAP2D se trouve principalement dans les cellules gliales (voir les articles de
revue de Ludin et Matus, 1993; et de Sanchez et al., 2000). MAP2 est une protéine

dendritique; elle n’est présente que dans le compartiment somato-dendritique.

MAP?2 aurait un role important lors de la cessation de la division cellulaire des
neurones. Ceci a ¢t¢ démontré dans des cellules neuronales encore indifférenciées
transfectées avec un ARN antisens de MAP2 (Dinsmore et Solomon, 1991). Ces cellules

sont alors incapables de se différencier et elles ont la capacité de continuer a se diviser.

La suppression de MAP2 chez la souris affecte la longueur des dendrites, sans
toutefois contrevenir a I’élongation des neurites mineures (Harada et al, 2002). Il
semblerait donc que d’autres MAPs peuvent compenser lors de la formation des dendrites.
C’est d’ailleurs ce qui a été démontré lorsque les génes de MAP1B et de MAP? étaient
supprimés (Teng et al,, 2001). Le phénotype était beaucoup plus grave puisque les souris
meurent durant la période prénatale. De plus, la morphologie des dendrites est beaucoup
plus affectée que chez les souris MAP2 -/-.
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2.4.3 Tau

Le geéne de la protéine tau est constitué de seize exons. Le géne est situé sur le
chromosome 17, a la position 17q21 (Neve et al., 1986). Dans le cerveau humain, il existe
six isoformes de tau générées par un épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 (figure 1, p.12).
11 est & noter que ’exon 3 doit absolument étre exprimé avec ’exon 2. Chez I’humain,
I’épissage alternatif de I’exon 10 forme trois isoformes contenant trois séquences répétées
de liaison aux microtubules (tau 3R) et trois isoformes qui en contiennent quatre (tau 4R).
Le nombre de séquences répétées influence 1’affinité de tau pour les microtubules. Ainsi,
tau 4R a une plus grande facilité a se lier aux microtubules (voir les articles de revue
Maccioni et Cambiazo, 1995; et de Buee et al., 2000). Tau est une protéine axonale; elle

n’est donc pas exprimée dans les dendritiques.

Différentes approches ont été utilisées pour démontrer le role de tau dans la pousse
neuritique. Dans certaines lignées cellulaires neuronales (ex. PC12) la suppression de
Pexpression de tau par des ARN antisens a induit une diminution de la pousse neuritique
(Hanemaaijer et Ginzburg, 1991), alors que dans des cultures de neurones du cervelet,

I’inhibition de 1’expression de tau a seulement affecté la pousse axonale (Caceres et Kosik,
1990; Caceres et al., 1991).



Figure 1. Du géne a la protéine tau.

A) Le gene de la protéine tau contient seize exons. Seulement quatorze
exons seront présents sur I’ARN. L’épissage alternatif des exons 2, 3 et 10
permet la formation des six isoformes de la protéine tau humaine. Figure
modifi€e provenant de ’article de Lee et al., 2001.

B) MAP?2 et tau contiennent un domaine de projection qui comprend une
région acide et une région riche en proline. Le domaine de liaison contient

trois ou quatre séquences répétées qui permettent la liaison avec les
microtubules.

11
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3. Phosphorylation de tau

Tau est une protéine qui contient une cinquantaine de résidus Ser et Thr qui ont le
potentiel d’€tre phosphorylés (Buee et al, 2000). Tau semble étre phosphorylée
différemment au cours du développement. En effet, il a été démontré que tau, dés le
troisiéme stade de la différenciation neuronale, devient déphosphorylée aux épitope Ser199
et Ser202 et ce, de maniére a créer un gradient afin que la partie distale de I’axone ait le
moins de tau phosphorylée (Mandell et Banker, 1996). 1l y a donc une différénce de I’état
de phosphorylation dans les différents compartiments qui s’effectue au cours du
développement axonal. La phosphorylation de tau semble avoir plusieurs fonctions dont
celle de réguler I’affinité de tau pour les microtubules. En effet, pour inhiber complétement

la liaison de tau aux microtubules, les résidus Thr231 et Ser262 doivent étre phosphorylés
(Sengupta et al., 1998).

Comme il en sera question plus loin dans ce travail, I’état de la protéine tau peut
devenir problématique lorsqu’elle est anormalement phosphorylée. En effet, une vingtaine
de résidus se sont révélés étre anormalement phosphorylés dans les cerveaux atteints de
différentes maladies neuropathologiques dont la maladie d’Alzheimer (voir l'article de
revue de Buee et al., 2000). Des études in vitro ont démontré que cette phosphorylation
anormale de tau pouvait provoquer une diminution de la liaison de tau aux microtubules
(Sengupta et al., 1998; Flaherty et al., 2000), une plus grande tendance & s’agréger et
former des filaments (Zheng-Fischhofer et al., 1998), ainsi qu’une perturbation de la
dégradation de cette protéine (Litersky et Johnson, 1992).

Les kinases qui peuvent phosphoryler tau in vitro sont nombreuses (voir I’article de
revue de Pelech, 1995 pour des informations sur la phosphorylation de tau par les MAP
kinases, RAF1, PKC, GSK3 et CDK5). De plus, une étude a démontré que la phosphatase
2B est moins active dans les cerveaux atteints de la maladie d’Alzheimer (Lian et al.,
2001). L’hyper-phosphorylation pourrait &tre une conséquence de la diminution de
I"activation des phosphatases, ou d’une augmentation de 1’activité des kinases. Pour ce

travail, nous nous sommes limités a 1’étude des kinases seulement.
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Malgreé I’abondance des publications sur le sujet, la séquence des sites phosphorylés
qui conduit & une phosphorylation anormale de tau dans les maladies neurodégénératives
reste 4 &tre déterminée. Afin de mieux comprendre I’implication des kinases dans le
développement de ces maladies, nous en avons sélectionné cing pour notre étude : CaMKII,
CDKS, GSK3f,PKA et ROCKII. Comme il en sera question dans cette section, ces cinq
kinases peuvent phosphoryler tau in vitro a plusieurs épitopes différents (figure 2, p.14).
L’implication de CDKS5 et GSK3f dans les maladies neurodégénératives a fait 1’objet de
plusieurs études (voir les articles de revue de Maccioni et al., 2001 pour CDKS, et de
Kaytor et Orr, 2002 pour GSK3). CaMKII, PKA et ROCKII sont des kinases impliquées
dans le maintien et le remodelage du cytosquelette, leur implication dans ces maladies n’est
pas aussi bien étudiée. Ces trois kinases sont enrichies dans le compartiment somato-
dendritique. Puisque la protéine tau est redistribuée dans le compartiment somato-
dendritique et qu’elle est hyper-phosphorylée, ces kinases pourraient donc avoir la
possibilit¢ de phosphoryler tau a cet endroit. Nous voulions donc mieux comprendre
I’implication de GSK3f et de CDKS5 dans les maladies neurodégénératives, ainsi que de
savoir si PKA, CaMKII et ROCKII sont elles aussi impliquées dans ce processus. La
prochaine section présentera la structure de ces kinases, leur mécanisme d’activation, leur

distribution et les résidus de tau qu’elles peuvent phosphoryler in vitro.
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Figure 2. Les sites de phosphorylation de la protéine tau par CaMKI],
CDKS35, GSK3p, PKA et ROCKII

Schéma présentant les sites de phosphorylation de tau par ces kinases. Selon

les articles qui seront cités dans les pages suivantes. Site de phosphorylation
de chacune des kinases :

CaMKII: S131, T135, T212, S214, S262, S356
CDK35: 8202, T205, S235, S404

GSK3p: T181, S199, S202, T231, S396, S404, S413
PKA: 8214, 8262, S324, 5356, S409, S416
ROCKII: T245, S262, T377, S409
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3.1 La calcium / calmoduline kinase II (CaMKII)

Dans les cellules neuronales, seules les sous-unités a et § de CaMKII sont exprimées.
Chaque sous-unité contient en N-terminal une région catalytique, un domaine de régulation
qui contient une séquence d’auto-inhibition, un site de liaison au complexe de
calcium / calmoduline (Ca®>"/ CaM), une séquence variable et finalement, en C-terminal, le
domaine d’association entre les sous-unités. La séquence variable est modifiée par épissage
alternatif d’une séquence de 9 & 127 acides aminés, créant ainsi plusieurs isoformes trés
semblables entre elles. Néanmoins, la séquence variable influence la localisation de
CaMKII vers différents sites cellulaires, ainsi que D’affinité pour la Ca®™/ CaM; ces
paramétres étant donc modifiés selon I’isoforme. Dans les neurones, CaMKII est constituée

d’un complexe de douze sous-unités formant une structure hexamérique (voir I’article de
revue de Lisman et al., 2002).

3.1.1 Activation

L’activation de CaMKII est régulée par le niveau de calcium intracellulaire et par sa
liaison avec la calmoduline. En absence de calcium, la séquence d’inhibition interfére avec
le domaine catalytique, ce qui rend la kinase inactive. Lorsque le niveau intracellulaire de
calcium augmente, il se produit un changement de conformation. La liaison du complexe
Ca’*/CaM sur chacune des sous-unités de CaMKII provoque un détachement de la
séquence inhibitrice au site actif, la kinase est alors activée (voir I’article de revue de
Lisman et al., 2002). De plus, CaMKII est capable de s’autophosphoryler, ce qui lui permet
de rester active indépendamment du niveau de calcium. L’autophosphorylation n’est pas
obligatoire pour I’activité de la kinase, elle ne permet qu’une plus longue activité et cela
bien aprés que le niveau de calcium soit retourné 4 un niveau normal (voir 1’article de revue
de Fink et Meyer, 2002). L’ autophosphorylation se fait 4 I’épitope Thr286 de la sous-unité
a; ce qui correspond a la Thr287 de la sous-unité B (Fong et al., 1989).
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3.1.2 Localisation

CaMKII est une kinase qui est exprimée dans toutes les cellules eucaryotes. Par
contre, sa concentration dans le systtme nerveux est particulitrement élevée,
principalement dans les densités post-synaptiques. Des marquages avec des anticorps
contre les formes active et non active de CaMKII sur des tranches d’hippocampe ont permis
de voir que ces deux formes sont présentes dans les dendrites, les synapses et dans le corps
cellulaire (Ouyang et al., 1997). De plus, les auteurs de cette étude ont décrit un marquage
uniforme et pointillé et ils ont supposé que ces points représentaient les densités

synaptiques, bien que des tests supplémentaires auraient été nécessaires afin de confirmer
cette hypothése.

Une étude sur la localisation des isoformes de CaMKII dans les astrocytes a permis
d’observer certaines isoformes dans 1’appareil de Golgi et dans le noyau (Takeuchi et al.,
1999). L’ischémie semble induire la formation d’agrégats de CaMKII juxtaposés au
réticulum endoplasmique. Par contre, ces agrégats sont réversibles puisqu’un apport en

oxygene peut les faire disparaitre (Tao-Cheng et al., 2002).

3.1.3 Phosphorylation de Tau

CaMKII aurait la capacité de phosphoryler tau aux épitopes Ser262 et Ser356 in
vivo (Bennecib et al., 2001; Yamamoto et al., 2002). Une toute nouvelle étude in vitro

démontre que CaMKII peut aussi phosphoryler tau aux épitopes Ser131, Thr135, Thr212 et
Ser214 (Yoshimura et al., 2003).

3.2 Lakinase 5 dépendante a des cyclines (CDK5)

Les kinases dépendantes & des cyclines (CDKs) forment une famille de
sérine/thréonine kinases impliquées principalement dans la régulation de la division
cellulaire des cellules eucaryotes. Par contre, il existe différentes CDKs qui ont des roles
trés différents. En effet, CDK5 est principalement exprimée dans les cellules post-
mitotiques du systéme nerveux central. Elle est impliquée dans la différenciation neuronale.
Au stade adulte, elle semble contribuer au processus de neurodégénérescence (voir I’article
de revue de Maccioni et al., 2001).
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3.2.1 Activation

Les CDKs ont besoin de s’associer a une cycline pour devenir actives. Ainsi,
I’activité de CDKS5 dans le systéme nerveux central est principalement régulée par les sous-
unités régulatrices p39, p25 et p35 (p35 étant aussi nommée Tau protéine kinase II). Ces
trois sous-unités ne sont pas vraiment considérées comme des cyclines puisque leur
séquence differe largement des autres cyclines, bien qu’il ait été démontré que leur

conformation est tout de méme trés semblable a celle des cyclines (Tang et al., 1997).

Les sous-unites p35 et p39 ont 57 % d’homologie entre-elles (Tang et al., 1995). p25
est un fragment protéolytique de p35, créé apres I’activation de calpaines par suite de
différentes lésions que subit le neurone (i.e. augmentation de calcium intracellulaire, de
glutamate ou d’amyloide-p dans le milieu) (Tsai et al., 1994). La conversion de p35 en p25
serait un événement associé a la neurodégénérescence, puisque 1’augmentation de p25

aurait un effet neurotoxique (Lee et al., 2000), notamment par sa capacité d’augmenter le
niveau d’activation de CDKS5 (Patrick et al., 1999).

CDKS5 est une des rares CDKs qui peuvent étre activées sans étre phosphorylées;
seule sa liaison avec une sous-unit¢ régulatrice suffit. Par contre, lorsque CDKS5 est
phosphorylée a la Ser159, I’activité de la kinase augmente a un niveau supérieur (Sharma et

al., 1999). A I’opposé, la phosphorylation de Thr15 diminue I’activité de CDK5 (Lazaro et
al., 1996).

3.2.2 Localisation

CDKS5 est exprimée dans plusieurs tissus, mais elle est particulierement concentrée
dans le systtme nerveux, spécifiquement dans les neurones. p25, p35 et p39 se trouvent
uniquement dans le systéme nerveux central et ce, dés les premiéres phases du
développement (Lew et al., 1994; Tsai et al., 1994). A Iage adulte, p39 est plus exprimée

dans la moelle épiniere que dans le cerveau, a 1’opposé du patron d’expression de p35
(Zheng et al., 1998).

