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RESUME

La protéostasie désigne I’ensemble de stratégies développées par la cellule pour assurer la
préservation de son protéome. Parmi celles-ci on peut citer le controle du repliement, de la
concentration, et de la distribution des protéines. Les neurones en raison de leur importante
activit¢ métabolique représentent une population cellulaire particuliérement vulnérable a
I’altération de la protéostasie, auquel cas on parle de protéinopathie. C’est notamment le cas des
tauopathies et f-amyloidopathies, deux troubles neurodégénératifs, respectivement caractérisés
par le dysfonctionnement de la protéine tau et du peptide amyloide-p3 (AP). La protéine tau par le
biais de son état de phosphorylation contrdle la stabilisation des microtubules, tandis que I’AB
issu du clivage de I’APP (Amyloid Precursor Protein) serait impliqué dans la plasticité
synaptique ; de telle sorte que 1’altération du fonctionnement ou de la protéostasie de ces deux
molécules engendre de graves troubles neuronaux.

Le glaucome, principale cause de cécité irréversible au monde, est une neuropathie
dégénérative caractérisée par la perte spécifique des somas des cellules ganglionnaires de la
rétine (CGR) et de leurs axones dans le nerf optique. Bien que 1’hypertension oculaire (HTO)
soit le principal facteur de risque, on ignore la cause du glaucome raison pour laquelle il n’existe
aucun remede contre la maladie. La maladie d’Alzheimer (MA), principale cause de démence,
est caractérisée par la présence d’enchevétrement neurofibrillaires formés de la protéine tau dans
les neurones et de plaques séniles constitué d’agrégats d’Ap dans le parenchyme cérébral. De
maniére surprenante, de nombreuses ¢études révelent que le glaucome et la MA présentent de
nombreux points communs. C’est ainsi que des agrégats d’AB et de tau ont été trouvés dans les
CGR de sujets atteints du glaucome. De méme les sujets victimes de la MA présentent des

déficits visuels et une dégénérescence des CGR. Vu I'importance de tau pour la physiologie



neuronale et son role de médiateur de la toxicité d’ AP, nous proposons I’hypothese selon laquelle
le dysfonctionnement de la protéine tau résulte en la perte des CGR.

Les résultats présentés dans cette thése reposent sur deux modéles expérimentaux de
neurodégénérescence : un modele de glaucome dépendant de HTO chez les rats (modéele de
Morrison) et le modele 3xTg de la MA chez lequel les souris expriment des mutations dans la
protéine tau et la voie AP (PS1mia6v, APPswe, TaupsgiL). Chez ces animaux nous avons prélevé la
rétine, le nerf optique et le cerveau, sur lesquels nous avons étudié I’expression, la distribution, et
la neurotoxicité de tau par western blot, immunohistochimie et PCR quantitative. Nos résultats
révelent que comparativement aux contrdles sains, les rétines malades (glaucome et MA)
présentent une accumulation de tau anormalement phosphorylée, tandis que son expression
génique reste inchangée. Cette hausse de tau est la conséquence de sa relocalisation vers le
compartiment somatodendritique et le segment axonal intrarétinien des CGR, ceci au détriment
des axones myélinisés inclus dans le nerf optique. Nos données montrent que les CGR 3xTg
présentent une baisse drastique du transport axonal antérograde, indiquant que I’altération de la
distribution de tau pourrait étre a la base de cette perte de fonction axonale. Finalement, nous
démontrons que 1’accumulation de tau dans la rétine malade provoque éventuellement la mort
des CGR.

Au total, cette thése démontre que les rétines atteintes du glaucome et de la MA présentent
les manifestations cardinales des tauopathies a savoir [’accumulation, [’altération de la
phosphorylation, et une distribution anormale de tau le tout culminant en la perte de fonction et

la dégénérescence des CGR.
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SUMMARY

Proteostasis refers to a set of strategies developed by the cell to ensure the maintenance of
its proteome. These strategies include the control of protein folding, the amount, and the
distribution of the proteins. Neurons are endowed with a high metabolic rate and, as such, are
highly vulnerable to alterations in proteostasis, a situation referred to as proteinopathy.
Tauopathies and B-amyloidopathies are two such instances wherein tau and amyloid-,
respectively, undergo dysfunction. Tau protein is a microtubule stabilising protein which
function is regulated by its phosphorylation state, while Ap a product of the cleavage of APP
(Amyloid Precursor Protein) which is thought to be involved in the regulation of synaptic
plasticity. Therefore, functional or proteostatic alterations of these proteins result in harmful
consequences for neurons.

Glaucoma, the main cause of irreversible blindness, is a degenerative optic neuropathy
characterised by the selective loss of retinal ganglion cells (RGC) and their axons in the optic
nerve. Although ocular hypertension (OHT) is the main risk factor for the development of
glaucoma, the cause of the disease is still unknown. There is currently no cure for glaucoma and
the only available treatment is to reduce OHT pharmacologically or surgically. Alzheimer’s
disease, the main cause of dementia, is characterized by the presence of neurofibrillary tangles
made of tau protein in neurons and senile plaques made of AP in the cerebral parenchyma.
Intriguingly, several studies have shown that glaucoma and AD share several common features.
For instance, aggregates of tau and AP have been described in the retina of glaucoma subjects.
Likewise, AD patients show visual defects associated with RGC degeneration. Mindful of the
importance of tau for neuronal physiology, and of its role as mediator of AP toxicity, we put

forward the hypothesis that tau protein alterations leads to RGC dysfunction and death.
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The results presented in this thesis were based on two experimental models of
neurodegeneration: a model of OHT-dependent glaucoma in rats leading to RGC death
(Morrison model), and the 3xTg model of AD wherein mice overexpress mutant forms of tau and
AP (PS1missv, APPswe, Taupsoir). Using these animals, we collected retina, optic nerve, and
brains which we used to study tau expression, distribution and neurotoxicity by western blot,
immunohistochemistry and real-time PCR. Our results show that, when compared to healthy
controls, the diseased retina (glaucoma or AD) display accumulation of abnormally
phosphorylated tau while its gene expression remains unchanged. The increase of retinal tau
protein might result from the redistribution of the protein in the somatodendritic compartment
and intraretinal axonal segment of RGCs at the expense of the extraocular axonal segment
enclosed within the optic nerve. Our data also demonstrate that RGCs from 3xTg mice show a
drastic reduction of anterograde axonal transport suggesting that missorted tau might underlie
these functional deficits. Lastly, we demonstrate that tau accumulation in the diseased retina
eventually promotes RGC death.

Altogether, this thesis demonstrates that the glaucomatous and AD retinas present the
cardinal features of tauopathies including tau accumulation, altered phosphorylation, and

mislocalization which contribute to RGC dysfunction and subsequent death.

KEYWORDS: retinal ganglion cell, glaucoma, Alzheimer's disease, tau, neurotoxicity,

anterograde axonal transport, proteostasis, tauopathy.
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Chapitre L.

Protéostasie et protéinopathies



1.1. Introduction générale

En 1837, Gerrit Jan Mulder réalisant 1’analyse chimique de différentes substances
albumineuses d’origine animale (albumine sérique, gélatine, fibrine) ou végétale (gluten)
remarqua que ces préparations étaient toutes constituées a partir d’'une méme substance
de base qu’il appela Grundstoff. Cette substance de base présentait une régularité
remarquable dans sa composition chimique, avec comme ¢léments constitutifs le carbone,
I’azote, I’oxygene le phosphore et le souffre. Berzelius dans I'une de ses correspondances
avec Mulder datant du 10 juillet 1838, conseilla a ce dernier d’appeler cette nouvelle
substance protéine, de la racine grecque proteos qui signifie primaire ou primordial.
Ainsi Berzelius écrivait : « Le nom protéine que je vous propose pour 1’oxyde organique
de la fibrine et de I’albumine, je voulais le dérivé de proteos parce qu’il parait étre la
substance primitive ou principale de la nutrition animale que les plantes préparent pour
les herbivores que ceux-ci fournissent aux carnassiers » (Vickery, 1950).

Les progrés réalisés au cours des décennies suivantes notamment avec
I’émergence de la biochimie comme discipline scientifique ont effectivement permis de
confirmer que les protéines sont des macromolécules jouant un role de premier ordre
dans le maintien des fonctions vitales. Bien au-dela des prédictions de Berzelius sur le
caractére primordial des protéines pour la nutrition, ces macromolécules se sont révélées
étre les constituants essentiels d’une pléthore de molécules biologique aux roles aussi
divers qu’essentiels, dont ceux de protection (collagéne, chitine), de catalyse (enzymes)
de communication (hormones, neurotransmetteurs) de transport (hémoglobine, albumine)
(Nelson et al., 2004). De méme a Dl’intérieur de la cellule les protéines font partie

intégrante de la cytoarchitecture (protéines d’échafaudage et cytosquelette), de la



transduction des signaux (voies de signalisation), de la régulation de 1’expression génique
(facteurs de transcriptions).

Il est remarquable de noter que les protéines présentent une telle diversité de
fonctions alors qu’elles ne sont constituées que par I’agencement d’un nombre restreint
d’unités constitutives, les acides aminés, dont on ne dénombre que 20 au total. Il se
trouve que c’est la séquence de ces acides aminés qui détermine 1’identité de la myriade
de protéines existantes. Cette séquence est établie au cours de la premicre étape de
synthése protéique a partir de I’information stockée dans le géne, et aboutit & une chaine
polypeptidique linéaire correspondant a la structure primaire de la molécule.

Mais plus important encore, le role de la protéine en devenir est surtout tributaire
de I’organisation spatiale ou tridimensionnelle de ses éléments constitutifs. Rappelons
que la structure tridimensionnelle finale d’une protéine est la conformation la plus
thermodynamiquement stable, lui permettant d’exercer sa fonction biologique. On peut
citer comme exemples, la formation du site catalytique ou régulateur d’une enzyme,
I’organisation du domaine de liaison au ligand pour un récepteur membranaire, la
structuration de I’épitope antigénique d’un anticorps (Nelson et al., 2004). L’atteinte de la
conformation finale par la protéine est 1’aboutissement d’un processus complexe de
maturation au cours duquel la protéine adoptera successivement sa structure secondaire
(en hélices-a et feuillets-B), tertiaire (organisation de domaines hydrophobes,
hydrophiles, acides) voire quaternaire (cas de protéines multimériques). Au terme de la
maturation, on obtient une protéine native, c’est-a-dire préte a I’exercice de sa fonction

physiologique.



On comprend donc que tout événement cellulaire susceptible d’altérer la
conformation native d’une protéine ou sa concentration cellulaire aura un effet néfaste sur
le fonctionnement de cette derniére et par ricochet un effet catastrophique sur la cellule.
C’est afin de parer a de telles éventualités que la cellule a développé au cours de
I’évolution un ensemble d’expédients lui permettant d’assurer 1’homéostasie des
protéines ; ces mécanismes sont désignés communément sous le terme de protéostasie. Le
maintien de la protéostasie constitue une part trés importante du métabolisme cellulaire,
car il prévient I’émergence de la protéotoxicité consécutive a I’accumulation de protéines
mal repliées ou anormalement ségrégées (Balch et al., 2008). Cette tache est d’autant plus
titanesque lorsqu’il est question de cellules a forte activit¢ métaboliques telles que les
neurones. Malgré cela (ou plutdét a cause de cela), les neurones représentent une
population cellulaire particulierement vulnérable aux altérations de la protéostasie et ceci
pour des raisons que nous évoquerons ultérieurement.

Un nombre substantiel de maladies neurodégénératives est caractérisé par un
déséquilibre notoire entre la formation de protéines native et le développement d’agrégats
de protéines mal repliées, ceci en faveur de ce dernier. Au nombre de ces maladies, on
peut citer la maladie d’Alzheimer (MA), la maladie de Parkinson, la maladie de
Huntington, la maladie de Creuzfeld-Jakobs, la sclérose latérale amyotrophique, pour ne
mentionner que quelques-uns. Toutes ces maladies ont comme point commun la
formation d’importants dépots protéiques insolubles dans le systéme nerveux central
(SNC), ce qui est indicateur d’un déséquilibre protéostatique (Yerbury et al., 2016). C’est
d’ailleurs pour ces raisons que ces maladies sont encore désignées collectivement par le

vocable révélateur de protéinopathies. C’est donc a juste titre qu’il est crucial de bien



comprendre les différents mécanismes impliqués dans la protéostasie afin de pouvoir
mieux appréhender les mécanismes moléculaires et cellulaires associés aux

protéinopathies.

1.2.  La protéostasie

La protéostasie fait référence a la préservation par la cellule de I’ensemble de ses
protéines dans la conformation, la concentration et la localisation requise pour son
activité physiologique (Balch et al., 2008). Pour y parvenir, les cellules ont développé au
cours de I’évolution de multiples mécanismes protéostatiques toutes aussi ingénieux les
uns que les autres. Ces différents mécanismes (récapitulées dans la Figure 1) jouent un
réle majeur dans le bon fonctionnement de la cellule étant donné le caracteére ubiquitaire
des protéines a I’égard de la quasi-totalité des activités biologiques. Dans la présente
section, il sera réguliérement fait mention de la cellule eucaryote, cependant il est
important de garder en mémoire que tous les phénomenes décrits ci-dessous s’appliquent

a fortiori aux neurones.

1.2.1. Le controéle qualité des protéines
1.2.1.1. La problématique du repliement des protéines
Au terme de la traduction, la chaine polypeptidique nouvellement synthétisée se
replie afin de prendre la conformation compatible avec I’activité de la protéine. Cette
conformation finale est tributaire de la séquence primaire de la protéine, et sera modulée
par les interactions physico-chimiques de la protéine avec le milieu environnant de

manicre a adopter la forme la plus énergétiquement favorable (Nelson et al., 2004).
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Figure 1 : Mécanismes de controle de la protéostasie. Une fois traduite dans le
cytosol ou dans le réticulum endoplasmique, les protéines sont correctement repliées par les
protéines chaperonnes. Si les protéines ne parviennent pas a étre corrigées, elles sont marquées
par I’ubiquitine pour étre dégradées par le protéasome. Lorsqu’elles persistent, les protéines mal
repliées forment des amas insolubles dans la cellule. Ces inclusions intracellulaires sont alors
détruites par autophagie ou par dégradation associée au réticulum endoplasmique. Dans le milieu
extracellulaire, les protéines sécrétées par les cellules sont aussi controlées par les chaperonnes et
protéases extracellulaires qui promeuvent 1’endocytose des protéines anormales afin de permettre
leur destruction dans les lysosomes. Au total, la protéostasie résulte de 1’équilibre entre la
formation/maintien de protéines natives et 1’amoncellement de protéines mal repliées. Tiré de

Yerbury et al. (2016).



Ceci se fait notamment via la formation de liaisons inter et intramoléculaires
(hydrogenes, hydrophobes, électrostatiques, ponts disulfides). Autrement dit, lorsque les
conditions ambiantes le permettent, 1’atteinte par la protéine de sa conformation native se
fait, en principe, spontanément.

Cependant lorsqu’il est question de longues chaines peptidiques, le repliement s’il
devait se faire uniquement de maniére spontanée, se déroulerait trop lentement a 1’échelle
du métabolisme cellulaire. La conséquence serait une accumulation de protéines non
fonctionnelles, toutes en attente de maturation ; ce qui pourrait s’avérer dangereux pour
I’activité de la cellule. De plus, la protéine néoformée n’est pas a I’abri d’erreurs au cours
du processus de maturation, car elle peut présenter des aberrations dans son organisation
tridimensionnelle. En réalité, il est estimé que méme dans des conditions normales 30 %
des protéines nouvellement traduites sont mal repliées, donc non fonctionnelles
(Princiotta et al., 2003). Enfin, des stress cellulaires tels que I’hyperthermie, les radicaux
libres, et les variations de pH peuvent provoquer un changement de la conformation de
protéines pourtant bien repliées jusqu’alors. C’est pour toutes ces raisons que les cellules
ont développé des systémes permettant d’accélérer le repliement correct des protéines et

de corriger les erreurs y afférentes. Ce systéme est celui des protéines chaperonnes.

1.2.1.2. Les protéines chaperonnes ou DP’art de prévenir les liaisons
dangereuses

Comme leur nom I’indique, les protéines chaperonnes sont une classe de

molécules qui aident les protéines a atteindre et a préserver leur conformation native,

notamment en protégeant leurs interfaces contre des interactions non productives et en



rompant toute liaison moléculaire inappropriée lorsqu’elle survient (Kampinga and Craig,
2010; Saibil, 2013). Les protéines chaperonnes agissent sur leur protéine substrat en
accélérant ’atteinte par ces derniers de la configuration spatiale compatible avec la
fonction biologique qui leur est dévolue. A I’instar des enzymes, les chaperons demeurent
distincts de leur substrat une fois la réaction de repliement achevée. Afin d’atteindre la
conformation idoine, plusieurs itérations des étapes « liaison chaperon-substrat» et
« séparation chaperon-substrat » peuvent étre requises (Figure 2) (Kampinga and Craig,

2010).
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Figure 2: Correction du repliement des protéines par les protéines
chaperonnes. Lorsqu’une protéine n’est pas proprement repliée, les protéines chaperonne
interagissent avec cette derniére pour induire la formation d’interactions productives entre les
différents domaines protéiques apres quoi le chaperon se sépare de sa protéine cible. Ce processus
est répété plusieurs fois jusqu’a ce que la protéine atteigne la conformation native. La protéine
chaperon peut également reconnaitre la protéine mal repliée et la cibler pour la voie de
dégradation. Les protéines chaperon modulent aussi les interactions protéine-protéines. Tiré de

Kampinga and Craig (2010).



