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RESUME

Tau est une protéine associée aux microtubules enrichie dans I’axone. Dans la
maladie d’Alzheimer, Tau devient anormalement hyperphosphorylée, s’accumule dans le
compartiment somato-dendritique et s’agrége pour former des enchevétrements
neurofibrillaires (NFTs). Ces NFTs se propagent dans le cerveau dans un ordre bien précis.
Ils apparaissent d’abord dans le cortex transenthorinal pour ensuite se propager la ou ces
neurones projettent, c’est-a-dire au cortex entorhinal. Les NFTs s’étendent ensuite a
I’hippocampe puis a différentes régions du cortex et néocortex. De plus, des études récentes
ont démontré que la protéine Tau peut étre sécrétée par des lignées neuronales et que
lorsqu’on injecte des agrégats de Tau dans un cerveau de souris, ceux-ci peuvent pénétrer
dans les neurones et induire la pathologie de Tau dans le cerveau. Ces observations ont
mené a I’hypothése que la protéine Tau pathologique pourrait étre sécrétée par les
neurones, pour ensuite &tre endocytée par les cellules avoisinantes et ainsi propager la
maladie. L’objectif de la présente étude était donc de prouver la sécrétion de la protéine
Tau par les neurones et d’identifier par quelle voie elle est secrétée. Nos résultats ont
permis de démontrer que la protéine Tau est sécrétée par des neurones corticaux de souris
de type sauvage ainsi que dans un modéle de surexpression dans des cellules HeLa et PC12.
Nos résultats indiquent que la sécrétion de Tau se ferait par les autophagosomes.
Finalement, nous avons démontré que la protéine Tau sécrétée est déphosphorylée et clivée

par rapport a la protéine Tau intracellulaire non sécrétée.

Mots clés : Tau, Alzheimer, sécrétion, phosphorylation, autophagie, exosomes, tauopathies



SUMMARY

Tau, a microtubule-associated protein, is enriched in the axon. In Alzheimer’s
disease, Tau becomes hyperphosphorylated, redistributes to the somato-dendritic
compartment and forms aggregates called neurofibrillary tangles (NFTs). The NFTs
propagates in a predictable manner in particular neuronal networks. Indeed, they appear in
the trans-entorhinal region and then propagate to the entorhinal cortex where the trans-
entorhinal cortex projects. Then, the NFTs propagate to the hippocampus and to different
regions of the cortex and neocortex. Recent studies have reported that Tau can be secreted
by neuronal cell lines. Besides, when aggregates of Tau protein were injected in mouse
brain, they could enter neurons and induced Tau pathology. Based on those observations, it
was speculated that Tau could be secreted by neurons and then captured by neighbouring
cells to propagate Tau pathology in the brain. The goal of the present study was to prove
that Tau can be secreted by neurons and to find the secretory pathway involved in Tau
secretion. Moreover, the phosphorylation state of Tau protein was examined and compared
to intracellular non-secreted Tau. Our results showed that Tau is secreted by cortical
neurons isolated from wild-type mice and by HeLa and PC12 cells overexpressing human
Tau. Our results also indicated that autophagosomes would be involved in Tau secretion.
Finally, we found that secreted Tau was dephosphorylated and cleaved compared to the

non-secreted intracellular Tau.

Keywords: Tau, Alzheimer, secretion, phosphorylation, autophagy, exoxomes, tauopathies
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1. INTRODUCTION

1.1. Maladie d’Alzheimer

1.1.1. Définition et symptomes

La maladie d’Alzheimer (MA) a été décrite pour la premicre fois en 1907 par un
neurologue allemand du méme nom. La MA est une maladie neurodégénérative qui conduit
a la démence. Les personnes atteintes vont développer plusieurs problémes cognitifs dont le
plus connu est la perte de mémoire. La maladie se caractérise aussi par des pertes au niveau
du jugement, du raisonnement, a des changements au niveau de I’humeur, des
comportements et de la personnalité. Les patients peuvent aussi développer des probléemes
de langage allant méme jusqu’a perdre cette capacité dans les derniers stades de la maladie.
Bref, cette démence affecte plusieurs capacités, ce qui traduit un dysfonctionnement
neuronal et ultimement une large perte neuronale. On sait entre autre que plusieurs régions
du cerveau, tels I’hippocampe et le cortex entorhinal, deviennent atrophi¢es chez ces
personnes. Cette atrophie est probablement imputable a la diminution de densité
synaptique, au rétrécissement des neurones, ainsi qu’a la perte neuronale (Tartaglia, Rosen
et al. 2011). Les deux principales lésions pathologiques retrouvées dans la MA sont les

plaques séniles présentes a 1’extérieur des cellules ainsi que les NFTs intracellulaires.

1.1.2. Impact socio-économique

A I’heure actuelle, la MA et les démences apparentées touchent !5 million de
Canadiens. Avec la population vieillissante et les «babyboomers» maintenant dans la
soixantaine, le nombre de cas devrait atteindre les 1,1 M de Canadiens d’ici 2038. Le grave
probléme avec cette situation est le fait qu’il n’existe en ce moment aucune cure a la
maladie, les seuls médicaments servent a réduire les symptomes et non a freiner la
pathologie. En 2008, les familles canadiennes devant s’occuper d’un proche souffrant de
MA ont di passer 231 millions d’heures non-rémunérées a soigner leurs proches malades.
En plus de tout ce travail, on estime que la société doit débourser 15 milliards de dollars par
année pour les soins de santé liés aux patients atteints d’une démence, dont la MA

représente 63% des cas. D’ici 2038, ce fardeau économique devrait s’élever a environ 153
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milliards, soit dix fois plus qu’a I’heure actuelle. L’omniprésence de cette maladie dans la
société d’aujourd’hui, ainsi que le fardeau économique et social qu’elle représente, fait de
la MA un probléme de santé publique majeur (Statistiques tirées du site www.alzheimer.ca,

consulté le 2011-10-20).

1.1.3. Biologie de la maladie

Alois Alzheimer a été le premier a décrire les deux particularités histologiques
présentes dans la MA : les plaques amyloides et les enchevétrements neurofibrillaires
(NFTs). Ce n’est que plusieurs années plus tard que I’on découvrait que le principal
composant des plaques était le peptide AP, produit du clivage de la protéine précurseur de
I’amyloide (APP) (Glenner and Wong 1984), et que les NFTs étaient composés de la
protéine Tau hyperphosphorylée (Grundke-Igbal, Igbal et al. 1986). Bien vite, le peptide
AP s’est vu offrir le role de déclencheur de la MA. En effet, il avait ét¢ découvert que des
mutations dans le géne codant APP provoquaient une forme rare de la maladie, la MA
précoce, se déclenchant beaucoup plus tot chez les personnes atteintes, mais reproduisant
les caractéristiques pathologiques de la MA courante (Goate, Chartier-Harlin et al. 1991).
Des mutations dans le géne de Tau aussi ont par la suite ¢té découvertes, mais celles-ci
provoquaient [’apparition de démence fronto-temporale (FTD) (Hutton, Lendon et al.
1998), pathologie différente de la MA dans laquelle aucune plaque amyloide ne se
développe. De plus, d’autres mutations pouvant causer la MA précoce ont été identifiées
dans les génes de préséniline 1 et 2 (Levy-Lahad, Wasco et al. 1995; Rogaev, Sherrington
et al. 1995; Sherrington, Rogaev et al. 1995), mutations ayant un effet important sur le
clivage de la protéine APP et sur la formation de plaques amyloides. Toutes ces
observations ont alors mené a la théorie de la "cascade amyloide”, modele dans lequel
I’¢lévation du peptide AP dans le cerveau est I’événement pathologique premier menant a
la MA, causant I’hyperphosphorylation de Tau et les autres caractéristiques pathologiques

observées dans la maladie.



1.1.3.1. Théorie de la cascade amyloide

L’APP est exprimée de fagon ubiquitaire et son geéne est situé sur le chromosome 21
(Goldgaber, Lerman et al. 1987; Robakis, Wisniewski et al. 1987; Goate, Chartier-Harlin et
al. 1991). Cette protéine transmembranaire de type I est composée d’une importante région
extracellulaire, appelée ectodomaine, d’un domaine transmembranaire unique ainsi que
d’un court fragment intracellulaire (Figure 1, p.4). Bien qu’une multitude d’études aient été
effectuées sur cette protéine, la vaste panoplie de ses fonctions ne semble pas avoir été
entierement €élucidée. On sait entre autre que I’ectodomaine de la protéine a un réle a jouer
dans I’adhésion cellulaire, APP étant co-localisée avec les intégrines aux sites d’adhésion
cellulaire dans I’axone (Storey, Spurck et al. 1996; Yamazaki, Koo et al. 1997). Cette
portion de I’APP a aussi une fonction au niveau de la pousse neuritique et de la
synaptogenese. Le domaine intracellulaire de I’APP peut tant qu’a lui agir sur ’apoptose, le
transport axonal, la migration cellulaire et le remodelage des synapses (Zheng and Koo
2006). I1 a aussi un rdole dans certaines voies de signalisation cellulaire, de par sa
translocation au noyau et sa fonction de régulateur de la transcription (Cupers, Orlans et al.
2001; Gao and Pimplikar 2001; Kimberly, Zheng et al. 2001). Il a de plus la capacité
d’interagir avec plusieurs autres protéines, ce qui lui permet, par exemple, de s’ impliquer
dans la régulation de la motilité cellulaire et d’agir sur la dynamique du cone de croissance

(Sabo, Ikin et al. 2001; Sabo, Ikin et al. 2003).

Les diverses fonctions de I’APP peuvent se faire lorsque la protéine est compléete ou
suite a son clivage. La protéine est le substrat de trois sécrétases majeures, soit 1’ a-, la - et
la y-sécrétase. L’a-sécrétase est représentée majoritairement par ADAM 9, 10 et 17
(Buxbaum, Liu et al. 1998; Allinson, Parkin et al. 2003), alors que la B-sécrétase principale
de I’APP est BACE1 (Sinha, Anderson et al. 1999; Vassar, Bennett et al. 1999; Yan,
Bienkowski et al. 1999; Lau, McLoughlin et al. 2000). La y-sécrétase tant qu’a elle consiste
en un complexe de haut poids moléculaire qui est composé d’au moins quatre éléments
majeurs : la préséniline (PS, PS1 ou PS2), la nicastrine, I’APH-1 et la PEN-2 (Kimberly,
LaVoie et al. 2003; Takasugi, Tomita et al. 2003). L’ APP peut étre métabolisée par deux
voies : la voie amyloidogéne et la voie non- amyloidogéne (Figure 1, p.4) (Evin and
Weidemann 2002; Nunan and Small 2002; Ling, Morgan et al. 2003). La voie
amyloidogene résulte en la formation du peptide AP, le composant majeur des plaques

séniles. Celui-ci est produit lorsque 1I’APP est clivée par la B-sécrétase, puis par la
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Figure 1. Séquence de clivage de la protéine précurseur de I'amyloide.

Représentation schématique de la séquence de clivage de I'APP. La protéine
précurseur de l'amyloide peut étre clivée par l'a-sécrétase, et ensuite, par la y-sécrétase pour
donner les fragments p3 et AICD non-impliqués dans la pathologie de la MA. Ce processus
de clivage est la voie non-amyloidogeéne. L'APP peut alternativement étre clivée par la -
sécrétase suivie par la y-sécrétase pour donner les fragments AP et AICD. Cette voie est
appelée amyloidogeéne, car elle méne a la formation du peptide toxique AP, illustré en

rouge. EC: extracellulaire, TM: transmembranaire, IC: intracellulaire.
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y-sécrétase. La cascade non-amyloidogene tant qu’a elle ne conduit pas a la formation du
peptide AP pathogene et est induit par I’action des sécrétases o et y. Dans des conditions
non pathologiques, 95% du clivage de I’APP se fait grace a I’a-sécrétase (Esch, Keim et al.
1990). Par contre, la majorité des mutations de I’APP observées dans la MA sont pres des
sites de clivage de la protéine et résultent en une augmentation du clivage par la B- et la y-

sécrétase, provoquant de ce fait une augmentation de production du peptide Ap.

Le peptide AP se retrouve dans la cellule sous forme de monomére ou,
lorsqu’il adopte une structure en feuillet P, il peut s’assembler en dimére, trimére et
oligomere de plus grand ordre formant éventuellement des protofibrilles pour finalement
former les fibrilles matures que 1’on retrouve dans les plaques amyloides (Palop and Mucke
2010). Les protofibrilles sont composés de 15 a 40 monomeres qui vont le plus souvent
s’associer a des cations pour stabiliser leur assemblage (Caughey and Lansbury 2003). Les
fibrilles matures peuvent par la suite s’accumuler dans le milieu extracellulaire autour d’un
noyau de nucléation dont la composition est encore controversée (Harper and Lansbury
1997; Hayashi, Kimura et al. 2004; Kihara, Chatani et al. 2005; Yanagisawa 2005), pour
ainsi former les plaques amyloides. Ces plaques se retrouvent sous deux formes différentes;
la premiére est composée des fibrilles de AP disposés en feuillets béta et se nomme les
plaques neuritiques (Benzing, Ikonomovic et al. 1993). La seconde est composé de plaques
diffuses formées de dépositions d’AP qui contiennent trés peu ou aucun fibrille

(Yamaguchi, Hirai et al. 1988).

Plusieurs problémes pathologiques sont imputés au peptide AP. Des études ont
démontré in vitro et in vivo la neurotoxicité des fibrilles amyloides bien que les mécanismes
sous-jacents ne soient pas encore bien connus (Caughey and Lansbury 2003). Les
hypothéses les plus étudiées font état de la perturbation de I’homéostasie du calcium, de la
neuroinflammation et de I’induction d’un stress oxydant par ces fibrilles (Mattson, Cheng
et al. 1992; Miranda, Opazo et al. 2000; Morgan, Colombres et al. 2004). Il a aussi été
démontré que les oligomeres d’AP provoquent une diminution de la force de transmission
synaptique glutamatergique, de la plasticité synaptique et amenent la perte de ces dernicres
(Chapman, White et al. 1999; Hsia, Masliah et al. 1999; Walsh, Klyubin et al. 2002). Les
oligomeres vont diminuer la transmission synaptique excitative en réduisant le nombre de
récepteurs AMPA et NMDA a la surface cellulaire par endocytose (Kamenetz, Tomita et al.

2003; Hsieh, Boehm et al. 2006; Shankar, Bloodgood et al. 2007). I1 a de plus été démontré
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que le peptide AP peut affaiblir la potentialisation a long terme et augmenter la dépression a
long terme, bien que les mécanismes de ces modulations ne sont pas encore compris (Palop
and Mucke 2010). Toutes ces observations pourraient expliquer la déstabilisation du réseau

neuronal, la perte synaptique et la mort neuronale observée dans la maladie d’ Alzheimer.

Toutes ces observations indiquent que le peptide AP pourrait jouer un réle important
dans la neurodégénérescence li¢e a la MA. Par contre, il serait non-réaliste de considérer la
MA comme une maladie unifactorielle. D’ailleurs, plusieurs observations nous montrent
que la pathologie AP, a elle seule, ne suffit pas a provoquer la maladie. D’abord, il a été
démontré que I’apparition des plaques amyloides ne se fait pas toujours selon un motif fixe
et que leur propagation correle trés peu avec le degré de déclin cognitif (Arriagada,
Growdon et al. 1992; Nelson, Braak et al. 2009), contrairement a ce qui est observé pour la
formation de NFTs (Braak and Braak 1991). Ensuite, plusieurs souris transgéniques ou
doubles transgéniques contenant I’APP de type sauvage ou mutée conjuguée a la présence
d’autres protéines mutées, telles la PS1, ont été créées et aucune d’entre elles ne développe
de NFTs (Chin 2011), caractéristique pathologique de la MA. Finalement, selon la théorie
amyloide, si on réduit la quantité de AP dans le cerveau, on devrait bloquer la progression
de la maladie. Dans cette optique, une thérapie basée sur I'immunisation de patients par
I’injection de peptides AP a été testée chez des patients atteints de la MA (Holmes, Boche
et al. 2008; Small and Duff 2008). Au moment de la thérapie, la majorit¢ des patients
n’avaient qu’une atteinte moyenne de MA, telle qu’indiquée par les tests cognitifs. Bien
que la thérapie ait significativement diminué le niveau de AP dans le cerveau de ces
patients, ces derniers ont eu un profond déclin de leurs facultés cognitives. Lors de
I’autopsie, la pathologie de Tau était lourdement disséminée dans le cortex de ces patients
alors qu’au moment du traitement, il était estimé que le cortex n’en contenait probablement
pas encore. Ces résultats démontrent donc que, bien que I’Af ait un role important a jouer
dans la neurodégénerescence de la maladie, d’autres phénoménes pathologiques ont aussi

une implication majeure dans ce processus dégénératif.

1.1.3.2. Théorie Tau

Tau, dont il sera question en détail dans la section 1.2., est une protéine axonale li¢e

aux microtubules (MTs). Dans la MA, Tau devient anormalement hyperphosphorylée, se



8

détache des MTs, s’accumule dans le compartiment somato-dendritique et forme des
agrégats insolubles (Grundke-Igbal, Igbal et al. 1986; Grundke-Igbal, Igbal et al. 1986; Lee,
Goedert et al. 2001). Bien que plusieurs mutations dans le géne de Tau sont associées a
certains types de démence appelée les démences frontotemporales (Hutton, Lendon et al.
1998), aucune de ces mutations n’est présente dans la MA. C’est d’ailleurs pour cette raison
que les chercheurs ont longtemps cru que Tau n’était qu’un épiphénoméne provenant du
mauvais fonctionnement de 1’APP. Par contre, le nombre d’agrégats de Tau présent dans le
néocortex correle avec la sévérité du déclin cognitif observé dans la MA, ce qui n’est pas
observé avec ’apparition des plaques séniles (Arriagada, Growdon et al. 1992). C’est I'une

des raisons faisant en sorte que la protéine Tau est de plus en plus étudiée.

1.1.3.2.1. Hyperphosphorylation

La phosphorylation est la modification post-traductionnelle la plus étudi¢e de la
protéine Tau. On sait, en effet, que Tau contient 85 sites de phosphorylation possibles. De
ces 85 sites, seulement 9 ont été observés sous forme phosphorylée dans le cerveau humain
adulte normal, alors que 45 sites le sont dans le cerveau de patients souffrant de la MA
(Mawal-Dewan, Henley et al. 1994; Hanger, Byers et al. 2007; Hanger, Anderton et al.
2009). Cette phosphorylation de Tau semble se faire selon un ordre précis. En effet,
certains sites de phosphorylation tels les sites reconnus par 1’anticorps AT8, soit les sérines
199,202 et la thréonine 205 (S199, S202 et T205 respectivement), ainsi que la T231 et la
S262, sont phosphorylés trés tot dans la MA. Certains autres sites comme la T217 sont
phosphorylés a un stade intermédiaire de la maladie, alors que d’autres, tel 1’épitope PHF-1
(S396 et S404), ne sont observés sous forme phosphorylée qu’a un stade avancé de la MA
(Kimura, Ono et al. 1996; Augustinack, Schneider et al. 2002; Lauckner, Frey et al. 2003;
Maurage, Sergeant et al. 2003; Luna-Munoz, Chavez-Macias et al. 2007). Ces observations
ont mené¢ a la théorie de la cascade de phosphorylation de Tau, selon laquelle la
phosphorylation de certains sites serait pré-requise a la phosphorylation de sites
subséquents. Une étude menée au sein de notre laboratoire a permis d’élucider
partiellement cette cascade. Nous avons pu constater que la phosphorylation de certains
sites, tel I’épitope de ATS, a un impact sur 1’état de phosphorylation d’autres sites en aval

de la cascade. Ainsi, nous avons pu observer que la phosphorylation de la S262 favorise la
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phosphorylation subséquente de 1’épitope ATS, ce qui par la suite, augmente la
phosphorylation de la T217 et de I’épitope PHF-1. Etonnamment, nous avons aussi
démontré que la phosphorylation de certains sites peut diminuer la phosphorylation
subséquente d’autres sites. Nous avons ainsi pu établir une cascade de phosphorylation de
Tau a partir des sites que nous avons étudiés (Figure 2, p.10). Dans cette cascade, on peut
constater que AT8 semble étre un point central, pouvant a la fois inhiber et/ou favoriser la

phosphorylation a des sites subséquents (Bertrand, Plouffe et al. 2010).

1.1.3.2.2. Relocalisation somato-dendritique de la protéine Tau dans la MA

On sait que la protéine Tau normale se trouve principalement au niveau de 1’axone
des neurones, alors que dans les cas pathologiques comme la MA, la Tau
hyperphosphorylée a une localisation somato-dendritique. Dans une étude récente menée
dans notre laboratoire, nous avons surexprimé la protéine Tau humaine dans des neurones
hippocampaux de rats et nous avons pu observer que les sites de phosphorylation associés a
la pathologie reconnue par les anticorps AT8 (S199/5202/T205), AT100 (T212/S214/T217)
et AT180 (T231/S235) sont présents uniquement dans la région somato-dendritique des
neurones et non dans l'axone. Par contre, lorsque nous avons inhibé la phosphatase
principale de Tau, la phosphatase 2A (PP2A), la phosphorylation aux sites reconnus par les
anticorps AT8, AT100 et AT180 est apparue dans I’axone. Ces résultats indiquent donc que
la présence de la PP2A dans I’axone empéche normalement la protéine Tau de devenir
hyperphosphorylée, mécanisme qui serait absent de la région somato-dendritique. Ces
résultats suggerent donc que la perte d’activité de la PP2A pourrait contribuer a la
formation d’épitopes pathologiques dans I’axone et pourrait ainsi étre un événement
impliqué dans I’initiation de la pathologie de Tau dans la MA (Bertrand, Senechal et al.
2010). En effet, des études ont rapporté qu’il y avait une diminution de I’activité de PP2A
dans le cerveau des patients atteints de MA (Gong, Singh et al. 1993; Sontag, Luangpirom
et al. 2004).
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Figure 2. Cascade de phosphorylation de la protéine Tau.

La phosphorylation de la S262 favorise celle de I'épitope AT8, qui a son
tour, favorise la phosphorylation de la T217 et de I'¢épitope PHF-1. Par la suite, la
phosphorylation de la T217 diminue la phosphorylation subséquente a 1'épitope AT8 dans
une boucle de rétroaction, ce qui permettrait de balancer 1'é¢tat de phosphorylation de
I'épitope AT8 et de T217. De plus, la phosphorylation de I'épitope AT180 est diminuée par
la phosphorylation de S262 et/ou de I'épitope ATS. Finalement, la phosphorylation de AT8

diminuerait celle de S422.
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Tiré de Bertrand et al., 2010, Neuroscience, 168(2): 323-334
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1.1.3.2.3. Agrégation de la protéine Tau

Les NFTs sont I’'une des deux caractéristiques principales de la MA. Dans la
pathologie, les NFTs apparaissent toujours dans une partie bien précise du cerveau pour
ensuite se propager a différentes régions d’une manicre prévisible. Les NFTs apparaissent,
en effet, toujours dans le cortex trans-entorhinal pour ensuite se propager la ou celui-ci
projette, soit au cortex entorhinal. Les NFTs se propagent ultérieurement a I’hippocampe,
puis aux différentes régions du cortex et néocortex (Lace, Savva et al. 2009; Brundin,
Melki et al. 2010). Pour qu’il y ait formation de NFTs, il doit d’abord y avoir accumulation
de Tau hyperphosphorylée dans le compartiment somato-dendritique (Lee, Goedert et al.
2001). Cette population va ensuite former des dépdts filamenteux insolubles qui ont le plus
souvent 1’aspect de paires de filaments hélicoidaux (PHFs) ou de filaments droits (Kidd
1963; Spillantini and Goedert 1998). Ces filaments vont ensuite s’agréger pour former les
NFTs (Braak, Braak et al. 1994). De plus, il existe certains facteurs capables d’induire ou
de faciliter ’agrégation de Tau. On sait ainsi que les sulfoglycosaminoglycans peuvent
faciliter la polymérisation de Tau in vitro et qu’ils sont présents dans les NFTs (Goedert,
Jakes et al. 1996; Perez, Valpuesta et al. 1996). Il a de plus ét¢ démontré que les acides
gras comme [’acide arachidonique peuvent induire la polymérisation de Tau in vitro

(Wilson and Binder 1997).