CDKS est exprimée dans la plupart des neurones du cerveau. Elle est distribuée dans
le soma et les dendrites, ainsi que dans certains axones (Ino et Chiba, 1996). p25 et p35
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sont présentes dans le compartiment somato-dendritique, dans 1’axone (Terada et al., 1998),

ainsi que dans les cones de croissances (Nikolic et al., 1996).

CDKS5 et p35 sont localisées a la membrane golgienne et elles seraient impliquées
dans la formation des vésicules membranaires (Paglini et al., 2001). p39 est associée a la
membrane plasmique, possiblement par sa liaison avec I’actine (Humbert et al., 2000),
tandis que p35 contient un site de myristoylation qui la cible directement & la membrane
plasmique. Puisque p25 ne contient plus cette séquence de ciblage, elle n’est pas liée a la

membrane. Elle se trouve plutdt dans le cytoplasme et dans le noyau, étant absente des
neurites (Patrick et al., 1999).

Des études ont démontré que CDKS contribue au processus de neurodégénérescence.
Ainsi, I’inhibition de CDKS5 a un effet neuroprotecteur en protégeant I’intégrité et le
fonctionnement des mitochondries (Weishaupt et al., 2003). De plus, une étude sur la
localisation de CDKS durant I’apoptose a permis de découvrir qu’elle peut &tre localisée

dans le noyau dans ces conditions (Neystat et al., 2001).

3.2.3 Phosphorvlation de tau

CDKS3 peut phosphoryler tau, in vitro, aux épitopes Ser202, Thr205, Ser235 et Ser404
(Michel et al., 1998). Seul CDK5/p25 aurait la possibilité de phosphoryler Thr205 et
seulement lorsque le site Ser202 est saturé (Hashiguchi et al., 2002).

Puisque I’activit¢ de CDKS5 est augmentée lorsque le complexe p25/CDKS est
formé, une augmentation de p25 pourrait favoriser une plus grande phosphorylation de tau
par CDK35. Ce phénomeéne a été étudié dans des souris transgéniques qui surexpriment p25.
Seuls les sites normalement phosphorylés par p35/CDKS5 sont phosphorylés dans une plus
grande mesure chez ces souris (Takashima et al., 2001). Selon ces données, p25 ne

favoriserait donc pas la phosphorylation de tau a4 d’autres sites que ceux normalement
phosphorylés par CDK5/p35.
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3.3 La kinase de la glycogéne synthase 3 (GSK?3)

GSK3 est une sérine/thréonine kinase qui se présente sous trois isoformes
différentes : GSK3a, GSK3B et GSK3p2. Les isoformes GSK3a et GSK3f ont un poids
moléculaire de 51kDa et 47kDa respectivement et elles contiennent 85 % d’homologie
(Woodgett, 1990). L’isoforme GSK3B2 est créée par ’épissage alternatif du géne de
GSK3p, une séquence supplémentaire de treize acides aminés située dans le domaine

catalytique étant préservée (Mukai et al., 2002).

3.3.1 Activation

L’activation de GSK3p se fait par sa phosphorylation au résidu Tyr216 (Tyr279 dans
le cas de GSK3a) (Hughes et al., 1993). A 1"opposé, GSK3P est inactivée lorsque le résidu
Ser9 (ou Ser21 dans le cas de GSK3a) est phosphorylé (Cross et al., 1995).

3.3.2 Localisation

GSK3 est présente dans la majorité des tissus, mais elle est spécialement enrichie
dans le cerveau (Woodgett, 1990). Dans les neurones, GSK3p se trouve principalement
dans le soma et dans la partie proximale des dendrites (Leroy et Brion, 1999), bien que
I'isoforme GSK3B2 soit uniquement dans le soma (Mukai et al., 2002). Les isoformes
GSK3a et GSK3f sont associées aux microtubules et au réticulum endoplasmique rugueux,

particulierement aux ribosomes (Hoshi et al., 1995). Seule I’isoforme GSK3 est présente

sur les mitochondries (Hoshi et al., 1995).

L’activation de GSK3f régulerait le maintien et ’assemblage de 1’appareil de Golgi.
Ainsi, son inhibition bloquerait la désorganisation du Golgi dans les neurones en cultures

exposés a des toxines qui induisent normalement ce processus (Elyaman et al., 2002).
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3.3.3 Phosphorvlation de Tau

GSK3f a d’abord été identifiée comme la tau protéine kinase I, puisqu’elle peut
phosphoryler tau aux épitopes Ser199, Thr231, Ser396, Ser413 (Ishiguro et al, 1992;
Ishiguro et al, 1993). D’autres sites (Thr181, Ser202 et Ser404) peuvent aussi étre
phosphorylés par GSK3B (Sperber et al., 1995). En plus de la phosphorylation de tau,
GSK3 serait impliquée dans I’épissage de I’exon 10, favorisant ainsi la formation de tau 4R
(Hernandez et al., 2004). GSK3B semble avoir un réle important dans le processus d’hyper-
phosphorylation de tau. Par exemple, la sur-expresssion de GSK3p chez la souris induit une
hyper-phosphorylation de tau, une accumulation de tau dans le compartiment somato-
dendritique et de la neurodégénérescence (Lucas et al., 2001). Seule I’isoforme GSK3p a

démontré la capacité de phosphoryler tau lors de ces études.

3.4 La protéine kinase dépendante de I’AMP cyclique (PKA)

PKA est une kinase formée par deux sous-unités régulatrices et deux sous-unités
catalytiques (Beebe, 1994). Il existe quatre génes différents codant pour la sous-unité
régulatrice (Rla, RIB, RIIa et RIIP) et trois génes pour la sous-unité catalytique (Ca, CP et
Cy). De plus, I’épissage alternatif de ces génes favorise une grande variété d’isoformes

(voir "article de revue de Brandon et al., 1997).

3.4.1 Activation

Lorsque le complexe est formé, les sous-unités régulatrices empéchent I’activité
constitutive des sous-unités catalytiques. En effet, il a été démontré que deux acides aminés
(Arg92 et Arg93) de la sous-unité RII étaient indispensables 4 P’inactivation de PKA
puisqu’ils occupaient le site actif (Wang et al., 1991). Lorsque I’AMP cyclique se lie aux
unités régulatrices, celles-ci se détachent des sous-unités catalytiques. Les domaines

catalytiques sont alors libérés; PKA est activée (Skalhegg et Tasken, 2000).

Puisqu’il existe différentes isoformes de chacune des sous-unités, les paramétres de la
sensibilité 3 I’AMP cyclique, de 1’activité et de ’inactivation de la kinase dépendent des

sous-unités qui forment PKA. Un effet modulateur de I’excitabilité synaptique serait donc
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créé selon les différentes sous-unités présentes dans les différentes populations de neurones

(voir P’article de revue de Brandon et al., 1997).

3.4.2 Localisation des sous-unités

PKA est une kinase exprimée dans différents tissus, mais elle est enrichie dans
I’hippocampe et le cortex cérébral (Cadd et McKnight, 1989; Ludvig et al., 1990; Glantz et
al., 1992). Reégle générale, il semble que la PKA de type I (qui contient un dimére RI) est
principalement localisée dans le cytoplasme des neurones (Meinkoth et al., 1990). Par
contre, PKA de type II (qui contient un dimére RII) est majoritairement liée aux organelles
membranaires et a ’enveloppe nucléaire (Scott, 1991). Les sous-unités Ca et Rila sont
présentes dans 1’appareil de Golgi cis et trans (Keryer et al., 1999; Martin et al., 1999). La
phosphorylation de PKA et PKC serait nécessaire a la sortie du réticulum endoplasmique
de certaines protéines, i.e. les récepteurs NMDA, afin d’étre transportées dans les synapses
(Scott et al., 2003). La sous-unité RIIo. aurait aussi la propriété de se lier a des vésicules
associées aux microtubules, I’activation de PKA étant nécessaire au transport des vésicules

partant de ’appareil de Golgi-trans (Muniz et al., 1997; Keryer et al., 1999).

L’association des sous-unités RII aux divers éléments présents dans la cellule est
possible grace aux différentes protéines associées 4 PKA (AKAP). Par exemple, AKAP79
aurait la tiche de localiser PKA dans les densités post-synaptiques et de favoriser sa liaison
a diverses protéines synaptiques (Carnegie et Scott, 2003). MAP2 est une AKAP

puisqu’elle permet la localisation de la sous-unité RIla dans les dendrites (Carr et al.,
1992).

3.4.3 Phosphorylation de tau

Des études démontrent que PKA peut phosphoryler tau aux épitopes Ser214,
Ser262, Ser324, Ser356, Ser409 et Ser416 (Scott et al., 1993; Jensen et al., 1999). Une
¢tude a démontré que cette phosphorylation interfére avec les calpaines, ralentissant la
dégradation de tau (Litersky et Johnson, 1992). La phosphorylation de tau par PKA a
I’épitope Ser409 précéderait la formation des filaments (Jicha et al., 1999a). Finalement,
deux résidus (Ser214 et Ser409) sont phosphorylés dans les cerveaux atteints de la maladie

d’Alzheimer et ils semblent n’étre phosphorylés que par PKA (Jicha et al., 1999c).
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3.5.1 La kinase ROCK

Rho est une GTPase qui agit comme un interrupteur de plusieurs molécules de
signalisation. Un des nombreux effecteurs connus de Rho est ROCK, une kinase qui fait
partie de la famille des Serine/Thréonine kinase. ROCK contient en N-terminal un domaine
catalytique, une structure en alpha-hélice, une domaine de liaison & Rho (RB), un domaine
riche en cystéines formant un motif doigt de zinc et, finalement, une région homologue 4 la

pleckstrine (HP) en C-terminal (Ishizaki et al., 1996; Matsui et al., 1996).

Chez I’humain, il existe deux isoformes qui ont plus de 90 % d’homologie et qui
proviennent de deux génes différents: ROCK I (aussi nommée p160 ROCK ou ROKP)
(Leung et al., 1996; Nakagawa et al.,, 1996) et ROCKII (aussi nommée Rho kinase,
ROKa) (Leung et al., 1995; Nakagawa et al., 1996; Takahashi et al., 1999).

3.5.1 Activation

A D’état inactif, le domaine de liaison 3 Rho et le domaine HP bloquent I’acces au
domaine catalytique. L’activation de ROCK se fait lorsqu’il y a liaison avec Rho-GTP, ce
qui libére alors le domaine catalytique. Les domaines RB et HP sont donc essentiels a

I’inactivation de ROCK. Lorsque cette partie en C-terminal est tronquée, la kinase devient

constitutivement active (Amano et al., 1999).

3.5.2 Localisation

ROCKI et ROCKII démontrent une expression trés différente selon les tissus. Dans le
cerveau humain, ’ARN messager de ROCKII est plus abondant que celui de ROCKI
(Nakagawa et al., 1996). ROCKI est tout de méme présente dans les neurones dans le
compartiment somato-dendritique uniquement (Hashimoto et al, 1999). A notre

connaissance, aucune autre étude n’a étudié la localisation de ROCKI ou ROCKII au

niveau subcellulaire.

ROCKI est exprimée tres t6t durant le développement puisqu’elle est impliquée dans
la pousse neuritique, soit par la rétraction des cones de croissance (Hirose et al., 1998) et
des neurites mineures (Katoh et al., 1998). Elle est aussi impliquée dans la pousse axonale

(Bito et al.,, 2000). L’action de ROCK se fait principalement par le remodelage du
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cytosquelette d’actine. En effet, ROCKII est majoritairement dans le cytoplasme, mais son
activation localise le complexe Rho/ROCK a la membrane plasmique (Kranenburg et al.,
1997). Cette activation provoque la formation et la contraction des fibres de stress d’actine,

ce qui augmente la rigidité du cytosquelette (voir I’article de revue de Riento et Ridley,
2003).

3.5.3 Phosphorvlation de tau

11 a été démontré tout récemment que ROCKII pouvait phosphoryler tau aux
épitopes Thr245, Thr377, Ser409 et Ser262 (Amano et al., 2003). Cette découverte laisse
supposer que ROCKII puisse intervenir dans la morphologie du réseau des microtubules et

qu’elle puisse étre impliquée dans le processus d’hyper-phosphorylation de tau.
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4. Les mutations de tau :

la cause génétique de certaines tauopathies

I existe un groupe de neuropathologies, regroupées sous le nom des tauopathies,
qui se caractérisent par des inclusions filamenteuses intracellulaires composées de la
protéine tau. Ces accumulations, nommeées enchevétrements neurofibrillaires (NFTs), sont
liées a la neurodégénérescence de différentes parties du cerveau, produisant des déficits
cognitifs qui peuvent varier selon le type de la tauopathie (voir ’article de revue de Lee,

2001, pour plus d’informations sur les symptomes cliniques de chacune des tauopathies).

4.1 Les enchevétrements neurofibrillaires (NFTs)

Les NFTs sont des structures anormales, retrouvées dans les cerveaux de patients
atteints d’une tauopathie. Ces agrégats de filaments denses contiennent principalement de la
protéine tau hyper-phosphorylée sous forme de filaments appariés en hélices (PHF) et
d’autres protéines du cytosquelette, dont MAP2 et des neurofilaments anormalement
phosphorylés (voir l'article de revue de Johnson et Jenkins, 1999). Bien que tau soit une
protéine axonale, les NFTs sont présents dans la région péri-nucléaire et dans certaines

dendrites proximales (Kowall et Kosik, 1987).