Néanmoins a I’inverse des enzymes, I’interaction chaperon/substrat ne repose pas
sur une spécificité moléculaire stricto sensu, mais plutot sur ’identification globale de
motifs moléculaires le plus souvent de type hydrophobe (Kampinga and Craig, 2010).
C’est ce qui explique qu’un nombre limité de protéines chaperonnes puisse guider et
corriger le repliement de la pléthore de protéines exprimée par la cellule.

Chez les eucaryotes, les principales protéines chaperonnes sont les protéines de
choc thermique ou HSP (Heat Shock Protein), désignées ainsi parce que leur synthese
augmente apreés I’exposition de la cellule a de fortes températures (Saibil, 2013). Cette
famille est subdivisée en deux groupes : les molécules chaperonnes et les chaperonines.
Au nombre des chaperons moléculaires on dénombre ’HSP70, HSP90 et HSP100 tandis

que la mieux caractérisée des chaperonines eucaryotiques est I’HSP60.

a. Les molécules chaperonnes

Des différents chaperons moléculaires, le plus abondant est ’'HSP70 qui agit de
concert avec deux cochaperons, ’HSP40 (ou protéine J) et le NEF (Nucleotide Exchange
Factor) pour assurer le repliement correct des protéines. Cette intervention de ’HSP70 se
fait tres tot dans le processus de maturation, quand la chaine polypeptidique est encore en
cours d’¢longation dans le ribosome. Le processus de controle de la conformation est
amorcé¢ par HSP40 qui se lie a la chaine polypeptidique immature, ce qui permet le
recrutement d’HSP70 préalablement li¢ & I’ATP (Kampinga and Craig, 2010).
Lorsqu’elle est liée a cette derniére, ’HSP70 prend une configuration ouverte et son
domaine de liaison au substrat a caractére hydrophobe s’apparie temporairement a 1’une

des régions hydrophobes de la protéine naissante. HSP70 grace a son activit¢ ATPase,



hydrolyse ’ATP en ADP + Pi et I’énergie libérée permet au domaine de liaison au
substrat de prendre une configuration fermée dans laquelle la région exposée de la
protéine pourra se replier correctement. Ensuite, ’HSP40 se dissocie du complexe tandis
que le NEF se fixe sur ’HSP70 afin de favoriser le remplacement de I’ADP par ’ATP.
Finalement, ’'HSP70 ayant de nouveau fixé ’ATP se dissocie du NEF afin de reprendre

un autre cycle (Figure 3) (Kampinga and Craig, 2010).

Native ciient ‘ﬁ AR
protein kit " .

Figure 3 : Cycle de fonctionnement de HSP70. (1) L’activité chaperonne de
HSP70 est initi¢ par la fixation du cochaperon HSP40 (ou protéine J dans I’illustration) a la
protéine cible. (2) Ceci stimule la formation du complexe HSP40-HSP70-ATP. (3) La lyse de
I’ ATP permet la correction de conformation de la protéine par HSP70 tout en séparant HSP40 du
complexe ; (4) ce qui conduit au recrutement de NEF. (5) Sous I’effet de ce dernier, ’ADP est
¢jecté du nouveau complexe (6) au profit de I’ATP. (7) Enfin le complexe se dissocie et la
protéine corrigée est libérée tandis que HSP70 toujours lié¢ a I’ATP devient disponible pour un

autre cycle. Voir texte pour plus de détails. Tiré de Kampinga and Craig (2010).
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Les autres molécules chaperonnes agissent suivant un schéma similaire a celui de
I’HSP70 en utilisant leur activit¢é ATPase pour s’apparier avec les domaines hydrophobes
de leurs protéines client, avec cependant quelques particularités spécifiques. HSP90 par
exemple assure principalement la stabilisation et la maturation des récepteurs des
stéroides et des protéines kinases (Saibil, 2013). L’HSP100 pour sa part agit en synergie
avec I’HSP70 et ’HSP40 pour désagréger et déplier les protéines afin de permettre leur
correction (Shorter, 2011; Lander et al., 2012). Cette réponse intervient lorsqu’une
protéine s’agrége ou subit une altération de sa conformation native comme lorsqu’elle est
soumisse a un stress cellulaire (hyperthermie, stress oxydatif). La protéine ainsi modifiée
retrouve sa structure primaire et pourra étre ensuite repliée correctement, cette fois avec

I’aide des chaperonines.

b. Les chaperonines

Contrairement aux molécules chaperonnes, les chaperonines a I’instar de
I’HSP60, interviennent uniquement sur la protéine totalement traduite et séparée des
ribosomes. HSP60 est un assemblage macromoléculaire dont la forme en tonneau permet
d’englober totalement la protéine cible. Ce qui permet a cette derniére de se replier
correctement par le truchement des interactions de ses domaines hydrophobes avec la
paroi intérieure également hydrophobe de I'HSP60, un processus régulé par la
cochaperonine HSP10 et qui se déroule également en présence de I’ATP (Alberts et al.,

2011; Lodish et al., 2013).

1.2.2. Le controle de la quantité des protéines ou comment corriger les excés
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Il peut arriver que des protéines restent anormalement repliées, et ce en dépit de
tous les efforts de correction déployée par la cellule. Dans ce cas de figure, les protéines
restent non fonctionnelles et s’accumulent dans le cytosol ou dans les organites. Il est
avéré que de tels amoncellements de protéines non natives sont toxiques dans la mesure
ou ils interférent avec le fonctionnement de la machinerie cellulaire. Afin de prévenir une
telle occurrence, la cellule utilise une seconde ligne de défense pour préserver
I’homéostasie de son protéome a savoir la dégradation des protéines mal repliées par le

systéme ubiquitine-protéasome (SUP).

1.2.2.1. Le systéme ubiquitine-protéasome

Le SUP fait référence au complexe moléculaire qui assure la dégradation des
protéines intracellulaires chez les eucaryotes. Le SUP est constitué des 3 enzymes
responsables de [’ubiquitination du substrat, et du protéasome 26S. Ces molécules
fonctionnent suivant un processus séquentiel hautement coordonné (Alberts et al., 2011;
Lodish et al.,, 2013). La protéolyse est initiée par l’addition ATP-dépendante de
I’ubiquitine a I’enzyme activatrice (E1) formant une liaison thioester avec cette dernicre.
Ensuite, la molécule d’ubiquitine est transférée d’E1 a ’enzyme conjugante E2 toujours
via la formation d’une liaison thioester. Enfin, ’'ubiquitine est transmise a un résidu
lysine ou a I’extrémité N-terminale de la protéine substrat en formant cette fois une
liaison peptidique, une réaction catalysée par 1’ubiquitine ligase (E3). Ces trois étapes
sont répétées plusieurs fois, chaque nouvelle molécule d’ubiquitine s’ajoutant au
précédent de maniere a former une chaine polyubiquitinée sur la protéine substrat

(Figure 4) (Gong et al., 2016).
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Figure 4 : Etapes du processus d’ubiquitination des protéines. L’ubiquitination
des protéines-substrats du protéasome est I’aboutissement d’un processus s’effectuant en
plusieurs étapes et catalysé successivement par El (enzyme activatrice), E2 (enzyme

conjugante) et E3 (ubiquitine ligase). Reproduit a partir de Gong et al. (2016).

La polyubiquitination de la protéine substrat sert de signal au protéasome qui va
assurer la lyse de cette derniére, libérant de courts fragments peptidiques de 7 a 8 acides
aminés et les molécules d’ubiquitine. Le SUP par son activité protéolytique permet de
sauvegarder la cellule des effets déléteres que les protéines mal repliées, ou altérées
pourraient avoir sur elle. Comment s’effectue 1’identification des protéines a détruire par
le SUP ?

La solution réside encore une fois chez les protéines chaperonnes. En effet ces
molécules ne sont pas seulement limitées au controle de la conformation des protéines,
elles interviennent également pour diriger les protéines mal repliées ou endommagées
vers la voie de dégradation du SUP (Patterson and Hohfeld, 2008). Lorsqu’une protéine
mal repliée demeure réfractaire a toute correction par les chaperons, ces derniers restent

liés a la protéine afin de la maintenir soluble dans le cytosol; cet état soluble facilite
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I’identification des protéines non natives par le SUP (Figure 5A). Parall¢lement, les
chaperons HSP70 et HSP90 peuvent jouer un rdle direct dans la dégradation des
protéines non natives en recrutant le cochaperon CHIP (carboxyl terminus of Hsc70
interacting protein). CHIP présente la particularité d’avoir une activité ubiquitine ligase,
ce qui lui permet d’orienter la protéine anormale vers le protéasome pour dégradation
(Figure 5B). 11 est intéressant de noter que CHIP est fortement exprimé dans les tissus a

forte activité métabolique dont le cerveau (McDonough and Patterson, 2003).
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Figure 5 : Interactions chaperon-SUP. Les chaperons régulent la dégradation des
protéines par le SUP via deux mécanismes potentiels. A) Le chaperon reconnait la protéine mal
repliée et la solubilise de maniére a faciliter 1’interaction avec le SUP. B) Le chaperon lorsqu’il
est doté d’une activité ubiquitine ligase intrinséque assure 1’ubiquitination de la protéine mal

repliée en prélude a sa dégradation protéasomale. Tiré de Patterson and Hohfeld (2008).

Lorsque les circonstances 1’exigent, comme lors d’une exposition & une forte
température ou a des agents dénaturants, la cellule active I’'HSF-1 (heat shock

transcription factor 1). Celui-ci stimule la transcription des geénes codant pour les
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protéines chaperonnes afin d’amplifier les réponses décrites précédemment et de rétablir
rapidement la protéostasie. La dégradation des protéines anormalement formées se
déroule également dans la lumicre du réticulum endoplasmique, on parle dans ce cas de
dégradation associée réticulum endoplasmique (Figure 1). La différence ici est que les
protéines ciblées doivent étre préalablement transloquées a travers la bicouche lipidique
vers le cytosol afin d’y étre dégradées par le SUP (Olzmann et al., 2013).

Il faut également souligner qu’au-dela de leur implication dans la dégradation des
protéines mal repliées, le SUP peut également intervenir plus précocement sur la protéine
naissante notamment par le biais de ['ubiquitination co-translationnelle. Cette
intervention qui consiste a joindre des chaines polyubiquitinées sur la chaine peptidique
tandis qu’elle est encore en cours d’élongation dans le ribosome vise a dégrader
rapidement les protéines présentant des anomalies, Otant a celles-ci toute possibilité de
s’agglomérer dans la cellule (Wang et al., 2013).

Certaines protéines bien que correctement repliées doivent néanmoins étre
dégradées par le SUP. C’est par exemple le cas des protéines a expression constitutive,
dont la lyse réguliere permet de maintenir la constance de leur niveau cellulaire. Il peut
aussi advenir que les protéines nécessitent d’étre recyclées suite a la baisse de leur
activité biologique causée par I’usure du temps. In fine, le SUP participe au contrdle de la
protéostasie en prévenant I’accumulation des protéines dans le cytoplasme.

Il se trouve qu’en dépit de la pléiade de mesures prises par la cellule pour
s’assurer du maintien des protéines dans la bonne conformation, ou de leur destruction
lorsqu’elles sont mal repliées, les protéines défectueuses peuvent continuer a s’accumuler

dans le cytoplasme. Cela peut advenir lorsqu’une mutation génique cause la formation
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d’une protéine anormale incapable de se replier correctement, peu importe les efforts de
correction entrepris par les chaperons. Résultat, au fil des ans les protéines s’agreégent et
forment des inclusions cytoplasmiques résistantes a la dégradation par le protéasome.
Cette incapacité du protéasome a détruire de grandes masses protéiques s’explique par sa
structure moléculaire en forme de cylindre qui ne peut admettre qu’une protéine a la fois
pour la lyse (Alberts et al., 2011; Lodish et al., 2013). Lorsque la cellule est confrontée a
ce type de situation, elle utilise son ultime ligne de défense pour préserver la

concentration du pool de protéines, a savoir I’autophagie.

1.2.2.2. L’autophagie sélective des agrégats protéiques

L’autophagie est le phénomene par lequel les cellules détruisent les éléments de
leur cytoplasme en les isolants dans des vésicules a double membrane (autophagosomes)
pour ensuite les fusionner avec des lysosomes pour dégradation (Lee et al., 2013). Le
terme agréphagie a été proposé pour désigner I’autophagie lorsqu’elle vise sélectivement
a la destruction des agrégats cytosoliques de protéine encore appelés agrésomes. Mais
avant de parler en détail de la notion d’agréphagie, il est important pour la clarté de notre
propos de discuter brievement de la genese des agrésomes. La formation des agrésomes
débute lorsque des inclusions de protéines anormalement repliées et résistantes au
protéasome se forment dans le cytosol. Ces inclusions préalablement ubiquitinées sont
ensuite encerclées par la vimentine/kératine (ou les neurofilaments dans le cas des
neurones). Les agrésomes sont finalement transportés de maniére rétrograde par la
dynéine en direction du centre organisateur des microtubules pour y étre encapsulés dans

des vésicules produisant ainsi des autophagosomes (Figure 6) (Hyttinen et al., 2014).
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Figure 6 : Formation des agrésomes. Lorsque la quantité de protéines mal repliées
augmente, ces derniers s’oligomérisent pour former des agrégats ubiquitinés et liés aux HSP. Ces
amas protéiques sont encerclés par les filaments intermédiaires pour produire des agrésomes qui
seront ensuite circonscrits par des vésicules d’autophagie pour former des autophagosomes. Tiré

de Hyttinen et al. (2014).

Le processus de formation des autophagosome débute lorsque que les agrésomes
préalablement ubiquitinés fixent les récepteurs de 1’autophagie tels que p62, NRB1, et
optineurine (Lim and Yue, 2015). Ces récepteurs en interagissant avec le ligand LC3
présent sur la membrane des phagophores, stimulent I’englobement des agrésomes par les
phagophores (Figure 7). La circonscription des agrésomes par des vésicules offre
I’avantage d’isoler les inclusions protéiques insolubles et de limiter les effets déléteres
que leur accumulation pourrait avoir sur la cellule (Lim and Yue, 2015). Ultimement,
I’agréphagie est complétée par la fusion des autophagosomes avec les lysosomes pour
former un autophagolysosome ou autolysosome dans lequel les agrégats de protéines
seront complétement détruits par lyse enzymatique.

Les lysosomes peuvent aussi dégrader les protéines mal repliées sans avoir a

fusionner avec les autophagosomes grace au mécanisme d’autophagie assistée par les
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chaperons. Au cours de ce processus, les substrats protéiques mal repliés et dotés du
motif KFERQ, que reconnait la protéine chaperon Hsc70 (heat shock cognate protein of
70KDa), se lient au récepteur lysosomal LAMP-2A ce qui déclenche leur entrée dans le
lysosome pour dégradation (Lim and Yue, 2015). Les lysosomes par le biais I’autophagie
assistée par les chaperons constituent donc une voie alternative de dégradation des

protéines mal repliées (Figure 7).
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Figure 7: Mécanismes d’agréphagie. Les dépots protéiques polyubiquitinés
auxquels sont liés les ligands p62 et NBR1 sont reconnus par le récepteur de 1’autophagie LC3,
induisant ainsi la formation de la vésicule d’autophagie. Cette vésicule fusionnera ensuite avec le
lysosome afin de dégrader les agrégats. Dans 1’autophagie assistée par les chaperons (AAC), la
protéine cible liée au chaperon Hsc70 est introduite dans le lysosome via le récepteur LAMP-2A

pour y étre lysée. Modifiée de Lim and Yue (2015).
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1.2.3. Le controéle de la distribution des protéines : de ’importance d’étre au
bon endroit au bon moment

Les protéines méme correctement repliées peuvent étre nocives si elles ne se
trouvent pas dans le compartiment cellulaire adéquat. Il est donc primordial pour la
cellule que les protéines qu’elle synthétise soient bien réparties entre les différents
segments intracellulaires ou sécrétées dans le milieu extracellulaire le cas échéant. Cette
tache incombe au systéme de la protéostasie. La répartition des protéines est d’autant plus
cruciale lorsque la cellule présente une organisation polarisée. Le neurone constitue le
prototype par excellence de polarisation cellulaire, puisqu’il est doté d’un compartiment
somatodendritique et d’un compartiment axonal. Cette polarisation est également
fonctionnelle avec d’une part le segment somatodendritique qui fait office de pole
récepteur de I’influx nerveux et d’autre part le segment axonal qui joue le rdle de pole
émetteur. Il est évident qu’une telle dichotomie morphologique et fonctionnelle nécessite
une ségrégation stricte du pool de protéines, laquelle doit étre étroitement monitorée tout
au long de la vie du neurone. Curieusement, c’est dans le compartiment
somatodendritique que se trouve la machinerie cellulaire nécessaire a la traduction des
protéines. Il en résulte donc que le neurone doit prendre des mesures spéciales pour
s’assurer de la répartition correcte des protéines entre les différents compartiments

cellulaires une fois la synthése terminée.
A titre d’exemple, tau et MAP2 deux protéines membres de la famille des MAP
(Microtubule Associated Protein) ont une localisation différentielle, avec MAP2 localisée
principalement dans les dendrites, et tau exprimée essentiellement au niveau des axones

(Dehmelt and Halpain, 2004). Certes, il a ét¢ montré que dans certaines conditions la
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production des protéines nécessaires au fonctionnement des axones, peut aussi avoir lieu
localement (Giuditta et al., 2008). Néanmoins, il n’en demeure pas moins que 1’essentiel
du protéome axonal est traduit dans le compartiment somatodendritique puis acheminé
vers les axones.