1.1.3.2.4. Pathologie de Tau

Comme mentionné précédemment, la présence des NFTs corréle avec le déclin
cognitif chez les personnes atteintes de la MA (Arriagada, Growdon et al. 1992). En effet,
il existe une corrélation inverse entre le nombre de NFTs extracellulaires et le nombre de
neurones vivants, suggérant de ce fait que les neurones développant les NFTs pourraient
dégénérer et libérer ceux-ci dans le milieu extracellulaire (Goedert 1999). Des mod¢les de
souris transgéniques surexprimant la protéine Tau humaine ont de plus corroboré
I’apparition de problémes cognitifs et de pertes neuronales avec ’apparition des NFTs
(Ishihara, Hong et al. 1999; Lewis, McGowan et al. 2000; Gotz, Chen et al. 2001;
Tatebayashi, Miyasaka et al. 2002; Andorfer, Kress et al. 2003). Toutes ces associations
entre neurodégénérescence et présence d’agrégats de Tau ont mené a la conclusion que les

NFTs étaient la cause des dysfonctions neuronales apparaissant dans le cerveau atteint de la
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MA. Drailleurs, chez des souris transgéniques surexprimant la protéine Tau humaine
contenant la mutation P301L, il a été démontré que 1’accumulation des filaments de Tau
dans le corps cellulaire des neurones pouvait déplacer plusieurs organelles cytoplasmiques
de leur localisation habituelle et aussi diminuer le nombre usuel d’organelles (Lin, Lewis et
al. 2003). De plus, les PHFs, qu’ils soient isolés de cerveau de patients Alzheimer ou
produits in vitro, ont la capacité d’inhiber 1’activit¢ du protéasome (Keck, Nitsch et al.

2003). Cette perte pourrait contribuer a la perturbation de ’homéostasie de la cellule.

Par contre, les neurones CA1l hippocampaux sont capables de survivre
environ 20 ans en la présence de NFTs cytosoliques (Gendron and Petrucelli 2009), donnée
qui semble remettre en question la toxicité per se des agrégats. De surcroit, 1’étude de
SantaCruz et al. (2005) a permis de démontrer que la présence de NFTs n’était pas
suffisante pour induire la mort cellulaire et les déclins cognitifs dans leur mod¢le de souris
transgénique surexprimant la protéine Tau humaine mutante P301L dont I’expression peut
étre régulée. Ils ont en effet découvert que lorsqu’ils supprimaient 1’expression de la
protéine Tau humaine chez ces souris a I’age de 2.5 mois, age a laquelle ces souris
présentent des NFTs, la mémoire était recouvrée et la perte neuronale stabilisée bien que
I’accumulation de NFTs n’était pas interrompue (Santacruz, Lewis et al. 2005). Ces
résultats ont donc suggéré que la présence de NFTs n’était pas suffisante pour induire la
pathologie. Ces données remettent donc en question la toxicité des agrégats de Tau,
phénomeéne n’ayant d’ailleurs jamais été prouvé de facon directe. L hypothése émergente
est donc que la formation des NFTs résulterait d’'un mécanisme de protection mis en place

par la cellule afin de se protéger de la toxicité de la protéine Tau hyperphosphorylée libre.

En effet, plusieurs observations semblent indiquer que la Tau hyperphosphorylée
pourrait elle-méme étre trés toxique pour les neurones. Tout d’abord, Tau est reconnue pour
son rdle de liaison aux MTs. Par contre, la phosphorylation de Tau diminue son affinité
pour les MTs, compromettant ainsi son efficacit¢ a promouvoir la polymérisation et
I’assemblage de ces derniers (Lindwall and Cole 1984; Drechsel, Hyman et al. 1992), ce
qui entrainerait 1’effondrement du réseau microtubulaire (Ebneth, Drewes et al. 1999).
Egalement, plusieurs modéles de tauopathies humaines ont été développés chez la
drosophile. Ces modeles présentent plusieurs caractéristiques pathologiques présentes dans
les tauopathies, soit I’accumulation de Tau hyperphosphorylée au sein des neurones

corrélant avec la dégénérescence neuronale. Par contre, cette dégénérescence induite par
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Tau se fait en 1’absence de NFTs, démontrant que la protéine Tau hyperphosphorylée
cytosolique est en elle-méme suffisante pour induire la toxicit¢ (Wittmann, Wszolek et al.
2001; Steinhilb, Dias-Santagata et al. 2007; Feuillette, Miguel et al. 2010). De plus, il a été
démontré dans différentes lignées cellulaires de souris transgéniques surexprimant la
protéine Tau humaine que cette derni¢re peut provoquer la mort cellulaire en 1’absence de
filament (Spittaels, Van den Haute et al. 1999; Probst, Gotz et al. 2000). Qui plus est, dans
un modele de souris transgéniques surexprimant la GSK-3f3, une enzyme phosphorylant la
protéine Tau, il est possible d’observer I’hyperphosphorylation de Tau, sa relocalisation
somato-dendritique ainsi que la mort neuronale en I’absence de filaments de Tau
(Hernandez, Borrell et al. 2002). Les raisons de cette toxicité pourraient provenir du fait
que la protéine Tau cytosolique hyperphosphorylée peut séquestrer les protéines associées
aux MTs et ainsi perturber le réseau de MTs (Igbal, Alonso Adel et al. 2008). De plus, il a
été postulé qu’une quantit¢ de Tau liée aux MTs de fagon excessive pourrait provoquer
I’inhibition du transport de vésicules, d’organelles et d’¢léments du cytosquelette ce qui
pourrait grandement nuire a la survie cellulaire et compromettre 1’intégrité des synapses
(Stamer, Vogel et al. 2002; Mandelkow, Stamer et al. 2003). Egalement, il a été observé
que la pseudohyperphosphorylation de Tau peut promouvoir sa toxicité par activation de

voies apoptotiques dans les cellules différenciées PC12 (Fath, Eidenmuller et al. 2002).

La toxicité de la protéine Tau intracellulaire ne fait aucun doute. Par contre, il existe
une population de Tau extracellulaire, phénomene dont il sera question a la section 1.2.5.3.
Hors, il a ét¢ démontré que la protéine Tau extracellulaire pouvait étre toxique pour les
neurones, celle-ci pouvant agir par les récepteurs membranaux muscariniques (Gomez-
Ramos, Diaz-Hernandez et al. 2006; Gomez-Ramos, Diaz-Hernandez et al. 2008). 11 est
d’ailleurs observé que la protéine Tau extracellulaire hypophosphorylée était davantage
toxique que les NFTs de Tau se trouvant a I’extérieur des cellules. Au final, toutes ces
observations démontrent que la présence de la pathologie de Tau pourrait participer au

processus de neurodégénérescence observeé dans la MA.
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1.2. La protéine Tau

1.2.1. Structure

Tau fait partie de la famille des protéines associées aux microtubules, les MAPs. Le
gene codant pour Tau se trouve sur le bras long du chromosome 17, a la position 17q21
(Neve, Harris et al. 1986). La protéine Tau contient a la base 16 exons et peut former au
total 6 isoformes grace a 1’épissage alternatif (Figure 3, p.16) (Andreadis, Brown et al.
1992; Couchie, Mavilia et al. 1992; Goedert, Spillantini et al. 1992; Sawa, Oyama et al.
1994; Nelson, Stefansson et al. 1996; Buee, Bussiere et al. 2000). La portion C-terminale
contenant les exons 9 a 12 est caractérisée par la présence de 3 ou 4 répétitions tres
conservées de 18 acides aminés, d’ou I’appellation Tau3R et TaudR respectivement
(Goedert, Spillantini et al. 1989; Buee, Bussiere et al. 2000). La portion N-terminale tant
qu’a elle est caractérisée par I’absence ou la présence de 1 ou 2 inserts, codés par les exons
2 et 3, d’ou l’appellation ON, IN ou 2N (Goedert, Spillantini et al. 1989; Himmler,
Drechsel et al. 1989). Cette région de la protéine est trés acide et est suivie d’une région
riche en proline plutot basique (Buee, Bussiere et al. 2000). La partie N-terminale et la
région riche en proline forment le domaine de projection de la protéine, car il fait sailli a la
surface des MTs (Hirokawa, Shiomura et al. 1988), alors que la portion contenant les
répétitions R1 a R4 forme le domaine de liaison aux MTs (Figure 4, p.18). La protéine Tau
présente une structure allongée en forme de batonnet et une propriété hydrophile
(Hirokawa, Shiomura et al. 1988). Les six isoformes de Tau, variant entre 352 a 441 acides
aminés, sont exprimées dans le cerveau adulte, alors que seulement la Tau3RON est
exprimée dans le cerveau foetal (Goedert, Spillantini et al. 1989; Kosik, Orecchio et al.

1989). L’exon 4A est tant qu’a lui spécifique au systéme nerveux périphérique.
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Figure 3. Schéma des différentes isoformes de la protéine Tau humaine du systéme

nerveux central générées par épissage alternatif.

Le géne de la protéine Tau humaine se trouve sur le chromosome 17, a la position
17g21. 11 contient au total 16 exons, bien que le transcrit primaire n’en contienne que 13 di
a I’absence de transcription des exons 4A, 6 et 8 dans le cerveau humain. Les exons -1 et 14
sont transcrits mais non traduits et les exons 1,4, 5, 7,9, 11, 12, 13 sont constitutifs. Les 6
isoformes de Tau sont obtenues suite a I’épissage alternatif des exons 2, 3 et 10. Ces
isoformes se différencient donc par la présence de 3 ou 4 séquences répétées dans la région
carboxy-terminale (exons 9 a 12) ainsi que par 1’absence ou la présence de 1 ou 2 inserts de
29 acides aminés (exons 2 et 3) dans la région amino-terminale. Les six isoformes de Tau,
comportant 352, 381, 383,410, 412, 441 acides aminés chacune, se retrouvent chez I’adulte

alors que seulement la plus courte est présente dans le cerveau fcetal.
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Figure 4. Schéma de la plus longue isoforme de Tau et de ses domaines.

La portion C-terminale de la protéine Tau forme le domaine de liaison aux MTs et
contient les séquences répétitives R1 a R4. La région N-terminale, tant qu’a elle, forme le
domaine de projection et regroupe les exons 2 et 3, formant la région acide, suivie d’une
région riche en proline basique. L’isoforme de Tau de 441 acides aminés de cette figure est

utilisée a titre d’exemple, la nomenclature s’appliquant a toutes les isoformes de Tau.
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1.2.2. Localisation

La protéine Tau est principalement retrouvée dans les axones neuronaux, et ce pour
les six isoformes de la protéine (Binder, Frankfurter et al. 1985; Brion, Guilleminot et al.
1988). Tau peut étre synthétisée dans le corps cellulaire, 1a ou se trouve la majeure partie
des organelles de traduction et ensuite transportée le long de I’axone grace a la kinésine
(Utton, Noble et al. 2005). De plus, il a été démontré que la protéine Tau pouvait étre
synthétisée directement dans I’axone grace a la présence d’un signal de ciblage axonal situé
dans la région 3’ non traduite de son ARNm (Litman, Barg et al. 1993; Litman, Barg et al.
1994; Aronov, Aranda et al. 2001; Aronov, Aranda et al. 2002; Giuditta, Chun et al. 2008).
Grace a son association avec des protéines de liaison a I’ARN, ce dernier se retrouve dans
I’axone ou la protéine Tau peut étre synthétisée. La localisation principalement axonale de
Tau pourrait étre expliquée par une stabilisation de cette dernicre grace a sa forte affinité
aux MTs axonaux (Hirokawa, Funakoshi et al. 1996). Egalement, bien que Tau soit trés
concentrée au niveau de l'axone, il a été démontré que les six isoformes de Tau se
retrouvent aussi dans le noyau cellulaire (Brady, Zinkowski et al. 1995). Finalement, la
protéine Tau est aussi présente dans le compartiment somato-dendritique des neurones, ou
elle peut s’associer aux MTs, ribosomes, polysomes (Papasozomenos and Binder 1987) et a

Fyn, une tyrosine kinase de la famille des src (Lee, Newman et al. 1998).

1.2.3. Fonctions

1.2.3.1. Liaison au cytosquelette

La protéine Tau joue un role important dans I’initiation de 1’assemblage ainsi que
I’¢longation des MTs a partir de la tubuline purifiée (Witman, Cleveland et al. 1976; Brandt
and Lee 1993; Al-Bassam, Ozer et al. 2002; Kar, Fan et al. 2003). Ainsi, in vitro Tau peut
interagir avec la tubuline et induire sa polymérisation (Weingarten, Lockwood et al. 1975;
Cleveland, Hwo et al. 1977; Serrano, Montejo de Garcini et al. 1985). De plus, il a été
démontré in vivo que lorsqu’on exprime la protéine Tau dans un modeéle n’en contenant pas
de fagon endogene, comme les fibroblastes, elle va s’associer spécifiquement aux MTs.
Cette association permet la polymérisation de la tubuline ainsi que la stabilisation des MTs

contre la dépolymérisation (Drubin and Kirschner 1986). Pour ce faire, la partie de liaison
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aux MTs de Tau se lie a la région C-terminale acide de la tubuline (Serrano, Montejo de
Garcini et al. 1985). D’ailleurs, il a été démontré que la Taud4R a une plus grande affinité
pour les MTs dii a une région se trouvant entre les répétitions 1 et 2 n’étant pas présente
chez la Tau3R (Goode and Feinstein 1994). La région riche en proline du domaine de
projection de Tau aussi aide a I’interaction avec les MTs en renforgant leur liaison et en
augmentant leur assemblage par le biais d’interactions intramoléculaires entre cette région
et le domaine de liaison aux MTs (Goode, Denis et al. 1997). Le domaine de projection de
la protéine Tau sert également a déterminer I’espacement entre les MTs axonaux (Chen,
Kanai et al. 1992; Leclerc, Baas et al. 1996) et sert a la liaison des MTs adjacents ensemble,
ce qui permet leur stabilisation (Hirokawa, Shiomura et al. 1988). Il a aussi été démontré
que Tau peut lier les filaments d’actine (Correas, Padilla et al. 1990; Henriquez, Cross et al.
1995) et les neurofilaments (Leterrier, Liem et al. 1982; Aamodt and Williams 1984;
Heimann, Shelanski et al. 1985), permettant ainsi 1’interconnexion des MTs avec d’autres
composants du cytosquelette, pouvant ainsi diminuer la flexibilit¢ de ce dernier (Matus

1994).

De par sa fonction de liaison aux MTs, Tau joue un rdle essentiel dans
I’établissement de la polarité neuronale. Cela a été démontré en inhibant 1’expression de la
protéine Tau grace a des oligonucléotides antisens, ce qui a entrainé des défauts dans la
formation des neurites (Caceres and Kosik 1990; Caceres, Potrebic et al. 1991; Kempf,
Clement et al. 1996). De plus, I’expression de Tau dans des cellules d’insectes (sf9) induit
la formation de longues extensions cytoplasmiques, démontrant le role de Tau dans la
formation et le maintien des neurites (Knops, Kosik et al. 1991). Le role de Tau dans la
pousse neuritique a aussi €t¢ mis en évidence dans les cultures de neurones préparées a
partir des souris ou le gene de Tau est inactivé (Tau-KO). Deux modeles de souris
déficientes pour Tau ont ét¢ développés. Dans le premier, il n’y a globalement aucun
changement au niveau des MTs, sauf au niveau du cervelet ou 1’on observe une diminution
de la stabilit¢ des MTs ainsi qu’une modification de leur organisation dans les axones de
petits calibres (Harada, Oguchi et al. 1994). Ces derniers présentent une diminution de
densité microtubulaire ainsi qu’une moins grande fréquence des ponts entre MTs. Malgré
ces problémes, les souris ne présentent pas d’anomalies apparentes dans I’¢longation
axonale et la polarisation neuronale. Ce phénomeéne pourrait €tre provoqué par une

augmentation de la MAPIA chez ces souris, protéine possédant une redondance
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fonctionnelle avec Tau au niveau de la croissance axonale (DiTella, Feiguin et al. 1996;
Takei, Teng et al. 2000). Ces souris Tau-KO développent tout de méme une faiblesse
musculaire ainsi que certaines altérations comportementales a un age avancé, suggérant une
certaine atteinte neurologique imputable a I’absence de Tau (Harada, Oguchi et al. 1994;
Ikegami, Harada et al. 2000). Dans le deuxiéme mod¢le de souris déficiente pour Tau et
contrairement a ce qui avait ét¢ observé avec le premier, les neurones mis en culture
présentaient un délai significatif dans la maturation neuronale, mesuré par le délai de
I’¢longation axonale et neuritique, bien que les souris elles-mémes soient viables (Dawson,
Ferreira et al. 2001). De plus, une étude effectuée avec cette lignée de souris réveéle que la
compensation de la perte de Tau se ferait via une augmentation de la MAP2C (Rapoport,

Dawson et al. 2002).

1.2.3.2. Liaison aux membranes

La protéine Tau a la capacité de se lier a la membrane plasmique des cellules et peut
ainsi faire le lien entre cette derniére et les MTs (Brandt, Leger et al. 1995). En effet, la
région riche en proline de Tau a la capacité de se lier au domaine SH3 des tyrosines kinases
de la membrane plasmique tel que Fyn. De plus, le complexe Tau-Fyn peut s’associer a
I’actine et moduler son organisation, ce qui pourrait conduire a la modification de la
morphologie de la cellule (Lee, Newman et al. 1998). En plus de sa capacité de liaison
directe a ’actine, Tau peut se lier de manicre indirecte a celle-ci via son association a la
spectrine, ce qui permet la modulation de I’intégrit¢é de la membrane plasmique et du
cytosquelette d’actine (Carlier, Simon et al. 1984). Finalement, Tau peut interagir avec
diverses organelles cytoplasmiques. En effet, la protéine Tau régule 1’attachement de
I’appareil de golgi sur les MTs (Farah, Perreault et al. 2006) et sa surexpression entraine
une fragmentation de cette organelle (Liazoghli, Perreault et al. 2005). De plus, chez des
souris surexprimant une forme mutante de la protéine Tau humaine hyperphosphorylée, on
observe une augmentation de I’interaction de Tau avec le réticulum endoplasmique ainsi
que du contact de celui-ci avec les mitochondries (Perreault, Bousquet et al. 2009).
Finalement, la protéine Tau a été retrouvée a la surface des mitochondries, permettant ainsi

la liaison de celles-ci avec les MTs (Rendon, Jung et al. 1990).
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En plus de toutes ces liaisons, Tau pourrait jouer un réle dans le transport axonal,
bien que cette hypothése soit plutot controversée. Il y a en effet plusieurs modeles
cellulaires, neuronaux et non-neuronaux qui ont démontré qu’une surexpression de la
protéine Tau inhibe le transport kinésine-dépendant de plusieurs types d’organelles, comme
par exemple, les endosomes (Ebneth, Godemann et al. 1998; Stamer, Vogel et al. 2002;
Dubey, Chaudhury et al. 2008). D’autres études in vitro ont corroborés ces résultats (Seitz,
Kojima et al. 2002; Vershinin, Carter et al. 2007) et ont permis de démontrer que la
surexpresssion de Tau inhibe également le transport dynéine-dépendant (Dixit, Ross et al.
2008). L’étude du Dr Magnani et de son groupe a d’ailleurs démontré que Tau interagit
avec la dynactine (Magnani, Fan et al. 2007), une protéine essentielle a I’activité de la
dynéine (Schroer 2004). Par contre, plusieurs autres études ont observé que la
surexpression de Tau n’affecte pas directement la motilité des moteurs kinésine et dynéine
(Morfini, Pigino et al. 2007; Yuan, Kumar et al. 2008). Il a finalement été démontré que la
présence des filaments insolubles de Tau dans les neurones provoque la perturbation du

transport axonal (LaPointe, Morfini et al. 2009).

1.2.3.3. Signalisation

Tau joue également un réle dans plusieurs voies de signalisation cellulaire. La
région riche en proline de cette protéine peut interagir avec la phospholipase C-y, une
enzyme centrale dans plusieurs voies de signalisation (Noh, Shin et al. 1995; Hwang, Jhon
et al. 1996; Jenkins and Johnson 1998). De plus, Tau peut interagir avec la sous-unité p85a
de la PI(3)-kinase, une enzyme impliquée dans la survie, la croissance, la prolifération et la
motilité cellulaire (Reynolds, Garwood et al. 2008). Cette derniere étude a de plus démontré
I’interaction entre Tau et diverses molécules impliquées dans des voies de signalisation,
interactions modulées par I’état de phosphorylation de Tau. D’autre part, lorsque Tau subit
sa relocalisation somato-dendritique massive dans la pathologie, elle peut entrainer avec
elle une grande quantité¢ de la kinase Fyn au niveau des dendrites, ce qui peut mener a
I’effet d’excitotoxicité provoqué par l’interaction de cette derniére avec les récepteurs
NMDA (Ittner, Ke et al. 2010). Finalement, Tau est requise au processus d’initiation de la
pousse des neurites, et ce indépendamment de sa fonction de liaison aux MTs. Tau peut en

effet potentialiser ’activation de MAPK («mitogen-activated protein kinase») en réponse
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au NGF («nerve growth factor») dans les cellules PC12, ce qui a pour effet d’augmenter
I’activation du facteur de transcription AP-1 («activator protein I»), phénomene nécessaire

a I’initiation de la pousse des neurites (Leugers and Lee 2010).

1.2.3.4. Liaison a PADN

Tau a été abondamment étudi€ée pour sa liaison aux MTs. Par contre, une étude
publiée en 1980 a révélé que la protéine Tau a une plus grande affinité pour I’ADN que
pour les MTs (Corces, Manso et al. 1980). De plus, Tau a été¢ observée dans le noyau de
plusieurs types de cellules, dont celles du neuroblastome humain, du carcinome cervical
humain, des macrophages humaines, des cellules rénales de singe et chez la lignée
cellulaire PC12 (Loomis, Howard et al. 1990; Wang, Loomis et al. 1993; Brady, Zinkowski
et al. 1995; Thurston, Zinkowski et al. 1996; Cross, Munoz et al. 2000). Une étude récente
a révélé que Tau se lie au sillon mineur de I’ADN double brin via le domaine riche en
proline et le domaine de liaison aux MTs simultanément. Grace a cette association, Tau
peut protéger I’ADN double brin de la dénaturation face a la chaleur et contre les attaques

des radicaux libres hydroxyl (Wei, Qu et al. 2008).