Les NFTs et les PHFs sont insolubles lorsqu’ils sont isolés en présence de SDS.
Néanmoins, une certaine population de PHFs est soluble en présence de SDS (Ksiezak-
Reding et al., 1994). Il est probable que certaines modifications contribuent a ce que les
PHF's solubles deviennent insolubles et que cela contribue a la formation des NFTs. La
formation des PHFs, des filaments droits ou en forme de rubans entremélés, serait induite
par la phosphorylation de tau et impliquerait possiblement d’autres protéines (voir le texte
de revue de Johnson et Jenkins, 1999; et de Buée, 2001). De plus, une étude chez I’humain
a démontré que la phosphorylation de tau précédait ’apparition des NFTs et que cette
hyper-phosphorylation se produisait lors du stade précoce de la maladie d’Alzheimer
(Bancher et al., 1989). Malheureusement, les processus impliqués dans la phosphorylation
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de tau, la formation de ces filaments et, finalement, de la formation des NFTs ne sont pas

encore trés bien connus.

Dans certains cas de tauopathies, les NFTs sont les seuls changements
pathologiques présents. Le role de la protéine tau est donc clairement associé & la
pathologie. Dans certaines maladies, comme la maladie d’ Alzheimer, on retrouve aussi des
plaques séniles, i.e. des dépots diffus contenant un fragment toxique nommé amyloide-f3,
produit a partir de la protéine précurseur de 1’amyloide (APP) (Ermak et Davies, 2002).
L’implication directe de la protéine tau dans la maladie d’ Alzheimer est donc plus difficile
a établir dans ces conditions, puisque ce n’est pas le seul changement pathologique a
survenir. Par contre, depuis les années 1990, plusieurs mutations de tau ont été décrites
comme ¢tant des causes familiales de tauopathies. Par exemple, certains cas de démence
fronto-temporale avec parkinsonisme liée au chromosome 17 (FTDP-17), de maladie de
Pick (PiD), de dégénérescence cortico-basale (CBD) et de paralysie supranucléaire
progressive (PSP), sont liés & une mutation dans le géne de tau. Jusqu’a maintenant, une
quinzaine de mutation faux-sens, une délétion et trois mutations silencieuses, ont €té
identifiées dans un cinquantaine de familles atteintes d’une de ces tauopathies (Buee et al.,
2000; Hutton, 2000; van Slegtenhorst et al., 2000; Lee et al., 2001; van Herpen et al,,
2003) (figure 3, p.27). De plus, il a ét¢ démontré que certaines mutations (E10 +3 a 16)
font partie de la séquence d’ ARN nécessaire a 1’épissage de I’exon 10 (Hutton et al., 1998).
Ces mutations sont responsables de ’augmentation du tau 4R (avec ’exon 10) au
détriment du tau 3R (sans I’exon 10). Ce changement du ratio tau 3R/4R serait, a lui seul,
capable d’induire la neuropathologie (Spillantini et al., 1998).

Nous nous sommes concentrés sur une de ces mutations en particulier, soit la
mutation P301L, qui est la premiére mutation de tau a avoir ét¢ décrite comme étant la
cause de la FTDP-17 (Mirra et al., 1999). Plusieurs études ont démontré que cette mutation
affectait grandement les propriétés physiques de la protéine tau. De plus, des modéles
vivants (dont la souris JNPL3 qui a été utilisée pour ce projet) ont été produits afin
d’étudier le role de cette mutation. Les prochaines sections présenteront les études in vitro

et in vivo qui ont été réalisées afin d’en savoir plus sur les propriétés de la protéine mutante
tau P301L.



Figure 3. Les mutations de tau impliquées dans certaines tauopathies

Les différentes mutations trouvées dans les familles atteintes d’une
tauopathie sont présentées dans cette figure. Le tableau présente le type
de mutation, I’exon impliqué, les isoformes générées par la mutation, la
formation des filaments et la tauopathie associée a la mutation. Le
schéma illustre la position de ces mutations au niveau de la protéine tau,
dans le domaine de liaison aux microtubules contenant les séquences
répétées (R1 a R4).

Les informations présentées ont été tirées de ces articles : (Buee et al.,
2000; Hutton, 2000; van Slegtenhorst et al., 2000; Lee et al., 2001; van
Herpen et al., 2003).

26



Mutation Type de Exon | Iseformes Filaments Tauopathie
de tau mutation généreées Type des Localisation
filaments
K257T Faux-sens E9,R1 3R et 4R Corps de Pick PiD
1260V Faux-sens | E9,Rl | 3Ret4R
G272V Faux-sens E9 3Ret4R Droits et PHF Neurone FTDP-17
N279K Faux-sens E10 4R Rubans Neurone et gliale | PSP
entortillés
A280K Délétion E10 3R FTDP-17
L2841 Silencieuse | E10 4R Neurone et gliale | Maladie d’Alzheimer
N296N Silencieuse | El0, 3Ret4R CBD
R2
P301IL Faux-sens | EIO0, 3Ret4R Rubans Neurone et gliale | FTDP-17, PSP, CBD
P301S R2 entortillés, FTDP-17, CBD
majorité¢ de Tau
4R
S305N Faux-sens El0 4R Droits Neurone et gliale | CBD
$305S Silencieuse | E10 3Ret4R PSP
L315R Faux-sens Ell 3Ret4R Corps de Pick Neurone et gliale | FTFP-17
E10+3 FTDP-17
E10+12 Intronique FTDP-17
3 (probleme Rubans
E10+1 auniveau | I10 4R entortillés, Neurone et gliale
E10+14 de majorité de Tau FTDP-17, PSP
E10+16 I’épissage 4R FTDP-17, PSP, CBD
de
E9+33 I’exon 10) 19
V33T™M Faux-sens El12 3Ret4R Droits, PHF Neurone FTDP-17
E342V Faux-sens | E12 3Ret4R FTDP-17
G389R Faux-sens | E13 3Ret4R Corps de Pick PiD
R406W Faux-sens El3 3Ret4R Droits, PHF Neurone PSP
N296N
P301L
N279K p3p1s
A280K S305S
K L284L S305N Y337M G389R
1260Y GZ?ZVl l L315R E342Y R406W

R2

Y v
R |
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4.2 Etudes in vitro de la mutation tau P301L

La mutation faux-sens P301L est localisée dans la deuxiéme séquence répétée de dix-
huit acides aminés responsable de la liaison de tau aux microtubules. Des études en
spectroscopie circulaire dichroique ont démontré que cette mutation provoque un
changement de la structure 3D de la protéine tau, au niveau des séquences répétées dans le
domaine de liaison, diminuant ainsi ’affinité de tau pour les microtubules (Jicha et al,,
1999b). Cette différence de conformation a aussi des répercussions sur la dégradation de la
protéine, puisque le temps de dégradation de tau P301L est beaucoup plus lent que celui de
la protéine tau normale. Cette différence serait attribuée a I’inaccessibilité de la caspase-1 a
certains sites de coupures de la protéine mutante (Yen et al., 1999). De plus, cette mutation
facilite la formation de filaments en présence d’héparine ou d’acide arachidonique
(Nacharaju et al., 1999). Finalement, I’aptitude de P301L a se lier a la phosphatase 2A
diminue significativement, ce qui pourrait avoir un impact important sur I’état de

phosphorylation de la protéine tau (Goedert et al., 2000).

Ces observations effectuées in vitro démontrent bien que les changements de
conformation de la protéine mutante tau P301L se répercutent tant au niveau fonctionnel
qu’au niveau des propriétés biophysiques de la protéine tau. Cependant, les répercussions
de ces changements sur le fonctionnement du neurone demeurent inconnues. Afin de mieux
comprendre les effets de la protéine tau, différents modéles animaux ont été produits.

Certains sur-expriment la protéine tau humaine normale, d’autres, la protéine humaine
mutante P301L.
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5. Surexpression de la protéine tau :

les mode¢les in vivo des tauopathies

Plusieurs questions subsistent toujours quant aux différentes étapes impliquées dans
la formation des NFTs. L hypothése généralement acceptée implique d’abord des facteurs
génétiques ou environnementaux qui induiraient une hyper-phosphorylation de la protéine
tau et/ou une perte de fonction de cette protéine. L’accumulation dans le cytoplasme de la
protéine tau (ne pouvant se lier aux microtubules) favoriserait son agrégation, la formation
de filaments et puis, par la suite, la formation des NFTs. Ces filaments, ayant un effet

neurotoxique, induiraient les processus de neurodégénérescence.

Plusieurs modeles animaux ont ét¢ générés afin d’étudier les conséquences de
I’hyper-phosphorylation de tau, de ’accumulation somato-dendritique de la protéine tau et
de la formation des NFT's sur Ia survie et la fonction neuronales. Dans cette section, nous
nous concentrerons sur les études faites chez la sourts, la drosophile et C. elegans. Ces
modeles, créés dans le but d’étudier le processus pathologique impliqué dans les

tauopathies, ont été induits par une surexpression de certaines isoformes de la protéine tau

humaine.

5.1 Phosphorylation de tau

Plusieurs souris transgéniques ont été produites, afin d’observer les effets de la
surexpression des différentes isoformes de la protéine tau humaine (tablean 1, p.30).
Certaines souris ont une surexpression des isoformes de type tau 4R (Goétz et al., 1995;
Spittaels et al., 1999; Probst et al., 2000; Duff et al., 2000), d’autres de type 3R (Brion et
al., 1999; Ishihara et al., 1999, Ishihara et al., 2001). De plus, deux modeles de souris
transgénique expriment toutes les isoformes de tau (tau génomique) (Duff et al., 2000;
Andorfer et al., 2003) et I’un de ces modéles est en plus accompagné d’une suppression du
tau endogeéne (Andorfer et al., 2003). Toutes ces souris transgéniques ont démontré une
hyper-phosphorylation de la protéine tau (tableau 1, p.30). De plus, la surexpression de tau
chez la drosophile (Jackson et al., 2002; Wittmann et al., 2001) et C. elegans (Kracmer et

al., 2003) produit aussi cette phosphorylation anormale de la protéine tau.
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Des études chez C. elegans ont permis de mieux comprendre les cons€équences de
I’hyper-phosphorylation de tau au niveau de la fonction neuronale. En effet, une premicre
étude chez C. elegans a permis de démontrer que les neurones sont perturbés des que la
protéine tau hyper-phosphorylée devient cytoplasmique et que son expression augmente,
méme & un niveau qui ne forme pas encore d’accumulations visibles, et avant méme que
des signes de neurodégénérescence soient notés. D’aprés cette étude, la perte de tau aux
microtubules (causée par une hyper-phosphoryaltion de tau) induit un déficit important au

niveau de la fonction des neurones moteurs; ce qui se traduit par des troubles locomoteurs
(Kraemer et al., 2003).

Isoformes Présence Hyper- Phospho. des Formation Références

humaines dans le Phospho. sites des des NFTs

exprimées soma PHFs
Tau 4R Oui Oui Oui Non Gotz et al., 1995
(plus grande Spittaels et al., 1999
isofor.me Probst et al., 2000
humaine) Duff et al., 2000
Tau 3R Oui Oui Oui Non Brion et al., 1999
(plus petite Ishihara et al., 1999
isoforme humaine | Quj Oui Oui Oui Ishihara et al., 2001
Tau génomique | Non Oui Oui Non Duff et al., 2000
(3R et 4R)
Tau 3R et 4R Oui Oui Oui Oui Andorfer et al., 2003

et suppression de
Tau 4R souris

Tableau 1. Surexpression des isoformes humaines de tau chez la souris.

La surexpression de la protéine tau humaine peut induire son hyper-

phosphorylation, son accumulation somato-dendritique et la formation des
NFTs chez la souris.
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5.2 Distribution somato-dendritique

Les processus impliqués dans la perte de compartimentation de la protéine tau restent
encore incompris. Il se pourrait que la phosphorylation anormale de la protéine tau axonale
provoque sa relocalisation dans le compartiment somato-dendritique et la formation des
NFTs. Puisque le corps cellulaire contient la majorité des organelles indispensables au
métabolisme du neurone, il se pourrait qu’une accumulation de la protéine tau chamboule la

routine du neurone et aurait méme un effet neurotoxique.

Chez les souris transgéniques, C. elegans et la drosophile, des accumulations de tau
dans le corps cellulaire sont observées, a 1’exception de la souris transgénique qui exprime
tau humaine génomique (toutes les isoformes humaines de tau 3R et 4R) (Duff et al., 2000).
Chez cette souris, I’hyper-phosphorylation de tau n’est pas nécessairement liée a une
redistribution de la protéine tau. En effet, tau est phosphorylée puisqu’elle est reconnue par
les anticorps phospho-dépendants PHF-1 et CP13. Cependant, tau ne semble pas
s’accumuler dans les corps cellulaires des motoneurones. Une explication probable de ce
phénoméne a été décrite par les auteurs de cette étude. En effet, ceux-ci proposent que le
transgéne de tau génomique qu’ils ont utilisé cible efficacement la protéine tau dans le
compartiment axonal. Ainsi, cela aurait comme effet de diminuer I’accumulation de tau
dans le corps cellulaire des neurones. Cette hypothése est fondée sur la découverte d’une
région en 3° de I’ ARN messager de la protéine tau. Cette région a comme fonction de cibler
I’ARN, ainsi que la protéine tau, dans le compartiment axonal (Aronov et al., 2001). Selon
la théorie des auteurs, si la région en 3’ est mutée ou n’est pas conservée, la protéine tau
surexprimée n’est plus dirigée vers le compartiment axonal; elle peut ainsi s’accumuler
dans le compartiment somato-dendritique. Il serait donc avantageux de séquencer la région
en 3> des ARN messagers des différents modeles transgéniques créés jusqu’a maintenant,

afin de vérifier si cette région est conservée et si elle est toujours fonctionnelle.
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5.3 Formation des NFTs et le processus de neurodégénérescence

Chez les modéeles animaux, la formation des NFTs n’a pas toujours été observée.
Les différentes souris qui surexpriment I’isoforme tau 4R , les souris qui surexpriment tau
génomique (Duff et al., 2000) et les drosophiles (Jackson et al., 2002; Wittmann et al.,
2001) ne forment pas de NFTs. Dans le cas de C. elegans, les auteurs ne font pas mention
de la présence ou non des NFTs (Kraemer et al., 2003). Dans ces modéles, il est donc
difficile d’étudier la formation et les conséquences des NFTs. Par contre, lorsque 1’isoforme
3R est surexprimée a un niveau suffisant, la formation des NFTs apparait, bien que trés
tard, chez les souris, soit vers 18 a 20 mois (Ishihara et al., 2001). Le vieillissement de la
souris serait donc impliqué dans la formation des NFTs, d’une fagon toutefois encore
inconnue. De plus, des NFTs ont été observés chez les souris qui surexpriment les formes
3R et 4R de la protéine tau humaine, conjuguée a la suppression du tau endogeéne de la
souris (Andorfer et al., 2003). L’expression du tau endogéne pourrait donc avoir un role

protecteur dans 1’apparition de la pathologie, bien que cette protection soit moins efficace a

un age avance.