Afin donc d’assurer cette répartition différentielle des protéines, le neurone
dispose d’une zone spécialisée située a la jonction entre le corps cellulaire et 1’axone
qu’on appelle segment initial de 1’axone (SIA) ou cone d’émergence. Le SIA est
constitué par 1’agencement de protéines d’échafaudage, de molécules d’adhésion
cellulaire, de canaux ioniques voltages-dépendant, de protéines de la matrice

extracellulaire et de molécules d’actine (Figure 8) (Rasband, 2010).

Soma Axon initial segment Axon

Node of Ranvier Juxtaparanode
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Figure 8. Eléments constitutifs du SIA. Le SIA est composé sur sa face
extracellulaire de I’ectodomaine des molécules d’adhésion cellulaire; sur son versant
intracellulaire il renferme plusieurs protéines d’échafaudage parmi lesquels 1’ankyrine G (la plus
importante pour sa fonction), la spectrine, et les filaments d’actine polymérisés. Le SIA contient
aussi une forte densité de canaux sodiques et potassiques nécessaire a I’initiation du potentiel

d’action. Modifi¢ de Rasband (2010).
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De tous les constituants du SIA, le plus important pour son assemblage et son
fonctionnement est sans nul doute la protéine d’échafaudage Ankyrine G (AnkG),
puisque c’est elle qui permet le recrutement des autres éléments du SIA au cours du
développement (Zhou et al., 1998; Jenkins and Bennett, 2001), tandis que sa suppression
chez le neurone adulte engendre la désorganisation du SIA et la perte de la polarité
neuronale (Hedstrom et al., 2008).

Comment le SIA régule-t-il la distribution des protéines dans le neurone ? Des
¢tudes ont montré que le SIA agit via deux mécanismes distincts, a savoir la formation

d’une barri¢re de diffusion et le filtrage du trafic cellulaire (Leterrier and Dargent, 2014).

i) La barriere a la diffusion

L’existence d’une trés forte densité de protéines membranaires dans le SIA et la
présence sur sa face intracellulaire d’un important réseau de protéines d’échafaudage
reliées aux filaments d’actine et aux microtubules créent une véritable barricre physique a
la diffusion des protéines entre les parties somatodendritique et axonale (Leterrier and
Dargent, 2014). Une telle barriere physique en assurant le cloisonnement desdits
compartiments limite considérablement les échanges stochastiques et préserve la

ségrégation protéique établie par le neurone lors de sa maturation (Figure 9A).

ii) Le filtrage du trafic cellulaire
Le SIA régule le flux directionnel du cargo cellulaire en empéchant le passage
antérograde de vésicules transportant les protéines somatodendritiques en direction des

axones, tout en permettant le passage bidirectionnel de vésicules contenant des protéines
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axonales (Burack et al., 2000; Al-Bassam et al., 2012). Le SIA fait également office de
filtre puisqu’il peut restreindre le passage de cargos cellulaires en fonction de leur taille

ou de I’efficacité de leur moteur moléculaire (Song et al., 2009) (Figure 9B).
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Figure 9 : Mécanismes d’action du SIA. (A) Le SIA forme une barri¢re de
diffusion qui restreint le passage des protéines entre le compartiment axonal et
somatodendritique. (B) Le SIA régule aussi le passage préférentiel des protéines de manicre
antérograde vers les axones ou rétrograde vers le soma et les dendrites. Modifié de Leterrier and

Dargent (2014).

Le contréle de la distribution d’une protéine peut aussi étre assuré par le systéme
de dégradation des protéines (protéasome, autophagie) qui peuvent par exemple dégrader
préférentiellement une protéine dans un compartiment donné¢ (Wang and Mandelkow,
2012). Par exemple I’enrichissement de MAP2 dans le compartiment somatodendritique

pourrait étre le fruit de sa dégradation préférentielle dans I’axone (Zempel and
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Mandelkow, 2014). Des questions subsistent toutefois quant aux mécanismes
moléculaires permettant le contrdle de la localisation des protéines dans les neurones. Par
exemple comment est-ce que le neurone (ou la cellule en général) fait pour identifier les
protéines qui doivent étre exprimées dans un compartiment donn¢ ? Comment le neurone
s’y prend-il pour empécher I’expression ou I’entrée d’une protéine dans un compartiment
qui n’est pas le sien ? Existe-t-il des mécanismes de correction de la répartition
subcellulaire des protéines en cas d’altération ?

En somme, le controle de la répartition subcellulaire des protéines est une des
stratégies, et non des moindres, que les cellules a forte polarit¢ comme les neurones
utilisent pour préserver leur protéostasie. L’échec de ce contrdle peut déboucher sur une
altération de la distribution des protéines et engendrer une accumulation de la protéine
dans un compartiment donné, et ce en dehors de toute anomalie dans la structure de la
protéine. Une occurrence potentiellement cytotoxique puisque les protéines ainsi
agrégées peuvent non seulement submerger 1’ensemble des systetmes de dégradation
présents dans le compartiment concerné, mais aussi séquestrer les autres molécules

normales et les empécher d’assurer leurs fonctions.

1.2.4. La protéostasie extracellulaire
La protéostasie ne concerne pas seulement le compartiment intracellulaire. Ceci
est d’autant plus vrai pour les cellules baignant en permanence dans une matrice
extracellulaire riche en protéine tel que les neurones. Et tout comme dans le cytoplasme,
les protéines des différents espaces liquidiens de 1’organisme subissent des changements

qualitatifs et quantitatifs au fil du temps ceci en raison de l'usure liée a D’activité
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tissulaire. Ces changements s’ils ne sont pas rapidement corrigés peuvent produire un
amoncellement de protéines dans le milieu extracellulaire.

Les protéines extracellulaires lorsqu’elles sont mal repliées ou agrégées peuvent
étre directement endocytées. En effet, certaines cellules disposent, a leur surface de
récepteurs-éboueurs (scavenger receptors en anglais ou SR) lesquelles sont une classe de
récepteurs spécialisés dans 1’identification et I’internalisation des protéines pathologiques
(Figure 10A). Ces récepteurs comprennent le SR-A, SR-BI, et CD36 et se retrouvent
notamment chez les cellules endothéliales, immunitaires, et gliales (Husemann et al.,
2002).

Par ailleurs, tout comme a D’intérieur de la cellule, il existe dans le milieu
extracellulaire des protéines présentant des vertus chaperons ATP-dépendantes et
appelées pour cette raison chaperons extracellulaires. Parmi ceux-ci, on dénombre la
clusterine, I’haptoglobine, et 1’a-2-macroglobuline (Wyatt et al., 2013). Le chaperon
extracellulaire le plus caractérisé est la clusterine qui interagit avec la quasi-totalité des
protéines extracellulaires mal repliées pour corriger leur conformation, prévenant ainsi la
formation d’agrégats. Plus important encore pour la survie cellulaire, la clusterine,
I’haptoglobine et I’a-2-macroglobuline peuvent interagir avec les motifs hydrophobes des
protéines mal repliées afin de neutraliser leur toxicité. Les chaperons extracellulaires
forment également des complexes stables et solubles avec les agrégats de protéines cibles
lesquelles se fixent sur les récepteurs éboueurs pour étre ensuite endocytés puis dégradés
dans les lysosomes (Figure 10B). En ce faisant, les chaperons extracellulaires servent
donc d’intermédiaires entre [’altération de la conformation tridimensionnelle des

protéines extracellulaire et leur dégradation par les endolysosomes (Yerbury et al., 2016).
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Figure 10. Voies de controle de la protéostasie extracellulaire. (a) La protéine
mal repliée peut se fixer directement a un récepteur-éboueur afin de permettre son internalisation.
(b) La liaison des chaperons extracellulaires comme la clustérine, en plus de corriger le
repliement des protéines peut aussi favoriser leur endocytose via le récepteur-€boueur. (¢) En cas
de formation d’agrégats, des protéases extracellulaires peuvent aussi lyser la protéine afin de
produire des fragments protéiques plus petits et facilement internalisables par les récepteurs-
¢boueurs. (a, b, ¢) Dans les trois cas, les endosomes ainsi formés fusionnent avec le lysosome

pour induire la dégradation des protéines. Tiré de Wyatt et al. (2012).

Si d’aventure le processus d’agrégation des protéines extracellulaires parvient a
circonvenir le controle qu’exercent les chaperons extracellulaires ou les récepteurs-
¢boueurs, les protéases extracellulaires entrent en jeux pour directement lyser ces

agrégats (Wyatt et al., 2012). (Figure 10C). Les protéases extracellulaires sont 1égions, et
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sont subdivisées en 3 grandes familles: les métalloprotéases (neprilysine,
métalloprotéases matricielles, enzyme de conversion de I’angiotensinogene), les serines
protéases (plasmine, thrombine, tryptase), et les cystéines protéases (cathepsines A, B, D)
(Cudic and Fields, 2009).

Le systtme de la plasmine représente une de ces modalités de protéolyse
extracellulaire. Lorsque dans le parenchyme cérébral il se forme des dépots protéiques,
ou des débris cellulaires provenant de lésions tissulaires, ceux-ci activent le tPA (tissue
Plasminogen Activator) qui converti le plasminogéne en la protéase plasmine. La
plasmine pourra a son tour dégrader les dépots protéiques en leurs unités constitutives
débarrassant ainsi le tissu neural d’inclusions potentiellement nocives (Maas et al., 2008;
Nolin et al., 2008; Samson et al., 2009). L agrégation des protéines dans le parenchyme
neural lorsqu’elle est importante déclenche également la réponse immunitaire au cours de

laquelle les cellules microgliales phagocytent les dépdts protéiques.

Malheureusement, il peut advenir que les différents systemes protéostatiques que
nous venons de passer en revue soient dysfonctionnels, par exemple en raison de ['usure
liée au vieillissement, de I’exposition répétitive a des stress cellulaires (traumatismes,
radicaux libres, hypoxie), de mutations génétiques, ou de pathologies préexistantes
(diabete, hypertension artérielle, infection). Dans ces cas, les protéines mal repliées ou
mal distribuées s’accumulent progressivement dans la cellule ou dans le milieu
extracellulaire et y forment des amas de protéines qui interférent avec le fonctionnement
normal de la cellule (Figure 11). Si elles ne sont pas corrigées, ces agrégats protéiques
peuvent au fil du temps engendrer des perturbations, voire méme causer la mort

cellulaire, auquel cas on parlera de protéinopathies.

26



PROTEOSTASIS IMBALANCE

g

—  Unfolded protein
@) Folded protein
d,%) Misfolded protein
289 Aggregated protein

{#"  Degraded protein

-

/

(& _
Y

N
AUTOPHAGY

%

Figure 11. Dérégulations de la protéostasie. En cas de défaillance des acteurs du
systeme de contrdle de la protéostasie nommément les protéines chaperon, le SUP, I’autophagie
et la distribution des protéines, des protéines mal repliées s’amassent dans les différents
compartiments subcellulaires ou dans le milieu extracellulaire provoquant ainsi la formation
d’agrégats de protéines. Ces agrégats vont bloquer les différentes activités de la cellule et causer

sa mort. Tiré de Yerbury et al. (2016)

27



1.3.  Les protéinopathies

Dans cette section de la thése nous allons discuter des protéinopathies en prenant
comme modele deux cas typiques de pathologie protéique : les tauopathies et les -
amyloidopathies. Disons d’ores et déja que ces deux affections présentent un point
commun : elles affectent principalement les neurones. C’est pourquoi apres avoir décrit la
physiologie et les dysfonctionnements des protéines concernées, nous terminerons cette
section de notre dissertation en évoquant quelques pistes de réflexion sur les raisons qui
pourraient expliquer la grande vulnérabilit¢é des neurones aux perturbations de la

protéostasie.

1.3.1.  Protéine tau et tauopathies
Comme il a été évoqué précédemment, la protéine tau appartient a la famille des
protéines associées aux microtubules. Elle est abondamment exprimée dans le systéme
nerveux, bien qu’on en trouve également dans d’autres tissus. Aprés avoir décrit au
préalable la protéine tau et son role pour la physiologique cellulaire, nous allons nous

attarder sur les dysfonctionnements qui lui sont associés.

1.3.1.1. La protéine tau
a. Transcription et épissage alternatif de Tau
Chez I’humain, le géne de la protéine tau est située sur le locus 21 du
chromosome 17, et contient 16 exons : les exons -1, 1 a 4, 4a, et 5 a 14 (Andreadis et al.,
1992). L’exon -1 fait office de promoteur tandis que dans le SNC les exons 4a, 6 et § sont

normalement exclus durant la transcription, ce qui fait que le transcrit primaire compte 13
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exons. Durant la traduction de I’ARNm, 1’exon 14 n’est pas traduit, alors que dans le
SNC [D’épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 produit 6 isoformes de la protéine tau
variant entre 45 et 65 kDa. Ces isoformes varient par la présence ou non d’un ou deux
inserts de 29 acides aminés dans I’extrémité N-terminale codés par les exons 2 et 3 (tau
ON, 1IN ou 2N) et par I’ajout d’un motif supplémentaire de 31/32 acides aminés codés par
I’exon 10 dans la zone de répétition de I’extrémité C-terminale (tau 3R ou tau 4R)
(Goedert et al., 1989; Goedert et al., 1989). L’¢pissage alternatif de tau est régulé au
cours du développement, puisque chez I’humain, seule I’isoforme 3RON est exprimée
dans le cerveau feetal tandis que toutes les isoformes se retrouvent dans le cerveau adulte

(Figure 12) (Kosik et al., 1989).
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Figure 12. Epissage alternatif et isoformes de tau. Chez I’homme, I'épissage
alternatif des exons 2, 3 et 10 du transcrit primaire de tau produit 6 isoformes de la protéine,
contenant respectivement les inserts 2+ (en jaune clair), 3+ (en vert) et 10+ (en rose). Dans le
cerveau feetal, ces 3 exons sont excisés du transcrit primaire afin de produire 1’isoforme la plus
courte de la protéine dépourvu d’inserts. Chez ’adulte, se retrouve toutes les variantes de la
protéine exprimant différentes combinaison des 3 inserts. Tiré de Buee et al. (2000).

=] Ml
. —TEE
(ENET— [ 0 BN
1
i 11 1| N BN ESERIT
1 352
e [ [ IR

Fetal

29



Dans le systéme nerveux périphérique (SNP) et dans certains neurones du SNC,
dont les neurones ganglionnaires de la rétine, ’exon 4a qui code pour un insert de 254
acides aminés peut étre également inclut dans le transcrit primaire. De la sorte, la
traduction de ’ARNm produira cette fois une nouvelle isoforme de 110 kDa de la

protéine appelée «big tau » (Goedert et al., 1992; Boyne et al., 1995).

b. Structure biochimique de tau

Tau est une protéine largement non structurée, qui prend trés rarement la
conformation tridimensionnelle qu’adoptent habituellement les protéines natives.
Indépendamment des isoformes concernées, la protéine tau peut étre globalement décrite
comme renfermant 3 grands domaines : un domaine d’assemblage a I’extrémité C-
terminale, que jouxte une région riche en proline, suivie enfin du domaine de projection a
I’extrémité N-terminale (Figure 13) (Zempel and Mandelkow, 2014).

Le domaine d’assemblage C-terminal de nature basique, donc positivement
chargé, est responsable de la liaison aux microtubules. Cette région est caractérisée par la
présence, selon que I’exon 10 est présent ou pas, de 3 ou 4 motifs de répétitions
hautement conservés, sur lesquels se fixeront les microtubules (Goedert et al., 1989;
Himmler et al., 1989). Il a ét¢ montré que la protéine tau a 4 domaines de répétitions ou
tau 4R (contenant les motifs R1, R2, R3, R4) est plus efficiente a promouvoir la
polymérisation des microtubules que la protéine tau a 3 domaines de répétition ou tau 3R
(contenant les motifs R1, R3, R4) (Miyata et al., 1986; Goedert and Jakes, 1990; Lu and

Kosik, 2001).
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Figure 13. Structure et partenaires d’interactions de la protéine tau. (A). Bien
que la structure de tau soit linéaire, elle présente néanmoins des régions organisées en hélice-o,
feuillet-p ou riches en proline. (B) L’illustration de la plus longue isoforme de tau montre que la
protéine est divisée en un domaine de projection contenant les inserts N-terminaux (qui interagit
avec la dynactine et I’annexine), un domaine proline riche en motifs PXXP (ou se fixent les
kinases Src, PI3K, ou Pinl) et un domaine de liaison des microtubules (ou s’effectuent la liaison

de HSP70, PP2A, calmoduline). Modifié de Zempel and Mandelkow (2014).