1.2.4. Phosphorylation de Tau

1.2.4.1. Role physiologique

La phosphorylation de Tau est une des ses principales modifications post-
traductionnelles. L’isoforme la plus longue de Tau dans le systéme nerveux central (441
acides aminés) contient 85 sites potentiellement phosphorylables (Avila, Lucas et al. 2004).
Cette phosphorylation a un rdle important a jouer notamment au niveau du développement.
En effet, la protéine Tau du systéme nerveux central embryonnaire a un niveau de
phosphorylation beaucoup plus ¢élevé que 1’adulte, 1’é¢tat de phosphorylation des 6
isoformes de Tau diminuant graduellement avec 1’age (Kanemaru, Takio et al. 1992;
Watanabe, Hasegawa et al. 1993). Ce phénomeéne peut étre attribuable a 1’activation de
phosphatases telles que PP2A et PP2B (Mawal-Dewan, Henley et al. 1994). On sait, par
exemple, que dans le systéme nerveux central du poulet (Pope, Enam et al. 1993) et dans

les cellules sf9, la phosphorylation de Tau est associée aux premiers stades du
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développement axonal. En effet, la phosphorylation de Tau aux sérines 262 et 356 est
requise pour le développement des prolongements neuronaux (Biernat and Mandelkow
1999). De plus, la phosphorylation de Tau, que ce soit de fagon générale ou spécifiquement
a un ou des sites, agit sur I’association de Tau et des différents composés avec lesquels elle
interagit, soit en diminuant ou méme en inhibant leurs interactions. A cause de I’importance
de cette modification post-traductionnelle, il existe sur le marché plusieurs anticorps
phosphodépendants dirigés contre des sites précis de phosphorylation de Tau, ce qui facilite

I’étude de ce phénomene.

1.2.4.2. Sites de phosphorylation

La protéine Tau contient 85 sites de phosphorylation. Dans la MA, plus d’une
quarantaine de sites sont phosphorylés. Plusieurs kinases peuvent phosphoryler Tau in vivo
et in vitro. Tau peut étre phosphorylée sur des sérines (Ser), thréonines (Thr) et Tyrosines
(Tyr) (Avila, Lucas et al. 2004). La majorité de ces sites sont suivis d’une proline (Pro) et
sont généralement phosphorylés par des kinases appelées PDPK («proline-directed protein
kinasesy») dirigées contre les motifs Ser-Pro et Thr-Pro de Tau (Buee, Bussiere et al. 2000).
Les kinases dites non-PDPK tant qu’a elles vont phosphoryler les sites non suivis d’une

proline (Morishima-Kawashima, Hasegawa et al. 1995).

1.2.4.3. Pathologies d’hyperphosphorylation

Les tauopathies, dont il sera question plus loin, se caractérisent par la formation de
NFTs composés de PHFs de Tau. Il a été démontré qu’il doit y avoir une accumulation de
Tau hyperphosphorylée pour voir apparaitre les NFTs (Bancher, Brunner et al. 1989;
Braak, Braak et al. 1994). On sait d’ailleurs que I’hyperphosphorylation de Tau entraine
plusieurs changements au niveau de sa conformation et de sa fonction, son
hyperphosphorylation amenant le repliement de la protéine sur elle-méme (Jeganathan,
Hascher et al. 2008), ce qui entraine la formation des agrégats (Abraha, Ghoshal et al.
2000; Alonso, Zaidi et al. 2001; Sato, Tatebayashi et al. 2002; Haase, Stieler et al. 2004).
On sait, par exemple, que la phosphorylation de Tau en C-terminal, aux sérines 396 et 422,

cause une augmentation de son agrégation (Abraha, Ghoshal et al. 2000; Haase, Stieler et
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al. 2004). Toutes ces observations laissent supposer que la phosphorylation anormale de
Tau pourrait étre un événement clé dans la formation des PHFs et, par conséquent, dans

l'apparition des tauopathies.

En plus d’avoir la capacité d’induire la formation d’agrégats, la phosphorylation de
Tau peut lui conférer une résistance au clivage. Par exemple, la phosphorylation de Tau en
C-terminal augmente sa résistance au clivage par les protéases calpaines, entrainant de ce
fait une diminution de dégradation et son accumulation dans la cellule (Johnson 1992;
Litersky and Johnson 1992; Litersky and Johnson 1995). De plus, une étude a démontré
que la phosphorylation de Tau a la sérine 422 la protége contre le clivage par la caspase-3

(Guillozet-Bongaarts, Cahill et al. 2006).

Tau est reconnue pour son réle de liaison aux MTs. Par contre, des études
ont démontré que la phosphorylation de Tau diminue son affinit¢ pour les MTs,
compromettant ainsi son efficacité a promouvoir la polymérisation et 1’assemblage de ces
derniers (Lindwall and Cole 1984; Drechsel, Hyman et al. 1992), ce qui entrainerait
I’effondrement du réseau microtubulaire (Ebneth, Drewes et al. 1999). On sait, entre autre,
que la phosphorylation de la protéine a S396, T231 et S262 réduit sa liaison aux MTs
(Biernat, Gustke et al. 1993; Bramblett, Goedert et al. 1993; Sengupta, Kabat et al. 1998).
Par contre, une étude menée par le Dr Planel et son équipe a démontré in vitro et in vivo
que I’hyperphosphorylation de Tau n’affecte pas la stabilit¢ des MTs et qu’il n’y a, par
conséquent, pas d’effondrement du réseau microtubulaire (Planel, Krishnamurthy et al.

2008).

Finalement, on sait que la liaison de Tau a la membrane plasmique dépend de la
déphosphorylation de certains sites se trouvant dans la région riche en proline de la protéine
(Arrasate, Perez et al. 2000). De plus, une étude faite avec un mutant de Tau mimant
I’hyperphosphorylation vue dans les PHFs a démontré une abolition compléte de la liaison
Tau mutée et membrane plasmique (Maas, Eidenmuller et al. 2000). En bref, la
phosphorylation de la protéine Tau semble avoir une incidence sur plusieurs, sinon toutes

ses fonctions.
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1.2.5. Tauopathies

Les tauopathies se caractérisent par la présence de NFTs. On en retrouve plusieurs
types, telles la dégénérescence cortico-basale, la paralysie supra-nucléaire progressive, la
démence fronto-temporale avec parkinsonisme liée au chromosome 17 (FTDP-17), etc.
(Buee, Bussiere et al. 2000; Lee, Goedert et al. 2001). La plus connue des tauopathies est
sans aucun doute la MA. Ces maladies ont comme point commun la présence d’une
accumulation intracellulaire de dépdts filamenteux insolubles de Tau hyperphosphorylée
(Grundke-Igbal, Igbal et al. 1986; Grundke-Igbal, Igbal et al. 1986; Goedert, Wischik et al.
1988; Kosik, Orecchio et al. 1988; Wischik, Novak et al. 1988; Lee, Balin et al. 1991), sous
forme de PHFs ou de filaments droits (Kidd 1963; Spillantini and Goedert 1998). Ces
filaments forment ensuite les NFTs qui s’accumulent dans le compartiment somato-
dendritique (Kowall and Kosik 1987; Braak, Braak et al. 1994). Ce processus est appelé la

dégénérescence neurofibrillaire.

Par contre, les tauopathies se distinguent les unes des autres notamment par les
isoformes de Tau impliquées dans la formation des filaments. Ainsi, les six isoformes de la
protéine sont impliquées dans la MA (Goedert, Spillantini et al. 1992). Par contre, dans la
maladie de Pick et la dégénérescence corticobasale, ce sont uniquement les isoformes 3R et
4R respectivement qui sont impliqués (Friedhoff, von Bergen et al. 2000; Lee, Goedert et
al. 2001). Une autre caractéristique permettant la différenciation des tauopathies est la
présence de lésions pathologiques autres que celle de Tau. On peut prendre l'exemple de la
MA qui présente, en plus des NFTs de Tau, des dépots extracellulaires d'amyloide 3 (Buee,

Bussiere et al. 2000) comme précédemment discutés.

1.2.5.1. Les mutations de Tau

Pendant longtemps, la pathologie de la protéine Tau a été considérée comme un
épiphénomene de la MA puisque cette protéine ne comportait aucune mutation connue
(Hardy and Selkoe 2002). C'est en 1998 qu'il a clairement été démontré que des anomalies
de la protéine Tau étaient suffisantes pour causer une maladie puisque plusieurs mutations
dans le géne de Tau avaient été découvertes chez des patients atteints de FTDP-17 (Clark,
Poorkaj et al. 1998; Hong, Zhukareva et al. 1998; Hutton, Lendon et al. 1998; Poorkaj, Bird

et al. 1998; Spillantini and Goedert 1998). Depuis ce jour, plus d'une trentaine de mutations
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de Tau ont été identifiées que I'on regroupe en quatre types différents: les mutations faux-
sens, introniques, silencieuses et de délétion (Goedert 2004). Les mutations faux-sens sont
les plus communes et provoquent la substitution d'un acide aminé par un autre dans les
exons 9 a 13. Les mutations introniques, tant qu'a elles, sont présentes apres l'intron 9, mais
surtout dans l'intron 10 ou on retrouve aussi les mutations silencieuses qui ne changent pas
I'acide aminé codé. Finalement, une seule mutation de délétion est présente dans l'exon 10
et provoque la suppression d'un acide aminé. Ces mutations ont deux conséquences
fonctionnelles possibles, soit au niveau de la protéine, a cause d'un changement dans la
séquence peptidique, et 1'autre ou 1'épissage alternatif de 'ARN pré-messager est altére, ce
qui cause une augmentation des isoformes 4R (Buee, Bussiere et al. 2000; Lee, Goedert et

al. 2001; Goedert 2004).

Bien que plusieurs mutations de Tau aient été observées, il est important de
souligner que les cas familiaux de tauopathies, c'est-a-dire dépendant de la génétique et des
mutations, sont rares. La grande majorité des cas sont sporadiques, indiquant alors que les
mutations dans le géne de Tau ne sont pas les principaux coupables pour toutes ces
maladies. Il semblerait, par contre, que les polymorphismes observés dans le géne de Tau

peuvent constituer un des mécanismes important a l'origine de certaines tauopathies

sporadiques (Schraen-Maschke, Dhaenens et al. 2004).

1.2.5.2. Les modéles animaux

La capacité¢ de Tau a induire la pathologie a été reconfirmée grace aux animaux
transgéniques (Gotz and Ittner 2008). En effet, il est possible de reproduire le processus
d'agrégation de Tau in vivo dans des souris transgéniques. En fait, toutes les souris
exprimant une forme mutante de Tau et certaines exprimant des formes normales de la
protéine Tau humaine développent des filaments insolubles de Tau hyperphosphorylée. De
plus, les régions atteintes chez ces souris correlent avec celles affectées dans les tauopathies
humaines correspondantes. Il existe également des souris doubles et triples transgéniques
qui, en plus d'exprimer une forme mutante de Tau, expriment d'autres protéines humaines
impliquées dans les tauopathies (p25, APP mutante, a-synucléine mutante, PS1 mutante).

Ces souris développent les caractéristiques typiques des maladies qu'elles représentent, dont
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'apparition de filaments insolubles de Tau hyperphosphorylée et la neurodégénérescence

qui s'en suit.

1.2.5.3. Liquide cérébro-spinal

Depuis quelques années, les chercheurs ont commencé a examiner le liquide
cérébro-spinal (LCS) de patients atteints de la MA afin de trouver des biomarqueurs
permettant un diagnostic plus précis et précoce de la maladie. Comme les plaques
amyloides se retrouvent a ’extérieur de la cellule, il n’est pas surprenant d’en retrouver
dans le LCS. En revanche, chez les patients atteints de la MA, le niveau du peptide AP est
plus bas que chez les personnes non-atteintes de démence, probablement di au fait de
I’agrégation du peptide AP en plaque, ce qui diminue la quantité pouvant diffuser dans le
LCS (Andreasen, Hesse et al. 1999; Blennow, de Leon et al. 2006). D’autre part, il a été
découvert que la protéine Tau, bien que cytosolique, se trouve également dans le LCS
(Arai, Terajima et al. 1995; Kahle, Jakowec et al. 2000; Andreasen, Minthon et al. 2001;
Hampel, Buerger et al. 2001; Mattsson, Zetterberg et al. 2009). Cette Tau extracellulaire est
généralement clivée. En effet, une étude a détecté la protéine Tau pleine longueur ainsi que
des fragments de cette Tau clivée dans leur portion C-terminale (Borroni, Gardoni et al.
2009). D’autre part, une autre étude menée sur la protéine Tau présente dans le LCS n’a
détecté que de la protéine Tau clivée, contenant dans la majorité des cas une portion N-
terminale intacte (Johnson, Seubert et al. 1997). Les chercheurs ont longtemps cru que cette
Tau extracellulaire provenait de la vague de mort neuronale observée dans la MA. Par
contre, on sait maintenant que méme les personnes agées non-atteintes de la MA,
présentent de la Tau dans le LCS (Hampel and Blennow 2004). De plus, I’étude de Barten
et al. (2011) réalisée sur trois modeles de souris transgéniques a démontré la présence de
fragments de Tau dans le LCS de ces souris, fragments étant pour la plupart clivés en C-
terminal et parfois méme en N-terminal. De plus, dans leurs modéles de souris
transgéniques, la neurodégénérescence n’était pas requise pour observer une ¢lévation de la
protéine Tau dans le LCS, démontrant donc que la mort cellulaire ne peut a elle seule
expliquer la présence de cette protéine dans I’espace extracellulaire (Barten, Cadelina et al.

2011). Ces résultats laissent donc supposer que la protéine Tau pourrait emprunter une voie
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de sécrétion. D’ailleurs, une étude récente réalisée sur les cellules M1C démontre la

sécrétion de la protéine Tau par les exosomes (Saman, Kim et al. 2011).

La présence de cette Tau dans le LCS a conduit les chercheurs a tenter de la
quantifier afin de savoir si elle pouvait étre un bon biomarqueur pouvant différencier la MA
de d’autres maladies. Des tests ELISA ont donc été mis sur pied avec différents anticorps
contre Tau détectant toutes les isoformes de la protéine indépendamment de son état de
phosphorylation. Grace a ces tests, il a été découvert qu’il y a une augmentation du niveau
de Tau totale (tTau) dans le LCS des patients atteints de la MA, allant jusqu’a 2 a 3 fois la
quantité retrouvée dans le LCS de personnes agées non-atteintes de démence (Blennow,
Vanmechelen et al. 2001). Ces tests ont par la suite été utilisés afin de détecter le niveau de
tTau du LCS dans d’autres maladies, afin de découvrir si ce test pouvait étre utilisé comme
outil diagnostic pouvant différencier la MA d’autres maladies. Ainsi, ils ont pu voir que
dans la maladie de Creutzfeld Jacob (CJD), le LCS contenait entre 10 et 50 fois plus de Tau
que les patients témoins en santé (Schraen-Maschke, Sergeant et al. 2008). Par contre, les
¢études menés sur la tTau se trouvant dans le LCS de patients atteints de FTD, de paralysie
supranucléaire progressive, de dégénération corticobasale (CBD) et de sclérose latérale
amyotrophique ont donné des résultats contradictoires. Certaines études ont en effet
démontré une ¢élévation de tTau dans le LCS alors que d’autres études n’ont dénoté aucun
changement ou méme dans certains cas une diminution (Blennow 2004; Pijnenburg,
Schoonenboom et al. 2004; Grossman, Farmer et al. 2005; Jimenez-Jimenez, Hernanz et al.
2005; Brettschneider, Petzold et al. 2006; Bian, Van Swieten et al. 2008; Borroni, Gardoni
et al. 2009). Au final, la tTau se trouvant dans le LCS est un bon marqueur pour
différencier la MA du CJD et de certaines maladies ne comportant aucune augmentation de
tTau dans le LCS (dépression, démence alcholique) (Brettschneider, Maier et al. 2005;
Hein Nee Maier, Kohler et al. 2008). Par contre, cette tTau s’aveére ne pas étre un bon
marqueur pour différencier la MA avec d’autres démences (FTD, CBD, démence de corps

de Lewy (LBD)).

Dans ces conditions, les chercheurs se sont penchés sur la présence de la protéine
Tau phosphorylée (pTau) dans le LCS afin de voir si cet indicateur ferait un meilleur test
diagnostic que la tTau. Toutefois, la Tau phosphorylée était présente en moins grande
quantité¢ dans le LCS comparativement a la tTau (Ishiguro, Ohno et al. 1999), rendant la

détection de cette population de Tau plus ardue. Malgré ces problemes, plusieurs sites
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phosphorylés de Tau ont pu étre détectés dans le LCS, dont entre autre les thréonines 181 et
235 et les sérines 396 et 404. De plus, une légeére augmentation de la protéine Tau
phosphorylée a ces sites a été notée dans la MA comparativement au LCS de personnes
agées témoins (Blennow and Vanmechelen 2003; Blennow 2004). Un fait intéressant avec
cette mesure ¢était le fait que dans certaines maladies ou une augmentation de tTau dans le
LCS avait ¢été observée, tel la CJD, la FTD, et la LBD, aucune augmentation de pTau
n’était présente dans le LCS (Riemenschneider, Wagenpfeil et al. 2003; Blennow 2004;
Hampel, Buerger et al. 2004). Ainsi, avec les divers anticorps testés, il a ét¢ démontré que
la quantité¢ de Tau phosphorylée a T231 était le meilleur biomarqueur afin de différencier la
MA de la FTD, et que la phosphorylation au site T181 était le meilleur pour poser un
diagnostic différentiel entre la MA et la LBD (Buerger, Zinkowski et al. 2002;
Vanderstichele, De Vreese et al. 2006).

1.3. Sécrétion

La sécrétion est un mécanisme permettant de transporter des protéines
intracellulaires vers l’espace extracellulaire, soit sous forme libre ou attachées a la
membrane plasmique de la cellule. La sécrétion remplie plusieurs fonctions, comme par
exemple, au niveau de la signalisation via la sécrétion d’hormones, de neurotransmetteurs
ou au niveau de réponse inflammatoire par la sécrétion de molécules inflammatoires, la
sécrétion de collageéne par les fibroblastes pour maintenir un environnement extracellulaire
adéquat, etc. La majorité¢ des protéines sécrétoires posseédent un peptide signal qui leur
permet d’étre synthétisées directement dans le réticulum endoplasmique (RE) pour ensuite
étre transportées via le golgi et diverses vésicules vers ’espace extracellulaire ou la
membrane plasmique. Cette voie de sécrétion est dite conventionnelle puisque c’est la voie
de sécrétion la plus utilisée par la cellule. Par contre, il a été découvert qu’une protéine ne
possédant pas cette séquence signal peut tout de méme étre sécrétée par des voies dites non-

conventionnelles.
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1.3.1. Voie conventionnelle

Les protéines empruntant cette voie de sécrétion (Figure 5, p.33) possedent un
peptide signal. Ce peptide est reconnu par un complexe se trouvant a la surface du RE qui
permet a la protéine d’étre synthétisée directement dans la lumiére de celui-ci. Ces
protéines nouvellement synthétisées vont par la suite quitter le RE par des sites spécialisés
faisant partie du RE de transition, appelés les sites de sortie. Ces sites permettent la
formation de vésicules recouvertes de COPII («coat protein complex II») qui vont amener
les protéines du RE jusqu’a I’appareil de golgi, ou elles peuvent étre modifiées, triées,
stockées et/ou envoyées vers leur destination finale (Nickel and Rabouille 2009). Le bon
fonctionnement du transport vésiculaire dépend aussi de la formation de vésicules COPI qui
servent au transport rétrograde du réseau trans-golgien jusqu’au RE (Rabouille and
Klumperman 2005). La fusion des diverses vésicules avec les membranes du RE/golgi se
fait grace aux protéines SNAREs (Pelham 2001). On peut inhiber la voie de sécrétion
conventionnelle grace a la brefeldin A (BFA), un métabolite de champignon agissant sur
une Arf GEF, qui empéche la formation des vésicules COPI et ultimement, qui bloque le

transport entre le RE et le golgi (Sciaky, Presley et al. 1997).

1.3.2. Voies non-conventionnelles

La possession d’un peptide signal est nécessaire pour qu’une protéine puisse
emprunter la voie de sécrétion conventionnelle. Par contre, il a été découvert que plusieurs
protéines ne possédant pas cette séquence peuvent étre sécrétées par des voies dites non-
conventionnelles (Flieger, Engling et al. 2003; Merk, Baugh et al. 2009; Nickel and
Rabouille 2009). Ces voies de sécrétion ne sont pas encore bien caractérisées et
probablement qu’il en reste a découvrir. Voici donc une courte description de quelques

unes de ces voies (Figure 6, p.35).

Les protéines cytosoliques peuvent étre capturées du cytoplasme lors de la
formation de vésicules endosomales internes (voie 1). Les endosomes possédant ces
vésicules internes deviennent les corps multivésiculaires (CMVs). Les CMVs sont bien

connus pour leur role dans la régulation des récepteurs membranaux et dans la dégradation
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Figure 5 .Voie de sécrétion conventionnelle.

Les protéines contenant un peptide signal sont transportées vers la surface de
la  membrane cellulaire ou vers l'espace extracellulaire via la voie de sécrétion
conventionnelle. Ces protéines entrent dans le RE par une particule de reconnaissance du
peptide signal. Aprés sa synthése, la protéine quitte le RE par des sites de sorties, 1a ou les
vésicules recouvertes de COPII sont formées. La protéine est ainsi transportée jusqu'au
golgi ou elle peut ultimement étre envoyée a la membrane plasmique en vue de sa
séerétion. Les vésicules recouvertes de COPI, tant qu'a elles, permettent le transport

rétrograde du golgi jusqu'au RE.
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Tiré de Nickel and Rabouille, 2009, Molecular Cell Biology, 10: 148-155
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Figure 6. Voies de sécrétion non-conventionnelles.

Représentation schématique de plusieurs voies de sécrétion non-
conventionnelles. Voie 1: Une protéine cytosolique est capturée du cytoplasme par la
formation de vésicules internes dans les endosomes. Ce processus conduit a la formation de
CMVs qui vont par la suite relacher ces vésicules internes dans le milieu extracellulaire
sous forme d'exosomes. Voie 2: Une protéine cytosolique pénetre dans les lysosomes
sécrétoires et est relachée dans l'espace extracellulaire lors de la fusion de ces derniers avec
la membrane plasmique. Voie 3: Une protéine attachée aux membranes du RE peut se
retrouver a la surface des vésicules recouvertes de COPII lorsque celles-ci se forment. Ces
vésicules peuvent, par la suite, fusionner a la membrane plasmique pour la sécrétion. Voie
4: Les vésicules recouvertes de COPII peuvent aussi fusionner aux CMVs et ensuite étre
sécrétées sous forme d'exosomes. Voie 5: Des vésicules non-COPII peuvent se former a la
surface du RE et fusionner directement a la membrane plasmique pour permettre la
sécrétion des protéines attachées a leur surface. Voie 6: Ces vésicules non-COPII peuvent
aussi étre envoyées au golgi. Les protéines attachées a leur membrane se retrouvent donc
attachées au golgi et peuvent se retrouver sur les vésicules recouvertes de clathrines lorsque
celles-ci se forment a la surface de ce dernier. Ces vésicules peuvent, par la suite, étre
envoyées a un endosome pour ensuite étre sécrétées. Voie 7: Les vésicules recouvertes de

clathrines peuvent aller directement a la membrane plasmique pour permettre la sécrétion.
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de protéines (Gruenberg and Stenmark 2004; Piper and Katzmann 2007). De plus, on sait
qu’ils peuvent relacher leurs vésicules internes dans 1’espace extracellulaire. Les vésicules
ainsi sécrétées se nomment les exosomes. L’interleukine 1f (IL-1B) mature est connue
comme utilisant, entre autres, cette voie de sécrétion. L’IL-1f est activée dans le
cytoplasme par sa liaison a la caspase-1 avant d’étre capturée par I’endosome et ainsi
sécrétée (Qu, Franchi et al. 2007). Une voie similaire est empruntée par la protéine Acbl.
Cette protéine cytosolique se retrouve dans les CMVs par le processus d’autophagie
(Duran, Anjard et al. 2010; Manjithaya, Anjard et al. 2010). Ce processus a lieu dans les
cas physiologiques et de privation de nutriments. Elle sert entre autre a la dégradation
d’organelles endommagées ou a la génération de nutriments par la dégradation via des
enzymes telles les hydrolases, du contenu des autophagosomes pour une future utilisation
par la cellule (Xie and Klionsky 2007; Nakatogawa, Suzuki et al. 2009). Un autre exemple
de protéine empruntant cette voie est 1’a-synucléine, impliquée dans la maladie du
Parkinson, qui est aussi sécrétée par les exosomes (Emmanouilidou, Melachroinou et al.
2010). Les protéines cytosoliques peuvent aussi, dans certains cas, pénétrer dans les
lysosomes sécrétoires, des vésicules possédant a la fois les propriétés de lysosome et de
granule de sécrétion (voie 2). L’IL-1p peut aussi emprunter cette voie pour étre sécrétée. En
effet, durant une réponse inflammatoire, IL-1p peut étre synthétisée et transloquée avec la
caspase-1 dans les lysosomes sécrétoires. Par contre, la nature des transporteurs permettant
cette translocation est encore inconnue (Andrei, Dazzi et al. 1999; Andrei, Margiocco et al.