Dans les cerveaux atteints de la maladie d’ Alzheimer, la présence des NFTs est li¢e
a de la neurodégénérescence (Buée, 2001). Chez les modéles animaux, la relation entre les
NFTs et le processus de neurodégénérescence semble étre plus difficile a associer. Chez la
drosophile, il a ét¢é démontré que Pexpression de tau humaine induisait de la
neurodégénérescence, avant méme la formation des NFTs (Wittmann et al., 2001; Jackson
et al., 2002). La formation des NFTs ne serait donc pas un évenement indispensable au
processus de neurodégénérescence. En effet, seule I’accumulation importante de la protéine
tau dans les neurones semble étre suffisante. Chez C. elegans, une neurodégénérescence
importante n’apparait que lorsque la protéine tau insoluble s’accumule de fagon importante
dans les neurones (Kraemer et al., 2003). Ainsi, les problémes locomoteurs apparaissent des
que la protéine tau commence a devenir cytoplasmique et ce déficit s’aggrave davantage

lorsque les accumulations intracellulaires induisent de la neurodégénérescence.

A la lumiére de ces études chez les organismes vivants, la phosphorylation de tau
semble &tre une étape précoce de la pathologie. La phosphorylation de tau, induisant une

accumulation de tau dans le cytoplasme, semble étre suffisante pour provoquer des troubles
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au niveau du fonctionnement du neurone et, dans certains cas, induire de la
neurodégénérescence. La formation des filaments et des NFTs ne serait donc pas essentielle
au déclenchement du processus de neurodégénérescence. Ces études laissent croire que la

perte de fonction de la protéine tau serait un événement perturbateur important qui pourrait

peut-&tre induire, a lui seul, de la neurodégénérescence.

5.4 Etudes in vivo de la mutation P301L

Les mode¢les présentés jusqu’a maintenant surexprimaient la forme humaine
normale de la protéine tau. D’autres mod¢les animaux ont aussi €t€ crés afin de surexprimer
diverses formes mutantes de la protéine tau dont tau G272 (Gotz et al., 2001c; Lim et al.,
2001), P301S (Allen et al., 2002), P301L (Lewis et al., 2000; Gotz et al., 2001a; Lim et al.,
2001), V337 (Tanemura et al., 2002) et R406W (Lim et al., 2001). Puisque nous nous
intéressons particuli¢rement a la mutation tau P301L, la section suivante présentera les

modéles de souris transgéniques et de C. elegams, qui surexpriment cette mutation

seulement.

Des souris qui surexpriment la protéine humaine mutante P301L ont été produites
dans trois laboratoires différents (Lewis et al., 2000; Gotz et al., 2001a; Lim et al., 2001).
Chez ces souris transgéniques, tau est hyper-phosphorylée, insoluble et forme des agrégats.
Dans la moelle épiniére, il y a formation des NFTs et une forte diminution du nombre des
motoneurones. Cette neurodégénérescence affecte I’activité motrice des souris, jusqu’a
provoquer une paralysie compléte. Dans le cortex cérébral, la protéine tau est présente dans

le compartiment somato-dendritique, mais il n’y a pas de NFTs (Lewis et al., 2000; Gotz et
al., 2001a).

Une étude sur le niveau d’expression de certains ARN messager chez ces souris
transgéniques a permis de noter une diminution d’expression des ARN codant pour des
inhibiteurs d’apoptose et des médiateurs de I'inflammation (Ho et al., 2001).
Malheureusement, la concentration d’ARN codant pour des kinases ou d’autres

modulateurs connus de la phosphorylation de tau n’a pas été investiguée dans cet article.
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Selon I’article de Lewis et al, 2000, le niveau d’expression de la protéine tau
humaine P301L n’est pas le méme chez toutes les souris ce qui provoque une grande
variabilité dans 1’apparition des symptomes. En effet, nous avons observé, chez les souris
JNPL3 que nous avons utilisées, que la sévérit€¢ de la pathologie s’accentuait avec 1’dge et
qu’elle pouvait différer légeérement entre les souris. Une surveillance accrue a donc été

nécessaire afin de s’assurer que les souris utilisées pour nos expériences présentaient des

symptomes similaires au moment de leur utilisation.

L’expression de tau P301L a aussi été étudiée chez C. elegans. L’expression de tau
humaine P301L accentue les effets pathologiques induits par la sur-expression de tau
humaine normale. En effet, chez les vers qui expriment la mutation P301L, tau devient
insoluble et la neurodégénérescence apparait beaucoup plus rapidement que chez les vers
qui expriment la forme humaine normale de tau (Kraemer et al., 2003). Chez les souris, la
forme mutante P301L a aussi cet effet pathologique plus rapide que la forme normale de la
protéine tau. En effet, si I’on compare les études utilisant la forme 4R de tau (Gotz et al,,
1995; Spittaels et al., 1999; Probst et al., 2000; Duff et al., 2000) avec celles utilisant tau
P301L (une forme 4R elle aussi) (Lewis et al., 2000), la forme mutante de tau P301L

accentue dramatiquement les effets pathologiques observés.

Pour ce travail, nous avons utilisé des souris JNPL3, puisque ces souris présentent
des accumulations de la protéine tau hyper-phosphorylée dans le compartiment somato-
dendritque, des NFTs et des signes de neurodégénérescence dans les neurones de la moelle
épiniére. Les souris JNPL3 présentent donc les mémes caractéristiques pathologiques que

les tauopathies, ¢’est pourquoi nous avons choisi ce modéle pour notre projet.
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5.5 Obijectif de ce travail

Les tauopathies sont caractérisées par des inclusions intra-neuronales nommeées
NFTs. Les NFTs sont composés de la protéine tau sous une forme anormalement hyper-
phosphorylée. Dans certains cas familiaux de tauopathie, une mutation dans le géne de tau a

été trouvée. Par exemple, la mutation tau P301L est li€e a 1’apparition de la tauopathie de
type FTDP-17.

Il existe un modele animal, soit la souris JNPL3, qui exprime la protéine tau
humaine mutante P301L (Lewis et al., 2000). Dans les neurones moteurs de la moelle
épiniére, il se produit une accumulation importante de la protéine tau anormalement
phosphorylée dans le compartiment somato-dendritique et la présence de NFTs. Dans le
cerveau, les NFTs sont moins nombreux (Lewis et al., 2000; Gotz et al., 2001). Cette souris

est donc un excellent modéle pour étudier les changements qui surviennent avant, pendant
et apres la formation des NFTs.

L’ objectif de notre projet était de mieux comprendre les étapes qui ménent a ’hyper-
phosphorylation de tau. Deux hypothéses peuvent expliquer ce phénoméne. Premi¢rement,
tau peut se faire hyper-phosphoryler, alors qu’elle est dans I’axone, par des kinases qui sont
anormalement redistribuées du compartiment somato-dendritique vers 1’axone. A I’opposé,

tau pourrait se faire phosphoryler par des kinases dendritiques, lorsqu’elle s’accumule dans

le compartiment somato-dendritique.

Un des buts de ce travail était donc d’examiner la distribution des kinases au cours du
processus de neurodégénérescence dans les souris JNPL3. Pour ce faire, nous nous sommes
concentrés sur cinq kinases soit CaMKII, CDKS5, GSK3B, PKA, et ROCKIIL puisqu’il a été
démontré que ces kinases peuvent phosphoryler tau & plusieurs endroits différents et
qu’elles sont normalement localisées dans le compartiment somato-dendritique (sauf dans

le cas de CDKS qui est aussi présente dans I’axone).

Puisque la moelle épiniére de ces souris contient plusieurs motoneurones qui
présentent une accumulation de la protéine tau dans le compartiment somato-dendritique,

nous avons premiérement étudié le niveau protéique et I’activation des kinases dans la
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moelle épiniére. Pour cela, nous avons fait des immunobuvardages & partir d”homogénats

de moelle épiniére de souris INPL3 et de souris témoins.

Deuxi¢émement, nous avons examiné par immunohistochimie la distribution des
kinases dans les souris JNPL3. Grice a des doubles marquages effectués avec le marqueur
axonal SMI34 et des anticorps contre les kinases, nous avons comparé la
compartimentation des kinases dans les motoneurones de la moelle épiniére des souris

témoins et des souris JNPL3 4dgées de dix mois.

Afin de mieux comprendre I’implication des kinases au cours du processus de la
neurodégeénérescence, nous avons étudié la localisation subcellulaire des kinases dans le
cerveau des souris JNPL3. Gridce a la technique du fractionnement subcellulaire, des
fractions enrichies de différentes organelles membranaires ont été isolées. Ceci nous a

permis d’étudier la localisation subcellulaire des kinases dans le cerveau des souris JNPL3

et des souris témoins.



Matériel et Méthodes

6. Anticorps primaires

Dans la présente étude, les anticorps primaires énumérés au tableau 2 (p. 39) ont été
utilisés pour étudier la quantité, I’activation et la localisation des kinases CaMKII, CDKS5,
GSK38, PKA et ROCKIIL Ces anticorps ont été utilisés pour I’'immunohistochimie et

I’immunobuvardage. Des anticorps dirigés contre les protéines Tau, MAP2 et les

neurofilaments ont aussi été utilisés en immunohistochimie.

7. Immunohistochimie

Les souris transgéniques JNPL3 qui expriment la protéine tau humaine mutante
P301L (Lewis et al., 2000) ont été achetées de la compagnie Taconic. Les souris ont été
sacrifiées vers 10 mois, lorsqu’elles commengaient & démontrer de 1égers troubles moteurs.
L’utilisation des animaux ainsi que les procédures chirurgicales décrites dans ce rapport

respectent Le manuel sur le soin et I'utilisation des animaux d’expérimentation du Conseil

canadien de protection des animaux.

7.1 Coupe de moelle épiniére

Les souris ont ét¢ perfusées par voie Intracardiaque en injectant, dans le ventricule
gauche, 10 ml de salin 0,9 % suivis de 30 ml de paraformaldéhyde 4 %, avant de procéder a
I’extraction de la moelle épiniére. Aprés une incubation de douze heures dans le
paraformaldéhyde, la moelle a été coupée & ’aide d’un vibratome. L épaisseur des coupes
était de 50 um. Les coupes ont €t¢ mises dans une solution d’antigel (30 % glycérol et 30 %

éthylene glycol dans du PBS) et conservées a -20°C.,



Tableau 2. Les anticorps primaires

Les caractéristiques et concentrations des différents anticorps utilisés en
immunohistochimie (IHC) et en immunobuvardage (IB) sont décrites dans ce tableau.

SC : Santa Cruz Biotechnology Inc., Bio : Biosource international, BD : BD Transduction
Laboratories, Chem : Chemicon international.
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7.2 Incubation des anticorps

Les coupes ont ét¢ rincées avec du PBS avant d’étre incubées dans une solution de
blocage contenant 0,1 g d’albumine sérique bovine (BSA), 200 ul de sérum d’4ne, et 0,5 %
de Triton X-100 dans le tampon phosphate. Les deux anticorps primaires (anti-MAP2 et
SMI34, anti-tau et anti-MAP2, ou anti-kinase et SMI34) ont été incubés pendant vingt-
quatre heures dans cette solution de blocage. Aprés plusieurs ringages, deux anticorps
secondaires, soit un anti-lapin conjugué a la rhodamine (dilution 1:500) et un anti-souris
conjuge a la FITC (dilution 1:200) (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.), ont été
incubés dans du PBS contenant 0,5 % de Triton X-100, pendant deux heures. Les coupes

ont été montées sur des lames de verre avec du moviol.

7.3 Microscopie

L’observation des coupes s’est faite avec un objectif 63X sous un microscope
confocal Leica DM IRBE et avec le logiciel Leica Confocal Sofiware. Les images de
microscopie présentées dans ce travail ont été prises dans la corne ventrale, a la limite de la
matiére blanche et grise, 12 ou se retrouve la majorit¢ des corps cellulaires des

motoneurones. Les montages photos ont €té faits avec Photoshop et Illustrator.

8. Homogénats de la moelle épiniére

L’extraction des moelles €piniéres a été faite sur des souris transgéniques et témoins
de 10 mois qui ont été€ anesthésiées puis sacrifiées par décapitation. Les moelles ont ensuite
été gardées a -80 °C jusqu’an moment de leur utilisation. L homogénéisation a été faite
dans un tampon contenant de 'urée, du SDS et des inhibiteurs de protéase (48 % urée,
0,5 % SDS). Une centrifugation & 12 000 g a été faite afin d’enlever les débris. La méthode

de Lowry a été utilisée pour doser la concentration des protéines dans les homogénats.
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9. Fractionnement du cerveau

Les souris transgéniques et témoins de 10 mois ont ét¢ anesthésiées puis sacrifiées
par décapitation. Le cerveau a été disséqué afin de ne garder que le cortex cérébral et le
cervelet, puis il a ét¢ homogénéisé dans une solution de sucrose a 0,25 M. Aprés une
centrifugation 4 8700 g, le culot obtenu a été resuspendu dans du sucrose a 0,25 M puis
centrifugé une fois de plus a 43 700 g. Le culot a été resuspendu dans du sucrose a 0,25 M
et centrifugé une derniére fois a 110 000 g. Le surnageant alors obtenu représentait la partie
cytosolique (S100) et le culot, les microsomes totaux (Mt). Les Mt ont été resuspendus

dans une solution de sucrose a 2,0 M.