Le domaine de projection N-terminal contient les inserts codés par les exons 2 et
3, lesquelles en raison de leur caractére hautement acide conférent une charge négative a
cette région de la protéine. Ce domaine de projection permet I’interaction de la protéine
avec les protéines du cytoplasme (Carlier et al., 1984; Magnani et al., 2007) et les autres
¢léments du cytosquelette (Miyata et al., 1986).

Enfin, la région riche en proline électriquement neutre est caractérisée par la
présence de jusqu’a 7 motifs PXXP, qui servent de site d’interaction avec le domaine
SH3 des tyrosines kinases de la famille Src telle que Fyn (Lee et al., 1998; Zamora-Leon
et al., 2001; Ittner et al., 2010). La protéine tau grace a ses deux extrémités de charges
opposées fait office de dipdle électrique, lequel peut étre modulé par les modifications

post-traductionnelles de la protéine (Buée et al., 2010).
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c. Fonctions physiologiques de tau et effets modulateurs des
modifications post-traductionnelles

La fonction physiologique de tau la mieux décrite est celle de fixation et de
stabilisation des microtubules par le biais de son domaine de liaison aux microtubules
(DLMT). La fixation et la stabilisation des microtubules se font grace aux interactions
¢lectrostatiques entre le DLMT positivement chargé et la surface des microtubules
négativement chargée (Ballatore et al., 2007). A D’inverse, la séparation de tau des
microtubules stimule leur dépolymérisation en leurs unités constitutives a savoir o et 3-
tubulines. En stabilisant les microtubules, tau contribue a la préservation du cytosquelette
ce qui assure le maintien de la morphologie des neurones. Or nous avons vu que c’est
cette morphologie qui confére au neurone sa polarité anatomique et fonctionnelle. De
plus, dans la cellule les microtubules font office d’autoroute pour le transport cellulaire,
ainsi tau en stabilisant ces derniers permet donc le déplacement du cargo cellulaire entre
les différents compartiments neuronaux (Ballatore et al., 2007).

L’effet stabilisateur de tau est régulé par les modifications post-traductionnelles
de la protéine dont la plus importante et la mieux étudiée est la phosphorylation. En effet
tau est une protéine a fort potentiel de phosphorylation avec plus de 80 sites de
phosphorylation putatifs dont la plupart sont situés sur des motifs serine-proline ou
thréonine-proline. Ainsi la fixation de tau aux microtubules est accentuée lorsque tau est
déphosphorylée mais réduite lorsqu’elle est phosphorylée. Ceci est dii au fait que la
phosphorylation de tau en augmentant la charge négative totale de la protéine réduit son
interaction électrostatique avec les microtubules (Mukrasch et al., 2007). Il en résulte

donc que plus cette phosphorylation sera importante, moins tau pourra fixer les
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microtubules. En rapport avec la fonction stabilisatrice des microtubules, les principaux
sites de phosphorylation de tau sont les résidus serines et thréonines incluses dans le
DLMT ou le jouxtant immédiatement. Il a été montré par exemple que la phosphorylation
du résidu serine 262 (S262) situ¢ au cceur méme du DLMT réduit grandement 1’affinité
de tau pour les microtubules (Biernat et al., 1993).

Grace a ses multiples sites de phosphorylation, tau peut donc contrdler en
permanence la dynamique des microtubules en fonction des besoins cellulaires. C’est
ainsi que durant le développement lorsque les neurones en croissance ont besoin d’un
cytosquelette hautement labile, tau est fortement phosphorylée et stabilise donc peu ou
prou les microtubules. Par contre chez I’adulte ou il est important pour les neurones
d’avoir la stabilité des microtubules requise pour la préservation du cytosquelette, tau est
faiblement phosphorylée et reste donc liée aux microtubules (Mawal-Dewan et al., 1994;
Rosner et al., 1995).

Le taux de phosphorylation de tau est lui-méme régulé par 1’action antagoniste
des kinases et des phosphatases. Les kinases les plus importantes pour la phosphorylation
de tau sont les kinases dirigées vers la proline qui phosphorylent les résidus sérine ou
thréonine liés a la proline. Parmi ces kinases se trouvent la MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinase), la GSK3p (Glycogen Synthetase Kinase 3-beta), et la Cdk5 (Cyclin
dependent kinase 5) (Maccioni et al., 2001; Planel et al., 2002; Zhu et al., 2002). Les
principales phosphatases qui agissent sur tau incluent PP1, PP2A et la PP2B (ou
calcineurine) (Drewes et al., 1993; Wang et al., 1996). Les analyses in vivo montrent que
la PP2A est la phosphatase la plus physiologiquement active sur tau (Gong et al., 2000;

Planel et al.,, 2001). De manicre intéressante, le groupe de Planel démontre que

33



I’anesthésie générale en provoquant I’hypothermie diminue considérablement 1’activité
des phosphatases de tau sans tout en ayant un effet limité sur les kinases, ce qui résulte en
I’hyperphosphorylation de la protéine (Planel et al., 2007). Cette étude met bien en
¢vidence le fait qu’en absence d’anomalies génétiques de tau c’est la sommation de
I’activité¢ des phosphatases et des kinases qui en fin de compte détermine le profil de
phosphorylation de tau et in fine son fonctionnement.

Il faut toutefois préciser que d’autres modifications post-traductionnelles sont
susceptibles d’influer sur le fonctionnement de tau. La glycosylation de tau est I’une de
ces modifications. Elle consiste en I’ajout d’un résidu N-acetylglucosamine sur une serine
ou une thréonine de tau afin de former une liaison O-glycosidique. La glycosylation de
tau agit de manicre inverse a la phosphorylation sur la stabilisation des microtubules
(Arnold et al., 1996; Robertson et al., 2004).

Enfin outre son effet sur la polymérisation des microtubules, la protéine tau joue
¢galement un rdle important dans la transmission synaptique en permettant notamment le
ciblage de Fyn vers la densité post-synaptique, ou ce dernier assurera 1’activation de la
sous unit¢ NR2B des récepteurs NMDA, laquelle activation est requise pour la

potentialisation a long terme (PLT) (Ittner et al., 2010).

d. Distribution cellulaire de tau
Dans les conditions normales, tau est localisée principalement dans les axones,
avec une faible expression dans le compartiment somatodendritique. On commence tout
juste a appréhender les mécanismes moléculaires a 1’origine de cette organisation polaire

de tau. Il est exemple connu que dans le neurone adulte, le SIA régule la distribution de
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tau. Le SIA agit par son réseau de microtubules qui autorise le passage antérograde de tau
du compartiment somatodendritique vers les axones, tout en bloquant le mouvement
inverse (Mercken et al., 1995; Li et al., 2011). Kanai et al. montrent que la localisation
axonale de tau peut aussi s’expliquer par la plus forte affinité de la protéine pour les
microtubules axonaux par rapport a ceux des dendrites (Kanai and Hirokawa, 1995).
Cette hétérogénéité dans 1’affinité de tau pour les microtubules augmente la quantité de
tau libre dans le compartiment somatodendritique, ce qui promeut sa disponibilité pour la
dégradation. Des expériences in vitro montrent que la distribution cellulaire de tau serait
aussi régulée par sa phosphorylation notamment via MARK (Microtubule Affinity
Regulating Kinase), une kinase qui reconnait sélectivement les motifs KXGS (Biernat et
al., 2002). Dans les dendrites, MARK en phosphorylant tau diminue sa liaison avec les
microtubules ce qui augmente la quantité la protéine de libre (Mandelkow et al., 2004; Li
et al., 2011). La protéine tau pourra donc d’étre dégradée ou transportée vers les axones,

ce qui assure le maintien d’une faible expression de la protéine dans les dendrites.

1.3.1.2. Les tauopathies
Les tauopathies comme leur nom 1’indique font référence a un groupe de maladies
neurologiques toutes caractérisées par le dysfonctionnement de la protéine tau. Parmi les
tauopathies les plus fréquentes, on peut citer la MA, la maladie de Pick, la paralysie
supra-nucléaire progressive, la démence fronto-temporale avec parkinsonisme lié au
chromosome 17 (DFTP-17) pour ne citer que celles-ci. Sur le plan neuropathologique, le
cerveau de personnes souffrant de ces maladies est caractérisé par la présence d’une

importante perte neuronale, une gliose réactive et surtout par la formation dans le cytosol
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neuronal d’inclusions protéiques insolubles. Ces dépots intracellulaires, principales
signatures biologiques des tauopathies résultent de I’accumulation de la protéine tau
hyperphosphorylée. Outre I’hyperphosphorylation, 1’altération de la conformation et de la
distribution de la protéine sont les changements pathologiques usuellement associés aux

tauopathies.

a. Altérations pathologiques de tau
i) Modification du profil de phosphorylation
La modification post-traductionnelle de tau la plus fréquemment rapportée dans
les tauopathies est 1’hyperphosphorylation sur de multiples résidus serines et thréonines
(Grundke-Igbal et al., 1986; Morishima-Kawashima et al., 1995). Cette
hyperphosphorylation réduit drastiquement 1’affinit¢ de tau pour les microtubules (Igbal
et al, 1994) tout en favorisant son agrégation (Alonso et al., 2001).
L’hyperphosphorylation de tau peut s’expliquer par une hausse de I’activité des kinases
de tau ou une sous-activation de ses phosphatases (Wang et al., 2007). Il est justement
montré chez un modele animal de tauopathie, que 1’inhibition de la GSK3-3 résulte non
seulement en une baisse de la phosphorylation de tau, mais aussi a une réduction de la
dégénérescence neuronale (Noble et al., 2005). De méme, une baisse du niveau de
I’ARNm de PP2A (la principale phosphatase de tau), ainsi qu'une forte expression de son
enzyme inhibitrice ont ét¢ décrites dans les cerveaux alzheimériens (Vogelsberg-Ragaglia

et al., 2001; Tanimukai et al., 2005).
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ii) Changements de conformation et troncation

Tau dans sa forme native présente une structure globalement linéaire avec
quelques régions organisées en hélice-a et feuillet-p (voir figure 13). Cependant dans le
cadre des tauopathies, elle subit de multiples changements de conformations qui
promeuvent son accumulation dans le cytoplasme. Dans un premier temps, les extrémités
C et N-terminales de la protéine se replient sur la région de liaison des microtubules
adoptant ainsi une conformation en « épingle a cheveux » (Figure 14) (Jeganathan et al.,

2006).
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Figure 14. Changements de conformation de tau. Le repliement des
extrémités C et N-terminales de tau sur la partie centrale de la protéine forme une structure en
« épingle a cheveux ». Dans cette conformation, la protéine sera ensuite clivée a ses deux
extrémités par différentes caspases (indiqués par les ciseaux) pour produire une forme
tronquée de la protéine comprenant la région de liaison aux microtubules ; ce fragment de tau

présente une forte propension a I’agrégation. Tiré de De Strooper (2010)
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Le repliement de la protéine tau est ensuite suivi d’un clivage de la partie C-
terminale de la protéine successivement sur les résidus Asp421 et Glu391. Bien qu’on
ignore la protéase responsable de la troncation sur Glu391, on sait par contre que in vitro
et in vivo, la caspase-3 est capable d’effectuer la troncation de tau sur Asp421 (Fasulo et
al., 2000; Gamblin et al., 2003; Rissman et al., 2004). Tau peut également subir une
troncation vers son extrémité N-terminale, plus précisément au niveau de I’Asp13, et il

est montré in vitro, que ce clivage est catalysée par la caspase-6 (Horowitz et al., 2004).

iii) Alteration de la distribution cellulaire

Parmi les signes pathognomoniques des tauopathies, on retrouve la délocalisation
de tau du compartiment axonal vers le compartiment somatodendritique. Cette altération
de la polarit¢ de tau témoigne de I’existence d’anomalies dans les mécanismes de

controle de sa distribution neuronale.

b. Mécanismes d’agrégation de tau

Les modifications pathologiques de tau décrites précédemment promeuvent
I’accumulation de tau dans le soma et les dendrites sous forme d’agrégats insolubles. Ces
agrégats au fil du temps s’organisent pour former successivement les filaments du
neuropile et des enchevétrements neurofibrillaires. L’agrégation de tau est
I’aboutissement d’un processus multiséquentiel qu’initie la baisse de son interaction avec
les microtubules. Cependant, les événements déclencheurs de ce processus restent encore
a ¢élucider. Un des mécanismes proposés pour expliquer 1’accumulation de tau est celui

I’hyperphosphorylation. Comme évoqué tantot la hausse de la phosphorylation de la
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protéine augmente sa charge négative ce qui réduit son interaction avec les microtubules,
résultant en une hausse drastique de la concentration cytosolique de tau libre. De surcroit,
la phosphorylation de tau facilite son interaction avec les formes non phosphorylées de la
protéine (Alonso et al., 1996), probablement par le biais d’interactions ¢électrostatiques.
Ceci a pour effet d’accroitre d’avantage la quantité de la protéine piégée dans le cytosol.

Les molécules de tau devenues libres vont s’associer pour former des dimeéres,
puis des oligoméres solubles. Ces derniers serviront de noyau central autour desquels
vont s’agglomérer d’autres molécules, un processus nommé nucléation. Au fil des années
la répétition des étapes, séparation des microtubules, oligomérisation, et nucléation va
dans un premier temps aboutir a la formation d’agrégats amorphes de tau ; a cette étape,
les dépdts sont désignés comme étant des pré-enchevétrements. L’accumulation de tau
lorsqu’elle continue, débouche plus tard sur la formation de dépots insolubles, organisés
en paires de filaments hélicoidaux, positives a la thioflavine T et au rouge Congo (preuve
du réarrangement des protéines en feuillets-B). Ces filaments hélicoidaux sont les
¢léments constitutifs des enchevétrements neurofibrillaires (Kuret et al., 2005; Ballatore
et al., 2007).

Le modele d’agrégation de tau comme é&tant une conséquence de son
hyperphosphorylation bien qu’attrayant n’explique pas cependant toutes les observations
expérimentales. Par exemple, il a été montré in vitro qu’au pH physiologique et dans des
conditions de grande force ionique, tau méme lorsqu’elle est déphosphorylée est capable
de s’assembler en filaments hélicoidaux (Goedert et al., 1996). De plus, la
phosphorylation sur Ser262 (et Ser214 dans une moindre mesure) bien qu’elle diminue

I’affinit¢ de tau pour les microtubules inhibe plutét la formation d’enchevétrements
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neurofibrillaires (Schneider et al., 1999). C’est pourquoi d’autres explications a
I’agrégation de tau ont été proposées, notamment le changement de conformation et le
clivage de la protéine.

Des études ont montré que I’expression dans des neurones d’une forme clivée de
la protéine tau, ne contenant que le DLMT et donc dépourvu de la majeure partie des
sites de phosphorylation, provoque I’accumulation de tau dans le cytoplasme y compris la
forme non clivée (Wang et al., 2007). De plus, cette forme tronquée de tau est suffisante
pour former des enchevétrements neurofibrillaires et causer la neurodégénérescence in
vivo (Zilka et al., 2006). De maniere intéressante, la propension du DLMT a ’agrégation
est due a la présence de part et d’autre de la région R2 (codée par ’exon 10) de deux
motifs hexapeptides. Ces deux motifs, qui prennent préférentiellement la conformation en
feuillet-B, ont une forte tendance a provoquer 1’autoassemblage de la protéine (von
Bergen et al., 2000). En outre, il a ét¢ montré que les extrémités N- et C-terminales de la
protéine inhibent 1’agrégation de tau (Abraha et al., 2000; Horowitz et al., 2004). En
d’autres termes, I’exposition du DLMT suite au clivage des extrémités de tau (tel
qu’illustré dans la Figure 14) promeut la formation d’agrégats.

D’autres modifications post-traductionnelles de tau sont également capables de
causer des changements de conformation de la protéine et de provoquer son agrégation
parmi lesquelles ’acétylation, la glycosylation, la glycation, et la nitration (Fontaine et
al., 2015). L’acétylation de tau sur les résidus lysine est particuliérement important sur le
point de vue pathologique. Il est en effet prouvé que dans le cerveau de sujets atteints de
tauopathie, I’acétylation de tau notamment sur les résidus Lys174 et Lys280 inhibe son

fonctionnement et promeut la formation d’agrégats (Min et al., 2010; Cohen et al., 2011).
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L’agrégation est notamment due a I’effet inhibiteur de I’acétylation sur 1’ubiquitination
de tau, ce qui prévient la dégradation de la protéine (Min et al., 2010).