2004).

Les voies de sécrétion non-conventionnelles 4 a 7 de la figure 6, tant qu’a elles,
illustrent par quelles voies une protéine attachée du c6té cytosolique d’une membrane peut
se retrouver a la membrane plasmique pour ultimement étre sécrétée. Les protéines ainsi
attachées aux membranes pourraient étre sécrétées via un mécanisme similaire a celui
utilisé par la protéine Annexine A2 (Figure 7, p.39). Cette protéine est ancrée du coté
cytosolique sur la membrane des vésicules. Lorsque la vésicule fusionne avec la membrane
plasmique, Annexine A2 se retrouve dans la portion hydrophobe de la membrane,
phénoméne possible grace a sa forte liaison avec la membrane. A la fin du processus de
fusion, Annexine A2 est expulsée de la région hydrophobe. Selon cette théorie, la protéine
aurait autant de chance d’étre expulsée du coté cytosolique que du coté extracellulaire. Au

final, une certaine portion de 1’Annexine A2 retourne dans la cellule tandis que ’autre
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portion se retrouve du coté extracellulaire de la membrane plasmique. Le mécanisme ainsi
proposé pourrait s’appliquer a d’autres protéines sécrétées de fagon non-conventionnelles,
en autant qu’elles aient une affinité suffisante a la membrane pour ne pas étre éjectées lors
du processus de fusion des membranes (Danielsen, van Deurs et al. 2003). Dans cette
optique, une protéine attachée au RE peut étre directement amenée a la membrane
plasmique par des vésicules COPII (voie 3), mécanisme observé lors de la sécrétion de la
protéine CFTR («cystic fibrosis transmembrane conductance regulator ») (Wang,
Matteson et al. 2004). Une protéine pourrait aussi étre amenée a la membrane plasmique
via des vésicules non-recouvertes (voie 5). Les vésicules recouvertes de COPII pourraient
aussi fusionner a des endosomes/CMVs pour ainsi étre amenés a la membrane plasmique
(voie 4). Les voies 6 et 7, tant qu’a elles, reflétent le passage des protéines du RE jusqu’au
golgi pour ensuite se retrouver a la surface de vésicules recouvertes de clathrine qui
peuvent soit aller directement a la membrane ou passer par les endosomes pour ensuite

fusionner a la membrane plasmique.
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Figure 7. Modele de sécrétion de la protéine Annexine A2 lorsqu'attachée a la surface

d'une vésicule.

Apres l'attachement de la membrane vésiculaire a la membrane plasmique
grace aux SNARE:s, les deux bicouches lipidiques viennent en apposition directe 1'une sur
l'autre. Lorsque les deux membranes fusionnent ensemble pour former une jonction, la
protéine a la surface de la vésicule se retrouve dans la région hydrophobe des deux
membranes. Alors que le processus de fusion se termine, 'Annexine A2 peut étre expulsée
de l'intérieur de la jonction des membranes, pour se retrouver soit du coté interne ou

externe de la membrane plasmique.
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1.4. Objectifs de I’étude

Tel que mentionné précédemment, on sait que dans la MA les NFTs se propagent
dans le cerveau dans un ordre bien précis (Lace, Savva et al. 2009; Brundin, Melki et al.
2010). De plus, P’injection d’extraits de cerveaux de souris transgéniques, contenant des
NFTs de Tau mutée en P301S, dans le cerveau de souris transgéniques surexprimant une
forme sauvage de Tau (souris ne développant pas de NFTs) cause ’assemblage en
filaments de la protéine Tau de type sauvage et la propagation de la pathologie a différentes
régions voisines du cerveau (Clavaguera, Bolmont et al. 2009). D’ailleurs, on sait que la
protéine Tau se trouve dans le LCS humain, et ce méme en l’absence de pathologie
(Mattsson, Zetterberg et al. 2009). Toutes ces observations ont mené a 1’hypothése selon
laquelle la protéine Tau, bien que cytosolique, pourrait étre sécrétée par les neurones.
Ensuite, la protéine Tau extracellulaire pourrait étre endocytée par les neurones avoisinants
et induire la pathologie dans ces cellules. Selon cette théorie, la pathologie de Tau pourrait
ainsi se propager aux différentes régions du cerveau, tel qu’observé dans la MA. Par
ailleurs, quelques études ont déja ét¢ publiées sur la sécrétion de Tau dans différentes
lignées cellulaires (Kim, Lee et al. 2010; Kim, Lee et al. 2010). Le probléme majeur de ces
¢tudes est la faible qualité des tests de mort utilisés. De ce fait, bien que ces études soient
encourageantes, elles ne prouvent pas que la présence de Tau a I’extérieur des cellules ne
soit pas simplement due a la fuite de la protéine lors de la mort cellulaire. Par contre, le Dr
Hall a réussi a démontrer la présence de la protéine Tau dans des exosomes, démontrant de
ce fait la sécrétion de Tau par cette voie (Saman, Kim et al. 2011). Les résultats obtenus
lors de cette étude suggerent que la protéine pourrait en plus étre sécrétée par un

mécanisme indépendant des exosomes, bien que celui-ci n’ait pas encore €té investigué.

L’objectif de la présente étude était donc de prouver la sécrétion de la protéine Tau,
en démontrant que la mort cellulaire n’en était pas responsable. Nous avons aussi voulu
examiner le mode de sécrétion de la protéine et analyser les modifications post-
traductionnelles, tel le clivage et la phosphorylation, présentes sur celle-ci lorsqu’elle se
trouve en intracellulaire comparativement a lorsqu’elle est sécrétée. Pour ce faire, nous
avons utilisé trois modeles cellulaires différents: les cellules HeLa que nous avons
transfectées avec la GFP-Tau4R ON, les cellules PC12 stablement transfectées avec cette
méme Tau ainsi que les neurones corticaux de souris de type sauvage non-transfectés. Les

cellules HeLa ainsi que les PC12 offraient plusieurs avantages, dont entre autre le fait
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qu’elles pouvaient surexprimer la protéine Tau de fagon abondante et qu’elles pouvaient
sécréter une quantité importante de Tau. Tous ces avantages nous ont permis d’analyser les
modifications post-traductionnelles de la protéine Tau sécrétée. Les neurones primaires tant
qu’a eux représentaient un modele de choix étant donné que ces neurones sont atteints dans
la maladie d’Alzheimer. De plus, ces neurones nous ont permis d’étudier la sécrétion de la
protéine Tau endogéne sans sa surexpression. Cependant, ce modele sécrétant une quantité
faible de Tau, il nous limitait dans 1’é¢tude des modifications post-traductionnelles de la
protéine Tau sécrétée. En utilisant trois modeles cellulaires, nous avons pu caractériser
I’état de phosphorylation et de clivage de la protéine Tau sécrétée et les mécanismes

impliqués dans sa sécrétion.



2. MATERIEL ET METHODE

2.1. PLASMIDES D’EXPRESSION

L’isoforme adulte humaine de 383 acides aminés (a.a.) a 4 répétitions de Tau a été
fusionnée en N-terminal a la GFP (GFP-Tau4R) dans le plasmide pEGFP-C1 (Lu and
Kosik 2001). Cette méme isoforme de Taud4R a également été fusionnée a Flag en N-
terminal (Flag-Tau4R) dans le vecteur fpRc/CMV (Leger, Brandt et al. 1994), une
modification de pRc/CMV (Invitrogen, San Diego, CA). Finalement, les mutants GFP-E12
et GFP-A12 ont été modifiés a partir de la construction GFP-Tau4R dans notre laboratoire.
La construction GFP-Tau4R a été fournie par le Dr K. Kosik (University of California,
Santa Barbara, CA, USA). Le plasmide fpRc/CMV a tant qu’a lui été gracieusement fourni
par le Dr G. Lee (Université d’lowa, lowa, IA).

2.2. CULTURES CELLULAIRES

Les cellules HeLa ont été cultivées dans du milieu DMEM (Gibco, Invitrogen,
Burlington, ON, Canada) contenant 10% de sérum bovin feetal (FBS de HyClone, Logan,
UT) et 200 mM de L-glutamine (Sigma, Oakville, ON, Canada). Pour la transfection, elles
ont été ensemencées a une densité de 1,14 x 10° cellules par plat de pétri 60 mm et gardées

dans un incubateur a 37°C avec 5% de CO,.

Les cellules PCI12 utilisées, aimablement fournies par le Dr R Brandt, sont
stablement transfectées avec de la GFP-Tau4R et un géne de résistance a la Généticine.
Elles ont été cultivées dans du milieu DMEM contenant 10% de FBS, 5% de sérum de
cheval (HS de HyClone, Logan, UT), 292 ug/mL de L-glutamine, 250 pg/mL de
Généticine (Sigma) et 1% de pénicilline/streptomycine (Gibco, Invitrogen). Elles ont été
ensemencées a une densité approximative de 3 x 10° cellules par plat de pétri de 60 mm et

gardées dans un incubateur a 37°C avec 5% de CO,.

Les cultures primaires de neurones de cortex ont €té préparées selon le protocole
décrit précédemment (Banker 1998). Des cortex de feetus de souris agées de 16 ou 17 jours
ont été traités avec une solution de DNase (10 mg/mL) et de trypsine 0,25% a 37°C pour 15

minutes, puis lavés dans de la solution balancée de Hank. Les cortex ont ensuite été
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découpés en petits morceaux et dissoci€s par plusieurs passages a travers une pipette
Pasteur & diamétre réduit. Les cellules ont ensuite été déposées a une densité de 3 x 10°
cellules par plat de pétri de 60 mm recouvert de poly-L-lysine (Sigma, Oakville, ON,
Canada). Les cellules ont été laissées pendant 4 heures dans du DMEM contenant 10% de
HS afin de permettre ’attachement des cellules sur le substrat. Le milieu a ensuite été
changé pour du Neurobasal (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) auquel a été ajouté des
suppléments de L-glutamine (SIGMA, Oakville, ON, Canada) et de B27 (Invitrogen,
Burlington, ON, Canada).

2.3. TRANSFECTION

Une journée apres la mise en culture des cellules Hela, elles ont été transfectées
avec la GFP, la GFP-Tau4R, la Flag-Tau4R ou les différents mutants de Tau, en utilisant la
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). Brievement, pour chaque pétri
60 mm, la solution d’ADN contenait 8 ug d’ADN plasmidique dilués dans 500 ul de milieu
Opti-MEM. La seconde solution contenait 16 ul de Lipofectamine 2000 dilués dans 500 pl
de milieu Opti-MEM. Les deux mixtures ont été incubées pendant 5 minutes, puis
mélangées ensemble et laissées de coté pour 20 minutes. Chaque pétri de cellules a par la
suite recu 1 ml de la solution finale. Le milieu de culture des cellules a finalement été

changé 4 heures apres la transfection.

2.4. IMMUNOBUVARDAGE

A 48 heures aprés la transfection, le milieu de culture des HeLa a été récolté puis
centrifugé a 3000 RPM pendant 10 minutes a température piece afin de se débarrasser des
débris cellulaires. Immédiatement aprés que le milieu ait été ramassé, le tapis cellulaire a
été lavé deux fois avec du PBS chauffé a 37°C et une fois avec du PBS contenant 0,5 M de
NaCl. Les cellules HeLa ont ensuite été lysées dans du milieu de culture contenant 0,1%
triton X-100 et une tablette d’un cocktail d’inhibiteur de protéases (Complete EDTA-free
de Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). La quantité¢ de milieu de lyse utilisé est
¢gale a la quantité de milieu de culture récolté du pétri. Les cellules ont ensuite été grattées

et incubées sur glace pendant 10 minutes pour permettre la lyse cellulaire compléte. La
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solution a ensuite ¢té centrifugée a 3000 RPM pendant 10 minutes a température piéce. Le
méme protocole de récolte fut utilisé pour les neurones et les cellules PC12, a la différence
que les neurones ont été récoltés 10 a 13 jours apres leur mise en culture et les PC12 trois
jours apres. Le milieu de culture et le lysat des neurones, des PC12 ainsi que quelques
échantillons provenant des HelLa ont d’abord di subir une immunoprécipitation avant de
passer aux étapes d’immunobuvardage. Les milieux de culture ainsi que les lysats ont donc
été séparés par électrophorese sur gel de polyacrylamide 7,5% et transférés sur une
membrane de nitrocellulose. Les standards de poids moléculaires utilisés proviennent de
Bio-Rad («Precision Plus Protein standards»). Les membranes ont ensuite été bloquées
dans du lait 5% dilué dans du TBST 1X («I7ris buffered saline» avec 0,1% de Tween-20)
puis marqué avec différents anticorps anti-Tau (voir Tableau I, p.46). Des anticorps dirigés
contre la GFP (mélange des clones 7,1 et 13,1 , monoclonal souris, 1:1000) (Roche
Diagnostic), I'a-tubuline (clone DM1A, monoclonal souris, 1 :2000) (Sigma) et la y-actine
(polyclonal lapin, 1:50 000) (aimablement fournie par le Dr C. Bulinski, Colombia
University, NY, USA) ont aussi été utilisés. Les membranes ont été incubées toute la nuit a
4°C sous agitation. Elles ont ensuite été lavées dans le TBST 1X, puis incubées 1 heure
avec ’anticorps secondaire dirigé contre la souris ou le lapin (dépendant de 1’anticorps
primaire utilis¢) et couplé a la peroxydase (Jackson Immunoresearch Laboratories,
Cedarlane Laboratories Limited, Hornby, Ontario). Les membranes ont finalement été
lavées et révélées par chimiluminescence (Amersham Pharmacia Biotech, Quebec, Quebec,

Canada).

2.5. IMMUNOPRECIPITATION

Des billes magnétiques couplées a des anticorps secondaires anti-souris (DYNAL
Biotech, Dynabeads® M-280 Sheep anti-Mousse IgG), ont été incubées pendant la nuit avec
un mélange d’anticorps primaires dirigés contre Tau: 0,3 pg Tau-1, 6 pl de CPI3
(généreusement fourni par le Dr P. Davies, Albert Einstein College of Medicine, NY, USA)
et 0,1 ug de HT7. Les billes magnétiques ont ensuite été incubées pendant deux heures avec
agitation lente sur la roue avec le milieu de culture ou le lysat cellulaire de cellules Hela,

PC12 ou de neurones corticaux. Apres incubation avec les échantillons,
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Tableau 1. Liste des anticorps dirigés contre Tau et dilution utilisée pour
immunobuvardage
Anticorps Type Epitope Dilution | Source
(ng/m)
AbCam Polyclonal Lapin Autour de la S262 0.67 Abcam, Cambridge, MA,
(ab64193) USA
HT7 Monoclonal souris | Entre les a.a. 159-163 0.40 Pierce Biotechnology,
Rockford, IL, USA
K9JA Polyclonal lapin a.a. 243-441 0.31 DakoCytomation, Glostrup,
Denmark
Taul Monoclonal souris | a.a. déphosphorylés n/a Millipore, Billerica, MA,
195, 198, 199 and 202 USA
Taul2 Monoclonal souris | Entre les a.a. 9-18 0.1- Abcam
0.025
Tau46 Monoclonal souris a.a. 428-441 1.0 Abcam
AT270 Monoclonal souris | pT181 2.0 Pierce Biotechnology
Phospho-S199 Polyclonal lapin pS199 1 ul/ml | Biosource-Invitrogen,
Burlington, ON, Canada
CP13 Monoclonal souris | pS202 20 ul/ml | Aimablement fourni par le
Dr P. Davies, Albert
Einstein College of
Medicine, NY, USA
Phospho-T205 | Polyclonal lapin pT205 2 ul/ml | Biosource-Invitrogen
Phospho-T212 | Polyclonal lapin pT212 1 ul/ml | Biosource-Invitrogen
Phospho-S214 Polyclonal lapin pS214 10 pl/ml | Biosource-Invitrogen
Phospho-T217 Polyclonal lapin pT217 0.75 Biosource-Invitrogen
Phospho-S262 | Polyclonal lapin pS262 1.0 Signalway antibody,
Pearland, TX, USA
Phospho-S409 | Polyclonal lapin pS409 10 pl/ml | Biosource-Invitrogen
Phospho-S422 Polyclonal lapin pS422 1 ul/ml | Biosource-Invitrogen
ATI180 Monoclonal souris | pT231/pS235 2.0 Pierce Biotechnology
PHF-1 Monoclonal souris | pS396/pS404 10 pl/ml | Fourni par le Dr P. Davies
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les billes magnétiques ont été lavées plusieurs fois au PBS, puis bouillies dans du tampon
Laemmli 1X afin de décrocher toutes les protéines attachées. L’échantillon de protéines

obtenu a ensuite été analysé par immunobuvardage, tel que décrit plus tot.

2.6. QUANTIFICATION PAR DENSITOMETRIE DU
SIGNAL DETECTE

Les films ont été scannés avec un scanner EPSON PERFECTION 1240U et un
module de transparence EPSON EU-33, en utilisant la version 7,0 du logiciel Adobe
Photoshop. Le logiciel Image J version 1,38X du «National Institute of Health» a été utilisé
pour quantifier I’intensité des bandes obtenues suite a I’immunobuvardage. Pour quantifier
la proportion de Tau sécrétée dans une condition précise, nous avons fait le ratio de la
quantit¢ de Tau dans le milieu sur la quantité de Tau dans le lysat. Par la suite, afin
d’évaluer si la sécrétion était plus élevée dans une condition que dans une autre, le ratio de
la quantité de Tau sécrétée dans les deux conditions a été effectué et la moyenne des ratios
+ I’écart type a été calculée pour chaque condition. La fiabilité statistique des résultats a été
évaluée grace a un test t a un échantillon avec une moyenne hypothétique de 1 en utilisant

le logiciel GraphPad InStat 3.

2.7. TRAITEMENTS

Deux jours apres la transfection, le milieu de culture des cellules HeLa a été changé
pour du frais et les cellules ont été traitées a la BFA (Sigma) a une concentration de 5
ng/ml, dilué dans 0,05% de dimethyl sufoxide (DMSO) (Sigma) pendant 45 minutes, 5 ou
6 heures et a 10 pg/ml pendant 5 ou 6 heures. Les cellules témoins ont été traitées avec
0,05% DMSO. Alternativement, les cellules ont été incubées a différentes températures.
Pour ce faire, les cellules ont été ensemencées dans des flasques de 25 cm” au lieu des
pétris de 60 mm. Deux jours apres la transfection, le milieu de culture a été changé pour du
frais et les cellules on été incubées a 22, 18 ou 4°C pour 6 heures. Les cellules témoins, tant

qu’a elles, ont été incubées a 37°C.
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Deux jours apres la mise en culture des cellules PC12, leur milieu de culture a été
changé pour du frais et les cellules ont été traitées avec diverses drogues. Les cellules ont
donc été traitées soit avec 100 nM de thapsigargine diluée dans du DMSO ou 10 pM de
rapamycine dilué dans le DMSO pendant 6 heures, soit avec 100 uM de leupeptine diluée
dans I’eau ou une combinaison de 100 uM de leupeptine et 10 pM de rapamycine pendant
24 heures. Finalement, les cellules ont été incubées dans un milieu de culture contenant 5
fois moins de FBS et de HS que le milieu normal afin de diminuer la quantit¢ de

nutriments.

Les traitements sur les neurones ont été effectués 10 a 13 jours apres leur mise en
culture et le milieu a été changé pour du frais avant chaque traitement. Les neurones ont
donc été traités avec soit 100 nM de Thapsigargine, 15 nM de rapamycine ou une
diminution de nutriments par 1’incubation des cellules dans du milieu de culture contenant
5 fois moins de B27 que le milieu normal, pendant 6 heures. Elles ont aussi été traitées avec
les solutions K5 et K50 (voir Tableau II, p.49) pendant 3 heures ou avec 40 uM de
leupeptine ou une combinaison de 20 pM de leupeptine et 15 nM de rapamycine pour 24

heures. Toutes les drogues utilisées provenaient de Sigma (Oakville, ON, Canada).

2.8. TEST DE CYTOTOXICITE

La mort cellulaire a été calculée en analysant I’intégrité de la membrane plasmique
des cellules en mesurant I’activité de la lactate déhydrogénase (LDH) extra et intracellulaire
grace a un kit de mesure de la cytotoxicité (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI,
USA), en suivant les instructions du manufacturier. Le pourcentage de mort cellulaire a été
calculé en faisant le ratio de ’activité de la LDH extracellulaire sur I’activité totale de la
LDH (milieu + lysat). Des triplicatas ont été effectués pour chaque échantillon. L’activité
de la LDH a été mesurée grace a un lecteur de plaque BIO-TEK EIx800. Les résultats

obtenus sont présentés en pourcentage moyen =+ 1’écart type.



Tableau II. Constituants des solutions K5 et K50 dilués dans I’eau.