Les microsomes totaux (Mt) ont été fractionnés a 1’aide d’un gradient de sucrose a
0,25 M, 0,86 M et 1,0 M (figure 4, p.41). Aprés centrifugation a 300 000 g, les différentes
fractions ont été récupérées. Les fractions I3 et RM ont été resuspendues et homogénéisées,
puis centrifugées a 110 000 g. La quanti¢ de protéines contenues dans chacune des fractions

a été déterminée par la méthode de Lowry.

Fractions
subcellulaires
de cerveau

Gradient de sucrose

0,25 M) ——i
centrifugation 13

0,86 M 300 000 g 0

LOOM ==

MT dans
1,38 M sucrose

Figure 4. Le gradient de sucrose

Différentes concentrations de sucrose forment le gradient. Les microsomes
totaux (MT) ont été déposés au fond du tube. Apres une centrifugation a
300 000 g, les fractions golgiennes 11, 12 et I3 sont obtenues ainsi que la
fraction RM qui contient du réticulum endoplasmique.
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10. Immunobuvardage

Afin de séparer les protéines contenues dans les fractions de cerveau et les
homogénats de moelle, la technique d’immunobuvardage a été utilisée. Pour
Pimmunobuvardage, nous avons utilis€¢ 60 ug d’homogénat de moelle épiniére ou 5 ug des
fractions de cerveau. Une électrophorése sur gel de polyacrylamide 7,5 % en présence de

SDS a permis de séparer les protéines qui ont ensuite été transférées sur des membranes de

nitrocellulose.

Les membranes ont ét¢ bloquées durant 30 minutes dans du PBS contenant 5 % de
lait en poudre. Les anticorps primaires ont été dilués dans le PBS contenant 5 % de lait en
poudre, sauf dans le cas des anticorps reconnaissant la forme active de CaMKII et de

GSK3, ceux-ci ayant été utilisés selon le protocole du manufacturier.

Apres plusieurs ringages dans le PBS contenant 0,1 % de Tween, les membranes ont
¢été incubées dans les anticorps secondaires de lapin ou souris couplés & la peroxydase
(dilution 1:1000) (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.). Finalement, les anticorps

ont été€ visualisés par une réaction de chimioluminescence en utilisant le réactif SuperSignal

West Pico Chemiluminescent Substrate.

10.1 Décapage (Stripping)

Nous avons eu recours a la technique de décapage décrite ci-dessous afin de pouvoir
marquer une méme membrane de nitrocellulose plusieurs fois avec différents anticorps.
Afin d’enlever les anticorps primaires, les membranes ont été incubées dans une solution de
mercaptoéthanol (100 mM 2-mercaptoéthanol, 2 % SDS, 62,5 mM Tris-HCI pH 6,7)

pendant trente minutes, a 52 °C. Les membranes ont ensuite été rincées dans du PBS afin

d’enlever toute trace de la solution de décapage.



Résultats

Plusieurs kinases phosphorylent tau dont CaMKII, CDK5, GSK3p, PKA et ROCKIIL

Afin de mieux comprendre le rdle de ces kinases dans les tauopathies, nous avons mesuré la
quantité¢ des protéines, leur niveau d’activation et leur localisation dans un modeéle de souris
transgénique JNPL3 qui exprime la forme humaine mutante P301L de tau. Dans ces souris,
tau devient hyper-phosphorylée et elle s’accumule dans le compartiment somato-

dendritique. Dans la moelle €piniére, tau forme des agrégats insolubles nommés NFTs.

11. Niveau d’expression des kinases

Dans les souris JNPL3, la moelle épiniére est la région du systéme nerveux central
ou I’on trouve les NFTs et la mort neuronale les plus abondants. Nous avons donc étudié
les effets de la mutation P301L sur la quantité et I’activation des kinases de cette région.
Nous avons pour cela prélevé la moelle épiniere de quatre souris témoins (T 1 4 4) et de
quatre souris JNPL3 (J 1 a 4) 4gées de 10 mois. Ces moelles ont ét¢ homogénéisées puis
30 ug de chacun des homogénats ont été séparés sur un gel de polyacrylamide et transférés
sur une membrane de nitrocellulose. La quantité des kinases a été comparée par
immunobuvardage, entre les souris JNPL3 et les souris témoins. Des anticorps dirigés
contre CaMKII, CDK35, la sous-unité p35 de CDKS, I'isoforme GSK3, la sous-unité RIla
de PKA, et ROCKII ont été utilisés. Les caractéristiques de ces anticorps ont été présentées
précédemment (tableau 2, p.37). Seul I’anticorps contre CDK5 n’a jamais fonctionné en

immunobuvardage (résultats non montrés).

Nous avons utilisé deux anticorps supplémentaires, soit un anti-tubuline et un
anticorps polyclonal anti-tau. Le marquage de la tubuline a permis de s’assurer que la
méme quantité de protéines a été chargée dans chacun des puits. L anticorps anti-tau a
permis de montrer qu’il y avait effectivement une surexpression de la protéine tau dans la
moelle épiniére des souris INPL3. La figure 5 (p. 47) présente les résultats obtenus avec les
différents anticorps que nous avons utilisés.




44
L’anticorps contre la sous-unité¢ p35 de CDKS5 ne semblait pas démontrer une

augmentation significative de p35 dans les souris JNPL3. Bien que I’anticorps anti-p35 que
nous avons utilisé puisse aussi se lier & la sous-unité p25, nous n’avons jamais réussi a

visualiser p25 par notre technique d’immunobuvardage.

L’anticorps reconnaissant I’isoforme ROCKII (150 kDa) n’a pas démontré un

changement d’expression significatif chez les souris transgéniques JNPL3.

L’anticorps anti-CaMKII a révélé plusieurs bandes autour de 50 kDa, puisque
CaMKII est formée, dans le systéme nerveux, de différentes isoformes des sous-unités o et
B. Le niveau de la protéine CaMKII ne semble pas étre augmenté de maniére significative

chez les souris INPL3. Seule une différence entre les souris T2 et J2 seulement a été visible
(figure 5, p.47).

Nous avons utilisé un anticorps qui reconnait la sous-unité RIIa. de PKA. Cette sous-
unité présente un poids moléculaire d’environ 50 kDa. Etonrmamment, nous avons observé
une trés forte augmentation de cette sous-unité chez les souris JNPL3. Cette sous-unité est
probablement présente dans les souris témoins, mais & un niveau non détectable dans nos

conditions de révélation. La mutation P301L aurait donc un effet important sur I’ expression

de la sous-unité Rllo.

Nous avons finalement utilisé un anticorps qui reconnait 1’isoforme GSK3p. Cette

isoforme se retrouvant a 37 kDa. Nous avons observé une légére augmentation de

GSK3p chez les souris JNPL3.

Selon nos résultats, la surexpression de la protéine humaine mutante P301L de tau

induirait une augmentation de GSK3p et de la sous-unité-RIla de PKA.
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12. Activation des kinases

Dans la présente section, nous avons voulu vérifier si des kinases présentaient une
augmentation d’activité chez les souris INPL3. Il-existe des anticorps phospho-dépendants
qui reconnaissent les épitopes phosphorylés lors de 1’activation ou de I’augmentation de
I’activité des kinases CaMKII (Thr286), CDKS (Ser159) et GSK3 (GSK3a : Tyr279 et
GSK3f : Tyr216). Les caractéristiques des anticorps ont été présentées au tableau 2, p.37.
Puisque I’activation de PKA et ROCKII n’implique pas leur phosphorylation, cette

approche n’a pu étre utilisée pour celles-ci et leur niveau d’activation n’a pas été examiné
lors de cette étude.

Nous n’avons pas réussi a faire fonctionner les anticorps contre CaMKII (Thr286) et
CDKS5 (Ser159) par immunobuvardage. Le marquage avec ’anticorps CaMKII (Thr286)
était trés faible sur les coupes de moelle épiniére et ne marquait que quelques neurones
(figure 8, p.57). Ceci nous laissait croire que le niveau d’activation de CaMKII n’était pas
assez élevé pour permettre sa détection par immunobuvardage. Par contre, I’anticorps

reconnaissant les isoformes activées GSK3a et GSK3p a trés bien fonctionné (figure 5,
p.47).

Puisqu’il a été¢ démontré que seule I’isoforme GSK3 a la possibilité de phosphoryler
tau, nous ne nous attarderons ici que sur I’activation de I’isoforme GSK3§. Chez les souris
transgéniques J2, J3 et J4, nous avons observé une légere augmentation de 1’activité de
I’isoforme GSK3p. Cette augmentation d’activation concorde avec 1’augmentation de la

protéine GSK3p que nous avons observée (figure 5, p.73). Par contre, chez la souris J1, une

diminution de I’activité de cette isoforme a été notée.



Figure 5. Niveaux des protéines et activation des kinases CDK5, ROCKII,
CaMK]1l, PKA et GSK3B dans la moelle épiniére de souris témoins et
JNPL3.

Des immunobuvardages ont été effectués sur des homogénats de moelle
épiniére provenant de quatre souris témoins (T1 & T4) et quatre souris
JNPL3 (J1 a J4). L anticorps anti- tubuline démontre que la méme quantite
de protéine (30 ug) a été placée dans les puits. Les souris JNPL3 présentent
une surexpression de la protéine tau, comparées aux souris témoins.

A) Des anticorps anti-p35, ROCKII, CaMKI], la sous-unité RIla de PKA et
GSK3B, ont été utilisés afin de comparer les niveaux des protéines chez
les souris témoins et les souris JNPL3.

B) Un anticorps contre la forme active de GSK3 a été utilisé afin de

comparer le niveau d’activation de cette kinase chez les souris témoins
et les souris JNPL3.
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13. Localisation de tau et de CaMKII, p35. GSK38, RIla et

ROCKII dans les motoneurones des souris témoins et JNPL3

Tau est une protéine qui est normalement enrichie dans 1’axone. Cependant, en
conditions pathologiques, elle est relocalisée dans le compartiment somato-dendritique. Ce
phénomene est aussi observable chez les souris JNPL3. En effet, la surexpression de la
protéine tau P301L induit une accumulation intracellulaire de cette protéine dans prés de la

moiti€ des corps cellulaires des motoneurones de la moelle épiniére (figure 7 E, p. 53).

Selon les études antérieures, CaMKII, GSK3, la sous-unité RIlo. de PKA et ROCKII
se trouvent principalement dans le compartiment somato-dendritique, tandis que p35 et
CDKS5 peuvent se trouver aussi dans 1’axone (voir la section de ce travail portant sur la
localisation de ces kinases et sous-unités). Dans les tauopathies, il est possible que tau soit
phosphorylée par ces kinases normalement présentes dans le compartiment somato-
dendritique. Ce phénomeéne peut-Etre expliqué de deux fagons :

D Tau est redistribuée dans le compartiment somato-dendritique ou elle est

phosphorylée par les kinases contenues dans ce compartiment.

2) Les kinases du compartiment somato-dendritique se localisent dans 1’axone

ou elles phosphorylent tau, conduisant & une redistribution de tau dans le

compartiment somato-dendritique.

Un de nos objectifs était de savoir si les kinases CaMKII, GSK3p, ROCKII, les sous-
unité Rila de PKA et p35 de CDKS, étaient redistribuées de fagon anormale dans le
compartiment axonal. Pour ce faire, nous avons examiné la localisation de ces kinases par

immunohistochimie, sur des coupes de moelle épiniére des souris témoins et JNPL3, en

microscopie confocale.
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13.1 Marqueurs du compartiment somato-dendritique et axonal

Afin de distinguer le compartiment somato-dendritique du compartiment axonal dans
les souris JNPL3, nous avons eu recours a un anticorps dirigé contre les neurofilaments
phosphorylés de I’axone, soit I’anticorps SMI34 et un anticorps contre MAP2, une MAP
dendritique. Comme le montre la figure 6, le marquage de MAP2 (rose) et de SMI34
(turquoise) étaient complémentaires et ne se chevauchaient pas dans les souris témoins et
les souris JNPL3 (figure 6 C et F, p. 51). SMI34 semblait donc étre un bon marqueur

axonal et MAP2, un bon marqueur dendritique chez ces souris.

13.2 Compartimentation de la protéine tau

Chez les souris JNPL3, tau s’accumule dans le compartiment somato-dendritique
dans les motoneurones de la moelle épiniére. Afin d’étudier 1’étendue de la redistribution
de la protéine tau dans le compartiment somato-dendritique, nous avons fait un marquage

avec des anticorps anti-tau (polyclonal lapin) et anti-MAP?2 (clone AP20).

Puisque nous avons utilisé les mémes conditions de révélation, le marquage de tau
chez les souris témoins (figure 7 B, p. 53) était beaucoup plus faible que chez les souris

JNPL3; la surexpression de la protéine tau P301L produisant un marquage plus intense
(figure 7E, p. 53).

Lorsque les marquages de tau et de la protéine dendritique MAP2 étaient superposés
(figure 7 F, p. 53), le marquage de tau était dans le corps cellulaire et dans un prolongement
qui était aussi marqué avec AP20 (figure 7 E, fléche bleue). La couleur blanche traduit la
superposition du marquage de tau (vert) et de MAP2 (rose) et révéle la nouvelle localisation
somato-dendritique de la protéine tau. Il y avait par contre des prolongements qui n’étaient

marquees que par tau, présumément parce que la protéine était encore dans le compartiment
axonal.