Des mutations dans le géne codant pour tau peuvent provoquer de profonds
changements dans la protéine résultant en son agrégation a plus ou moins long terme. Les
mutations de tau les plus fréquentes sont celles associées a la DFTP-17, une tauopathie
autosomale dominante caractérisée par 1’atrophie du lobe frontal et du lobe temporal. Un
nombre important de ces mutations sont des mutations faux-sens et de délétion survenant
dans les régions codantes du géne. Parmi celles-ci on peut citer les mutations P301L,
P301S, S305N, AK280 qui surviennent toutes dans 1’exon 10 (Brandt et al., 2005). Ces
mutations ont pour effet de réduire I’affinité de tau pour les microtubules et de favoriser
son accumulation dans le cytosol. Des mutations dans les régions non codantes du gene
de tau peuvent aussi avoir lieu, notamment dans I’intron suivant immédiatement 1’exon
10. De telles mutations influent positivement sur I’insertion de I’exon 10 dans le transcrit
final favorisant la formation de tau 4R - contenant I’insert R2 - au détriment de tau 3R.
Or nous avons vu précédemment que I’insert R2 est flanqué de motifs hexapeptides qui
promeuvent 1’auto-assemblage de la protéine. De la sorte, la hausse de I’expression de
taudR favorise son agrégation (Brandt et al., 2005). Parallelement, les mutations
associées au DFTP-17 promeuvent 1’hyperphosphorylation de tau, laquelle en diminuant
la liaison de la protéine avec les microtubules augmente la quantité de protéine libre dans
la cellule, ce qui renforce son agrégation.

En somme, des modifications structurelles de tau qu’elles soient dues a des
changements pré ou post-traductionnelles conduisent a 1’oligomérisation et ultimement a

I’agrégation de la protéine. (Figure 15).
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Figure 15. Processus d’agrégation de tau. Les modifications post-traductionnelles

(hyperphosphorylation, troncation, glycosylation, ubiquitination) et les mutations de tau

favorisent 1’accumulation et 1’oligomérisation de tau. Ces oligomeres lorsqu’ils augmentent

s’organisent par la suite en filaments hélicoidaux, qui plus tard formeront les enchevétrements

neurofibrillaires. Tiré de Guzman-Martinez et al. (2013).

c. Troubles de la protéostasie et accumulation de tau

Indépendamment de ses propres modifications, la formation d’inclusions de tau

observée dans les tauopathies est ¢galement indicatrice d’une faillite de la protéostasie.

Cette faillite est la résultante de dysfonctionnements des différents mécanismes de

controle de la conformation, de la localisation et de la distribution de tau.
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i) Les protéines chaperonnes

L’une des premiéres études établissant le lien entre protéines chaperonnes et
tauopathies fut celle de Dou et al. qui révéla que dans I’hippocampe de patients atteints
de la MA et dans celui de souris exprimant la mutation DFTP-17, les niveaux de HSP70
et de HSP90 sont chacun inversement corrélé a ’accumulation de tau. Mais plus
important, les auteurs de 1’étude démontrérent que HSP70 et HSP90 agissent directement
sur tau afin d’assurer son maintien dans sa conformation soluble, tout en promouvant son
interaction avec les microtubules, ce qui prévient 1’agglomération de la protéine (Dou et
al., 2003). Ces résultats furent corroborés par des analyses ultérieures qui rapporteérent
que HSP70 inhibe 1’agrégation en assurant la fixation des monomeres et oligomeres de
tau. Ceci résulte en un blocage des processus de nucléation et de fibrillation (Patterson et
al., 2011; Voss et al., 2012). Ces études suggerent donc que dans les tauopathies, la

baisse de I’activité des protéines chaperonnes contribuerait a I’accumulation de tau.

ii) Le SUP et le controle de la dégradation de tau

L’ubiquitination de tau est une des modifications post-traductionnelle
couramment observées dans les tauopathies (Cripps et al., 2006), et elle s’effectue
principalement dans les agrégats (Morishima-Kawashima et al., 1993). Etant donné que
I’ubiquitination d’une protéine sert de signal de dégradation par le protéasome, la
persistance de tau polyubiquitinée dans les agrégats est révélatrice d’une altération du
systtme du SUP. Effectivement, des analyses post-mortem de cerveau de patients
montrent une baisse de ’activit¢ du protéasome, y compris dans les terminaux

synaptiques, et ce malgré un niveau d’expression normal (Keck et al., 2003; Tai et al.,
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2012). 11 a ensuite ét¢ montré in vitro et in vivo que la baisse de I’activité du
protéasome 26S n’est pas spécifiquement due a un effet inhibiteur de tau, mais plutdt a
I’accumulation de la protéine qui exerce un effet de saturation sur le protéasome (Keck et
al., 2003; Myeku et al., 2016).

Le dysfonctionnement du SUP peut aussi étre la conséquence d’anomalies des
enzymes en charge de 1’ubiquitination. Il est par exemple montré que la co-transfection
de tau et de GSK3p dans des cellules non neuronales, conduit a la formation d’agrégats
toxiques de tau hyperphosphorylée. Mais lorsque dans ces cellules on rajoute I’ubiquitine
ligase CHIP et ['ubiquitine, il se produit une polyubiquitination de tau
hyperphosphorylée suivie d’une hausse de la survie des cellules (Shimura et al., 2004).
Cette ¢étude démontre que dans les conditions normales, CHIP prévient la formation
d’agrégats en ubiquitinant tau hyperphosphorylée afin de permettre sa lyse. Ceci suggere
donc que la hausse de tau lors des tauopathies résulterait d’une baisse de ’activité de
CHIP. Ainsi, I’augmentation anormale du niveau cérébral de CHIP observée chez les
patients (Petrucelli et al., 2004), serait un effort infructueux des neurones de compenser la
baisse de 1’activité de I’ubiquitine ligase. Par ailleurs, la présence d’une forme mutante de
I’ubiquitine a été décrite dans le cerveau de sujets atteints de la MA. In vitro cette
ubiquitine mutante est un puissant inhibiteur du protéasome, suggérant ainsi que son
expression dans les tauopathies favorise 1’accumulation de tau (Lam et al., 2000).
Finalement, les modifications post-traductionnelles de tau peuvent influer sur sa propre
protéostasie. C’est ainsi que la phosphorylation ou I’acétylation en plus de favoriser
I’accumulation de tau inhibent également sa dégradation par le protéasome (Dickey et al.,

2007; Min et al., 2010).

44



iii) Troubles de I’autophagie

L’abondance dans le cytoplasme neuronal d’inclusions de tau témoigne d’un
¢échec patent de I’autophagie. 11 existe effectivement une abondante littérature scientifique
faisant état d’anomalies de I’autophagie dans des contextes de tauopathie (Hamano et al.,
2008; Rodriguez-Navarro et al., 2010; Schaeffer et al., 2012; Lee et al., 2013). 1l est
intéressant de noter qu’en rapport avec le cas particulier de 1’agréphagie c’est-a-dire de
I’autophagie orientée vers les agrégats, il a ét¢ démontré que tau est un puissant inhibiteur
de I’histone deacetylase 6 (HDAC 6) (Ding et al., 2008; Perez et al., 2009; Guthrie and
Kraemer, 2011). Or ’HDAC 6 est un important régulateur de I’agréphagie puisqu’il est
fait office d’intermédiaire entre la dynéine et les microtubules lors du transport rétrograde
des agrésomes ubiquitinés vers le centre organisateur des microtubules (Kawaguchi et al.,
2003). Ces résultats suggerent donc que I’accumulation de tau dans le cytosol en inhibant
fortement 1’activit¢ des HDAC6 réduit considérablement I’agréphagie. De plus
I’inactivation de HDACG6 par tau se fait par le biais du DLMT; ceci signifie que le clivage
C et N-terminal de tau tel qu’observé dans les PFH, en libérant le fragment contenant le

DLMT, aggrave I’inhibition de I’agréphagie (Ding et al., 2008).

iv) Altération de la répartition cellulaire de tau

La redistribution de tau dans le soma et les dendrites au détriment des axones
participe également au déséquilibre protéostatique de tau. Bien que les causes de
I’inversion de la polarit¢ de tau encore a élucider, plusieurs mécanismes plausibles
peuvent é&tre pris en considération. On peut mentionner par exemple le

dysfonctionnement du mécanisme de triage de tau, tiche normalement dévolue au SIA.
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La redistribution de tau pourrait aussi s’expliquer par une baisse de la protéolyse de tau
dans le compartiment somatodendritique, ou inversement par une hausse de sa
dégradation dans 1’axone. Enfin, la diminution du transport antérograde de tau du soma
vers I’axone ou la hausse de son transport rétrograde dans le sens inverse peuvent
¢galement rendre compte de I’accumulation de la protéine dans le pdle somatodendritique
au détriment des axones (Kanaan et al., 2012; Zempel and Mandelkow, 2014).

En définitive, il apparait donc que 1’accumulation de tau dans les neurones est la
résultante de multiples facteurs incluant les modifications post -traductionnelles, les
mutations géniques, altération de la distribution, et la baisse de la dégradation, qui
agissent de concert pour augmenter sa concentration intracellulaire favorisant ainsi la

formation d’agrégats insolubles a caractére toxique.

d. Mécanismes de toxicité de tau

Pour des raisons évidemment liées a son effet stabilisateur des microtubules, le
premier mécanisme permettant d’expliquer la neurotoxicit¢é de tau concerne le
dysfonctionnement des microtubules suivant le modéle de perte de fonction toxique.
Ainsi, la séparation de tau des microtubules suite a son hyperphosphorylation engendre la
déstabilisation des microtubules qui se dépolymérisent. Ceci crée des effets dévastateurs
sur les neurones dont on sait qu’ils dépendent des microtubules pour le maintien de leur
polarité et pour le transport cellulaire. Parallélement, la formation de dépots insolubles de
tau séquestre les protéines fonctionnelles du cytosol, compliquant d’avantage la situation

neuronc.
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Etant donné la forte corrélation entre le niveau d’accumulation de tau et les
déficits cognitifs observés dans les tauopathies (Braak and Braak, 1991; Arriagada et al.,
1992), on n’a longtemps pensé que les inclusions tau-positives présents en abondance
dans le cerveau des malades constituaient les formes toxiques de la protéine. Cependant,
plusieurs données expérimentales sont venues remettre cette assertion en question. Primo,
la suppression de tau dans un mode¢le inductible de tauopathie exprimant la mutation tau
P301L produit des améliorations des symptomes cognitifs, nonobstant la persistance des
enchevétrements neurofibrillaires qui continuent de s’accumuler (Santacruz et al., 2005).
Secundo, dans un autre modé¢le de tauopathie exprimant cette fois la mutation tau P301S,
il a été observé que la perte synaptique et la microgliose réactive précedent la formation
des enchevétrements neurofibrillaires (Yoshiyama et al., 2007). Ceci signifie que d’autres
especes de tau seraient responsables de la toxicité cellulaire. Des études ultérieures ont
par la suite montré que les oligomeres de tau, des intermédiaires dans le processus
d’agrégation, sont I’une des espéces responsables de la toxicité de la protéine. En effet,
contrairement aux monomeres et aux fibrilles de tau, I’injection d’oligomeres de tau dans
I’hippocampe de souris saines provoque la baisse de la PLT et la mort des neurones, le
tout couronné par des troubles mnésiques (Lasagna-Reeves et al., 2011; Fa et al., 2016).
On pourra remarquer au passage que les oligomeres de tau exercent des effets
synaptotoxiques sur les neurones. Ceci illustre un nouveau mécanisme de toxicité de tau
indépendant des microtubules cette fois causé par un gain de fonction toxique de tau au
niveau des dendrites. En rapport avec la transmission synaptique, un mécanisme potentiel
de toxicité de tau qui suscite de vifs intéréts est celui impliquant la kinase Fyn, un

activateur de la sous-unité NR2B des récepteurs NMDA (N-methyl-D-aspartate) (Abe et
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al., 2005). On a vu tant6t que Fyn est un partenaire d’interaction de tau qui assure son
ciblage vers la densité-post synaptique des épines dendritiques (Ittner et al., 2010). Ainsi
I’accumulation de tau dans les dendrites en réponse a la redistribution somatodendritique
de la protéine causerait une hyperactivation des récepteurs NMDA par Fyn déclenchant
ainsi la mort des neurones par excitotoxicité.

On remarquera qu’exception faites des oligoméres de tau, les processus
neurotoxiques associés aux tauopathies se déroulent essentiellement dans le milieu
intracellulaire. En cela les tauopathies différent des B-amyloidopathies, qui exercent leurs
effets pathologiques a partir du milieu extracellulaire. Nous allons maintenant nous

intéresser aux -amyloidopathies et a leur acteur principal, ’amyloide béta (Ap).

1.3.2. Amyloide béta et f-amyloidopathies

Rudolph Virchow, pére de la pathologie moderne, introduisit le terme amyloide
en 1854 pour décrire les anomalies macroscopiques qu’il observait dans le cerveau apres
le test de coloration a I’iode. Il choisit le terme amyloide, dérivé du latin amylum qui
signifie amidon parce qu’il croyait, et a tort, que ces anomalies en raison de leur réaction
positive a I’iode étaient constituées d’amidon (Sipe and Cohen, 2000). II fut
ultérieurement prouvé que ces dépdts amyloides sont en réalité constitués par la
formation d’amas de protéines anormalement repliées. Qu’a cela ne tienne, le terme
amyloide a subsisté et fait désormais référence a des dépots protéiques qui se distinguent
par la présence de feuillets -B, la biréfringence lorsqu’observée en lumiére polarisée apres
coloration au rouge Congo, et une ultrastructure fibrillaire. Chez I’humain la présence

localisée ou systémique de structures amyloides a été décrite dans plusieurs pathologies
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dont la MA, les insulinomes, les myélomes, et les cardiopathies (Westermark et al.,
2007). Plus spécifiquement, chez les sujets atteints de la MA on observe dans le cerveau
la formation de plaques séniles constituées de dépot extracellulaire d’AP. La formation de
ces dépots dans le cerveau découle d’anomalies dans la production et la clairance de
I’AB, avec comme corollaire une dégénérescence neuronale : c’est ce qu’on appelle une
B-amyloidopathie. Avant de nous attarder sur les [P-amyloidopathies et leurs
conséquences, nous allons tout d’abord décrire la synthése de I’AB a partir de son

précurseur APP (Amyloid-f Precursor Protein).

1.3.2.1. L’APP et ses voies de protéolyse

L’APP est une protéine transmembranaire de type I dont le géne est situé sur le
locus q21 du 21°™ chromosome (Robakis et al., 1987; Patterson et al., 1988; Wirak et al.,
1991). L’ APP présente toutes les caractéristiques d’un récepteur membranaire avec un
ectodomaine extracellulaire, une région transmembranaire et un domaine
intracellulaire; toutefois son ligand demeure toujours inconnu. L’épissage alternatif de
I’ARNm de I’APP produit trois principales isoformes : APP695, APP751, et APP 770,
désignés ainsi en fonction de leur nombre d’acides aminés respectifs. Bien qu’APP soit
exprimé a travers tout I’organisme, c’est I’isoforme la plus courte, c’est a dire APP695
qui se retrouve principalement chez les neurones (Zheng and Koo, 2006). L’ APP est le
substrat de diverses sécrétases qui agissent sur différents résidus de la protéine pour
générer de multiples fragments peptidiques (Figure 16A). L’action de ces protéases se
fait au travers de 2 voies de clivage de I’APP dénommées respectivement voie

amyloidogénique et voie non amyloidogénique selon qu’elles produisent I’AB ou pas.
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Figure 16. APP et ses voies de clivage. (A) L’APP est une protéine a 1 domaine
transmembranaire substrat des a, P, et y-sécrétases (sites de clivages indiqués par les pointes de
fleches). (B) Dans la voie de clivage non amyloidogénique, 1’a-sécrétase et la y-sécrétase clivent
respectivement I’APP pour libérer les fragments p3 et AICD. Le substrat de I’a-sécrétase est a
I’intérieur du domaine A ce qui prévient la formation de ce dernier. (C) Dans la voie de clivage
amyloidogénique 1’action séquentielle de la B-sécrétase et de la y-sécrétase produit le peptide A

et le fragment AICD. Tiré de Thinakaran and Koo (2008).
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a. Clivage non amyloidogénique de I’APP

Dans la voie non amyloidogénique, une a-sécrétase clive I’APP entre les résidus
Lysl6 et Leul7 c’est-a-dire au sein de la région correspondant a I’AP. Ceci libere
I’ectodomaine de la protéine ou APPsa a caractére soluble. Le fragment C-terminal
restant (APP-CTFa), toujours lié a la membrane, est ensuite clivé par une y-sécrétase
entre les résidus Val40 et Ile41 ou entre Ala42 et Thr43 pour produire le fragment p3;7.49
ou p3i7.42 (Thinakaran and Koo, 2008). Il restera ensuite le fragment intracellulaire ou
AICD (APP intracellular domain), libéré dans le milieu intracellulaire (Figure 16 B).