Solution KS5S K50

CaCl2-2 H20 1,8 mM 1,8 mM
MgS04-7 H20 0,8 mM 0,8 mM
NaCl 110 mM 65 mM
NaHCO3 26 mM 26 mM
Na2HPO4-2 H20 1 mM 1 mM
D-Glucose 40 mM 40 mM
Hépes pH 7.3 15 mM 15 mM
KClI 5 mM 50 mM
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3. RESULTATS

3.1. La protéine Tau est sécrétée dans un modele de cellules

Hel.a

3.1.1. Expression de la GFP-Tau4R

Afin de vérifier la sécrétion de la protéine Tau, nous I'avons tout d'abord
surexprimée dans des cellules HeLa, une lignée cellulaire immortalisée provenant d'un
adénocarcinome humain (Masters 2002). Pour ce faire, les cellules ont été transfectées a la
Lipofectamine 2000 avec un vecteur d’expression qui contenait I’ADNc de I’isoforme de la
protéine Tau humaine Tau4R ON fusionné a un tag GFP en N-terminal ou avec différents
mutants de cette GFP-Tau4R. Les cellules ont ensuite été lysées 48 heures aprés la
transfection et le lysat a été mis sur gel pour immunobuvardage afin de vérifier I'expression
de Tau (Figure 8/A, p.52). Les anticorps anti-Tau HT-7, Taul2 et un anticorps polyclonal
obtenu de AbCam ont ét¢é utilisés pour analyser 1’expression de la protéine Tau humaine par
les cellules HeLa. Ces anticorps sont dirigés contre Tau aux acides aminés (a.a.) 159 a 163
pour le HT7, 9 a 18 pour Taul2 et dans une région entourant la S262, localisée dans la
premiere répétition du domaine de liaison aux microtubules pour I'anticorps de AbCam. La
GFP-Tau4R a migré au poids moléculaire attendu, soit tout juste au-dessus de 75 kDa. On
peut aussi observer la présence de plusieurs bandes sous 75 kDa, dénotant le clivage de la
protéine Tau dans les cellules HeLa. Des bandes non-spécifiques ont été détectées avec
l'anticorps AbCam a un poids moléculaire environnant les 250, 150 et 50 kDa. Ces bandes
ont ét¢ identifiées en comparant le motif des bandes obtenu dans le lysat des cellules HeLa

transfectées avec GFP puisque ces cellules ne contiennent aucune Tau endogene.

3.1.2. Sécrétion de la GFP-Tau4R

Pour étudier la sécrétion, les cellules ont été transfectées 24h apres avoir été
mises en culture. Le milieu de culture des cellules contenant la protéine Tau sécrétée a été
récolté entre 24 et 51 heures aprés la transfection. Les cellules ont été lysées dans un

volume de 6 ml de milieu frais contenant 0,1% de triton et des inhibiteurs de protéases
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puisque le milieu de culture récolté était de 6 ml. Cette méthode a permis de diluer la
protéine Tau et les autres composants intra et extracellulaires de la méme fagon pour ainsi
permettre de comparer leur quantité dans le lysat et le milieu. Les milieux et lysats ainsi
récoltés ont ensuite été analysés par immunobuvardage avec l'anticorps polyclonal de
AbCam dirigé contre Tau (Figure 8/B , p.52). L'expression de Tau, tel qu'observé dans le
lysat cellulaire, était équivalente pour les cellules récoltées entre 41 et 51 heures. Par
contre, ’expression de Tau a 24 heures était moins grande que ces derniéres, tel qu’attendu.
A tous ces temps, on a pu observer dans les lysats cellulaires la présence de la bande de Tau
pleine longueur, tout juste au-dessus du 75 kDa. De plus, on a pu observer la présence d'une
bande de Tau a 75 kDa, sous la protéine Tau pleine longueur, ainsi que des bandes de plus
faibles poids moléculaire entre 25 et 50 kDa. On a pu voir que dés 24 heures apres la
transfection la protéine Tau apparaissait dans le milieu de culture. La quantit¢ de Tau
extracellulaire augmentait de facon importante a 41 heures et encore un peu a 51 heures.
Par contre, on a pu remarquer que la bande principale de Tau dans le milieu se trouvait a 75
kDa, donc tout juste sous la protéine Tau pleine longueur. Cette derniere était d'ailleurs
présente uniquement dans le lysat cellulaire. De plus, on a pu remarquer que les bandes de
Tau clivée se trouvant sous les 50 kDa dans le lysat cellulaire étaient également présentes
dans le milieu de culture. Ces résultats ont donc suggéré que la protéine Tau était sécrétée
sous forme clivée uniquement, la pleine longueur n'étant pas sécrétée dans ce modele

cellulaire.

Par contre, il a fallu démontrer que la présence de Tau dans le milieu de
culture n'était pas due a la fuite de protéines a travers la membrane plasmique de cellules
endommagées ou mortes. Pour vérifier I'intégrité de la membrane plasmique, nous avons
donc regardé si une protéine cytosolique non-sécrétée pouvait se retrouver dans le milieu de
culture de nos échantillons. Si c'était le cas, cela aurait signifi¢é que la membrane laissait
échapper des protéines cytosoliques et par conséquent que la présence de Tau dans le
milieu n'était pas due a la sécrétion. Les échantillons ont donc été repris et marqués a la
tubuline grace a l'anticorps DM1A (Figure 8/C, p.52). On a donc pu voir que la tubuline
¢tait présente dans tous les lysats cellulaires mais complétement absente des milieux de
culture. Ceci démontrait une bonne intégrité de la membrane plasmique et démontrait donc
que la protéine Tau a emprunté un mécanisme cellulaire de sécrétion afin d'étre libérée dans

le milieu de culture.
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Figure 8. Sécrétion de la protéine GFP-Tau4R dans des cellules HeLa.

A) Les cellules HelLa ont été transfectées avec de la GFP-Tau4R ou la GFP seule et
lysées 48 heures plus tard. Les cellules transfectées a la GFP nous ont servi de témoin
négatif afin de détecter d’éventuelles bandes non-spécifiques avec les anticorps dirigés
contre Tau puisque les cellules HeLa sont dépourvues de Tau endogeéne. Le lysat a été
analysé par immunobuvardage afin d'examiner le niveau de transfection et de vérifier la
spécificit¢ de nos anticorps. On a donc pu observer la bande de GFP-Tau4R pleine
longueur tout juste au-dessus de 75 kDa (fléche) ainsi que plusieurs bandes de plus faibles
poids moléculaire indiquant que la GFP-Taud4R ¢était clivée dans les cellules HeLa.
L'anticorps HT7, Taul2 ainsi qu'un anticorps dirigé contre Tau obtenu de AbCam ont été
testés. Ces deux premiers étaient trés spécifiques alors que l'anticorps de AbCam présentait
un marquage non-spécifique un peu en haut de 50 kDa ainsi que deux bandes dans les
environs de 150 et 250 kDa. B) Le milieu de culture des cellules HeLa transfectées avec
GFP-Tau4R a été collecté a 24, 41 et 51 heures apres la transfection puis les cellules ont été
lysées. L'anticorps de AbCam nous a révélé que la protéine Tau était présente dans le
milieu des cellules exprimant la GFP-Tau4R mais pas dans celui des cellules exprimant
GFP (fleche du bas). Fait intéressant, la protéine Tau pleine longueur (fléche du haut)
n'était présente que dans le lysat et non dans le milieu. C) Pour vérifier que la protéine Tau
observée dans le milieu ne provenait pas d'une fuite a travers la membrane plasmique des
cellules due a la mort cellulaire, les échantillons ont été marqués a la tubuline. Aucune
tubuline n'a été détectée dans les milieux de culture alors qu'elle était présente dans les
lysats cellulaires (fleche, 50 kDa). Il est important de préciser que le lysat a été fait dans 6
ml afin d'avoir le méme volume que dans notre milieu de culture et d'ainsi pouvoir
comparer le signal obtenu avec I’anticorps anti-tubuline. D) Pour éliminer la possibilité que
ce soit le tag GFP qui soit la cause de la sécrétion de Tau, les cellules HeLa ont été
transfectées avec de la Flag-Tau4R. Cette Tau était aussi présente dans le milieu de culture

avec un clivage semblable a ce qui a été observé pour la GFP-Tau4R.
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Apres avoir ainsi démontré la sécrétion de Tau, il était important de vérifier
que cette sécrétion n'était pas due a la présence du tag GFP. En effet, une étude avait
démontré que la GFP pouvait étre sécrétée par plusieurs types cellulaires (Tanudji, Hevi et
al. 2002). 11 était alors impératif de prouver que la sécrétion de la protéine Tau n'était pas
due a un effet d'entrainement par la GFP. Pour ce faire, nous avons transfecté les cellules
HeLa avec la Tau4R contenant le tag Flag en N-terminal, au lieu du tag GFP (Figure 8/D,
p-52). Nous avons ainsi pu observer que la Flag-Tau4R, migrant a 50 kDa di au tres faible
poids moléculaire de la Flag ne contenant que 8 a.a. (Hopp, Prickett et al. 1988), était tout
autant sécrétée que la GFP-Tau4R. De plus, comme observé pour la protéine Tau fusionnée
au tag GFP, la Flag-Tau4R sécrétée était ¢galement clivée. Ces résultats démontraient donc

que la sécrétion de la GFP-Tau4R n'était pas imputable au tag GFP.

3.1.3. Validation de la technique de détection de la mort cellulaire

Afin de démontrer sans équivoque que la protéine Tau était sécrétée par les
cellules HeLa, nous devions démontrer que la présence de Tau dans le milieu de culture
n’était pas liée a la mort des cellules. De ce fait, nous avons voulu trouver une technique de
détection de la mort cellulaire fiable et précise. Premierement, nous avons induit la mort
d’un faible pourcentage de cellules HeLa exprimant la protéine Tau humaine en ajoutant au
milieu de culture une solution de 0,01% de Triton X-100 pendant un trés court laps de
temps de 15 secondes. Nous avons ensuite récolt¢ le milieu pour analyser par
immunobuvardage les échantillons recueillis avec 1’anticorps HT7 dirigé contre Tau,
DMI1A dirigé contre la tubuline ainsi qu'un anticorps dirigé contre la y-actine. L'anticorps
HT7 a été privilégié a l'anticorps de AbCam puisqu'il permettait I'obtention d'un plus beau
marquage avec moins de bandes non-spécifiques. Le marquage contre Tau a permis de
révéler que la bande de Tau pleine longueur au-dessus de 75 kDa apparaissait dans le
milieu suite a la lyse partielle des cellules par la solution de Triton X-100, mais plus
faiblement que dans le lysat total des cellules (Figure 9/A, p.56). Cela laissait supposer que
la présence de la protéine Tau pleine longueur dans le milieu de culture pourrait étre un bon
indicateur de la mort cellulaire. Le marquage de la tubuline tant qu'a lui a révélé que celle-
ci était relachée dans le milieu de culture suite a I’incubation des cellules avec la solution

de Triton X-100. En effet, une faible bande était détectée par 1’anticorps contre la tubuline
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dans le milieu de culture aprés une longue exposition (Figure 9/B, p.56). Ce marquage trés
faible indiquait qu'il faut beaucoup de mort cellulaire afin de voir apparaitre un signal fort
de tubuline dans le milieu. Le fait que la bande de Tau pleine longueur apparaissait de
fagon beaucoup plus forte que la bande de la tubuline dans le milieu de culture des cellules
ayant subi la lyse partielle suggérait que la présence de la protéine Tau pleine longueur
dans le milieu pourrait étre un meilleur indicatif de mort cellulaire que la présence de
tubuline. Le marquage a la y-actine tant qu'a lui a révélé la présence de 'actine dans tous les
¢chantillons, méme dans le puits témoin contenant du milieu de culture n'ayant jamais été
mis en contact avec des cellules (Figure 9/C, p.56). Ce résultat n’était pas surprenant
puisque I’actine a été détectée dans le FBS dans des études antérieures (von Blume, Duran
et al. 2009). La présence d'actine dans notre puits témoin pourrait donc s'expliquer par la
présence du FBS dans notre milieu de culture. Lorsque les cellules HelLa qui
surexprimaient la protéine Tau humaine ont été incubées avec une solution a faible
concentration de Triton X-100, une augmentation de la y-actine dans le milieu de culture a
¢été observée. Le marquage de 1’actine semblait donc étre plus sensible que celui a la
tubuline et pourrait éventuellement étre utilisé¢ afin de comparer le taux de mort entre deux
échantillons. Ainsi, si deux conditions ont la méme quantit¢ d'actine dans le milieu de
culture, il serait possible de conclure que la mort cellulaire était équivalente dans ces deux
pétris. Par contre, aprés tous ces tests, il nous manquait toujours une technique de mesure

de la mort cellulaire fiable.

Une méthode utilisée par plusieurs laboratoires est la coloration au bleu
trypan. Ce colorant peut pénétrer dans les cellules lorsque la membrane plasmique de
celles-ci est endommagée (Figure 9/D, p.56). Le bleu trypan permet donc de détecter les
cellules abimées ou mortes qui pourraient laisser échapper leur contenu intracellulaire et
laisse les cellules en santé incolores. Nous avons donc mis des cellules HeLa en culture sur
des lamelles. Lors de la récolte, ces lamelles ont été lavées, marquées au bleu trypan puis
fixées. Les lamelles ont ensuite été observées au microscope et les cellules colorées et non-
colorées ont ét¢ comptées dans 10 champs différents pour chaque condition. Ensuite, le

pourcentage de mort cellulaire a été calculé grace a la formule suivante:

Nombre de cellules bleues x100
Nombre de cellules totales
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Figure 9. Tests de différentes méthodes de détection de la mort cellulaire.

Afin de confirmer que la protéine Tau observée dans le milieu de culture
venait bel et bien de la sécrétion et non de la mort cellulaire, un test a été effectué dans
lequel les cellules exprimant la GFP-Tau4R ont été lysées partiellement, grace a du milieu
contenant 0,01% de triton qui a été laissé sur les cellules pendant une quinzaine de
secondes avant d'étre récolté (A,B,C). A) Dans ces conditions, la protéine Tau pleine
longueur était apparue dans le milieu des cellules ayant subi la lyse partielle mais était
toujours absente du milieu récolté¢ de cellules n'ayant pas subi de lyse (fleche). B) Nous
avons par la suite testé I'apparition d'une protéine cytosolique non sécrétée, 1'a-tubuline,
dans le milieu extracellulaire. Cette protéine, détectée grace a I'anticorps DMI1A, a pu étre
détectée en grande quantité dans le lysat et en trés faible quantité dans le milieu des cellules
ayant subi la lyse partielle (*). Elle était par contre absente du milieu des cellules n'ayant
pas subi de lyse partielle. C) Le marquage contre la y-actine a révélé la présence de cette
protéine dans le lysat ainsi que dans le milieu des cellules ayant subi une lyse partielle, bien
qu'en moins grande quantité (fleche, 42 kDa). L'actine était aussi présente dans le milieu
des cellules n'ayant pas subi de lyse et un faible marquage était présent dans le témoin
contenant du milieu de culture n'ayant jamais €t¢ mis en contact avec les cellules (puits sans
cellule). L'actine semblait donc présente dans tous les échantillons bien que de fagon
moindre dans le milieu des cellules sans lyse que dans le milieu de celles avec lyse partielle
et totale. D) Le marquage au bleu trypan a été effectué sur des cellules HeLa cultivées sur
des lamelles. L'observation de ces cellules au microscope a permis de détecter la présence
de cellules mortes ou endommagées par leur coloration bleue (fleche) puisque le colorant
ne pénétrait que dans les cellules ayant la membrane plasmique endommagée, laissant les

cellules saines incolores. Barre d’échelle : 40 um.
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Les comptes de cytotoxicité ainsi obtenus corrélaient bien avec l'apparence générale
des cellules observées avant leur récolte. La limitation de cette technique par contre résidait
dans le fait que les cellules HeLa, lorsqu'endommagées, pouvait décoller du pétri et se
mettre a flotter dans le milieu de culture. Ces cellules endommagées ou mortes ne pouvait
donc pas étre comptées et le pourcentage de mort était ainsi sous-estimé. Nous nous
devions donc de trouver une méthode de détection de la cytotoxicité plus compléte et

précise.

Plusieurs groupes de recherche qui examinent la sécrétion cellulaire utilisent
la détection de la lactate déhydrogénase (LDH) dans le milieu de culture comme technique
de détection de la mort cellulaire suite a un traitement ou manipulation. La LDH est une
enzyme cytosolique qui n'est pas sécrétée. La mesure de la quantité de LDH dans le milieu
de culture pouvait donc étre utilisée afin de déterminer l'intégrit¢é de la membrane
plasmique et de ce fait, la mort cellulaire. Nous avons ainsi commencé a utiliser le kit de
détection de la LDH de Cayman. Ce kit nous a permis de détecter le niveau de la LDH dans
le milieu (M), dans du milieu n'ayant jamais été en contact avec les cellules afin de mesurer
le bruit de fond (BF), ainsi que dans les lysats (L). Nous avons ainsi obtenu un pourcentage
de mort cellulaire grace a la formule suivante :

(M - BF) x 100
(M-BF) + (L-BF)

Le kit semblait bien fonctionner lors des premiers tests puisque la courbe standard
que nous obtenions grace aux standards LDH fourni par la compagnie avait une bonne
corrélation et ressemblait a celle illustrée dans leur protocole. Par contre, lorsque nous
avons testé le kit avec nos échantillons, il arrivait parfois que le bruit de fond était supérieur
au niveau de la LDH détectée dans le milieu de culture. Cette donnée était plutot étrange
puisque le milieu utilisé pour calculer le bruit de fond avait la méme composition que le
milieu mis sur les cellules. Nous nous sommes par la suite rendus compte que le milieu de
culture en contact avec les cellules pour 48 heures changeait de pH, ce qui pouvait
potentiellement avoir un impact sur l'activit¢ enzymatique de la LDH et donc sur sa
détection par le kit. Nous avons donc par la suite tenté d'ajuster le pH du milieu de culture
frais utilis¢ pour calculer le bruit de fond en fonction du pH du milieu de culture des

cellules. Cette méthode nous a permis de constater que le pH influence énormément les
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lectures de la LDH et qu'une différence de pH de 1 pouvait faire en sorte que le milieu de
culture des cellules ait une valeur de LDH inférieure au bruit de fond. Pour le reste des
expériences, nous avons donc di ajuster le pH du milieu de culture frais a chaque culture
cellulaire, puisque d'une fois a l'autre le pH du milieu pouvait varier. Grace a cette
méthode, les données de mesure de la LDH nous apparaissait fiable, cette mesure corrélant
bien avec l'apparence générale des cellules. De plus, les mesures de la LDH donnaient
environ la méme mesure de mort cellulaire que celle obtenue par marquage au bleu trypan.
Nous avons donc décidé d'utiliser la détection de la LDH comme technique de détection de
la mort cellulaire, combiné a 1'une ou l'autre des différentes techniques discutées plus haut

au besoin.

3.1.4. Tau emprunte une voie de sécrétion non-conventionnelle

Apres avoir démontré la sécrétion de Tau et avoir trouvé une bonne méthode
pour calculer la mort cellulaire, nous avons investigué le mode de sécrétion utilisé par la
protéine Tau. Le premier type de sécrétion étudi¢ a été la voie conventionnelle. Pour ce
faire, nous avons utilis¢ la BFA afin de bloquer cette voie de sécrétion. Cette drogue
perturbe la structure et les fonctions du golgi, empéchant ainsi la sécrétion cellulaire
conventionnelle, une des fonctions de cette organelle. Le but était donc de vérifier si l'ajout
de cette drogue au milieu de culture des cellules allait diminuer la quantité de Tau sécrétée
comparativement a celle de cellules témoins ayant subi un traitement au DMSO seul, le
véhicule de la BFA. Donc, 48 heures aprées la transfection, le milieu de culture des cellules
a été changé pour du frais. Les cellules ont ensuite été traitées avec de la BFA a 5 pg/ml
pendant 5 heures. L'immunobuvardage de ces échantillons a permis de démontrer que la
BFA n'a pas eu d'effet sur la quantit¢ de Tau dans le milieu de culture et donc, sur sa
sécrétion (Figure 10/A, p.61). De plus, le test de la LDH a détecté¢ 0% de mort cellulaire
tant pour le témoin que pour le traitement (n=4). Nous avions aussi précédemment testé
plusieurs concentrations et temps d'incubation différents avec la BFA afin de voir si une de
ces conditions allait avoir un impact sur la sécrétion de Tau. Ainsi, nous avons testé la BFA
sur nos cellules HeLa a 5 pg/ml et 10 pg/ml pendant 6 heures, & 5 pg/ml pendant 45
minutes et a 10 pg/ml pendant 24 heures. Dans tous les cas, aucune différence n'était

observée entre le traitement a la BFA et le témoin (résultats non-présentés). Au final, avec
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toutes les conditions testées, nous avons conclu que la BFA n'influencait pas la sécrétion de
Tau dans les cellules Hela et que par conséquent, elle devait emprunter une autre voie de

sécrétion que la voie conventionnelle.

Par la suite, nous avons voulu vérifier si la sécrétion de Tau était un
phénoméne passif ou actif. Les voies de sécrétion dites conventionnelles et non-
conventionnelles empruntent plusieurs voies qui utilisent une machinerie complexe qui
requiert de I’énergie. Par contre, une protéine cytosolique peut se retrouver dans le milieu
extracellulaire en traversant de fagon passive la membrane plasmique. La sécrétion active
est, de facon générale, un processus dépendant de la température alors que la diffusion
passive n'est pas affectée par les changements de température. Un traitement largement
utilis¢ afin d'inhiber de facon générale la sécrétion non passive est de diminuer la
température des cellules (Saraste, Palade et al. 1986). Tout comme pour le traitement a la
BFA, nous avons changé le milieu de culture des cellules 48 heures aprées la transfection et
avons incubé les cellules dans du milieu frais. Les cellules témoins ont été incubées a 37°C
alors que les cellules traitées ont été mises a 18°C ou 4°C pendant 6 heures. Le milieu et le
lysat cellulaire ont ensuite été récoltés tel que précédemment décrit et mis sur gel pour
analyse par immunobuvardage (Figure 10/B, p.61). La diminution de température a réduit
de maniere importante la quantit¢ de Tau dans le milieu de culture (cytotoxicité de 0,4 +
0,5%, 3,2 + 1,6% et 2,6 + 2,6% pour le 37, 18 et 4°C respectivement tel que calculé par la
mesure de la LDH, n=2). Ce résultat nous démontrait donc que la protéine Tau empruntait
une voie de sécrétion active dépendante de la température. Par contre, aucune différence de

sécrétion de la protéine Tau n'était observée entre 18°C et 4°C.

Par la suite, nous avons voulu revérifier que ce n'était pas le tag GFP qui provoquait
ces effets puisque la sécrétion de celui-ci est dépendante de la température. Nous avons
donc transfecté les cellules HeLa avec la Flag-Tau4R et avons procédé au traitement a la
BFA et au test de diminution de température (figure 10/C et D, p.61). Tout comme pour la
GFP-Tau4R, le traitement a la BFA n’a pas eu d’effet sur la sécrétion de Flag-TaudR
(cytotoxicité de 0 + 0% pour le traitement et le témoin, n=3). La diminution de température
tant qu’a elle a réduit la sécrétion de Flag-Tau4R et ce de fagcon équivalente pour le 18 et le
4°C, tout comme pour la GFP-Tau4R (cytotoxicité de 0 = 0%, 3,7 = 0,5% et 3,3 = 0,9%

pour le 37, 18 et 4°C respectivement, n =3). En bref, puisque la protéine Tau empruntait
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Figure 10. Mode de sécrétion de la protéine Tau par les cellules HeLa.