Figure 6. SMI34, un marqueur axonal, et MAP2, un marqueur dendritique.

Des doubles marquages avec des anticorps dirigés contre les neurofilaments
phosphorylés de 1’axone (SMI34) et la protéine dendritique MAP2
(anticorps polyclonal lapin) ont été effectués sur des coupes de moelle
épiniere de souris témoins (A a C) et de souris JNPL3 (D a F) agées de 10
mois. Les images de superpositions (C et F) montrent que ces marquages
sont complémentaires. SMI34 (turquoise) est compartimenté dans I’axone et
MAP?2 dans les dendrites (rose) et cela, méme dans les souris JNPL3.
Images prises par microscopie confocale, utilisant un objectif de 63X.
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Figure 7. Compartimentation de la protéine tau.

Doubles marquages avec 1’anticorps AP20, qui reconnait la protéine
dendritique MAP2 (rose), et I’anticorps polyclonal dirigé contre tau (vert).
Les marquages ont été effectués sur des coupes de moelle épiniére de souris
témoin (A a C) et de souris JNPL3 (D a F) dgées de 10 mois. Les images de
superposition (C et F) indiquent que tau s’accumule dans le compartiment
somato-dendritique des souris JNPL3, puisqu’un prolongement est marqué
par tau et par MAP2 (F, fléche bleue). Images prises par microscopie
confocale, utilisant un objectif de 63X.
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13.3 Compartimentation des kinases et sous-unités

Afin de détecter, chez les souris JNPL3, une éventuelle perte de compartimentation
somato-dendritique de CaMKII, p35, GSK3p, RIIa de PKA et ROCKII, nous avons fait
des doubles marquages avec SMI34 et un anticorps dirigé contre une de ces kinases.
Puisque I’anticorps SMI34 a été produit chez la souris, il nous fallait donc choisir des
anticorps contre ces kinases qui provenaient d’un autre animal. 1. anticorps contre CaMKII
a été produit chez la souris et n’a donc pu étre utilisé. A cause de cette contrainte, nous
avons seulement examiné la localisation de CaMKII active, GSK38, la sous-unité Rlla de

PKA, et ROCKII. L’anticorps contre la forme active de GSK3 n’a pas fonctionné en

immunohistochimie.

La localisation des kinases et sous-unité a principalement été examinée dans la
corne antérieure de la moelle épiniere, ol se trouvent les motoneurones qui sont
grandement affectés par la surexpression de tau P301L, car ils présentent des
accumulations intracellulaires de tau et de la neurodégénérescence. Malheureusement, il
nous a été impossible de trouver un anticorps contre tau fabriqué chez un animal autre que
la souris ou le lapin. Ceci nous aurait permis d’effectuer des triples marquages afin de
visualiser tau, les neurofilaments axonaux (anticorps SM134) (souris) et une kinase (lapin).
De cette fagon, nous aurions été en mesure de comparer la localisation des kinases dans les
motoneurones qui présentent des accumulations intracellulaires de tau, de ceux qui n’en
ont pas. Par contre, puisque nous avons estimé que pres de la moitié des motoneurones
avaient des accumulations intracellulaires de tau, nous estimons qu’au moins un de ces
neurones était présent dans au moins un des champs photographiés. Voici donc les

observations que nous avons faites sur la localisation des kinases dans la moelle épiniere

des souris témoins et JNPL3.

Bien que le marquage de CaMKII active n’était pas trés évident et ce, méme & de plus
fortes concentrations d’anticorps, la majorité des corps cellulaires, a 1’exception du noyau,
et certains débuts de prolongements étaient marqués par 1’anticorps (figure 8 A et E, p. 57).
Le marquage intracellulaire était trés diffus, avec un motif pointillé (figure 8 D et H, p. 57).

Il ne semblait pas y avoir d’endroits ou le marquage co-localisait avec SMI34 (figure 8 C et
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G, p. 57). Cette kinase semblait donc avoir la méme compartimentation chez les souris

témoins et JNPL3,

Bien qu’il ait été¢ démontré que p35 et CDKS5 pouvaient se trouver dans les
compartiments somato-dendritique et axonale (voir la section de ce travail portant sur la
localisation de la kinase CDKS5), nous avons obtenu un marquage uniquement somato-
dendritique avec 1’anticorps anti-p35 (figure 9, p. 57-C). Les corps cellulaires étaient
marqués de fagon a créer certains endroits plus intenses (figure 9 C, D, G et H). Ce
marquage somato-dendritique nous a semblé trés similaire dans les motoneurones des

souris témoins et JNPL3 (figure 9 D et H). La compartimentation de p35 ne semble pas étre
perturbée chez les souris JNPL3.

L’anti-isoforme GSK3f marquait intensément tous les corps cellulaires des
motoneurones (figure 10 A et E, p. 59). Le marquage était situé autour du noyau et dans
tout le cytoplasme, sans présenter d’enrichissements importants (figure 10 D et H, p. 59).
Plusieurs prolongements €taient marqués par GSK3f et ceux-ci semblaient étre non

axonaux puisqu’ils ne co-localisaient pas avec SMI34 (figure 10 C et G, p. 59).

L’anticorps contre la sous-unité RIIae de PKA marquait trés faiblement les corps
cellulaires et certains prolongements des motoneurones. Par contre, certaines cellules de
plus petite taille étaient trés fortement marquées par cet anticorps (figure 11 A etE, p. 61).
I1 ne semblait pas y avoir d’endroits ot les deux marquages co-localisaient. Les marquages

de RIla et SMI34 semblaient donc complémentaires; RIla n’étant pas présente dans

I’axone.

L’anti-isoforme ROCKII marquait tous les corps cellulaires et les prolongements, de
maniere trés diffuse (figure 12 A et E, p. 63). C’est le seul anticorps que nous avons utilisé
qui a marqué le noyau (figure 12 D et H, p. 63). De plus, une légére accumulation du
marquage autour de la membrane plasmique était visible dans quelques motoneurones

(figure 12 H, fleche bleue). ROCKII ne semblait pas étre relocalisée dans 1’axone (figure 12
CetG,p. 63).
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Les marquages des kinases et sous-unité ne montraient ainsi aucune co-localisation

avec le marqueur axonal SMI34. Nous avons plutdt observé une complémentarité entre les
deux marquages, tant chez les souris témoins que les souris JNPL3. Il n’y aurait donc pas
de perte de compartimentation importante pour ces kinases et sous-unités chez les souris
JNPL3. Ces kinases ne semblent donc pas étre impliquées dans la phosphorylation de tau

au stade ou cette protéine est encore dans I’axone.



Figure 8. Localisation de CaMKII active

Des doubles marquages avec SMI34 et CaMKII (forme active) ont été faits
sur des coupes de moelle épini¢re de souris témoin (A a D) et JNPL3 (E &
H) agées de 10 mois. CaMKII active est représentée en rouge (A et E) tandis
que SMI34 est en vert (B et F). Des superpositions du marquage de la kinase
et de SMI34 (C et G) ont été zoomés (D et H) a différents grossissements.

Les images ont été prises en microscopie confocale, en utilisant un objectif
de 63 X.
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Figure 9. Localisation de la sous-unité p35 de CDK5

Des doubles marquages avec SMI34 et p35 ont été faits sur des coupes de
moelle épiniére de souris témoin (A 4 D) et INPL3 (E a H) agées de 10
mois. p35 est représentée en rouge (A et E) tandis que SMI34 est en vert (B
et F). Des superpositions du marquage de la sous-unité et de SMI34 (C et G)
ont été zoomés (D et H) a différents grossissements. Les images ont été
prises en microscopie confocale, en utilisant un objectif de 63 X.
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Figure 10. Localisation de GSK3f

Des doubles marquages avec SMI34 et GSK3f ont été faits sur des coupes
de moelle épiniére de souris témoin (A a D) et JNPL3 (E a H) dgées de 10
mois. GSK3p est représentée en rouge (A et E) tandis que SMI34 est en vert
(B et F). Des superpositions du marquage de la kinase et de SMI34 (C et G)
ont ¢ét¢ zoomes (D et H) a différents grossissements. Les images ont été
prises en microscopie confocale, en utilisant un objectif de 63 X.
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Figure 11. Localisation de la sous-unité RlIa de PKA

Des doubles marquages avec SMI34 et RIla ont été faits sur des coupes de
moelle épiniere de souris témoin (A a D) et JNPL3 (E a H) 4gées de 10
mois. RIla est représentée en rouge (A et E) tandis que SM134 est en vert
(B et F). Des superpositions du marquage de la sous-unité et de SMI34 (C et
G) ont été zoomés (D et H) a différents grossissements. Les images ont été
prises en microscopie confocale, en utilisant un objectif de 63 X.
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Figure 12. Localisation de ROCKII

Des doubles marquages avec SMI34 et ROCKII ont €té faits sur des coupes
de moelle épiniére de souris témoin (A a D) et INPL3 (E a H) agées de 10
mois. ROCKII est représentée en rouge (A et E) tandis que SMI34 est en
vert (B et F). Des superpositions du marquage de la kinase et de SMI34 (C
et G) ont été zoomés (D et H) a différents grossissements. Les images ont
été prises en microscopie confocale, en utilisant un objectif de 63 X.
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14. Localisation subcellulaire des kinases et sous-unités

Les kinases ¢tudiées dans la présente étude sont connues pour &tre associées a des
¢léments membranaires dans le neurone. Nous avons donc examiné leur distribution

subcellulaire chez les souris JNPL3 pour ainsi vérifier si cette distribution était modifiée

lors du processus de neurodégénérescence.

14.1 Caractérisation des fractions

Les différents éléments membranaires du cerveau ont été séparés par un
fractionnement subcellulaire (figure 4, p.41) mis au point par le Dr Jacques Paiement
(Bergeron et al., 1979). La caractérisation des fractions obtenues par le fractionnement du
cerveau de rats adultes, a été présentée dans une étude récente (Abi Farah et al., 2002).
Selon cette étude, la fraction RM contient des marqueurs du réticulum endoplasmique
(calnexine et ribophorine). De plus, une étude morphologique en microscopie électronique
a montré que les membranes contenues dans cette fraction sont décorées de ribosomes. La
fraction I1 contient des marqueurs du réticulum endoplasmique, ainsi que des marqueurs de
I’appareil de Golgi. Les fractions I2 et I3 sont considérées comme les fractions golgiennes
puisqu’elles sont enrichies de différents marqueurs de 1’appareil de Golgi. De plus, ces
deux fractions contiennent de la membrane plasmique comme I’indique la présence de
Na®**/K* ATPase. Les mitochondries semblent étre concentrées dans les fractions I3 et RM.

La fraction S100 contient les protéines cytosoliques. La présence de tubuline, de la protéine

tau, et un peu de MAP2 dans cette fraction a été notée.

Nos données récentes démontrent que les fractions obtenues & partir de cerveaux de
souris sont similaires a celles obtenues a partir de cerveaux de rats dans le cas des
marqueurs du réticulum endoplasmique et de MAP2, une protéine du cytosquelette (figure
13, p. 66). Par contre, les résultats obtenus avec I’anticorps anti-syntaxine 6 nous laissent
croire que la surexpression de la mutation P301L de la protéine tau induit des changements
au niveau de I’appareil de Golgi. En effet, la distribution de la syntaxine 6 est légérement
différente dans les fractions I3 et RM; une forte augmentation de cette protéine dans la
fraction I3 étant observée chez les souris JNPL3. Les effets de la surexpression de la
mutation P301L chez les souris JNPL3 au niveau de I’appareil de Golgi fait d’ailleurs

I’objet d’une autre étude (Liazoghli et al., manuscrit en révision).



Figure 13. Caractérisation biochimique des fractions membranaires isolées &
partir d'un cerveau d'une souris.

La caractérisation biochimique a permis d’identifier une fraction enrichie en
membranes du réticulum endoplasmique (RM) et deux fractions enrichies en
membranes golgiennes (12 et I13). La fraction 11 semble étre enrichie de
réticulum endoplasmique ainsi que, dans une moins grande proportion, de
membranes golgiennes. Les marqueurs des organelles (mis 4 part le marqueur
de I’appareil de Golgi) et MAP2 semblent étre distribués de fagon similaire
chez les souris témoins et les souris INPL3 4gées de 10 mois.

HM : Homogeénat, Mt : Microsomes totaux, S100 : partie cytosolique.
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14.2 Distribution des kinases et sous-unités

Puisqu’il existe une certaine variabilité entre les souris JNPL3 au niveau de
I’apparition et de la gravité des symptdmes causés par la surexpression de la protéine
humaine mutante P301L de tau, nous avons décidé de faire le fractionnement sur un seul
cerveau 4 la fois. Les fractionnements ont été faits sur des cerveaux (cortex cérébral et
cervelet) provenant de trois souris témoins et de cinq souris transgéniques JNPL 3 4gées de
dix mois. Les différentes fractions obtenues ont ¢té analysées par immunobuvardage. Grace
aux fractionnement de cerveau, nous avons étudié la localisation subcellulaire de GSK3
active, GSK3p, PKA Rlla, p35 et ROCKII (figure 14, p.70 et tableau 3, p.71). Nous

n’avons aucun résultat & présenter sur la localisation subcellulaire de CaMKII, & cause de
problemes techniques.