Parmi les protéases dotées d’une activité o-sécrétase se trouvent les protéines
transmembranaires de la famille ADAM (A disintegrin metalloprotease), dont ADAM 9,
ADAM 10 et ADAM 17 (Sisodia, 1992; Fahrenholz et al., 2000; Asai et al., 2003;
Tanabe et al., 2007). La y-sécrétase pour sa part est un complexe multiprotéique constitué
par la combinaison de 4 sous-unités : la préséniline (PS), la nicastrine, I’APH-1 (anterior
pharynx-defective 1) et Pen 2 (presenilin enhancer 2). La PS (dont il existe deux
isoformes PSlet PS2) est une protéine a 9 domaines transmembranaires, dotée d’une
activité aspartyl protéase, faisant de cette derniere le site actif du complexe y-sécrétase.
Néanmoins, D’activité de la PS1 nécessite le recrutement au préalable des 3 autres
protéines membres du complexe, requises pour stabiliser la PS et assurer son interaction
avec le substrat (Chow et al., 2010). Dans le contexte neuronal, la voie non
amyloidogénique est considérée comme neuroprotectrice dans la mesure ou elle empéche

la formation d’ A potentiellement toxique.
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b. Clivage amyloidogénique de I’APP
Le clivage amyloidogénique de I’APP est amorcé par une B-sécrétase ou BACE
(B-site APP cleaving enzyme) qui tronque la partie extracellulaire de la protéine au
niveau du résidu Aspl du futur AP afin de libérer I’ectodomaine soluble ou APPsf. Le
fragment C-terminal (APP-CTFfB) qui en résulte est subséquemment clivé par la y-
sécrétase au niveau des résidus Val40 ou Ala42 afin de produire respectivement 1’ A4 ou
I’ AB4>. La y-sécrétase en ce faisant libere également le segment AICD dans le cytoplasme

(Figure 16C).

BACE-1 et son homologue BACE-2 sont des protéines a un domaine
transmembranaire, membres de la famille des protéases aspartiques homologue de la
pepsine (2 I’instar de la rénine, et de la cathepsine). L’expression de BACE-1, la B-
sécrétase la plus abondante et la plus importante pour la production de I’AP présente une
régulation complexe. L hypoxie et divers stress cellulaires peuvent activer Cdk5/p25 qui
en agissant via le facteur de transcription STAT3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription 3) augmente I’expression de BACE-1 (Wen et al.,, 2008). De méme,
I’hypoxie stimule 1’expression de BACE-1 par le biais du facteur de transcription HIF-1a
(Hypoxia Inducibe Factor-1a) qui se fixe sur I’élément de réponse a 1’hypoxie inclus dans

le promoteur du gene BACE-1 afin d’activer sa transcription (Zhang et al., 2007).

1.3.2.2. Rales physiologiques de I’APP et de ses métabolites
i) APP : 1l joue un important role trophique en assurant entre autres 1’extension des

neurites et en favorisant la synaptogeneése comme le montre la hausse de son expression
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durant la phase de maturation des neurones (Hung et al., 1992; Perez et al., 1997). Les
souris dépourvues d’APP présentent des troubles du développement incluant 1’atrophie
cérébrale, les troubles de I’apprentissage, la réduction de I’amplitude des PLT. (Ring et

al., 2007).

ii) APPsa : Des études in vivo démontrent qu’il est impliqué dans la transmission
synaptique dans la mesure ou il stimule la fonction des récepteurs NMDA et prolonge la
PLT ce qui se solde par en une amélioration de la mémoire spatiale et de I’apprentissage
en général (Meziane et al., 1998; Taylor et al., 2008). APPsa promeut également la
différenciation des neurones en stimulant la formation et ’extension des neurites via

’activation dépolarisation-dépendante de la voie MAPK (Gakhar-Koppole et al., 2008)

iii) APPsp : Son rdle le mieux connu est celui d’élagage des synapses durant le
développement du SNC et du SNP. Cette action se fait par le biais du récepteur de la
mort DR6 (Death Receptor 6) qui aprés liaison de I’APPsp, active la caspase 6 qui ira
détruire la terminaison présynaptique, tout en préservant le soma. On peut donc en
déduire que la surproduction de ’APPsP dans le cadre d’une voie amyloidogénique
hyperactive pourrait provoquer une activation prolongée du récepteur DR6, provoquant

ainsi la dégénérescence axonale.

iv) p3 : Aucun role physiologique ou pathologique n’a encore été établi pour ce

fragment issu du clivage non amyloidogénique d’ APP.
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v) AP : Bien que son role physiologique soit longtemps resté mystérieux, des études
récentes militent fortement en faveur d’un role primordial de I’AP dans la survie
neuronale. Un argument en faveur de cela est le fait que la suppression de I’AB (par
exposition a des inhibiteurs de BACE-1, de y-sécrétase ou par immunodélétion) cause la
mort neuronale, un effet pouvant étre abrogé par ajout de quantités physiologiques d’Af
(Plant et al., 2003). D’autres travaux suggerent que le role physiologique de I’A serait
de réguler la transmission synaptique. Kamenetz et al., en travaillant sur des tranches
d’hippocampe, ont découvert par exemple que la hausse de D’activité des récepteurs
NMDA, augmente la production de I’AB qui en retour réprime la transmission
synaptique. Ce rétrocontrdle négatif de I’AP sur ’activité synaptique protege donc les
neurones contre 1’excitotoxicité découlant de I’hyperexcitation (Kamenetz et al., 2003).
Ces résultats furent corroborés par les travaux de Lesne et al., qui ont établi que la
stimulation sublétale des récepteurs NMDA inhibe I’activité a-sécrétase ce qui promeut

la formation de I’AB (Lesne et al., 2005).

vi) AICD : Des analyses in vitro montrent que le fragment intracellulaire libéré apres
le clivage par la y-sécrétase est dirigé vers le cytosol. A ce niveau I’AICD se lie a la
protéine adaptatrice Fe65 puis recrute [’histone deacytelase TIP60. Il s’ensuit la
translocation du complexe vers le noyau afin d’assurer ’activation de geénes cibles tels
que p53, GSK3p, neprilysine, EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (Muller et al.,
2008; Slomnicki and Lesniak, 2008; Ceglia et al., 2015). Certain de ces genes cibles tels
que la neprilysine une AP protéase, (Iwata et al., 2001) e¢ WAVEI un inhibiteur de

I’insertion membranaire d’APP (Ceglia et al., 2015) agissent en réduisant la production
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de ’AB. Il semble donc qu’AICD exerce un rétrocontrole négatif sur la production d’Ap.
En revanche, la translocation nucléaire du tandem AICD-Fe65 et 1’activation de la
transcription des génes cibles par ces derniers n’ont pu étre reproduites in vitro par
d’autres chercheurs (Waldron et al., 2008), ce qui souléve une vive controverse quant au
role de I’AICD comme facteur de transcription. Dans tous les cas, ces supputations
découlent toutes d’expériences effectuées in vitro raison pour laquelle I’existence (ou

I’inexistence) d’un role physiologique d’ AICD reste a prouver in vivo.

1.3.2.3. Les B-Amyloidopathies
Les B-amyloidopathies représentent une famille de protéinopathies caractérisées
par le dysfonctionnement de I’AB. Bien que la MA soit de loin la B-amyloidopathie la
plus fréquente et la mieux étudiée, et il existe cependant d’autres B-amyloidopathies telles
que I’angiopathie cérébrale amyloide, le syndrome de Down, I’encéphalopathie
traumatique chronique. Toutes ces maladies sont caractérisées par la formation de dépots
d’ApB insolubles dans le parenchyme cérébral auxquelles s’ajoutent un syndrome

démentiel (McKee et al., 2013; Stein et al., 2015; Miller-Thomas et al., 2016).

a. Agrégation de ’amyloide-f
Dans le CNS sain, il existe un équilibre entre les voies amyloidogénique et non
amyloidogénique qui assure un niveau constant d’AP dans le parenchyme cérébral.
Malheureusement, il peut advenir que cet équilibre soit rompu en faveur de la voie

amyloidogénique engendrant ainsi la hausse pathologique du niveau d’Ap.
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i) Hyperactivité de la voie amyloidogénique

L’agrégation du peptide AP découle les plus souvent d’une hyperactivation de la
voie de clivage amyloidogénique de I’ APP. Par exemple, il est montré que 1’expression et
I’activit¢ de BACE-1 sont élevées dans le cerveau de patients atteints de la forme
sporadique de la MA (Holsinger et al., 2002; Yang et al., 2003) suggérant ainsi que la
hausse de I’activité de cet enzyme serait responsable de la hausse de I’AP. De surcroit tel
que vu précédemment, différents stress cellulaires comme que 1’hypoxie (Wen et al.,
2008), I’ischémie (Wen et al., 2004), le stress oxydatif (Tamagno et al., 2005) et
I’inflammation (Hong et al., 2003) stimulent I’expression de BACE-1, ce qui fatalement
augmente la synthése de ’AB. Ceci permet d’expliquer pourquoi les sujets victimes
d’accidents vasculaires cérébraux ou de traumatismes craniens sont a risque de
développer une B-amyloidose.

Des anomalies génétiques peuvent aussi rendre compte de la prépondérance de la
voie amyloidogénique. C’est ainsi que certaines personnes atteintes de la forme familiale
de la MA expriment les mutations K670N et M671L de ’APP (ou mutation suédoise).
Ces mutations favorisent le clivage de I’APP en faisant de ce dernier un meilleur substrat
de BACE-1 (Citron et al., 1992; Citron et al., 1994). De méme, les personnes atteintes du
syndrome de Down (trisomie 21), présentent une copie surnuméraire du géene APP, ce qui
provoque une surexpression de I’APP et la hausse de la synthése d’AB. Notons au
passage que les sujets trisomiques manifestent une B-amyloidose précoce et systémique,
qu’accusent des syndromes démentiels particuliérement séveéres. D’autres mutations
affectant cette fois les PS1 et PS2 du complexe y-sécrétase ont été décrites chez des

patients atteints de variantes familiales de la MA. Ces mutations favorisent la formation
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d’ A4, au détriment de I’ A4 (De Strooper et al., 1998; Hecimovic et al., 2004; Tanzi
and Bertram, 2005; Shimojo et al., 2007). Or a ’oppos¢ de ce dernier, I’AP4, présente
une forte tendance a 1’agrégation et est essentiel a la formation de plaques séniles
(Weggen and Beher, 2012).
ii) Hypoactivité de la voie non amyloidogénique

Les B-amyloidopathies peuvent également étre la conséquence d’une baisse de
I’activité de la voie de protéolyse non amyloidogénique de I’APP. Il est montré que dans
le cortex temporal des victimes de la forme sporadique de la MA, il y a une baisse de
I’activité a-sécrétase qui ne représente plus que 81 % de la normale (Tyler et al., 2002).
Des analyses du liquide céphalorachidien de patients alzheimériens révelent aussi une
baisse du niveau d’ADAM10 et de I’APPa, deux indicateurs d’une inhibition de I’activité
a-sécrétase (Colciaghi et al., 2002). Il est intéressant de noter que la surexpression
d’ADAM 10 dans un modele murin de la MA réduit la synthése de I’AP et prévient la
formation de plaques séniles (Postina et al., 2004). Ceci indique donc que la voie non

amyloidogénique est hypoactive durant la MA.

b. Déficits protéostatiques et accumulation de ’amyloide-§

Dans le parenchyme cérébral se trouve un systeéme de contrdle de la protéostasie
extracellulaire dont I’incapacité a prévenir I’agrégation de I’AP pourrait étre la cause de
la B-amyloidopathie. Les chaperons extracellulaires tels que la clusterine et 1’o-2-
Macroglobuline participent normalement a la clairance de I’AP en formant des
complexes avec ce dernier afin de permettre son drainage vers la circulation systémique

ou vers le liquide céphalorachidien a 1’aide des récepteurs éboueurs (Narita et al., 1997;
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Bell et al., 2007). Les protéines clusterine et a-2-Macroglobuline ont été¢ observées dans
les plaques séniles ce qui suggére une altération de leur capacité a favoriser le drainage
de ’AB (Wyatt et al., 2013).

La hausse du niveau d’AP peut étre également consécutive a une baisse de
I’activité des différentes enzymes de dégradation de 1I’AP. La protéase la plus importante
pour la dégradation de I’Ap est la neprilysine, car I’inactivation de son géne engendre une
hausse importante et dose dépendante du niveau de I’AP (Iwata et al., 2001). La
surexpression de la neprilysine dans des modé¢les murins de la MA réduit la charge
amyloide, prévient la formation des plaques et soulage des symptdmes liés a la maladie,
des effets révélateurs de I’implication de la neprilysine dans les P-amyloidopathies
(Leissring et al., 2003; Marr et al., 2003). L’exploitation de divers mod¢eles de
surexpression et d’inactivation in vitro et in vivo ont permis d’identifier plusieurs autres
protéases impliquées dans la dégradation de I’AP, parmi lesquelles, I’enzyme de
conversion de I’endothéline, I’enzyme de dégradation de 1’insuline, et la cathepsine B
(Eckman et al., 2003; Farris et al., 2004; Eckman et al., 2006; Mueller-Steiner et al.,
2006). On peut donc spéculer que la formation de dépots amyloides congophiliques
observé dans les P-amyloidopathies serait la conséquence d’une défaillance du systeéme
de clairance et de dégradation de I’A.

L’hyperproduction de I’AB peu importe le motif, résulte en fin de compte en une
hausse de sa concentration extracellulaire. Cette hausse lorsqu’elle persiste abouti a
I’appariement des monomeéres d’AP en oligoméres solubles lesquelles vont former des
protofibrilles au cours du processus de nucléation. Les protofibrilles s’organiseront

finalement en fibrilles plus stables, et présentant les propriétés physico-chimiques
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associées aux structures amyloides (réaction positive a la thioflavine, biréfringence,
conformation en feuillet-B). Enfin, il faut souligner que la tendance de I’AB a
I’oligomérisation et a 1’agrégation est d’autant plus forte que le ratio AB42/AP4o est élevé.

Il en est de méme pour la toxicité.

c. Mécanismes de toxicité de I’amyloide-f§

Des ¢tudes chez les humains et sur des modeles animaux font état d’une
abondance de radicaux libres dans les plaques séniles, indiquant ainsi que I’accumulation
de I’ AP dans le cerveau engendre un stress oxydatif notoirement toxique (McLellan et al.,
2003). Des expériences ultérieures ont démontré que ce stress oxydatif apparait d’abord
dans les neurites des cellules situées a proximité des plaques séniles, puis se propage vers
le soma causant la mort des neurones par apoptose (Garcia-Alloza et al., 2006; Xie et al.,
2013). La formation d’agrégats d’Ap provoque le stress oxydatif en fixant les ions Fe’",
Cu®’, et Zn*" via le résidu méthionine du peptide A (Chakrabarti et al., 2013). Ces ions
une fois fixés interagissent avec les molécules avoisinantes qu’ils oxydent, conduisant
ainsi a la libération de radicaux libres. Parallélement, ’Ap est capable de causer
directement le stress oxydatif via son résidu Met35 dont le groupement sulthydryle (—
SH) peut s’oxyder en perdant un électron en faveur du groupement carbonyle (—C==0)
d’Tle31 afin de générer un radical sulfuranile (MetS"). L’AB-[MetS'] ainsi formé oxyde
les molécules situées a proximité y compris les protéines et les lipides membranaires
(Butterfield et al., 2013). Il est montré chez un mode¢le transgénique de la MA que la

substitution du résidu Met35 de I’A par la Leu abroge les dommages oxydatifs associés
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au peptide AP, démontrant ainsi 1’implication directe de I’AB-[MetS’] dans le stress
oxydatif causé par la B-amyloidopathie (Butterfield et al., 2010).

On a longtemps pensé que la toxicité de I’AP était uniquement liée a la formation
d’agrégats insolubles dans le parenchyme. Cependant, d’importantes quantités de dépots
amyloides sont observées chez des personnes agées, et ce en absence d’altérations
neuronales majeures, indiquant ainsi que les agrégats insolubles d’Af ne sont pas
nécessairement toxiques (Aizenstein et al., 2008b). On s’est rendu compte plus tard que
les especes coupables de la toxicité de I’AP sont plutdt les oligoméres solubles du
peptide. En effet, les effets dévastateurs causés par le stress oxydatif sont surtout dus aux
oligomeres d’AP qui peuvent diffuser librement a travers le tissu cérébral et y disséminer
leurs effets déléteres. Les oligomeres d’ AP peuvent notamment s’insérer dans la bicouche
lipidique pour y peroxyder les phospholipides via la MetS+ altérant au passage
I’homéostasie ionique tout en perforant la membrane plasmique (Mark et al., 1997).