A) Les cellules HeLa transfectées avec GFP-Tau4R ont été traitées avec soit la BFA
ou son véhicule, le DMSO, pendant 6 heures afin de bloquer la voie de sécrétion
conventionnelle. La quantit¢ de Tau sécrétée dans le milieu n'a pas changé suite au
traitement a la BFA, indiquant de ce fait que la protéine Tau doit utiliser une voie de
sécrétion non-conventionnelle pour étre sécrétée. La mesure du LDH a révélé une mort
cellulaire de 0 £ 0% pour les deux conditions (n=4), démontrant que la présence de Tau
dans le milieu n'était pas due a la mort cellulaire. B) Afin de démontrer que la sécrétion de
Tau se faisait par un mécanisme d'exocytose et non par simple diffusion a travers la
membrane plasmique, les cellules HeLa surexprimant la GFP-Tau4R ont été incubées
pendant 6 heures a basse température (18°C et 4°C). La quantité de Tau sécrétée a été
comparée a un témoin ayant été laissé a 37°C. La diminution de température a réduit la
quantité de Tau sécrétée, et ce de méme fagon pour 18 et 4°C (cytotoxicité de 0,4 + 0,5%,
3,2 £ 1,6% et 2,6 £ 2,6% pour le 37, 18 et 4°C respectivement, n=2). C) Le traitement a la
BFA a été répété sur les cellules HeLa surexprimant la Flag-Tau4R. Tout comme pour la
GFP-Tau4R, ce traitement n’a pas influencé la quantité¢ de Tau sécrétée (cytotoxicité de 0 &
0% pour le traitement et son contrdle, n=3). D) Les tests de diminution de température ont
été répétés sur les cellules HeLa surexprimant la Flag-Tau4R. Encore une fois, les résultats
avec la Flag-Tau4R ont mimés ceux de la GFP-Tau4R, soit une diminution de sécrétion de
Tau lorsque la température était diminuée (cytotoxicité de 0 = 0%, 3,7 = 0,5% et 3,3 + 0,9%

pour le 37, 18 et 4°C respectivement, n =3).T, témoin; BFA, brefeldin A.



62

A)

)

'
I

Milieux
GFP-TaudR

T BFA

Lysats
GFP-Tau4R

I
Milieux Lysats
Flag-Tau4R Flag-TaudR

37°C 18°C 4°C 37°C 18°C 4°C

B)
100 —
75 —
50 —
37 —
Milieux
GFP-Tau4R
D)

37°C  18°C  4°C

TO() m—
TS —

() —

37—

D5 w—

Milieux
Flag-TaudR

Lysats
GFP-TaudR

37°C

Lysats
Flag-Tau4R



63

une autre route que la voie passive et qu'elle ne passait pas par la voie conventionnelle,

nous avons conclu qu'elle empruntait une ou plusieurs voies non-conventionnelles.

3.1.5. La protéine Tau sécrétée est déphosphorylée comparativement a la

protéine Tau intracellulaire

Nous avons par la suite examiné 1’état de phosphorylation de la protéine Tau
sécrétée et I’avons comparé a celui de la protéine Tau intracellulaire non-sécrétée. Lorsque
nous avons marqué nos échantillons avec divers anticorps phosphodépendants par
immunobuvardage, aucun marquage n'apparaissait dans le milieu, bien que le lysat était
marqué. Nous avons donc di procéder a I'immunoprécipitation (IP) de nos échantillons
pour concentrer la protéine Tau afin d'étre en mesure de détecter la phosphorylation de
cette derniere dans le milieu de culture. En effet, les anticorps phosphodépendants
requierent un niveau minimal de Tau pour la détecter par immunobuvardage. Donc,
brievement, nous avons utilis¢ des billes magnétiques couplées de fagon covalente a des
IgG anti-souris. Ces billes ont été incubées toute la nuit avec un mélange des anticorps
Taul, HT7 et CP13, lavées, puis incubées pendant deux heures avec 1,5 ml de milieu de
culture ou lysat de cellules HeLa transfectées avec la GFP-Tau4R. Les billes ainsi couplées
aux anticorps et a la protéine Tau ont finalement été bouillies afin de faire décrocher la
protéine Tau des billes. Le surnageant bouilli a ensuite été séparé en deux afin d'étre utilisé

pour le marquage de deux anticorps dirigés contre Tau.

Nous avons ainsi étudié¢ des sites de phosphorylation de la protéine Tau qui
deviennent anormalement hyperphosphorylés dans la MA, soit la pT181, pS199, pS202
(détecté par I'anticorps CP13), pT205, pT212, pS214, pT217, pS262, pS409, pS422 ainsi
que les épitopes phosphorylés reconnus par les anticorps AT180 (T231/S235) et PHF-1
(S396/S404)(Figure 11, p.64). Tous ces sites étaient phosphorylés dans le lysat des cellules,
bien que le niveau de phosphorylation variait d'un site a l'autre. Seuls les sites reconnus par
les anticorps CP13, pT205, pS422 et PHF-1 étaient soit absents du milieu ou présentaient
un marquage non-spécifique alors que le marquage était bien visible dans les lysats
correspondants. Les sites reconnus par ces anticorps étaient donc phosphorylés sur la
protéine Tau intracellulaire mais non-phosphorylés sur la protéine extracellulaire. Pour les

autres sites étudiés, nous avons observé une diminution évidente de
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Figure 11. Etat de phosphorylation de la protéine Tau sécrétée comparativement

a la protéine Tau intracellulaire.

Les milieux et lysats des cellules HeLa surexprimant la GFP-Tau4R et la GFP
(témoin) ont été mis sur gel pour immunobuvardage et marqués avec différents anticorps
phosphodépendants dirigés contre Tau ainsi que Taul2 afin de marquer la protéine Tau
totale. Des 12 anticorps testés, seuls les sites reconnus par les anticorps CP13, pT205,
pS422 et PHF-1 n’étaient pas phosphorylés dans le milieu de culture alors que la
phosphorylation a ces sites était présente dans les lysats correspondants. Par la suite, pour la
majorité des sites étudiés, l'observation de I'immunobuvardage nous a démontré une
diminution évidente de Tau phosphorylée dans le milieu de culture comparativement a la
protéine Tau intracellulaire. Les membranes exposées étaient représentatives de l'effet
observé lors de toutes les expériences (n=3 sauf pour CP13 pour lequel un n=4 a été

effectu¢). L, lysat; M, milieu.
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Tau phosphorylée dans le milieu de culture comparativement a la protéine Tau
intracellulaire. En effet, pour un niveau équivalent de Tau totale et de Tau phosphorylée
dans le lysat cellulaire, le milieu de culture présentait une quantit¢ de Tau phosphorylée
beaucoup plus faible que la quantité de Tau totale. Ces observations nous ont donc permis
de conclure que la protéine Tau sécrétée ¢Etait globalement déphosphorylée
comparativement a la protéine Tau intracellulaire aux sites étudiés. Pour chaque
échantillon, la cytotoxicité était calculée en mesurant la LDH et cette mesure nous a permis
de conclure que la mort n’influencait pas la phosphorylation de la protéine Tau sécrétée. Au
final, ces résultats ont permis de démontrer que la protéine Tau extracellulaire était

déphosphorylée comparativement a 1’intracellulaire.

3.1.6. L'état de phosphorylation de Tau influence sa sécrétion

Apres avoir démontré que la protéine Tau sécrétée était déphosphorylée
comparativement a la protéine Tau intracellulaire, on s'était demandé si une Tau
hypophosphorylée serait davantage sécrétée qu'une Tau hyperphosphorylée. Nous avons
donc transfecté les cellules HeLa avec la GFP-Tau4R ou avec la Tau4R ayant subi 12
mutations en glutamate (E12) ou en alanine (A12) afin de mimer ou empécher la
phosphorylation a ces sites, respectivement. Les 12 sites mutés étaient les suivants: S199,
S202, T205, S214, T231, S235, S262, S356, S396, S400, S404 et S409. Ces sites ont été
choisis a cause de leur taux ¢élevé de phosphorylation dans la pathologie. Par
immunobuvardage, nous avons ensuite marqué la protéine Tau totale avec I'anticorps
Taul2 et nous avons fait parallélement un marquage contre la y-actine pour vérifier que les
taux de mort cellulaire calculés par la mesure de la LDH n'influencaient pas la quantité de
protéines intracellulaires dans le milieu de culture (Figure 12, p.67). Le marquage a la
Taul2 a permis de révéler que toutes ces formes de Tau étaient sécrétées dans le milieu
extracellulaire. On a d'abord observé que le mutant GFP-E12 avait un plus haut poids
moléculaire que la GFP-Tau4R, phénomene dii a la charge négative et au changement
conformationnel introduits par les acides aminés glutamate qui miment la phosphorylation
(Haase, Stieler et al. 2004). Pour vérifier le niveau de Tau sécrétée par les cellules lorsque

transfectées avec la protéine Tau de type sauvage et ses mutants, nous avons calculé le ratio
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Figure 12. Effet de la phosphorylation de Tau sur sa sécrétion.

Les cellules HeLa ont été transfectées avec de la GFP-Tau4R ainsi qu'avec de la
Tau4R contenant 12 sites mutés en glutamate ou en alanine, la GFP-E12 et GFP-A12
respectivement. Les mutations en glutamate permettent de mimer la phosphorylation de
Tau a ces sites alors que les mutations en alanine empéchent ces sites d'étre phosphorylés.
En calculant le ratio de la quantité de Tau dans le milieu sur la quantité dans le lysat, estimé
par densitométrie, la quantité de Tau sécrétée a pu étre évaluée. Ces calculs nous ont permis
de constater que la GFP-E12 était 2,51 + 0,55 fois plus sécrétée que la GFP-Tau4R (p =
0,012, n=4) et 1,94 + 0,45 fois plus sécrétée que la GFP-A12 (p = 0,026, n=4) (cytotoxicité
de 5,6 = 3,7%, 5,7 £ 2,7% et 4,0 + 3,8% pour la GFP-E12, GFP-Tau4R et GFP-A12

respectivement).
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de la quantité de Tau dans le milieu sur la quantité de Tau dans le lysat. En comparant les
ratios, nous avons constaté que la GFP-E12 était 2,51 £ 0,55 fois plus sécrétée que la GFP-
TaudR (p = 0,012, n=4) et 1,94 £+ 0,45 fois plus sécrétée que la GFP-A12 (p = 0,026, n=4)
(cytotoxicité de 5,6 £ 3,7%, 5,7 = 2,7% et 4,0 + 3,8% pour la GFP-E12, GFP-Tau4R et
GFP-A12 respectivement). De plus, la cytotoxicité étant équivalente entre la Tau4dR et la
E12, cela prouvait que la différence de sécrétion était bel et bien due a la différence de
phosphorylation entre ces deux protéines. Le marquage a 'actine tant qu'a lui nous a permis
de constater qu'il n'y avait pas de différence au niveau de protéines intracellulaires se
trouvant dans le milieu prouvant davantage que la différence entre Tau4R et E12 dans le
milieu de culture ne provenait pas de la mort cellulaire. Etonnamment, ces résultats nous
ont donc démontré que la protéine Tau hyperphosphorylée était davantage sécrétée que la

protéine Tau hypophosphorylée.

3.1.7. La protéine Tau sécrétée est clivée en C-terminal

Nos résultats ont montré que la protéine Tau sécrétée était toujours clivée, la
bande de Tau pleine longueur n'apparaissant jamais dans le milieu. Nous avons donc voulu
savoir quel segment de la protéine Tau était ainsi clivé. Pour ce faire, nous avons utilisé des
anticorps dirigés contre différentes régions de Tau. Ainsi, les anticorps dirigés contre la
GFP et l'anticorps Taul2, dirigé contre les a.a. 9 a 18, ont été utilisés afin de vérifier la
présence de la portion N-terminale de la protéine Tau sécrétée. L'anticorps KO9JA,
reconnaissant les a.a. 243 a 441 de Tau, a permis de vérifier l'intégrit¢ du domaine de
liaison aux microtubules (MTBD). Finalement, 1'anticorps Tau46, dirigé contre les a.a. 428
a 441 (Carmel, Mager et al. 1996), a été utilisé pour détecter la portion C-terminale de Tau.
Nous avons de plus fait ces expériences sur le mutant E12 afin de vérifier si celui-ci avait

un motif de clivage différent de celui de la Tau4R non-mutée.

Nous avons d'abord investigué la portion N-terminale de la protéine, reconnu
par l'anticorps Taul2 ou par la détection du tag GFP de notre Tau qui était situ¢ du coté N-
terminal de la protéine (Figure 13/A,B, p.70). Le marquage Taul2 était présent a la fois
dans le milieu de culture et le lysat de GFP-Tau4R et GFP-E12 (cytotoxicité de 5,4 + 2,5%
et 4,3 £+ 3,4% pour GFP-Tau4R et GFP-E12 respectivement, n=3). Par la suite, le marquage
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Figure 13. Marquage du N- et C-terminal de Tau ainsi que du MTBD dans des
cellules HeLa transfectées avec la GFP-Tau4R et la GFP-E12.

A) L'anticorps Taul2 marque le N-terminal de Tau aux a.a. 9 a 18. Ce marquage a
permis de démontrer que la GFP-Tau4R ainsi que la GFP-E12 contenaient toutes deux cette
portion de la protéine. B) Le marquage contre la GFP, tag situé en N-terminal de Tau, a
permis de corroborer la présence de cette portion de la protéine. C) Les échantillons ont été
marqués avec l'anticorps K9JA, reconnaissant les a.a. 243 & 441 de Tau, englobant les
répétitions du MTBD. Ce marquage a révélé la présence de cette portion de Tau a la fois
pour la GFP-Tau4R et son mutant. D) Finalement, la présence de la portion C-terminale a
été investiguée grace a l'anticorps Tau46, dirigé contre les a.a. 428 a 441. Ce marquage a
révélé l'absence de la portion C-terminale de Tau pour toutes les bandes de Tau clivée. Les
bandes a 50 et 100 kDa sont non-spécifiques, tel que révélées grace aux cellules témoins

transfectées avec la GFP seule.
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contre la GFP a démontré que le tag était toujours présent dans le milieu de culture pour ces
deux formes de la protéine (cytotoxicité de 5,4 + 2,5% et 4,3 + 3,4% pour GFP-Tau4R et
GFP-E12 respectivement, n=3). Ces deux résultats ont donc démontré que la partie N-

terminale de la protéine Tau sécrétée était intacte.

Par la suite nous avons marqué les échantillons avec l'anticorps K9JA
(Figure 13/C, p.70). Encore une fois, la bande principale de la GFP-Tau4R et la GFP-E12
¢tait marquée par cet anticorps, indiquant que la portion du MTBD ¢tait présente
(cytotoxicité de 5,4 + 2,5% et 4,3 + 3,4% pour GFP-Tau4R et GFP-E12 respectivement,
n=3). Finalement, la portion C-terminale de la protéine a ét¢é marquée avec l'anticorps
Tau46 (Figure 13/D, p.70). La bande de Tau pleine longueur était immunoréactive pour cet
anticorps dans le lysat alors que la bande clivée a 75 kDa présente dans le lysat et le milieu
n’était pas marquée par cet anticorps et ce pour Tau4R et E12 (cytotoxicité de 5,4 +2,5% et
4,3 + 3,4% pour GFP-Tau4R et GFP-E12 respectivement, n=3). Cela démontrait donc que

la protéine Tau sécrétée par les cellules HeLa était clivée en C-terminal.

3.2. La protéine Tau est sécrétée par les cellules PC12

3.2.1. Expression de la GFP-Tau4R dans les cellules PC12 stablement

transfectées

Afin de prouver que la sécrétion de la protéine Tau par les cellules HeLa n’était pas
spécifique a ce type cellulaire, nous avons testé la sécrétion de cette protéine par les cellules
PC12, une lignée cellulaire du phéochromocytome de rat. Cette lignée est globalement
considérée comme un modele de choix pour I'é¢tude des mécanismes de 'exocytose, de la
biogénese d'organelles sécrétoires et du trafic des protéines sécrétoires entre autre
(Taupenot 2007). Les cellules PC12 utilisées étaient stablement transfectées avec la GFP-
TaudR. La récolte des milieux et lysats se faisait selon le protocole décrit pour les cellules
HeLa mais 3 jours apres la mise en culture des cellules. Les tests initiaux réalisés avec cette
lignée cellulaire nous ont permis de constater que la protéine Tau était bien exprimée, tel
que révélé dans le lysat cellulaire, bien que de fagon moindre que pour les HelLa, mais que
Tau n'apparaissait pas dans le milieu de culture (Figure 14/A, p.73). Nous avons donc di

immunoprécipiter la protéine Tau du milieu de culture pour pouvoir la détecter par
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Figure 14. Sécrétion de Tau par des cellules PC12 stablement transfectées avec la

GFP-Tau4R.

A) Les cellules PC12 stablement transfectées avec la GFP-Tau4R ont été récoltées
et lysées 72 heures apres leur mise en culture. L’anticorps HT7 a été utilisé afin de marquer
la protéine Tau par immunobuvardage. Le lysat démontrait la présence de la GFP-Tau4R a
75 kDa comme attendu (fléche), mais aucune Tau n'était présente dans le milieu de culture.
Puisque la bande a 50 kDa apparaissait dans le puits témoin ne contenant que du milieu de
culture frais (sans cellule), on a conclu que celle-ci était non-spécifique. B) Le milieu et le
lysat ont été immunoprécipités afin de concentrer la protéine Tau. Celle-ci a pu étre
détectée grace a I’anticorps de abcam dans le lysat et le milieu extracellulaire (fleche)

(cytotoxicité de 0%). Ces résultats démontraient donc que la GFP-Tau4R était sécrétée par

les PC12.
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immunobuvardage. La protéine Tau présente dans le lysat a ¢également été
immunoprécipitée afin de pouvoir comparer la quantit¢ de Tau intracellulaire et
extracellulaire. La méthode utilisée pour I’IP de Tau était la méme que celle décrite dans la
section 3.1.5. Nous avons ensuite révélé la protéine Tau grace a l'anticorps de AbCam par
immunobuvardage (Figure 14/B, p.73). Nous avons donc constaté que les cellules
exprimaient bel et bien la protéine Tau et que l'anticorps ne détectait pas de bandes non-
spécifiques dans un témoin constitué¢ de milieu de culture frais ayant subi une IP dans les
mémes conditions que le lysat. Tout comme pour les cellules HeLa, nous avons observé la
bande de Tau pleine longueur a 75 kDa dans le lysat ainsi que plusieurs bandes de Tau
clivée sous cette bande principale. Les bandes de clivage principales se trouvaient entre 50
et 75 kDa, avec deux bandes un peu plus pales a 50 kDa et en dessous. Le motif de clivage
semblait donc différent de celui observé dans les HeLa. Cette différence était aussi
observable dans le milieu de culture. Dans ce modele, la protéine Tau pleine longueur se
retrouvait dans le milieu de culture ainsi qu'une bande de clivage se trouvant tout juste sous
la pleine longueur. Dans les HeLa, seulement cette derniére était présente dans le milieu de
culture. De plus, la mort cellulaire ne pouvait expliquer la présence de la bande pleine
longueur dans le milieu puisque la mesure de la LDH nous donnait 0% de mort. Au final,
bien que le motif de clivage était différent des cellules HeLa, ce qui pouvait s'expliquer par
la différence du type cellulaire, ces résultats nous ont démontré que les PC12 avaient la

capacité de sécréter la protéine GFP-Tau4R.

3.2.2. Investigation des voies de sécrétion empruntées par Tau

Nous avons par la suite exploré différentes voies de sécrétion afin de vérifier par
quels mécanismes Tau pouvait étre sécrétée. Plusieurs voies non-conventionnelles de
sécrétion sont stimulées par une augmentation de calcium cytosolique (Mills, Urbe et al.
2001; Savina, Furlan et al. 2003; Barclay, Morgan et al. 2005). Pour vérifier si un
changement de la concentration intracellulaire de calcium influencait la sécrétion de la
protéine Tau, nous avons donc traité nos cellules avec 100 nM de thapsigargine, une drogue
qui augmente la concentration de calcium intracellulaire, pendant 6 heures (Figure 15/A,
p.78). Il est important de souligner que pour chaque traitement effectué, le milieu de culture

était toujours changé pour du frais avant 1'administration de la drogue ou de son véhicule
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afin de se débarrasser de la protéine Tau déja présente dans le milieu. Nous avons donc
observé par immunobuvardage que le traitement a la thapsigargine a augmenté de facon
importante la quantité de Tau sécrétée comparativement au témoin, contenant le véhicule
de la drogue, du DMSO, pendant 6 heures (0% de mort cellulaire pour le témoin et le
traitement, n=1). Ces données démontraient donc que la sécrétion de la protéine Tau par les

PC12 était augmentée en présence d'une plus grande concentration de calcium cytosolique.

Ensuite, nous nous sommes penchés sur la possibilit¢ que Tau pourrait étre
sécrétée par I’induction d’autophagie. En effet, des études récentes ont démontré que les
vacuoles autophagiques (VAs) ou autophagosomes sont impliqués dans la sécrétion non-
conventionnelle (Duran, Anjard et al. 2010; Manjithaya, Anjard et al. 2010). Dans plusieurs
maladies neurodégénératives, dont la MA, I’accumulation de VAs a été notée. La cause de
cette accumulation a longtemps été considérée comme le reflet d'un phénoméne d'induction
de l'autophagie dans les neurones (Boellaard, Schlote et al. 1989; Anglade, Vyas et al.
1997; Kegel, Kim et al. 2000; Ko, Milenkovic et al. 2005; Nixon, Wegiel et al. 2005).
Cependant, une accumulation de VAs pourrait également signifier que leur élimination est
diminuée. En effet, les VAs sont éliminées en fusionnant avec les lysosomes et donc le
mal-fonctionnement des lysosomes peut résulter en une accumulation des VAs (Kiselyov,
Jennigs et al. 2007; Settembre, Fraldi et al. 2008). Une étude du Dr Nixon a démontré que
I’accumulation des autophagosomes observée dans la MA proviendrait probablement d'un
probléme d'élimination des VAs plutét que d'une forte induction de l'autophagie seule
(Boland, Kumar et al. 2008). Dans la présente étude, nous avons donc voulu vérifier si la
stimulation de 'autophagie, l'inhibition de la fonction lysosomale ou la combinaison de ces
deux phénomenes, avaient un impact sur la sécrétion de la protéine Tau. L'autophagie a été
induite par une privation en nutriments en diminuant le pourcentage de sérum dans le
milieu de culture (Klionsky, Abeliovich et al. 2008) ou par un traitement a la rapamycine,
une drogue supprimant l'activité de la kinase mTOR («mammalian target of rapamyciny)
(Blommaart, Luiken et al. 1995; Noda and Ohsumi 1998; Kamada, Funakoshi et al. 2000;
Klionsky, Meijer et al. 2005)(Figure 15/B-C , p.78). Pour la privation de nutriments, la
quantité de sérum a ét¢ diminuée de 5 fois dans le milieu de culture puis nous avons incubé
les cellules dans ce milieu pendant 6 heures. Pour les cellules témoins, le milieu de culture
a simplement été changé pour du nouveau contenant la concentration normale de sérum. On

a donc pu observer par immunobuvardage que ce traitement n'a pas changé le niveau de
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sécrétion de la protéine Tau (0% de mort pour le traitement et le témoin, n=1). Par la suite,
nous avons traité les cellules avec 10 uM de rapamycine ou avec un volume équivalent de
DMSO, son véhicule, pendant 6 heures. On a donc pu voir par immunobuvardage que la
rapamycine n'a pas induit d'augmentation de Tau dans le milieu de culture (0% de mort
cellulaire pour témoin et traitement, n=1). Ces deux tests nous ont donc permis de constater
que l'induction de 'autophagie dans les cellules PC12 exprimant la GFP-Tau4R n'a pas eu

d'effet sur la sécrétion de cette derniére.

Nous avons ensuite testé si un mal-fonctionnement des lysosomes pourrait
conduire a une augmentation de la sécrétion de la protéine Tau. Pour ce faire, les PC12 ont
¢été traitées avec 100 uM de leupeptine, un inhibiteur des protéases cystéines et sérines et
donc un perturbateur de l'activité lysosomale, ou avec de I'eau, son véhicule, pour 24 heures
(Figure 15/D, p.78). La leupeptine a augment¢ la quantité de Tau dans le milieu de culture
(0% de mort cellulaire pour témoin et traitement, n =1). Ce résultat suggérait donc que la
sécrétion de la protéine Tau était augmentée lorsqu'il y avait un mal-fonctionnement au

niveau des lysosomes.