L’anticorps anti-GSK3p a principalement révélé des bandes situées dans la fraction
RM et moins fortement dans la fraction I12. En fait, dans un fractionnement provenant d’une
souris témoin et d’une souris JNPL3, I’anticorps n’a révélé que des bandes dans la fraction
RM. Ces mémes enrichissements ont ét€ observés avec I’anticorps contre la forme active de
GSK3. Chez les souris transgéniques, nous avons observé un changement dans la
localisation subcellulaire de GSK3f. En effet, nous avons observé que chez les souris
JNPL3, la protéine GSK3p des fractions S100 et I1 était diminuée, alors qu’elle était
augmentée dans la fraction 13. Cependant, la distribution subcellulaire de la forme active de
GSK3 était identique chez les souris témoins et transgéniques. Par contre, chez quatre
souris transgéniques sur cing, nous avons observé que la bande de GSK3 active, située

dans la fraction 11, était plus faible que celle située dans la fraction S100.

La majorité de la sous-unité RIla de PKA se trouvait dans la fraction S100, elle était
donc majoritairement cytosolique. Elle se trouvait aussi dans les fractions 12 et I3, a un
niveau beaucoup plus faible. Une légere augmentation dans la fraction 12 a été observée
chez deux souris JNPL3. De plus, nous avons observé une augmentation de ’intensité du
niveau de RlIla dans le S100, chez trois souris JNPL3. Cette augmentation du niveau de
RIla dans la fraction S100 et 12 corrobore 1’augmentation de cette protéine observée dans

les homogénats de moelle épiniere des souris JNPL3 (figure 5, p. 47).
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.p35 était principalement localisée dans les fractions RM et I3 et, dans une moins

grande proportion, dans la fraction 12. Chez deux souris JNPL3 sur trois, nous avons

observé une diminution du niveau de p35 dans la fraction 13 et une augmentation dans la
fraction RM.

La kinase ROCKII était majoritairement présente dans le cytosol (S100) et dans la
fraction golgienne 12; cette fraction étant aussi enrichie de membranes plasmiques. Une
différence importante a été observée entre les homogénats de cerveau, puisqu’il y avait une
légeére augmentation de ROCKII dans les homogénats de cerveau des trois souris
transgéniques utilisées. Cette augmentation de la protéine ROCKII n’a pas été observée
dans les homogénats de moelle épinicres (figure 5, p. 47). Dans les autres fractions du

cerveau, la distribution de ROCKII semblait identique chez les souris témoins et les souris
JNPL3.

Grace au fractionnement subcellulaire du cerveau, nous avons été en mesure
d’observer certaines différences dans la localisation subcellulaire de la sous-unité p35, de la
sous-unit¢ RIla de PKA et de la kinase GSK3f. Les résultats obtenus par
immunobuvardage sont aussi présentés sous forme de tableau, afin de schématiser les
enrichissements des kinases dans les différentes fractions du cerveau de souris (tableau 3,

p. 71). Ce tableau présente les résultats obtenus chez la majorité des trois souris témoins et
des cinq souris JNPL3 utilisées.

La surexpression de la forme humaine mutante tau P310L chez la souris semble donc
influencer certaines kinases tant au niveau de leur expression, de leur activation, que de leur
localisation subcellulaire. Ces changements sont peut-étre impliqués dans le processus

pathologique lié au développement des tauopathies.



Figure 14. Localisation des kinases dans les fractions subcellulaires isolées
a partir d'un cerveau de souris témoins ou de souris JNPL3.

La localisation subcellulaire des kinases GSK3f, GSK3 active, PKA Rlla,
la sous-unité p35 de la kinase CDK5 et ROCKII a été étudiée par un
fractionnement subcellulaire du cerveau de souris témoins et JNPL3.

HM : Homogénat, Mt : Microsomes totaux, S100 : partie cytosolique.

RM : Fraction enrichie de réticulum endoplasmique

I1 : Fraction enrichie de réticulum endoplasmique et contenant de 1’appareil
de Golgi

12, I3 : Fractions golgiennes
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I3 RM S100 I 2
Kinase
GSK3p + +++ + + +4++
++ +++ +++
GSK3 active + +++ + + +++
+ +++ + +++
PKA Rila + +++ +
+ +++ ++
p35 +++ +++ + o
+ ++++ + ++
ROCKII + + ++ 4 ++ +++
+ + +++ ++ +++

Tableau 3. Enrichissement des kinases dans les fractions subcellulaires
isolées a partir d'un cerveau de souris témoin ou de souris JNPL3.

Ce tableau décrit les enrichissements des kinases dans les différentes
fractions, selon les résultats obtenus de trois fractionnements de cerveau de
souris témoins et cinq de souris JNPL3. Les cases blanches représentent les
resultats obtenus chez les souris témoins et les cases grises les souris
IJNPL3.

+++ Enrichissement principal,

++ enrichissement secondaire,

+ peu enrichie.
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Discussion et conclusion |

Les tauopathies ont comme caractéristique commune la phosphorylation anormale
de la protéine tau qui s’accumule dans le compartiment somato-dendritique et forme des
NFTs. Une hypothese trés répandue est qu’une dérégulation de certaines kinases
favoriserait cette hyper-phosphorylation de tau. Il a été démontré dans différentes études
que CaMKII, CDK35, GSK38, PKA et ROCKII avaient la propriété de phosphoryler tau in
vitro, comme il en a été question dans la section de ce document portant sur la
phosphorylation de tau. De plus, ces kinases sont impliquées dans le développement et la
fonction du neurone (voir la section sur la localisation de chacune des kinases). Outre la

phosphorylation de tau, la dérégulation de ces kinases pourrait avoir des conséquences

importantes sur le fonctionnement du neurone.

Le réle de ces kinases dans les tauopathies est loin d’étre élucidé. C’est pourquoi
nous avons décidé de mesurer les protéines, le niveau d’activation, la compartimentation et

la localisation subcellulaire de ces cing kinases, chez la souris JNPL3 qui exprime la forme
humaine mutante tau P301L.

15. Expression, niveau protéique et activation des kinases

Nous avons observé, dans les moelles épiniéres des souris JNPL3, une trés 1égere
augmentation de la protéine GSK3B, ainsi qu’une trés forte augmentation de la sous-unité
RIla de PKA (figure 5, p. 47). De plus, nous avons observé une augmentation de 1’activité
de GSK3B chez trois souris JNPL3 sur quatre. Evidemment, nous ne sommes pas les
premiers a étudier le niveau protéique ou I’activation de CaMKII, CDK5, GSK3p ou PKA

dans des modeles animaux ou chez des patients humains atteints d’une tauopathie.
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15.1 CaMKII et plasticité synaptique

Une étude faite chez ’humain a décel¢ une augmentation de CaMKII spécifiquement
dans les neurones pyramidaux de I’hippocampe (McKee et al., 1990), bien qu’une autre
étude en hybridation in situ n’ait pas noté de différence au niveau de I’ARN messager dans
les cerveaux atteints (Mah et al.,, 1992). De notre c6té, nous n’avons pas observé une

augmentation de protéine dans la moelle épiniére des souris INPL3 (figure 5, p.47).

15.2 Conséquences de 1’inhibition de PKA

La plus forte augmentation du niveau protéique que -nous-avons.observée dans les
souris JNPL3 est celle de la sous-unité régulatrice RIla de PKA (figure 5, p. 47). Une étude
précédente avait démontré que le niveau de la sous-unité RII était légérement augmenté
dans les cerveaux atteints de la maladie d’Alzheimer, tandis que le nivean de Cp semblait
étre constant (Jicha et al., 1999¢). Malheureusement, ce sont les seules sous-unités qui ont
été étudiés dans les cerveaux atteints d’une tauopathie. De plus, une €tude a démontré qu’il
se produisait une diminution de I’activit¢ de PKA dans les cerveaux atteints de la maladie

d’ Alzheimer et du syndrome de Down (Kim et al., 2001).

Cette diminution d’activation de PKA pourrait étre causée par une augmentation du
nombre des sous-unités régulatrices. Conséquemment, les sous-unités régulatrices se
lieraient davantage aux sous-unités catalytiques de PKA, inhibant ainsi son activité.
Puisque nous avons remarqué que RIla était beaucoup plus abondante dans les souris
JNPL3, nous pensons qu’il est trés probable que les deux sous-unités (RIIa et RIIB)
agissent de la méme fagon. C’est d’ailleurs ce qui a été observé lors d’une étude sur la
régulation de PKA lors de I’axotomie du nerf facial chez le rat (Ohno et al., 1994). Cette
é¢tude a permis d’observer une diminution du niveau d’expression des sous-unités
catalytiques et une augmentation des sous-unités RII. Le processus de neurodégénérescence
induit par I’axotomie (et peut-étre méme induit par la surexpression de la protéine tau
P310L dans la moelle épiniere des souris JNPL3) provoque des mécanismes qui régulent le

niveau d’expression des différentes sous-unités de PKA, diminuant ainsi le niveau

d’activité de PKA dans les motoneurones affectés.
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L’augmentation de la sous-unité RIla de PKA que nous avons observée chez les

souris JNPL3 (figure 5, p.47) pourrait étre liée & une diminution de I’activation de PKA.
Cela pourrait avoir des répercussions importantes au niveau de la plasticité synaptique (voir
I’article de revue de Waltereit et Weller, 2003), de la transcription activée par le facteur de
transcription CREB (voir Particle de revue de Deisseroth et al., 2003; Silva et al., 1998) et
de la LTP (voir I’article de revue de Blitzer et al., 1998) puisque PKA est impliquée de
fagon importante dans tous ces processus. Evidemment, des études sur le niveau

d’activation de PKA chez les souris JNPL3 seront nécessaires afin de démontrer cela.

15.3 GSK 3B et neurodéeénérescence

Le niveau d’expression de GSK3p dans les cerveaux atteints de la maladie
d’Alzheimer est un sujet trés controversé. Une augmentation de I’expression de GSK3p a
été notée dans deux études différentes (Pei et al., 1997; Imahori et al., 1998) tandis qu’une
diminution a été démontrée dans une autre (Baum et al., 1996). Selon nos résultats obtenus
chez la sourts JNPL3, il semble y avoir une légére augmentation de la protéine et de
’activation de GSK3p dans la moelle épinicre (figure 5, p. 47), ceci ayant ét€ noté chez

trois souris JNPL3 sur quatre.

L’activité de GSK3p est principalement régulée par la voie Akt/PKB (Mora et al.,
2002; Ishii et al., 2003). Une étude a d’ailleurs démontré que cette voie était dérégulée dans
les cerveaux atteints de la maladie d’Alzheimer ce qui avait comme effet d’augmenter le
niveau d’activation de GSK3f (Ryder et al., 2004), induisant ainsi 1’apoptose (Mora et al.,
2002; Ishii et al., 2003). La neurodégénérescence observée dans la moelle épiniere des
souris JNPL3 pourrait donc étre induite par I’augmentation de la protéine et de I’activation
de GSK3p que nous avons observées (figure 5, p.47). Par contre, d’autres expériences
devront étre faites afin de savoir si la voie Akt/PKB est effectivement responsable de

I’augmentation de ’activité de GSK3p chez les souris JNPL3.



75
15.4 CDKS3, p25 et p35

Le niveau d’expression de CDKS, p35 et p25 dans les cerveaux atteints d’une
tauopathie est un autre sujet trés controversé. Des études ont décrit une augmentation du
niveau d’expression de CDKS (Pei et al., 1997; Borghi et al., 2002) tandis qu’aucune
différence a été€ notée dans une étude plus récente, tant au niveau de ’expression de CDK5
que de p35 (Tandon et al., 2003). De plus, il a ét¢ démontré que le ratio p25/p35 pouvait
varier d’un cerveau a I’autre a cause de I’activation post-mortem des calpaines, favorisant
la dégradation de p35 en p25 (Taniguchi et al., 2001). Par contre, une étude a démontré que
le nivean d’activation des calpaines était constant dans les cerveaux témoins et atteints de la
maladie d’Alzheimer et qu’une augmentation de p25 était tout de méme visible,

principalement dans le cortex frontal des cerveaux atteints (Tseng et al., 2002).

Puisque nous n’avons pas ét¢ en mesure de visualiser p25 par immunobuvardage,
nous ne pouvons conclure quoi que ce soit sur le niveau protéique de p25. Par contre,
puisque nous avons remarqué que le niveau d’expression de p35 était constant dans les

souris témoins et JNPL3 (figure 5, p. 47), nous pensons qu’une dégradation importante de
p35 en p25 est peu envisageable.

Dans les neurones de la substance noire, il a été démontré que CDKS est une kinase
essentielle au processus d’apoptose induit par le 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-
tétrahydropyridine (MPTP) (Crocker et al., 2003). Dans ces neurones dopaminergiques, le
MPTP induit une augmentation de p25 et de 1’activité¢ de CDKS, une augmentation de la
phosphorylation de tau et, finalement, de la neurodégénérescence (Smith et al., 2003). De
plus, il a été démontré que CDKS et p35 sont relocalisées dans le noyau des neurones de la
substance noire (Neystat et al., 2001). D’autres études devront étre faites afin d’en savoir

plus sur le réle du complexe CDK 5/p35 dans le noyau.
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15.5 Surexpression de p25 et de GSK 38

Comme il en a été question dans la section sur la phosphorylation de tau, les kinases
que nous avons étudiées ont la propriété de phosphoryler tau in vitro. Evidemment, il est
encore trop t6t pour conclure qu’elles peuvent aussi phosphoryler tau in vivo et qu’elles
sont impliquées dans les tauopathies. Des souris transgéniques ont été créées afin d’étudier

les conséquences d’une surexpression de la sous-unité p25 de CDKS5 et de GSK3.

La sous-unite p25 active CDKS a un niveau supérieur que les autres cyclines (Patrick
et al., 1999). C’est pourquoi des souris qui surexpriment cette sous-unité ont €té créées.
Chez un mode¢le de souris transgénique, une phosphorylation de tau aux épitopes Ser202 et
Ser404 a été observée, ainsi qu’une activation du cycle cellulaire dans la glande hypophyse
(Takashima et al., 2001). Tau n’est pas devenue hyper-phosphorylée et il n’y a pas eu de
signes importants de mort neuronale. Une autre souris transgénique qui surexprime, elle
aussi, p25 démontre des caractéristiques différentes. Cette souris présente de la

dégénérescence axonale et des agrégats de tau, bien que des NFTs n’ont pas été observés
(Bian et al., 2002).