Contrairement aux agrégats insolubles, 1’injection d’oligomeres solubles d’Af
(recombinants ou issus du cerveau de patients victimes de la MA) dans ’hippocampe de
rongeurs provoque également des perturbations dans la transmission synaptique, la baisse
de la densité synaptique, le tout résultant en des troubles cognitifs (Shankar et al., 2008;
Balducci et al., 2010; Kittelberger et al., 2012). Les effets synaptotoxiques des
oligomeres d’AP sont dus a la réduction de I’expression des récepteurs glutamatergiques
NMDA et AMPA (oa-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) (Snyder et
al., 2005; Hsieh et al., 2006) ainsi qu’a la baisse du niveau de la protéine d’échafaudage
postsynaptique PSD-95 (post-synaptic density 95) (Almeida et al., 2005). Or toutes ces

protéines synaptiques sont impliquées dans la PLT et la dépression a long terme (DLT),
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des ¢léments de la plasticité synaptique essentiels entre autres a la formation et
consolidations des traces mnésiques. Tout ceci démontre donc que les oligomeres d’Af
en plus de causer un stress oxydatif sont aussi responsables des troubles synaptiques
associés a la f-amyloidose. De plus, dans la MA il existe une corrélation positive entre la
concentration d’Af soluble dans le cerveau et le niveau de déficits cognitifs ce qui
renforce le concept de la toxicité des oligomeres solubles d’AB (Hardy and Selkoe,
2002).

Aux effets neurotoxiques de I’AP que nous venons de décrire peuvent s’ajouter
ceux liés a D’activation exacerbée de la réponse immunitaire. Les plaques séniles et
surtout les oligoméeres d’Af enclenchent la réponse inflammatoire en se fixant sur les
récepteurs membranaires RAGE (Receptor of Advanced Glycation End product) et TLR
(Toll Like Receptor) situés a la surface des microglies et des astrocytes (Yan et al., 1996;
Chen et al., 2006). Cette fixation déclenche la mise en branle de la réponse inflammatoire
initiée par I’activation et la translocation nucléaire du facteur de transcription NF-kB. Ce
dernier stimule la transcription de génes codant pour les médiateurs pro-inflammatoires
tels que TNFa, IL-1, IL-6, et MIP-1 (macrophage inflammatory protein-la) (Wyss-
Coray, 2006). Ces médiateurs, non seulement activent les microglies et les astrocytes
pour déclencher une gliose réactive, mais aussi renforcent leur propre production par
rétrocontrdle positif. Normalement, cette réponse lorsqu’elle se fait dans des proportions
limitées permet d’éliminer rapidement les dépdts protéiques et autres débris cellulaires.
Mais la réponse inflammatoire est une arme a double tranchant, car elle présente aussi le
danger si elle persiste d’activer les voies extrinséques de 1’apoptose et de causer un

important stress oxydatif (Wyss-Coray, 2006). Il se trouve que dans les f-
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amyloidopathies, les molécules d’Af ont subi des modifications post-traductionnelles,
qui les rendent réfractaires a la dégradation par les microglies (De Strooper, 2010). Par
conséquent, les microglies et les astrocytes demeurent activés en permanence et causent
une neuroinflammation chronique responsable de la neurodégénérescence (Meraz Rios et

al., 2013).

1.3.3. La vulnérabilité des neurones aux troubles de la protéostasie

Nous avons vu au travers des exemples des tauopathies et des -amyloidopathies
combien les neurones sont sensibles a toute altération de la protéostasie. Qu’est-ce qui
explique cette grande vulnérabilité ?

Les neurones sont des cellules post-mitotiques dépourvues de capacités
prolifératrices, exception faite des zones restreintes de neurogenése dans le gyrus denté et
la zone subventriculaire. C’est pourquoi contrairement aux cellules ayant conservé leurs
propriétés mitotiques, les neurones ne peuvent pas diminuer leur charge protéique en le
répartissant entre cellules filles. Toujours en raison de leur caractére post-mitotique, les
neurones ont une trés longue longévité. Raison pour laquelle les différents mécanismes
de contrdle de la protéostasie perdent leur efficacité au fil des années; de telle sorte que
les aberrations protéiques prennent plus de temps a étre corrigées, ce qui favorise
I’apparition d’inclusions protéiques. La forte dépendance des neurones au métabolisme
oxydatif aggrave ce tableau déja peu reluisant. On sait en effet que le métabolisme des
cellules neurales est principalement de type aérobie, avec comme corollaire la production
de radicaux libres, qui sont normalement neutralisés par les enzymes antioxydantes

(catalase, superoxide dismutase, glutathione peroxidase, etc). Cependant avec I’age des
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défaillances s’installent dans le systéme d’élimination des radicaux libres. Ces derniers
désormais libres d’interagir avec le protéome oxydent et altérent la structure native des
protéines. Parallélement, la défaillance du métabolisme cellulaire diminue la production
de PATP ce qui réduit la capacité des chaperons-ATP dépendants a assurer le controle
qualité des protéines et limite ’aptitude du SUP et de 1’agréphagie a dégrader les
protéines anormales. Tous ces changements concourent a la disruption de la protéostasie
et a la formation d’agrégats protéiques neurotoxiques. Toutes ces raisons expliquent donc
pourquoi de nombreuses protéinopathies revétent un caractére neuropathologique
indéniable et pourquoi 1’age en est le principal facteur de risque.

Dans le prochain chapitre, nous allons étudier ces troubles neuropathologiques en
focalisant notre attention sur deux cas fréquents : le glaucome et la maladie d’ Alzheimer.
Nous allons commencer par le glaucome une maladie de la vue bien connue comme
maladie neurodégénérative, mais dont le caractére protéinopathique est longtemps passé
inapercu. Ensuite, nous discuterons de la maladie d’Alzheimer la plus importante des
protéinopathies neurodégénératives, produit du dysfonctionnement conjoint de tau et de
I’AB. Enfin, nous allons nous nous atteler a établir le lien pathologique existant entre ces

deux affections.
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Chapitre II.

Glaucome et maladie d’Alzheimer
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2.1. Le glaucome : quand les cellules ganglionnaires de la rétine

sont perdues de vue
2.1.1. Définition et épidémiologie

Le glaucome est une neuropathie optique caractérisée par la perte progressive des
cellules ganglionnaires de la rétine (CGR) et la dégénérescence du nerf optique (Foster et
al., 2002). En vertu du consensus actuel, le diagnostic formel du glaucome est établi
lorsque dans au moins un des yeux, on retrouve a la fois un déficit structurel (dommages
au nerf optique) et fonctionnel (réduction du champ visuel) (Foster et al., 2002). D’apres
les derniéres estimations, 60 millions de personnes a travers le monde souffrent du
glaucome. En raison du vieillissement de la population, les prédictions prévoient

qu’environ 80 millions de personnes seront atteintes d’ici 2020 (Quigley, 2011). 11

n’existe actuellement aucun remede contre la maladie raison pour laquelle les personnes
atteintes sont condamnées a vivre avec angoisse la perte inexorable de leurs capacités
visuelles jusqu’a la cécité totale. Le glaucome représente d’ailleurs la premicre cause de
cécité irréversible dans le monde, avec prés de 8,4 millions de personnes aveugles suite a

la maladie (Quigley, 2011). Pire encore, on prévoit que ce chiffre atteindra 10,2 millions

a I’horizon 2020 ! C’est tout dire de 1’urgence qui se pose en termes de solutions
thérapeutiques visant a stopper le processus pathologique et a prévenir la cécité.
Etant donné que le glaucome est une rétinopathie, nous allons faire une bréve

description de la rétine avant d’entrer dans le vif du sujet.
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2.1.2. Structure de la rétine
La rétine est le tissu nerveux a l’origine de la création I’information visuelle.
Tapissant la couche la plus interne du globe oculaire, la rétine présente une structure
stratifiée formée par I’agencement de 5 populations de neurones avec de 1’extérieur vers
I’intérieur les photorécepteurs, les cellules horizontales, les cellules bipolaires, les
cellules amacrines, et les CGR (Figure 1). A ces neurones s’ajoutent les cellules gliales a

savoir les cellules de Miiller, les astrocytes et les microglies.

Photorécepteur

Cellule horizontale
Cellules bipolaire

Cellule de Muller

Cellule
ganglionnaire de
la rétine

Figure 1. Structure de la rétine. Les photorécepteurs, créateurs du signal visuel
nerveux, font synapses avec les neurones bipolaire, qui a leur tour relaient le signal aux CGR,
chargées de son acheminement vers le cerveau. Cette transmission linéaire est modulée par

I’inhibition latérale assurée respectivement par les cellules horizontales et les cellules amacrines.

Modifié de Swaroop et al. (2010).
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La lumicre qui entre dans D’ceil est convertie en influx nerveux par les
photorécepteurs (cellules a cones et a batonnets), lequel est successivement transmis aux
cellules bipolaires et aux CGR. Ces derniers acheminent enfin I'influx nerveux en
direction du cerveau via leurs axones, qui apres avoir parcouru la surface rétinienne, se
regroupent au disque optique, ou point aveugle, pour former le nerf optique. Le relais du
signal visuel entre photorécepteurs et cellules bipolaires d’une part et entre cellules
bipolaires et CGR d’autre part, se fait par la transmission glutamatergique que modulent
respectivement les cellules horizontales (GABAergiques) et les cellules amacrines
(GABAergiques et glycinergiques). Les cellules gliales pour leur part jouent un role
trophique a 1’égard des neurones tout en assurant la préservation de I’homéostasie
extracellulaire (Calkins, 2012).

Structurellement, la rétine est formée par la superposition de couches nucléaires et
plexiformes aisément identifiable au microscope apres coloration a 1’hématoxyline et
I’¢osine (Figure 2). La couche la plus externe de la rétine correspond au segment externe
(SE) ou se trouvent les photorécepteurs équipés des pigments, la rhodopsine et les
opsines, qui déclencheront une cascade biochimique a 1’origine de la transformation du
signal photonique en signal électrique. Ensuite vient la couche nucléaire externe (CNE)
qui contient le soma des photorécepteurs. Les photorécepteurs établissent leurs contacts
synaptiques avec les cellules bipolaires et horizontales au niveau de la couche plexiforme
externe (CPE). Les corps cellulaires des cellules bipolaires, horizontales et amacrines
sont localisés dans la couche nucléaire interne (CNI) ; on y trouve également le soma des
cellules de Miiller, dont les projections s’étendent radialement a travers toute la rétine.

La couche rétinienne la plus épaisse est la couche plexiforme interne (CPI) formée par les
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terminaisons axonales des cellules bipolaires faisant synapse avec les dendrites des CGR
et des cellules amacrines. Ensuite vient la couche des cellules ganglionnaires (CCG) qui
comme son nom I’atteste contient le soma des CGR auxquels s’ajoute celui des cellules
amacrines déplacées. La couche des fibres nerveuses (CFN), derniére couche rétinienne,

est formée par les axones non myélinisés des CGR (Figure 2).

Light

Cell bodies of

f_’_,’-"' ganglion cells
b

NERVE FIBRE LAYER ~ ' \

GANGLIOM CELLLAYER =]

INNER PLEXIFORM LAYER — , Cell bodies of
amagcrine cells,
bipolar cells,

Lo Miuiller cells,
INTERMAL NUCLEAR LAYER —] § harizontal cells
(=
EXTERNAL PLEXIFORM LAYER —| | Cell bodies of
rod & cong
EXTERNAL NUCLEAR LAYER — +— Pphotoreceplors
+——————Rod & cone

PHOTORECEFTOR LAYER —[ photoreceplors
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Figure 2. Observation microscopique d’une section de la rétine. La coloration a
I’hématoxyline et 1’éosine d’une section sagittale de la rétine révele qu’elle est formée par la
superposition de 7 couches formées par 1’alternance de somas et de projections cellulaires. Sur la

droite sont illustrées les formations cellulaires correspondant a chaque couche. Modifi¢ de

Redfern et al. (2011).

68




2.1.3. Manifestations cliniques et facteurs risque du glaucome

Les sujets atteints du glaucome présentent une réduction progressive du champ
visuel allant de la périphérie vers le centre et décelable durant des tests de périmétrie
(Quigley and Addicks, 1981; Brigatti et al., 1997; Garway-Heath et al., 2000), auquel
s’ajoute une réduction de I’amplitude du pattern-¢électrorétinogramme (Pfeiffer and Bach,
1992; Ruben et al., 1995). Ces troubles visuels sont généralement précédés d’anomalies
structurelles de la rétine interne, détectables apres examen du fond de 1’ceil (Airaksinen et
al., 1992; Zeyen and Caprioli, 1993; Garway-Heath et al., 2002). Ainsi, les premiers
signes associés a la pathologie incluent le rétrécissement et 1’excavation du disque
optique, point de convergence des axones des CGR (Alexandrescu et al., 2010; Tatham et
al., 2014). La hausse du ratio entre 1’excavation et le diamétre du disque optique est
révélatrice d’une neuropathie optique et refléte 1’état d’avancement du glaucome.
L’analyse des couches rétiniennes a 1’aide d’un tomodensitométre par cohérence optique
ou d’un ophtalmoscope a balayage laser révele également un amincissement des couches
rétiniennes ou se trouvent les cellules ganglionnaires, ce qui est indicateur d’une
dégénérescence neuronale (Raza et al., 2011; Bussel et al., 2014; Tatham et al., 2014).
Ces changements structurels sont irréversibles et s’installent de maniére insidieuse des
années, voire des décennies, avant la manifestation des premiers troubles visuels (Hood
and Kardon, 2007). De telle sorte que lorsque les déficits visuels deviennent apparents, le
sujet présente déja une perte substantielle de ses CGR (Quigley et al., 1992; Harwerth et
al., 1999; Garway-Heath et al., 2000). C’est d’ailleurs pour cette raison que le glaucome

est surnommé « le voleur silencieux de la vue ».

69



Bien qu’on ignore la cause du glaucome, on sait par contre qu’il existe plusieurs
facteurs de risques. L’age est le principal facteur de risque du glaucome, car en référence
a ceux agés de 40 ans, la prévalence du glaucome est de 4 a 10 fois plus ¢levée chez les
personnes agées de 60 ans (Hollows and Graham, 1966; Sommer et al., 1991; Tielsch et
al., 1991; Klein et al., 1992). Comme autres facteurs également susceptibles de favoriser
I’apparition de la maladie, on peut citer la hausse de la pression intraoculaire ou
hypertension oculaire (HTO), I’ethnicité, I’hypertension artérielle (Leske, 1983; Wilson
et al., 1987; Sommer et al., 1991; Jay and Murdoch, 1993; Sommer, 1996). De tous ces
différents facteurs de risque, le plus important est ’'HTO, car elle présente double la
particularité d’étre fortement corrélé au glaucome et d’étre modifiable (Quigley et al.,
1994; Leske et al., 1995; Kass et al., 2002; Pang and Clark, 2007; Sappington et al.,
2010). Normalement, la pression intraoculaire chez ’homme oscille entre 15 et 21 mm
Hg. Cependant, il a été montré que les personnes présentant une pression intraoculaire
supérieure a 21 mm Hg ont 16 fois plus de risques de développer le glaucome que ceux
ayant une pression inférieure a 16 mm Hg (Leibowitz et al., 1980; Sommer et al., 1991).
En outre, le suivi de patients glaucomateux sur une période de 5 ans a révélé que le
pourcentage de patients développant des déficits visuels est de 6.7 % pour ceux ayant une
pression supérieure a 20 mm Hg comparativement a 1.5 % pour ceux ayant une pression
inférieure 2 20 mm Hg (Armaly et al., 1980). Finalement, il est prouvé que les déficits
associés au glaucome sont plus importants dans 1’ceil présentant la pression intraoculaire
la plus élevée (Cartwright and Anderson, 1988). Ces ¢éléments illustrent donc

I’importante relation existant entre la pression intraoculaire et le glaucome. De maniére
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intéressante, I’HTO sert de base a de multiples modeles animaux du glaucome sur

lesquels nous reviendrons dans la section correspondante.

2.14.

Pression intraoculaire et glaucome

Le globe oculaire peut étre décrit comme étant divisé en deux cavités remplies de

fluides, a avoir le segment antérieur et le segment postérieur. Le segment antérieur qui

contient I’humeur aqueuse est délimité par la cornée, le cristallin, et les ligaments

suspenseurs. Le segment postérieur qui renferme I’humeur vitrée de consistance

visqueuse est quant a lui circonscrit par le cristallin, les ligaments suspenseurs et la rétine

(Figure 3).

Anterior segment \

Anterior Chamber
(contains agueous humor)

Vitreous Body
(Contains vitreous)

Posterior Chamber
(contains agueous humor)

Figure 3. Segments du globe oculaire avec leur fluide respectif. Le segment antérieur

(subdivisé en chambre antérieure et postérieure) est rempli d’humeur aqueuse. Le segment

postérieur renferme 1’humeur vitrée.
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La présence de ces deux humeurs confinées dans des espaces clos fait en sorte
qu’il existe en permanence une pression dans le globe oculaire, ce qui confére a I’ceil sa
turgescence. Cependant, I’humeur vitrée en raison de sa nature visqueuse n’est pas
résorbée et demeure statique dans le segment postérieur tandis que I’humeur aqueuse,
dont la densité et la viscosité sont proches de celle de I’eau, est drainée en permanence.
Par conséquent, I’hypertension oculaire souvent associ¢e au glaucome est nécessairement
la conséquence d’anomalies dans la dynamique circulatoire de ’humeur aqueuse. Avant
de discuter de ces anomalies, nous allons décrire le cycle de formation et de drainage de

I’humeur aqueuse.