L’augmentation de la sécrétion suite au traitement a la leupeptine pouvait
provenir d’un effet d’accumulation des autophagosomes mais pouvait aussi €tre simplement
imputable a une diminution de dégradation de la protéine Tau et donc a une augmentation
de sa sécrétion via d’autres voies. Pour vérifier cela, nous avons induit I’autophagie avec la
rapamycine et inhibé la dégradation des autophagosomes avec la leupeptine. Si la sécrétion
de Tau ¢tait plus importante avec la combinaison de ces 2 traitements qu’avec celui a la
leupeptine seule, cela signifierait que la sécrétion de Tau se faisait par le biais de
I’accumulation des autophagosomes. De plus, comme il était possible que dans la MA il y
ait une augmentation de 1’autophagie couplée a une diminution de 1’activité lysosomale,
nous avons ainsi recréé cette condition en culture. Pour ce faire, les cellules ont été traitées
avec 10 uM de rapamycine et 100 uM de leupeptine simultanément (Figure 15/E, p.78). La
combinaison de ces deux traitements a augmenté de fagon trés importante la quantité de
Tau sécrétée (0% de mort cellulaire pour témoin et traitement, n =1). Ces résultats
suggéraient donc qu'un dysfonctionnement au niveau des lysosomes causait une
augmentation de la sécrétion de Tau, mais qu'une combinaison de ce dysfonctionnement
avec une induction de l'autophagie pouvait augmenter cette sécrétion de fagon encore plus

importante.
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Figure 15. Effet de divers traitements sur la sécrétion de Tau par des cellules PC12

stablement transfectées avec GFP-Tau4R.

A) Les cellules PC12 stablement transfectées avec la GFP-Tau4R ont été traitées
avec la thapsigargine. Cette drogue augmente la concentration de calcium cytosolique. Ce
traitement a stimulé la sécrétion de la protéine Tau comparativement a son témoin, le
DMSO (cytotoxicité de 0% pour le traitement et son témoin, n=1). B) Les cellules ont été
soumises a une diminution de sérum afin d'induire l'autophagie. Les cellules traitées ont
donc été incubées avec 5 fois moins de sérum que les cellules témoins. Ce traitement n'a
pas eu d'effet sur la sécrétion de Tau (cytotoxicité de 0% pour le traitement et son témoin,
n=1). C) Les cellules ont été traitées avec la rapamycine et son véhicule, le DMSO. La
rapamycine est un inducteur d'autophagie via l'inhibition de mTOR. Ce traitement n'a pas
eu d'impact sur la sécrétion de Tau (cytotoxicité de 0% pour le traitement et son témoin,
n=1). D) Les PC12 ont ét¢é traitées avec de la leupeptine pendant 24 heures, un inhibiteur de
la protéolyse dans les autolysosomes. Les cellules témoins ont été traitées avec de 1’eau. Ce
traitement a favorisé la sécrétion de la protéine Tau (cytotoxicité de 0% pour le traitement
et son témoin, n=1). E) Les cellules ont été traitées avec une combinaison de leupeptine et
de rapamycine pendant 24 heures. Ce traitement combiné a eu pour effet d'augmenter
considérablement la quantit¢ de Tau dans le milieu de culture. La mort cellulaire était de
0% pour le traitement et le témoin, contenant de 1'eau et du DMSO (n=1). Il est important
de souligner qu'avant chaque traitement, le milieu de culture des cellules était changé pour
du frais afin d'enlever la protéine Tau ayant pu étre sécrétée avant l'administration du
traitement. De plus, pour les figures D et E, les lysats ont été pris a une exposition
différente des milieux afin de faciliter ’analyse visuelle des résultats. T, témoin; Thap,

thapsigargine; Rapa, rapamycine; Leup, leupeptine.
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3.3. Sécrétion de la protéine Tau endogéne par des neurones

corticaux de souris de type sauvage

Aprés avoir obtenu cette série de résultats intéressants avec les cellules
PC12, nous avons tenté de reproduire ces expériences dans un autre systéme cellulaire, les
cultures primaires de neurones corticaux isolés a partir d'embryons de souris de type
sauvage. Ces neurones sont affectés dans la MA. Dans ce mode¢le expérimental, nous avons
voulu vérifier si la protéine Tau endogeéne pouvait étre sécrétée suite aux traitements décrits
pour les cellules PC12. Les traitements ont été effectués entre les jours 10 et 13 apres la
mise en culture des neurones lorsque ceux-ci présentaient une arborisation dendritique et un
axone pleinement différencié. Les méthodes utilisées pour les traitements, récoltes, lyses,
IP et immunobuvardages étaient les mémes que pour les PC12. Nous avons donc d'abord
trait¢ les neurones avec 100 nM de thapsigargine ou avec le véhicule approprié (Figure
16/A, p.83). Suite a I'immunobuvardage, nous avons tout d'abord pu observer que nous
détections la protéine Tau endogene des neurones, se trouvant a 50 kDa, dans le lysat ainsi
que dans le milieu. La mort cellulaire étant de 4,9% et 1,3% pour le témoin et la
thapsigargine respectivement. Cette présence de Tau dans le milieu de culture ne pouvait
donc pas s'expliquer par un phénoméne de mort cellulaire. Il était donc trés intéressant de
voir que la protéine Tau pouvait étre sécrétée, et ce méme dans un modele de souris de type
sauvage dans lequel la protéine Tau n’était pas surexprimée. Par contre, I'¢lévation de
calcium intracellulaire par la thapsigargine n'a pas eu d'effet sur la sécrétion de Tau dans ce

modele (n =1), contrairement a ce qui avait été observé chez les PC12.

Nous avons par la suite voulu tester l'effet d'une augmentation de calcium
intracellulaire sur la sécrétion de Tau par les neurones avec un autre traitement que la
thapsigargine. Pour ce faire, nous avons utilisé une concentration de potassium permettant
la dépolarisation des cellules, ce qui provoque une augmentation du calcium intracellulaire.
Brievement, les cellules ont été lavées deux fois avec la solution témoin (K5, recette p,49
de la section matériel et méthode) puis les cellules témoins ont été incubées avec du K5
alors que les cellules traitées avec du K50, contenant 45 mM plus de potassium que la
solution témoin, pendant 3 heures a 37°C (Faure, Lachenal et al. 2006). Le milieu a ensuite
été récolté et les cellules lysées, afin de procéder a I'IP avec les échantillons puis a

I'immunobuvardage. Ce dernier a permis de révéler que la dépolarisation induite par le K50
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a augmenté la sécrétion de la protéine Tau endogéne par les neurones corticaux (Figure

16/B, p.83) (cytotoxicité de 1,1% et 0% pour le témoin et le traitement respectivement, n
=1).

Ensuite, nous avons vérifié 1'effet de I’induction de I'autophagie et de 1'inhibition de
I’activité¢ lysosomale sur la sécrétion de Tau dans ce modele. Afin de soumettre les
neurones a une privation en nutriments et ainsi induire 1'autophagie, nous avons diminu¢ la
quantité¢ du supplément B27 contenu dans notre milieu de culture pendant 6 heures (Figure
16/C, p.83), le B27 remplagant le sérum pour ces cellules. Tout comme pour les PC12, le
milieu traitement contenait 5 fois moins de B27 que le milieu témoin. Ce traitement a eu
pour effet d'augmenter la quantité de Tau dans le milieu (0% de mort cellulaire pour témoin
et traitement, n =1). Pour confirmer que I’induction de l'autophagie pouvait conduire a une
augmentation de la sécrétion de Tau, les neurones ont été traités avec 15 nM de rapamycine
ou de son véhicule pendant 6 heures. Suite a ce traitement, trés peu de Tau n’a été détectée
dans le milieu de culture et la bande de Tau dans le milieu des cellules témoins semblait
étre équivalente a celle du milieu des cellules traitées (0,6% et 1,3% de mort cellulaire pour
le témoin et le traitement respectivement, n =1). Ces derniers résultats remettaient en
question les effets positifs de I’induction de I’autophagie sur la sécrétion de Tau observés

par la privation de nutriments.

Nous avons par la suite testé 1'effet de I'inhibition de 1’activité des lysosomes sur la
sécrétion de Tau en traitant les neurones avec la leupeptine. Les neurones ont été traités
avec 40 uM de leupeptine pendant 24 heures (Figure 16/E, p.83). Le traitement a provoqué
une augmentation impressionnante de Tau dans le milieu de culture. La cytotoxicité était de
3,4% pour le témoin et 10,3% pour le traitement (n =1). Une partie de la protéine Tau du
milieu par le traitement pourrait donc s'expliquer par une hausse d'un peu plus du triple de
la mort cellulaire. Par contre, il y avait beaucoup plus de trois fois la quantité de Tau dans
le milieu traité comparativement au témoin. Ces résultats semblaient donc suggérer un effet
d'induction de la sécrétion de la protéine Tau endogéne par la leupeptine mais cette
hypothése ne pourra étre vérifiée qu'apres plusieurs tests et en diminuant la quantité¢ de

mort des neurones traités.

Par la suite, la combinaison de leupeptine et de rapamycine a été testée sur les
neurones (Figure 16/F, p.83). La leupeptine a cette fois été¢ utilisée a 20 uM et la

rapamycine toujours a 15 nM pendant 24 heures. L'immunobuvardage a révélé encore une
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fois une augmentation faramineuse de Tau dans le milieu de culture des neurones traités.
Par contre, la mort cellulaire était de 1,8% pour le témoin et de 27% pour le traitement (n
=1). Il devenait par conséquent impossible de déterminer si la protéine Tau extracellulaire
venait entiérement de sa sécrétion induite par le traitement ou si une portion avait été
libérée dans le milieu de culture suite a la mort des neurones. Les tests devront donc étre
répétés dans des conditions ou il y aura un faible taux de mort neuronale afin de pouvoir
conclure de facon définitive que I’induction de I’autophagie combinée a une inhibition de

I’activité lysosomale augmente la sécrétion de Tau.

Au final, les résultats obtenus avec les neurones de souris de type sauvage
concordaient avec ceux obtenus des PC12, bien que de hauts pourcentages de mort

rendaient parfois difficile 'analyse de I'effet de certaines drogues sur les neurones.
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Figure 16. Effets de divers traitements sur la sécrétion de Tau par des neurones

corticaux de souris de type sauvage.

Les milieux et lysats des neurones ont été immunoprécipités avant d'étre analysés
par immunobuvardage. Les neurones utilisés n'avaient pas été transfectés. C'est donc la Tau
endogéne, se trouvant a 50 kDa, qui a été analysée. La mort cellulaire a été estimée par
mesure de la LDH. A) Le traitement a la thapsigargine n'a pas eu d'effet sur la sécrétion de
Tau (cytotoxicité de 4,9 et 1,3% pour le témoin et le traitement respectivement, n=1). B) En
plus du traitement a la thapsigargine, l'augmentation de la concentration de calcium
cytosolique a été testée par le traitement des cellules avec une forte dose de potassium
(K50). Le témoin était fait de la méme solution que le K50 mais avec 45 mM moins de
potassium (K5). Ce traitement a augmenté la sécrétion de Tau (cytotoxicité de 1,1 et 0%
pour le témoin et le traitement respectivement, n=1). C) La diminution de B27, qui
remplace le sérum chez les neurones, a induit une augmentation de sécrétion de Tau
(cytotoxicité de 0% pour le témoin et le traitement, n=1). D) Le traitement a la rapamycine
n’a pas eu d’effet sur la sécrétion de Tau (cytotoxicité de 0,6 et 1,3% pour le témoin et le
traitement respectivement, n=1). E) Le traitement a la leupeptine a induit une importante
augmentation de Tau dans le milieu extracellulaire (cytotoxicité de 3,4 et 10,3% pour le
témoin et le traitement respectivement, n=1). F) Le traitement conjugué¢ de la leupeptine
avec la rapamycine révele une plus grande quantit¢ de Tau dans le milieu extracellulaire,
augmentation qui pourrait étre induite par la cytotoxicité élevée, qui est de 27% pour le
traitement et 1,8% pour le témoin (n=1). Pour les figures A a D, les lysats ont été pris a une
exposition différente des milieux afin de faciliter I’analyse visuelle des résultats. Les autres
figures sont composées de milieux et de lysats provenant de la méme exposition. T, témoin;

Thap, thapsigargine; Rapa, rapamycine; Leup, leupeptine.
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4. DISCUSSION

4.1. Résumé des résultats

Les expériences présentées dans ce mémoire ont permis de démontrer que dans les
cellules HeLa, la protéine Tau est sécrétée par une voie de sécrétion non-conventionnelle.
De plus, nous avons démontré que la protéine Tau hyperphosphorylée était davantage
sécrétée que la protéine hypophosphorylée. Par contre, la protéine Tau se trouvant dans le
milieu de culture est déphosphorylée comparativement a la protéine intracellulaire. D’autre
part, Tau doit absolument étre clivée afin d’étre sécrétée par les cellules HeLa. La sécrétion
de Tau a également été observée dans les cellules PC12 stablement transfectées avec la
GFP-Tau4R et les cellules corticales de souris de type sauvage. Contrairement a ce qui était
observé pour les cellules HeLa, la protéine Tau pleine longueur était sécrétée dans ces
modeles, bien que plusieurs fragments de Tau étaient aussi présents dans le milieu de
culture. De plus, nous avons observé qu’une élévation de calcium cytosolique provoquait
une augmentation de la sécrétion de Tau. Finalement, nous avons démontré grace a une
série de traitements que la sécrétion de la protéine Tau est augmentée par un déréglement

de I’autophagie dans les PC12 et les neurones corticaux.

4.2. Sécrétion de la protéine Tau

Il est depuis longtemps connu que la protéine Tau forme des NFTs dans la MA et
que ceux-ci se propagent dans le cerveau dans un ordre bien précis (Braak, Braak et al.
1994; Lace, Savva et al. 2009; Brundin, Melki et al. 2010). De plus, la protéine Tau se
retrouve dans le LCS en absence de mort neuronale (Barten, Cadelina et al. 2011). Ces
observations ont donc mené a 1I’hypothése que la protéine Tau hyperphosphorylée libre
pourrait étre sécrétée par les neurones et que c’est ce mécanisme qui permettrait la
propagation de sa pathologie dans le cerveau. Nous avons donc d’abord voulu démontrer la

sécrétion de la protéine Tau par divers modeles cellulaires.
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4.2.1. Tau est sécrétée par 3 types cellulaires différents

Dans la présente étude, nous avons utilisé 3 lignées cellulaires différentes, soit les
cellules HeLa, les PC12 et les neurones corticaux de souris de type sauvage. Les cellules
HeLa ont servis de modele de surexpression de la GFP-Taud4R par une transfection
transitoire. Les cellules PC12, tant qu’a elles, étaient stablement transfectées avec la GFP-
Tau4R, créant ainsi un systéme surexprimant la protéine Tau de facon moindre que les
HeLa. Finalement, nous avons utilisé un modele physiologique, des cultures primaires de
neurones corticaux, chez lesquels nous n’avons procédé a aucune transfection, examinant la
sécrétion de Tau endogene. Hors, nous avons observé la sécrétion de Tau dans ces trois
modeles (Figures 8 p.52, 14 p.73 et 16 p.83 pour les HeLa, PC12 et neurones
respectivement). Plus le niveau d’expression était bas dans le lysat, plus la présence de Tau
était difficile a détecter dans le milieu extracellulaire sans étre concentré par IP. La lecture
de la LDH nous a permis de constater que méme dans les cas ou aucune mort cellulaire
n’était détectée, la protéine Tau était présente dans le milieu de culture, supportant le fait
qu’elle était sécrétée selon un mécanisme actif. Nos résultats corroborent ceux publiés par
I’équipe du Dr Hall, qui avaient rapporté que la protéine Tau était sécrétée lorsqu’elle était
surexprimée dans les neurones de la lamproie et par les cellules de neuroblastomes de
souris NB2a/d1 ainsi que par les cellules M1C (Kim, Lee et al. 2010; Kim, Lee et al. 2010;
Saman, Kim et al. 2011). Cependant, ces études ne présentaient pas d’expériences
convaincantes qui démontraient sans équivoque que la sécrétion de Tau ne résultait pas de
la mort cellulaire. Dans la présente ¢étude, nous avons utilis¢é plusieurs stratégies
expérimentales afin de démontrer que la sécrétion de Tau dépendait d’un processus actif
qui utilisait une voie non-conventionnelle de sécrétion. De plus, nos travaux démontrent la
sécrétion de Tau par les neurones corticaux, une population de neurones affectée dans la
MA. Dans leur derniere étude, 1’équipe du Dr Hall rapporte qu'une partie de la protéine
Tau qui est présente dans le milieu de culture et le LCS est associée aux exosomes. En
conclusion, nos travaux et ceux de 1’équipe du Dr Hall démontrent que la protéine Tau est

sécrétée.
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4.2.2. Investigation du mode de sécrétion emprunté par Tau

Les premiers signes de déclin cognitif apparaissent dans la MA lorsque la
pathologie de Tau atteint I’hippocampe (Braak and Braak 1991). En se basant sur la théorie
de la sécrétion de Tau, si on peut empécher cette derniere de se propager jusqu’a cette
région du cerveau, nous pourrions peut-&tre empécher le déclin cognitif. L’investigation des
voies de sécrétion était donc primordiale afin de déterminer quelle voie Tau emprunte et
ainsi peut-étre trouver une cible thérapeutique pouvant empécher la sécrétion et la

propagation de la pathologie de Tau.

4.2.2.1. Tau emprunte une ou des voies de sécrétion non-conventionnelles

Dans un premier temps, nous avons vérifié si la protéine Tau pouvait étre sécrétée
par la voie de sécrétion conventionnelle. Pour ce faire, nous avons traité les cellules HelLa
avec la BFA, un bloqueur de la voie de sécrétion conventionnelle. Ce traitement n’a pas eu
d’effet sur la sécrétion de Tau, son niveau étant égal aux cellules témoins ayant été traitées
avec le véhicule de la BFA (Figure 10/A, p.61). Ce résultat n’était pas surprenant puisque
les protéines empruntant cette voie doivent posséder une séquence de peptides les ciblant
au réticulum endoplasmique pour leur synthése (Osborne, Rapoport et al. 2005), séquence

dont Tau est dépourvue.

Dans un deuxiéme temps, nous avons examiné si Tau était libérée par les cellules
HeLa selon un mécanisme passif ou actif. Une protéine peut sortir de la cellule en
traversant passivement la membrane plasmique. Ce type de diffusion passive n’est pas
affecté par une diminution de température alors qu’un mécanisme actif de sécrétion 1’est
(Melchior and Gerace 1995). Afin de vérifier si la protéine Tau empruntait un mode de
diffusion passive pour sortir de la cellule, nous avons incubé les cellules a 18 et 4°C et
avons comparé¢ le niveau de sécrétion de la protéine Tau au témoin laissé¢ a 37°C. Ce
traitement a diminué de fagon importante la sécrétion de Tau, prouvant ainsi que cette
protéine n’emprunte pas une voie de diffusion passive pour quitter la cellule mais plutot
une voie active (Figure 8/C, p.52). Ces résultats nous ont donc permis de conclure que la
protéine Tau emprunte une des voies non-conventionnelles pour étre sécrétée. Ce résultat
n’était pas surprenant considérant que [’a-synucléine et le prion, deux protéines

cytosoliques étant sécrétées dans la maladie de Parkinson et les maladies du prion
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respectivement, empruntent aussi des voies de sécrétion non-conventionnelles (Fevrier,
Vilette et al. 2004; Emmanouilidou, Melachroinou et al. 2010). Nous avons par la suite
¢liminé la possibilité que la sécrétion de la protéine Tau soit induite par son tag GFP en
examinant la sécrétion de la Flag-Tau4R, Flag étant un tag beaucoup plus petit ne faisant
que 27 paires de base. Les traitements de température et a la BFA ont donné les mémes
résultats avec la Flag-Tau4R qu’avec la GFP-Tau4R, démontrant de ce fait que la sécrétion

de la protéine Tau n’était pas di a la présence de la GFP.

4.2.2.2. Induction d’une augmentation de calcium intracellulaire

Par la suite, nous avons voulu tester I’effet d’une élévation de calcium
intracellulaire sur la sécrétion de Tau. Le calcium est fondamental dans la régulation de
I’exocytose, de la fusion des endosomes précoces et dans la sécrétion médiée par les
exosomes (Mills, Urbe et al. 2001; Savina, Furlan et al. 2003; Barclay, Morgan et al. 2005).
Le traitement des cellules PC12 avec la thapsigargine a mené a une augmentation de
sécrétion de la protéine Tau (Figure 15/A, p.78). Par contre, aucun effet n’a été détecté dans
les neurones (Figure 16/A, p.83). Nous avons donc voulu tester une autre drogue causant
une ¢lévation de calcium intracellulaire dans ce modéle cellulaire. Pour ce faire, nous avons
utilis¢ une forte dose de potassium afin de dépolariser les neurones et ainsi créer
I’augmentation recherchée. Ce traitement a eu pour effet d’augmenter la sécrétion de Tau
par les neurones (Figure 16/G, p.83). Ces résultats suggerent donc que I’augmentation de
calcium intracellulaire stimule la sécrétion de Tau. La divergence de résultat entre la
thapsigargine et le KCI pourrait s’expliquer par un mécanisme d’action divergeant de ces
deux drogues provoquant des effets différents a DI'intérieur des cellules. En effet, la
thapsigargine est une drogue ayant la capacité d’inhiber les pompes a ion Ca*" du
réticulum sarcoplasmique et du réticulum endoplasmique créant ainsi une élévation de
calcium cytosolique. La dépolarisation tant qu’a elle permet I’entrée de calcium
extracellulaire a I’intérieur de la cellule. Nous allons devoir tester d’autres concentrations
de thapsigargine pour vérifier si I’absence d’effet n’était pas simplement due a I’inefficacité
de la drogue a la concentration utilisée. Ces résultats démontrent donc que la protéine Tau

est sécrétée par un mécanisme dépendant du calcium dans les deux modeles cellulaires
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étudiés, tout comme pour la protéine a-synucléine impliquée dans la maladie de Parkinson

(Emmanouilidou, Melachroinou et al. 2010).

4.2.2.3. Déficits de I’autophagie dans la maladie d’Alzheimer

Dans la MA comme dans plusieurs autres maladies neurodégénératives, une
accumulation d’autophagososmes a été observée. Dans la MA, les autophagosomes
s’accumulent en grande quantité dans les neurites dystrophiques ainsi que dans le soma des
neurones. La raison de cette accumulation dans la maladie n’est encore que peu connue, les
hypotheses principales faisant état d’une induction de I’autophagie ou d’une diminution de
I’¢limination des autophagosomes (Boellaard, Schlote et al. 1989; Anglade, Vyas et al.
1997; Kegel, Kim et al. 2000; Ko, Milenkovic et al. 2005; Nixon, Wegiel et al. 2005). Pour
que la dégradation par le systéme autophagosomes-lysosomes se fasse normalement, il doit
y avoir un équilibre entre la formation des autophagosomes et leur élimination par les
lysosomes (Chu 2006). Hors, des études ont démontré dans des cas de désordre du storage
lysosomal que des problémes au niveau des lysosomes pouvaient causer une diminution de
I’¢limination des autophagosomes et ainsi provoquer leur accumulation (Kiselyov, Jennigs
et al. 2007; Settembre, Fraldi et al. 2008). D’ailleurs, une altération du systéme lysosomal a
¢été observée dans la maladie d’Alzheimer (Nixon, Cataldo et al. 2000; Nixon, Wegiel et al.
2005; Butler, Nixon et al. 2006). De plus, Boland et al. (2008) ont démontré que la
pathologie au niveau des autophagosomes de la MA proviendrait d’un probléme
d’¢limination des VAs plutdét que d’une forte induction de 1’autophagie seule (Boland,

Kumar et al. 2008).