Chez la souris qui surexprime GSK 38, tau est hyper-phosphorylée et elle forme des
agrégats dans le compartiment somato-dendritique (Lucas et al., 2001). De plus, des signes

de neurodégénérescence ont été observés.

Selon ces modeles animaux, p25 et GSK3f ne semblent pas étre les seules causes des
symptomes pathalogiques des tauopathies. 11 est trés probable que plusieurs kinases et
d’autres protéines soient impliquées et qu’ensemble, elles peuvent induire tous les
processus pathologiques caractéristiques des tauopathies. En effet, des articles de revue
décrivent I’implication d’autres kinases dont MARK (Zhu et al., 2002), la voie JNK/c-Jun
(Okazawa et Estus, 2002), p21Ras (Gartner et al., 1999), la phosphatase PP2B (Lian et al.,
2001) et, finalement, du processus de I’ubiquitination (Igbal et Grundke-Igbal et al., 1991),
lors du processus pathologique des tauopathies. Il ne faut pas oublier que I’hyper-
phosphorylation n’est pas seulement restreinte 4 la protéine tau. En effet, les NFTs
contiennent aussi d’autres protéines du cytosquelette, dont MAP2 et des neurofilaments

anormalement phosphorylés (voir l'article de revue de Johnson et Jenkins, 1999). Cette
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hyper-phosphorylation semble donc étre un probléme d’activation de certaines phospho-

protéines, incluant plusieurs kinases qui peuvent phosphoryler tau.

L’augmentation du niveau de GSK3p et Rlla et de I’activation de GSK3p chez les
souris JNPL3 semble donc concorder avec certaines études faites sur des cerveaux humains
atteints d’une tauopathie. Nous pensons donc que la surexpression de la protéine tau P301L
chez la souris induit des mécanismes communs aux tauopathies, pouvant déréguler le

niveau et 1’activation de certaines kinases et sous-unités.

16. Compartimentation des kinases

L’hyper-phosphorylation de tau n’est peut-&tre pas seulement liée 4 une augmentation
du niveau protéique ou de I’activité des kinases, mais plut6t & leur proximité. En se basant
sur cette hypothése, nous étions intéressés a savoir si une perte de compartimentation
s’effectuait chez les souris JNPL3. Les kinases et sous-unités que nous avons étudiées,
mises a4 part CDK5 et p35, ne sont pas présentes dans le compartiment axonal. Par
immunohistochimie, nous avons regardé si la compartimentation de CaMKII active, de
GSK3B, de la sous-unité RIla de PKA, de p35 et de ROCKII, était affectée chez les souris
JNPL3. Selon nos résultats sur la compartimentation de ces kinases et sous-unité (figures 8

412, pp. 57 a 63), cette hypothése semble se révéler contradictoire.

Selon nos résultats, nous pensons que ces kinases et sous-unité n’ont pas la possibilité
de phosphoryler tau lorsque celle-ci se trouve dans ’axone, avant qu’elle ne s’accumule
dans le soma. Il est donc peu probable que ces kinases soient impliquées dans les premiéres
étapes de la phosphorylation anormale de tau. Il serait avantageux de faire d’autres
marquages en utilisant d’autres kinases ou sous-unité. 11 serait peut-étre possible d’en
découvrir une qui s’accumulerait dans 1’axone lors des premiéres phases de la pathologie et

ainsi mieux comprendre les kinases impliquées dans la phosphorylation de tau.

Il ne faut pas oublier qu’une certaine proportion des protéines tau est localisée dans le
corps cellulaire des neurones adultes (Migheli et al., 1988). Il est possible que la pathologie

débute par une phosphorylation anormale de ces protéines alors qu’elles sont toujours dans
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le corps cellulaire. Une redistribution de tau axonale vers le corps cellulaire ne serait donc

pas impliquée dans la pathologie, du moins, pas durant la phase précoce de la maladie.

Evidemment, toutes les hypothéses expliquant I’apparition de la pathologie restent a tre

démontrées.

17. Localisation subcellulaire des kinases

Afin d’¢tudier la localisation subcellulaire des kinases, nous avons opté pour-une
autre technique, soit le fractionnement subcellulaire de cerveau. Malgré quelques difficultés
techniques, nous avons été en mesure d’obtenir des résultats intéressants qui sont peut-étre
des indices du dysfonctionnement du neurone et peut-étre méme du processus de
neurodégénérescence. En effet, cette technique nous a été fort utile pour détecter des
différences dans la distribution de certaines kinases et sous-unités chez les souris JNPL3
figure 14, p.70). Evidemment, la technique de fractionnement n’est pas parfaite.
Probablement que des études en microscopie électronique seront nécessaires afin de

documenter les changements de localisation que nous avons notés.

Une diminution de p35 dans la fraction golgienne 13 pourrait avoir des répercussions
importantes & plusieurs niveaux, puisque p35 est localisée & la membrane golgienne
(Paglini et al,, 2001), 4 la membrane plasmique (Patrick et al., 1999); ces organelles
membranaires étant présentes dans la fraction 13. De plus, cette protéine protége I’intégrité
des mitochondries (Weishaupt et al., 2003). Evidemment, d’autres études seront nécessaires
afin de mieux connaitre la cause exacte de la diminution de p35 dans la fraction I3 et son
impact sur une de ces organelles membranaires. Des fractions purifides, afin de n’avoir
qu’un seul type d’organelle membranaire, seraient nécessaires afin de savoir dans quelle

organelle exactement se produit cette diminution de p35.

Le r6le de CDKS dans le processus de mort neuronale a fait ’objet de plusieurs
¢tudes. En effet, il a été démontré que CDKS était relocalisée dans le noyau des neurones
glutamatergiques en apoptose (Neystat et al., 2001). De plus, 1’inhibition de CDK5 protege
Pintégrité des mitochondries; ce qui a un effet neuroprotecteur (Weishaupt et al., 2003). 11

serait intéressant de vérifier si le niveau de p35 et de CDKS5 dans des fractions purifiées de
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mitochondries ou de noyaux est différent chez les souris JINPL3. Ainsi, il sera possible de

savoir si 'implication de CDKS5 dans le processus de neurodégénérescene est similaire 2
ceux décrits dans ces articles.

Gréce au fractionnement subcellulaire de cerveau, nous avons noté certaines
différences au niveau de la localisation subcellulaire de GSK3p et de GSK3p active, chez
les souris témoins et JNPL3 (figure 14, p.70). Une étude avait déja démontré que la
surexpression de tau 4R induisait la fragmentation de 1’appareil de Golgi dans les astrocytes
en culture (Yoshiyama et al., 2003) et que I’inhibition de GSK3 stabilisait ’intégrité de
I"appareil de Golgi dans des neurones exposés a des toxines (Elyaman et al., 2002). Selon
ces ¢tudes, GSK3f semble donc étre une kinase impliquée dans le processus de mort
neuronale. Afin de mieux comprendre le role de GSK3p dans la fragmentation de I’appareil
de Golgi et son implication dans le processus de neurodégénérescence, il serait peut-étre
avantageux d’étudier ce phénomeéne dans la moelle épiniére, puisque c’est & cet endroit que
sont situés les motoneurones qui présentent des signes de neurodégénérescence. Par contre,
nos résultats obtenus par fractionnement subcellulaire de cerveau nous donnent comme
indication qu’une dérégulation de GSK3p s’effectue au niveau de la localisation

subcellulaire, avant méme que des signes évidents de mort neuronale soient présents dans le

cerveau des souris JNPL3.

Chez les souris JNPL3, une augmentation de la sous-unité RIla de PKA a été notée
dans la fraction 12, cette fraction contenant beaucoup du marqueur du Golgi-trans. 1] a été
démontré que RIla pouvait s’associer aux vésicules membranaires associées aux
microtubules et que PKA était nécessaire a la phosphorylation du récepteur NMDA sortant
du Golgi trans, afin d’étre localisé vers les synapses (Scott et al., 2003). PKA a donc un
16le trés important dans le ciblage et le transport des vésicules membranaires. 11 serait donc
tres intéressant de faire d’autres études afin de voir si ’augmentation de RIla que nous

avons observée peut avoir un impact imporiant sur la fonction du Golgi-trans chez les
souris JNPL3.

Finalement, nous n’avons pas observé de différence au niveau de la distribution de

ROCKII, bien qu’une augmentation de son niveau protéique dans ’homogénat de cerveau
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(et non de la moelle épiniére) ait été observée. La surexpression de tau P301L induit donc

des mécanismes différents qui s’opérent afin d’augmenter le niveau de ROCKII
spécifiquement dans le cerveau et non pas dans la moelle épiniére des souris JNPL3. Des

études devront étre faites afin de mieux comprendre les mécanismes expliquant cette
différence.

Les résultats obtenus par le fractionnement de cerveau indiquent qu’il se passe des
changements dans la distribution subcellulaire des kinases. Evidemment, d’autres études
seront nécessaires afin de mieux documenter les modifications de la distribution des kinases

au niveau des organelles membranaires, ces modifications étant induites par la

surexpression de la protéine tau P301L.

18. Un autre modéle de souris

Les résultats que nous avons obtenus avec les homogénats de moelle et le
fractionnement subcellulaire de cerveau sont trés prometteurs. Ils démontrent que la
dérégulation des kinases, induite par la surexpression de la protéine tau humaine mutante
P310L, se fait par des changements, tant du niveau des protéines et de leur activation, que
de leur localisation subcellulaire. Par contre, il ne faut pas oublier que le cerveau n’est pas
dans un état pathologique aussi avancé que la moelle épiniére. En effet, les neurones du
cerveau sont plutdt dans un état pré-NFTs, tandis que des NFTs sont beaucoup plus

abondants dans les motoneurones de la moelle épiniére (Lewis et al., 2000).

Puisque la technique de fractionnement ne peut se faire avec une seule moelle
épinicre, il serait peut-étre avantageux de refaire ces expériences en utilisant la souris htau
qui surexprime la protéine tau humaine avec une suppression du géne de la protéine tau de
la souris (Andorfer et al., 2003). En effet, chez cette souris, les régions du cerveaux
présentant des NFTs sont les mémes que celles affectées dans le cerveau humain atteint de
la maladie d’ Alzheimer. Puisque le cerveau de la souris htau contient des neurones avec des
filaments de tau, des changements plus significatifs que ceux de la souris JNPL3 seront

peut-étre observés au niveau de la localisation subcellulaire des kinases. De plus, une
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comparaison entre un cerveau dans un état pré-NFTs (souris JNPL3) et un cerveau avec des

NFTs (souris htau) sera possible. Ceci permettra d’avoir des indications sur la chronologie

des différentes étapes impliquées dans le développement de la pathologie.

La souris htau démontre aussi, comme nous 1’avons expliqué dans la section 5 sur
les modeéles in vivo des tanopathies, que la surexpression de la protéine tau normale peut
aussi avoir des impacts importants sur le métabolisme du neurone. Selon 1’isoforme utilisée
pour produire une souris transgénique, il a été possible d’obtenir de 1’hyper-
phosphorylation de la protéine tau, des accumulations somato-dendritiques et de la
neurodégenérescence (tableau 1, p.30). Dans le cas de la souris htau, les déficits créés par la
surexpression de la protéine tau ne sont donc pas causés par une mutation quelconque de
cette protéine. Une étude a d’ailleurs étudié I’influence de la surexpression de tau sur des
neurones en culture (Mandelkow et al., 2003). Il a été démontré dans cet article qu’une
augmentation de I’expression de tau peut perturber le transport axonal. Ceci nous laisse
donc croire que ’accumulation somato-dendritique de la protéine tau pourrait avoir

plusieurs conséquences néfastes pour le neurone. Le 1éle de tau dans les tauopathies reste

néanmoins a étre élucidé.

Un autre élément qu’il serait important d’améliorer est le fractionnement
subcellulaire de cerveau. Il serait trés avantageux de perfectionner la technique du
fractionnement, afin d’obtenir des fractions beaucoup plus pures, ne contenant qu’un seul

type d’organelle membranaire. Ceci permettrait d’étudier avec beaucoup plus d’exactitude

la localisation subcellulaire des kinases.

Les résultats présentés dans ce travail ne constituent pas une fin en soi. Au contraire,
nous pensons avoir plutét démontré des pistes intéressantes qui peuvent étre suivies lors de
prochaines études. Ces futures études permettront de mieux comprendre le role des kinases
CaMKII, CDK5, GSK3, PKA et ROCKII dans le développement des pathologies associées
aux tauopathies. Une fois que le mécanisme d’action de ces kinases sera découvert, des
cibles thérapeutiques pourront peut-&tre alors étre mises sur le marché afin de ralentir la
progression des tauopathies.
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Annexe

Contribution externe

Ce travail a €té rendu possible grace a I’aide de Sébastien Perreault et de Nicole
Leclerc.

Coupe de moelle épiniére

L’extraction et la coupe des moelles épiniéres pour I’ immunohistochimie ont été

effectuées par Sébastien Perreault.

Caractérisation des fractions subcellulaires de cerveau de souris

La section de ce travail portant sur la caractérisation du fractionnement de cerveau
chez la souris a €té écrite selon les résultats obtenus par Sébastien Perreault. La figure 12,

p. 66, a d’ailleurs était faite par Sébastien Perreauit.

Fractionnement subcellulaire d’un cerveau de souris

Les fractionnements de cerveau ont été faits par Sébastien Perreault et Nicole
Leclerc. La majorité des membranes de nitrocellulose (six membranes sur huit) ont été

faites et utilisées par Sébastien Perreault avant que nous les utilisions pour notre étude.