Deux études récentes ont démontré que des protéines cytosoliques pouvaient étre
sécrétées par les autophagosomes. C’est le cas de Acbl, ’orthologue de ACBP («aceyl
coenzyme A-binding proteiny») chez la Saccharomyces cerevisae (Duran, Anjard et al. 2010;
Manjithaya, Anjard et al. 2010). L’induction de 1’autophagie par une privation de
nutriments ou par un traitement avec la rapamycine a augmenté la sécrétion de Acb 1.
Selon ces études, il est peu probable que les autophagosomes fusionneraient directement
avec la membrane plasmique pour libérer leur contenu. Les résultats de ces études
indiquent plutot que les autophagosomes fusionneraient avec les endosomes précoces qui

eux pourraient fusionner directement avec la membrane plasmique ou ils pourraient
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maturer en CMVs et ensuite fusionner avec la membrane plasmique afin de libérer leur
contenu sous forme d’exosomes. A la lumiére de toutes ces observations et puisqu’il a déja
¢t¢ montré que la protéine Tau peut étre dégradée via 1’autophagie (Wang, Martinez-
Vicente et al. 2009), nous avons émis I’hypothése que la protéine Tau pourrait étre sécrétée

par la voie de I’autophagie.

Dans la présente étude, 1’effet d’une accumulation d‘autophagosomes a donc
été testé dans les cellules PC12 et les neurones corticaux. Il est par contre important de
rappeler que les traitements effectués sur ces lignées cellulaires n’ont été testés qu’une
seule fois. Chaque traitement devra donc étre répété au moins 3 fois sur chaque systéme
cellulaire avant de pouvoir définitivement conclure que I’induction de [’autophagie
augmente la sécrétion de Tau. Ainsi, les divers traitements utilisés sur les cellules PC12 ont
tous suggéré que I’accumulation d’autophagosomes provoquait une augmentation de
sécrétion de la protéine Tau. Cependant, lorsqu’une augmentation de 1’autophagie a été
induite, aucune augmentation de sécrétion de Tau n’a été observée, probablement due au
fait que les autophagosomes produits étaient immédiatement éliminées par les lysosomes
(Figure 15/B-C, p.78). Par contre, lorsque I’activité¢ des lysosomes a été réduite afin de
permettre une accumulation des autophagosomes, la sécrétion de Tau a été augmentée mais
de facon moindre que lorsque la diminution d’activité lysosomale a ¢été couplée a une
induction de 1’autophagie, ce qui a provoqué une accumulation d’autophagosomes
beaucoup plus importante (Figure 15/D-E respectivement, p.78). Par contre, il sera
important dans les expériences futures de vérifier que nos drogues ont bel et bien provoqué
I’accumulation d’autophagosomes et que, par conséquent, la sécrétion de Tau provient de
ce phénomeéne et non d’un autre effet pouvant avoir été causé par ces traitements. Pour ce
faire, trois approches pourront étre utilisées, soit 1’observation des cellules par microscopie
¢lectronique ou a fluorescence ou par des essais biochimiques permettant la détection de la
forme de LC3 associée aux membranes, un marqueur de |’autophagie (Mizushima,
Yoshimori et al. 2010). Pour les neurones, bien qu’une importante mort cellulaire nous
empéche de conclure de fagon certaine de 1’effet d’une accumulation des autophagosomes
sur la sécrétion de Tau, les résultats concordent tout de méme avec ce qui était observé pour
les PC12 (Figure 16/C-F, p.83). Au final, nos expériences suggerent que 1’accumulation des
autophagosomes observée dans la MA pourrait contribuer a la sécrétion de la protéine Tau

et ainsi a la propagation de sa pathologie dans le cerveau.
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4.3. Caractérisation de la protéine Tau sécrétée

4.3.1. La protéine Tau sécrétée est clivée en C-terminal

Dans les expériences réalisées, il y avait toujours présence de Tau clivée en intra et
extracellulaire. La présence de Tau extracellulaire clivée dans nos différents modeles n’était
pas surprenante puisque plusieurs fragments de la protéine Tau ont été retrouvés dans le

LCS humain (Johnson, Seubert et al. 1997; Borroni, Gardoni et al. 2009).

Afin de déterminer le site de clivage de la protéine Tau sécrétée par les cellules
HeLa, nous avons testé divers anticorps dirigés contre les portions du MTBR, du N- et du
C-terminal de Tau. Nous avons ainsi pu observer que la bande majeure de Tau retrouvée
dans le milieu de culture contient la portion N-terminale alors que la portion C-terminale
est clivée (Figure 13, p.70). De plus, le fait que nous n’avons détecté aucun marquage pour
I’anticorps pS422 lors de I’investigation du motif de phosphorylation de Tau, nous indique
que la protéine Tau extracellulaire pourrait étre clivée entre les sites S409 et S422 (Figure
11, p.64). Ces résultats nous ont donc permis de constater que la protéine Tau doit
absolument étre clivée en C-terminal pour permettre sa sécrétion par les cellules HeLa. Ce
clivage en C-terminal de la protéine Tau sécrétée a corroboré les résultats de plusieurs
¢tudes ayant déja dénoté le clivage de cette protéine en C-terminal. D’abord, 1’étude de
Saman et al. réalisée sur des cellules M1C a également démontré que la protéine Tau
sécrétée par les exosomes était clivée en C-terminal alors que les autres parties de la
protéine étaient intactes (Saman, Kim et al. 2011). De plus, une étude réalisée sur trois
modeles de souris transgéniques a montré la présence de fragments de Tau dans le LCS de
ces souris, fragments qui étaient pour la plupart clivés en C-terminal. Qui plus est,
différentes études portant sur la protéine Tau présente dans le LCS humain ont démontré
que la majorité des fragments de Tau détectés ne possédaient pas la portion C-terminale
(Johnson, Seubert et al. 1997; Siman, Mclntosh et al. 2004; Borroni, Gardoni et al. 2009).
Tous ces résultats démontrent donc que la protéine Tau extracellulaire est généralement

clivée en C-terminal.

Il existe plusieurs enzymes pouvant cliver la protéine Tau en C-terminal. C’est le
cas notamment des caspases 1, 3, 6, 7 et 8, de la cathepsine D et L et des calpaines 1 et 2.
Puisque nos résultats suggerent que Tau est clivée entre la S409 et S422, les caspases 1, 3,

6, 7 et 8 pourraient étre de bons candidats puisqu’ils ont tous la capacité de cliver Tau a
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I’aspartate 421 (Fasulo, Ugolini et al. 2000; Chung, Song et al. 2001; Gamblin, Chen et al.
2003). Les cathepsines, tant qu’a elles, sont des enzymes lysosomales. Lors de dysfonctions
lysosomales dans des cerveaux ageés, il a été observé que les cathepsines pouvaient fuir des
lysosomes et ainsi se retrouver dans le cytoplasme ou elles peuvent cliver Tau (Nakanishi,
Amano et al. 1997). Dans un mod¢le de tauopathie inductible du neuroblastome de souris
N2a exprimant le domaine de répétitions de Tau avec une mutation associée a la FTDP-17
(TaurpAK280), la protéine Tau était clivée par la cathepsine L apres 1’isoleucine 360 et la
valine 363 (Wang, Martinez-Vicente et al. 2009). La cathepsine D, tant qu’a elle, peut
cliver la protéine Tau recombinante entre les acides aminés 419-420, entre autre (Kenessey,
Nacharaju et al. 1997). Les calpaines sont des protéases cystéines cytosoliques activées par
le calcium. Il a été montré in vitro que lorsque Tau est digérée par les calpaines 1 et 2,
celle-ci conserve sa portion N-terminale (Johnson, Jope et al. 1989; Yang and Ksiezak-
Reding 1995). Au final, ces enzymes pouvant cliver Tau dans sa portion C-terminale sont

les plus susceptibles de cliver Tau entre la S409 et 422 dans notre mod¢le cellulaire.

Par contre, le motif de clivage de la protéine différait d’un systeéme cellulaire a
I’autre dans nos expériences. En effet, on a pu remarquer que dans les cellules HeLa, la
protéine Tau pleine longueur n’était jamais sécrétée alors qu’elle était bien exprimée
comme en témoignait sa présence dans le lysat cellulaire (Figure 8/B, p.52). Il existe a
I’heure actuelle une controverse sur la présence de la protéine Tau pleine longueur dans le
LCS. Nos résultats avec les cellules HeLa concordent avec ce qui a été rapporté par 1’étude
de Johnson et al. qui démontre que la protéine Tau pleine longueur est absente du LCS de
patients souffrant de MA, de patients atteints d’accident vasculaire cérébral et de personnes
agées non-atteintes de démence alors que des fragments de Tau de 26-28 kDa et moins
¢taient observés (Johnson, Seubert et al. 1997). Par contre, d’autres études contredisent ces
résultats en démontrant la présence de la protéine Tau pleine longueur dans le LCS humain
(Borroni, Gardoni et al. 2009). Lorsque la sécrétion de Tau a été étudiée dans la lamproie,
la protéine Tau extracellulaire se trouvait sous forme pleine longueur et clivée (Kim, Lee et
al. 2010; Saman, Kim et al. 2011), tout comme observé dans la présente étude pour les
PC12 et les neurones corticaux de souris. La différence de clivage observée entre nos
différents modéles vient probablement de la divergence de type cellulaire. En effet, les
cellules utilisées par le Dr Hall, tel que cité précédemment, sont toutes d’origine neuronale.

Les cellules PC12 tant qu’a elles sont dérivées d’un phéochromocytome de rat, une
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affection tumorale des cellules chromaffines de la médullosurrénale. Lorsque cette lignée
cellulaire a été mise au point par Greene et Tischler en 1976, ils ont décrit les PC12 comme
possédant une pluripotence spécifique aux cellules primitives progénitrices. Ainsi, les
cellules PC12 ont la capacité, via exposition au NGF de se différencier en neurones
sympathiques (Greene and Tischler 1976). Bien que dans notre étude nous n’ayons pas
différencié¢ les cellules PC12, il est possible qu’elles aient quelques particularités en
commun au niveau des voies de sécrétion avec les cellules neuronales. Les HeLa, tant qu’a
elles, sont dérivées d’un adénocarcinome humain, une tumeur maligne s’étant développée
dans 1’épithélium glandulaire du col utérin (Masters 2002). Ces cellules non-neuronales
pourraient donc posséder une population de protéases différente des cellules neuronales, ou
bien la protéine Tau pourrait emprunter une voie de sécrétion différente dans ce type de
cellule, expliquant la différence dans le clivage de Tau par celles-ci. Au final, que la raison
de la divergence de clivage provienne du fait de différences intrinséques des lignées
neuronales et non neuronales ou tout simplement de lignées cellulaires différentes, il n’en
demeure pas moins que la protéine Tau est sécrétée par tous ces modeles cellulaires,
renforgant la conclusion que la sécrétion de Tau pourrait contribuer a la propagation de sa

pathologie dans la MA.

4.3.2. Déphosphorylation de la protéine Tau sécrétée

Nous avons analysé 1’état de phosphorylation de la protéine Tau sécrétée par les
cellules HeLa. Ces expériences nous ont permis de découvrir que la protéine Tau
extracellulaire était beaucoup moins phosphorylée que la protéine Tau intracellulaire pour
la majorité des sites étudiés (Figure 11, p.64). Ces résultats correlent avec les observations
faites sur la protéine Tau dans le LCS de patients atteints de la MA. En effet, la quantité
totale de Tau dans le LCS est beaucoup plus grande que celle de la protéine Tau
phosphorylée (Ishiguro, Ohno et al. 1999) indiquant que Tau pourrait étre déphosphorylée
dans le LCS. De plus, des études récentes indiquent fortement que I’augmentation de Tau
dans le LCS au cours de la MA ne proviendrait pas de la mort neuronale mais plutot de la
sécrétion accrue de Tau (Barten, Cadelina et al. 2011). Ces résultats démontrent donc que,
bien que la protéine Tau intracellulaire soit fortement phosphorylée, la protéine

extracellulaire est, tant qu’a elle, déphosphorylée. Voici donc trois possibilités afin
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d’expliquer ce phénomeéne. D’abord, il se pourrait que la protéine Tau hypophosphorylée
soit davantage sécrétée que la protéine Tau hyperphosphorylée, expliquant de ce fait que la
population de Tau phosphorylée reste davantage en intracellulaire. Cette possibilité est peu
probable puisque nos résultats démontrent que la protéine Tau hyperphosphorylée est
davantage sécrétée que la protéine Tau hypophosphorylée (résultats discutés dans la section
suivante). Deuxiémement, une étude réalisée par le Dr Avila a démontré que la protéine
Tau extracellulaire, provenant de la mort cellulaire dans son étude, pouvait Etre
déphosphorylée par la phosphatase alkaline non-spécifique aux tissus (TNAP) (Diaz-
Hernandez, Gomez-Ramos et al. 2010). Dans un tel cas, si la protéine Tau
hyperphosphorylée est sécrétée, la TNAP pourrait la déphosphoryler une fois rendue dans
le milieu extracellulaire. Cette enzyme est abondante dans le systéme nerveux central et est
présente a la surface extracellulaire de la membrane plasmique des cellules (Diaz-
Hernandez, Gomez-Ramos et al. 2010). Par contre, il n’est pas dit que les cellules HelLa
possedent cette enzyme a la surface membranaire extracellulaire. I sera donc important
dans de futures expériences de tester la présence de cette enzyme dans notre systeme
cellulaire. La troisieme possibilit¢ pouvant expliquer la déphosphorylation de la protéine
Tau extracellulaire est que cette derniére pourrait étre déphosphorylée dans les voies de
sécrétion qu’elle emprunte. Il serait en effet possible que la voie de sécrétion empruntée par
Tau soit riche en phosphatases qui pourraient la déphosphoryler durant son passage. Toutes
ces hypotheses sont donc plausibles et devront par conséquent étre explorées afin de

déterminer par quel processus la protéine Tau sécrétée est déphosphorylée.

4.4. L’hyperphosphorylation de Tau favorise sa sécrétion

Aprés avoir observé que la protéine Tau hyperphosphorylée se trouvait
principalement dans les cellules et non en extracellulaire, nous avons voulu vérifier si ce
phénomene n’était pas simplement imputable au fait que la protéine Tau hypophosphorylée
¢tait davantage sécrétée que la protéine hyperphosphorylée. Pour ce faire, nous avons
transfecté les cellules HeLa avec les mutants GFP-E12 et GFP-A12, mimant et empéchant
la phosphorylation respectivement de Tau a 12 sites. Ainsi, nous avons pu constater que la
protéine Tau hyperphosphorylée était 2,51 + 0,55 fois plus sécrétée que la protéine Tau de
type sauvage et 1,94 + 0,45 fois plus sécrétée que la protéine Tau hypophosphorylée
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(Figure 12, p.67). Ces données démontrent donc que I’hyperphosphorylation de Tau facilite
sa sécrétion. Ce résultat est consistant avec le fait que la propagation de la pathologie de
Tau dans le cerveau et son augmentation dans le LCS est corrélée a son
hyperphosphorylation dans la MA et les autres tauopathies. Egalement, il serait possible
que la phosphorylation de Tau a certains sites soit nécessaire pour que la protéine puisse
avoir acces a certaines voies de sécrétion. En effet, nos travaux antérieurs ont démontré que
I’hyperphosphorylation de Tau augmente son association avec les organelles membranaires
dont le réticulum endoplasmique et 1’appareil de Golgi qui sont impliqués dans la voie de
sécrétion conventionnelle et les voies de sécrétion non-conventionnelles (Perreault,
Bousquet et al. 2009). Alors que I’hyperphosphorylation de Tau favorise sa sécrétion, la
protéine Tau sécrétée est déphosphorylée. Toutes ces observations indiquent que la
déphosporylation de la protéine Tau sécrétée se produit probablement a 1’intérieur des voies
de sécrétion ou en extracellulaire par le biais de la phosphatase TNAP, localisée a la

membrane plasmique.

4.5. Implications de la sécrétion de Tau dans la MA

Les résultats obtenus au cours de cette maitrise permettent d’élaborer de nouvelles
hypotheses sur les mécanismes de propagation de la pathologie de Tau et sur les
mécanismes de toxicité de Tau dans la MA. Le fait d’avoir démontré que la protéine Tau
endogeéne des neurones corticaux peut étre sécrétée sans surexpression permet de spéculer
que cette sécrétion pourrait contribuer a la propagation de la pathologie de Tau dans les

cerveaux Alzheimer, phénomene qui était jusqu’a présent mal compris.

Toutes ces nouvelles informations permettent de spéculer sur la séquence
d’événements qui pourraient étre impliqués dans la propagation de la pathologie de Tau
dans la MA. En se basant sur nos résultats ainsi qu’a ceux d’autres laboratoires, il semble
qu’'un cycle de rétroaction positive de la sécrétion de Tau pourrait contribuer a cette
propagation. Dans la MA, Tau devient anormalement hyperphosphorylée. Cette Tau
hyperphosphorylée a moins d’affinité pour les microtubules ce qui cause leur dissociation
et une ¢lévation de Tau libre dans le cytoplasme (Grundke-Igbal, Igbal et al. 1986; Igbal,
Grundke-Igbal et al. 1986; Alonso, Zaidi et al. 1994). Le détachement de Tau

hyperphosphorylée des microtubules pourrait augmenter son acces a des voies de sécrétion
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comme indiqué par nos résultats démontrant que 1’hyperphosphorylation de Tau augmente
sa sécrétion. Par la suite, la protéine Tau extracellulaire pourrait étre déphosphorylée par la
phosphatase TNAP, tres abondante dans le cerveau. Cette Tau extracellulaire
déphosphorylée interagit davantage avec les récepteurs muscariniques M1 et M3 se
trouvant a la surface des neurones. Ces récepteurs, une fois activés par Tau, vont faire
augmenter la concentration de calcium intracellulaire (Diaz-Hernandez, Gomez-Ramos et
al. 2010). Cette augmentation de calcium cytosolique, en plus d’activer des kinases qui a
leur tour induisent la phosphorylation de Tau, va augmenter la sécrétion par des voies non-
conventionnelles tels que les exosomes. Au final, la sécrétion de Tau pourrait permettre une
série d’événements qui permettrait de déclencher un cycle menant a I’augmentation de cette

sécrétion.

Dans la MA, la protéine Tau hyperphosphorylée est séquestrée dans les NFTs (Lee,
Goedert et al. 2001). I serait donc possible que la formation des NFTs soit neuroprotectrice
en provoquant une diminution de la sécrétion de Tau. Hors, comme discuté¢ dans
I’introduction, un débat a actuellement lieu sur ce sujet puisque la toxicité des NFTs est
remise en question. En effet, il a été démontré qu’un neurone pouvait survivre pendant des
années a la présence de NFTs intracellulaires (Gendron and Petrucelli 2009). Dans cette
optique, si la protéine Tau hyperphosphorylée est tout d’abord séquestrée sous forme de
NFTs, cela contribuerait a diminuer la concentration cytoplasmique de Tau libre et devrait
par conséquent diminuer sa sécrétion. Cependant, il est possible que ce mécanisme de
protection perde de son efficacit¢ au fur et a mesure que la concentration de Tau
hyperphosphorylée augmente au cours de la maladie. Une telle situation meénerait a
I’augmentation de la sécrétion de Tau et déclencherait donc le cycle de sécrétion de Tau. En
bref, la formation d’agrégats de Tau pourrait étre un mécanisme neuroprotecteur qui, une
fois saturé, ne peut plus empécher la sécrétion de Tau et donc la propagation de la
pathologie de Tau. L’observation que la protéine Tau peut étre sécrétée ouvre la porte a une
panoplie d’idées nouvelles pouvant mener a 1’élaboration de traitements visant a prévenir

I’accumulation de la protéine Tau extracellulaire et potentiellement, la propagation de la

MA.
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4.6. Perspectives futures

La premiere priorit¢ du laboratoire sera de terminer 1’investigation des voies de
sécrétion empruntées par Tau et plus particulierement de confirmer le role de 1’autophagie
dans cette sécrétion. Pour ce faire, une inhibition plus spécifique de la macroautophagie
pourra étre réalisée grace a I’inhibition de différents composants nécessaires a ce
mécanisme. Par exemple, une déficience ou réduction de I’autophagie a été confirmée dans
les cellules déficientes pour les génes AtgS (Mizushima, Yamamoto et al. 2001) et Atg7
(Komatsu, Waguri et al. 2005), nécessaires pour 1’élongation des membranes lors de
I’autophagie et les génes FIP200 (Hara, Takamura et al. 2008) et Ambral (Fimia, Stoykova
et al. 2007), nécessaires pour la nucléation et donc le déclenchement du mécanisme
d’autophagie. De plus, la sécrétion de la protéine Tau via une voie d’autophagie Atg5 et 7
indépendante pourrait étre bloquée en inhibant les protéines Ulkl ou beclin 1 (Nishida,
Arakawa et al. 2009). Ainsi, différents ARNs interférants pourront étre utilisés afin
d’inhiber certains de ces genes. D'ailleurs, la lignée de fibroblastes embryonnaires

déficients en Atg5 pourra étre, entre autre, utilisée (Kuma, Hatano et al. 2004).

Finalement, il faudrait vérifier si la déphosphorylation de la protéine Tau
extracellulaire observée dans notre modele de cellules HelLa provient de I’action de la
TNAP, d’une autre phosphatase extracellulaire ou d’une déphosphorylation intracellulaire
lors de la sécrétion de Tau. Ces objectifs a court terme nous permettront d’élucider
davantage les mécanismes de sécrétion de la protéine, mais le travail restant afin de
comprendre I’ensemble du mécanisme de neurodégénération dans la MA reste long et

laborieux, bien que de grands progrés soit imminents dans ce domaine.
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4.7. Conclusion

Notre étude a permis de confirmer la sécrétion de la protéine Tau par plusieurs types
cellulaires, en particulier par des neurones corticaux, une population de cellules affectée
dans la MA. 1l devient donc possible de postuler que la propagation de la pathologie de Tau
dans les tauopathies pourrait impliquer sa sécrétion par les neurones affectés. De plus, nos
travaux démontrent que bien que I’hyperphosphorylation de Tau favorise sa sécrétion, la
protéine Tau extracellulaire est déphosphorylée. Des études antérieures ont démontré que la
protéine Tau extracellulaire est toxique et que cette toxicité est augmentée lorsque Tau est
non-phosphorylée. Toutes ces observations nous permettent de spéculer que dans la MA,
I’hyperphosphorylation de Tau pourrait augmenter sa sécrétion et ainsi la propagation de
sa pathologie alors que [I’accumulation de Tau hypophosphorylée dans le milieu
extracellulaire pourrait contribuer par sa toxicité a induire la mort neuronale. Cette nouvelle
hypothése permettra 1’¢laboration de diverses approches thérapeutiques pour empécher la

sécrétion de Tau et ainsi prévenir ou ralentir la progression de la maladie.
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