2.1.4.1. Formation et drainage de I’humeur aqueuse

Le segment antérieur de I’ceil est subdivisé¢ en une chambre antérieure comprise
entre la cornée et I’iris et une chambre postérieure délimitée par ’iris et le cristallin.
L’humeur aqueuse est sécrétée dans la chambre postérieure de I’ceil par le réseau
capillaire des corps ciliaires. Elle s’écoule ensuite a travers la pupille en direction de la
chambre antérieure. Dans ce compartiment, I’humeur aqueuse est drainée vers le canal de
Schlem au travers du trabéculum situé dans 1’angle iridocornéen. Du canal de Schlem,
I’humeur aqueuse pourra ensuite diffuser vers les veines épisclérales situées a proximité
afin de rejoindre la circulation systémique (Figure 4). Le volume total de fluide présent
dans le segment antérieur, et par ricochet la pression intraoculaire, résulte de 1’équilibre
entre la formation et le drainage de I’humeur aqueuse. Cet équilibre est contrdlé dans le
trabéculum par les cellules de la région juxtacanaliculaire contigué au canal de Schlem.
Plus précisément, les cellules de la région juxtacanaliculaire régulent la pression
intraoculaire en modulant la composition de leur matrice extracellulaire de manicre a
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augmenter ou a réduire le passage du fluide (Keller and Acott, 2013). Par conséquent,
tout obstacle a 1’écoulement de I’humeur aqueuse résulte en une accumulation du fluide
dans le segment antérieur de I’ceil. Selon qu’il y a obstruction ou pas dans la résorption

de I’humeur aqueuse on distingue plusieurs types de glaucomes.

Anatomy of healthy eye and aqueous humor drainage pathways

Iridocorneal angle

Aqueous humoar exits through ‘% Trabecular meshwork
the trabecular meshwork
and uveoscleral route

Cornea L o
—— ) 4
— ﬂ Canal of
Schlemm

Drainage through
trabecular meshwork

Episcleral vein

Uveoscleral

% drainage route
8 >}/

8N

VITREQUS HUMOR

Figure 4. Formation et drainage de I’humeur aqueuse. L’humeur aqueuse
produite dans la chambre postérieure par les corps ciliaires s’écoule par la pupille vers la chambre
postérieure. Dans 1’angle iridocornéen de la chambre antérieure, ’humeur aqueuse est résorbée
vers le canal de Schlem en empruntant le trabéculum pour étre enfin drainée par la veine
épisclérale (circulation de I’humeur aqueuse indiquée par les fléches bleues). Modifi¢ de Weinreb

etal. (2014).

2.1.4.2. Glaucome a angle ouvert
Le glaucome a angle ouvert est de loin la principale variante de glaucome liée a
I’HTO avec 74 % des cas recensés mondialement (Quigley and Broman, 2006). Le

glaucome a angle ouvert résulte de 1’augmentation de I’humeur aqueuse dans le segment
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antérieur suite au blocage de son évacuation a travers le trabéculum bouché.
L’obstruction du trabéculum est due a la dégénérescence des cellules de la région
juxtacanaliculaire ou a D’altération de leur matrice extracellulaire (Keller and Acott,
2013). L’accumulation de I’humeur aqueuse augmente la pression dans le segment
antérieur de I’ceil, ce qui est tout de suite répercuté¢ dans le segment postérieur ou elle
exercera des effets déléteéres sur la rétine (Figure SA).

Le glaucome a angle ouvert survient typiquement chez les sujets du troisiéme age
et sa prévalence augmente avec le vieillissement (Leske et al., 1995), confirmant ainsi
que I’age est un important facteur dans le développement de la maladie. Le glaucome a
angle ouvert affecte trés souvent les deux yeux. En revanche, 1’étendue des lésions est
généralement asymétrique. Il est important de signaler que bien que la majorité des
personnes atteintes de glaucome a angle ouvert manifestent une HTO (tension
intraoculaire > 21 mmHg) (Leibowitz et al., 1980; Bengtsson, 1981; Sommer et al.,
1991), la plupart des sujets ayant une pression intraoculaire au-dessus de la normale ne
développent pas pour autant la maladie (Friedman et al., 2004). Ceci indique que I’HTO

n’est pas une condition sine qua non du glaucome.

2.1.4.3. Glaucome a angle fermé
Le glaucome a angle fermé représente environ 26 % des cas de glaucome lié¢ a
I’HTO, parmi lesquels 87 % se retrouvent chez les personnes d’ascendance asiatique
(Quigley and Broman, 2006). Cette maladie est caractérisée par la réduction de I’angle
iridocornéen (angle entre 1’iris et la cornée) suite a I’apposition de I’iris contre la cornée.

Ceci obstrue le passage de ’humeur aqueuse de la chambre postérieure vers la chambre
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antérieure (Figure 5B). La réduction de I’angle iridocornéen cause aussi une adhérence de
I’iris au trabéculum, bloquant davantage la circulation de I’humeur aqueuse (Foster et al.,
2002; Quigley, 2011). Ces changements sont parfois associés a la formation de dépots
pigmentés a la surface du trabéculum (Foster et al.,, 2002). Les effets combinés des
anomalies susmentionnées créent une accumulation de I’humeur aqueuse dans le segment
antérieur de D’ceil, ce qui conduit a [Dinstallation d’une HTO responsable de la

dégénérescence rétinienne.

A Open angle glaucoma B Closed angle glaucoma

Obstruction of drainage

S "\ pathways by the iris

Increased resistance to aqueous |
humor drainage through the \
trabecular meshwork

‘ Region of
pupillary block

Figure 5. Anomalies de drainage de ’humeur aqueuse dans le glaucome. (A)
Dans le glaucome a angle ouvert, il y a une résistance au passage de I’humeur aqueuse a travers
du réseau trabéculaire. Dans le glaucome a angle fermé, 1’angle iridocornéen est réduit ce qui
interfére avec la circulation de I’humeur aqueuse. Dans les deux cas, I’humeur aqueuse non
drainée s’accumule dans le segment antérieur de 1’ceil et cause la hausse de la pression

intraoculaire. Modifi¢ de Weinreb et al. (2014).
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2.1.4.4. Glaucome a tension normale

Nous avons vu que la hausse de la pression intraoculaire n’implique pas toujours
le glaucome. Réciproquement, la dégénérescence glaucomateuse peut survenir alors que
la pression intraoculaire est normale (< 21 mmHg) (Sommer et al., 1991). Dans le cas
d’espéce, on parle de glaucome a tension normale. Sur le plan clinique, cette maladie est
en tout point similaire aux glaucomes a angle ouvert et ferm¢, avec les mémes troubles
visuels et la méme neuropathie optique. Hormis la pression intraoculaire constante, il
existe néanmoins d’autres indices permettant de distinguer le glaucome a tension normale
des autres variantes de la maladie. Parmi ceux-ci, on peut citer par exemple le
rétrécissement plus marqué de la bordure du disque optique, 1’atrophie péripapillaire plus
importante et la présence d’hémorragies dans la rétine (Caprioli and Spaeth, 1985; Tezel
et al., 1996; Ishida et al., 2000).

Il a été proposé¢ que le glaucome a tension normale est la conséquence
d’anomalies dans le lit vasculaire de la rétine interne, comme le témoigne justement la
présence d’hémorragies dans le disque optique et la baisse de I’irrigation sanguine
péripapillaire (Chung et al., 1999; Ishida et al., 2000). Ces troubles vasculaires seraient
entre autres causés par une dérégulation de I’endothéline-1, un puissant vasoconstricteur
(Kedzierski and Yanagisawa, 2001; Chan et al., 2016). Il est en effet prouvé que les
victimes de glaucome a tension normale présentent une hausse d’endothéline-1 dans le
plasma et dans I’humeur aqueuse (Kaiser et al., 1995; Sin et al., 2013). Cette hausse en
créant un vasospasme permanent, limiterait 1’irrigation sanguine dans la rétine interne
causant ainsi la perte des CGR. De surcroit, des expériences sur préparations artérielles

issues de biopsies humaines montrent qu’a dose égale, la vasoconstriction causée par
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I’endothéline-1 est plus forte chez les victimes de glaucome a tension normale que chez
les sujets sains (Buckley et al., 2002). Ceci suggere que dans cette maladie il y aurait une
hyperactivation de la signalisation intracellulaire de 1’endothéline-1, exacerbant ainsi les
effets liés a sa hausse locale. Il se dégage de ces ¢tudes que le dysfonctionnement de
I’endothéline-1 dans la rétine peut aussi provoquer la dégénérescence des CGR, ceci en

absence d’hypertension intraoculaire.

2.1.5. Modzéles expérimentaux du glaucome
Les avancées réalisées dans la compréhension de la pathophysiologie du
glaucome sont dans une large mesure redevables aux modeles animaux de la maladie.
Ces modeles dans leur trés grande majorité reposent sur I’HTO. Le principe de base pour
induire une HTO chez un animal est de reproduire dans la chambre antérieure de I’ceil,
les mémes changements que ceux associés a 1’obstruction de la circulation de I"humeur
aqueuse chez I’homme. Les animaux les plus fréquemment utilisés a cet effet sont les

souris, les rats et dans une moindre mesure les singes.

2.1.5.1. Modéles de glaucome a angle ouvert
Dans ce modele, le but est de limiter le passage de I’humeur aqueuse vers la veine
¢épisclérale. L un des premiers modeles de glaucome a angle ouvert fut produit chez des
singes rhésus par photocoagulation du trabéculum au laser (Gaasterland and Kupfer,
1974). Depuis lors, la cautérisation du trabéculum ou de la veine épisclérale sont
couramment utilisés pour induire ’HTO chez les souris et les rats (Sawada and Neufeld,

1999; Levkovitch-Verbin et al., 2002; Ruiz-Ederra and Verkman, 2006; Fu and Sretavan,
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2010). Ce procédé produit une hausse rapide, mais transitoire de la pression intraoculaire,
ce qui la rend peu convenable pour des études a long terme.

Le glaucome a angle ouvert peut également étre induit chez les rats par
destruction des veines épisclérales a I’aide d’un choc osmotique créée par injection d’une
solution de NaCl hypertonique dans le modele de Morrison (Morrison et al., 1997) ou par
ligature d’une veine épisclérale (Yu et al., 2006). Le modele de Morrison en particulier
offre I’avantage de produire une hausse progressive, reproductible, et chronique de la
pression intraoculaire. Cette hausse est corrélée a la perte progressive des somas et des
axones des cellules ganglionnaires, apparents des la premiére semaine post-induction de
I’HTO (Morrison et al., 1997; Almasieh et al., 2010). Ces caractéristiques permettent non
seulement de simuler au mieux la pathologie humaine, mais aussi d’étudier des
changements pathologiques survenant dans les phases précoces de la maladie, c’est-a-dire
ceux a I’origine de la perte des CGR. C’est en raison de ces avantages que nous avons
décidé d’utiliser ce modele pour mener les études présentées dans cette these. Cependant,
I’inconvénient de ce mod¢le est qu’il n’est pas applicable aux souris en raison de la petite
taille des veines épisclérales. Ce qui limite considérablement la réalisation d’études sur

des souris exprimant des mutations génétiques d’intérét.

2.1.5.2. Modeles de glaucome a angle fermé
Le principe de ce mod¢le est de créer une réduction de I’angle iridocornéen afin
d’obstruer la circulation de I’humeur aqueuse vers la chambre antérieure. Les
souris DAB/2J représentent un exemple héréditaire de glaucome a angle fermé. Chez ces

derniéres ’HTO est la conséquence de mutations génétiques qui provoque 1’atrophie de
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I’iris, la dispersion du pigment iridien et une adhésion de I’iris a la cornée, des anomalies
qui réduisent I’angle iridocornéen (Scholz et al., 2008). Les souris DAB/2J développent

une hausse progressive de la pression intraoculaire a partir du 6™

mois d’age résultant
en une perte des CGR (Schuettauf et al., 2002; Moon et al., 2005; Scholz et al., 2008).
Chez ces derniers 1’¢lévation de la pression intraoculaire est maintenue a travers le temps
et la dégénérescence glaucomateuse apparait lentement au fil des mois mimant ainsi la
pathologie humaine. Le probléme avec le modele DAB/2J est qu’il représente a vrai dire
un modele de glaucome secondaire, vu qu’il résulte de la dispersion du pigment iridien
dans la cornée. De surcroit chez ces animaux il y a une altération du profil de
I’¢lectrorétinogramme qui survient avant I’installation de ’HTO (Harazny et al., 2009),
ainsi qu'une réduction du nombre de cellules amacrines (Moon et al., 2005). Sous ces
aspects les souris DAB/2J ne reflétent pas réellement le glaucome clinique.

Un autre mod¢le, inductible cette fois, de glaucome a angle fermé peut étre créé
par injection a travers la cornée de microbilles dans le segment antérieur de I’ceil. Ces
billes vont se réfugier dans 1’angle iridocornéen ou elles bloquent le flux de ’humeur
aqueuse de la chambre postérieure vers la chambre antérieure. Ceci cause la hausse
progressive et soutenue de la pression intraoculaire résultant en une perte du soma et des
axones des CGR (Sappington et al., 2010; Ito et al., 2016). Ainsi contrairement au
modele DAB/2J, cette procédure modélise treés bien le glaucome a angle fermé primaire.
L’injection des microbilles a travers la cornée lorsqu’elle est réalisée chez des souris

transgéniques permet d’étudier les effets de différentes manipulations génétiques sur la

survie des CGR. Par contre, la principale limite de ce modele est que la perte neuronale
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est modérée, et atteint rapidement un plateau dés la 3™ semaine post-induction du

glaucome (Ito et al., 2016).

2.1.5.3. Modé¢les de glaucome a tension normale

Il existe de nombreux modeles expérimentaux de dégénérescence glaucomateuse
caractérisés par 1’absence d’anomalies circulatoires de 1’humeur aqueuse. Il est
notamment prouvé que I’injection intravitréenne de I’endothéline-1 chez des rats et des
lapins engendre 1’hypoperfusion de la téte du nerf optique résultant en une perte des CGR
(Cioffi et al., 1995; Chauhan et al., 2004; Lau et al., 2006; Sasaoka et al., 2006). Ce qui
montre que ce modele présente les changements pathologiques associés au glaucome
avec une pression oculaire normale. Néanmoins, [’administration chronique
d’endothéline-1 lorsqu’elle est effectuée chez les rats présente I’inconvénient majeur de
ne pas causer d’excavation du disque optique, alors que ce changement structurel
constitue une signature pathologique majeure du glaucome (Chauhan et al., 2004).

Le glaucome a tension normale peut aussi étre simulé en activant la neurotoxicité
du glutamate dans la rétine afin de détruire spécifiquement les CGR par excitotoxicité.
C’est cette stratégie qui est mise a contribution chez des souris transgéniques exprimant
la forme inactive du transporteur GLAST (glutamate/aspartate transporter) exprimés par
les cellules de Miiller ou du transporteur EAAC1 (excitatory amino acid carrier 1)
exprimés par les neurones rétiniens dont les CGR (Harada et al., 2007). Ces modeles
offrent I’avantage de reproduire fidélement le phénotype glaucomateux dans un contexte
de pression intraoculaire normale, permettent ainsi 1’é¢tude des mécanismes de mort

dégénérescences des CGR indépendamment de I’HTO. Néanmoins, ces modeles
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transgéniques ont une pertinence limitée pour ce qui a trait au glaucome clinique étant
donné 1’absence d’évidences en faveur d’une contribution des transporteurs GLAST et
EAACI dans la pathologie humaine. Bien au contraire, il est montré que chez I’humain le
polymorphisme pour le géne de GLAST n’est pas associé au glaucome a tension normale
(Yasumura et al., 2011), suggérant ainsi que le systeme de transport du glutamate n’est
pas impliqué dans la pathogenese de la maladie.

On ne saurait clore la discussion sur les modéles animaux sans mentionner le
modele de Iésion du nerf optique qui peut étre obtenue par section (axotomie) ou par
¢crasement (Pang and Clark, 2007). Bien qu’au sens strict du terme ce modele ne soit
pas celui du glaucome, il reste une maniere trés populaire et hautement reproductible
d’étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires de mort des CGR in vivo. Toutefois,
la précaution a prendre dans ce modele est de ne pas provoquer de dommage a 1’artére et
la veine centrale du nerf optique afin de ne pas créer plutét un modele d’ischémie.

En définitive, peu importe la stratégie adoptée, un modele du glaucome pour étre
valide doit remplir un certain nombre de critéres cardinaux dont la perte des cellules
ganglionnaire, la dégénérescence du nerf optique et la préservation des autres couches

rétiniennes.

2.1.6. Mécanismes de mort cellulaire dans le glaucome
A TP’échelle cellulaire, le glaucome est ’aboutissement de multiples processus
pathologiques survenant dans les différents compartiments de la CGR, qui se soldent par
une mort cellulaire lente et progressive. Bien que beaucoup reste a faire en terme de

recherche fondamentale et préclinique, des progrés appréciables ont été réalisés dans la
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compréhension des mécanismes a 1’origine de la mort des cellules ganglionnaires. Dans
un souci de clarté et de concision, nous allons décrire les principaux événements qui
président a la mort des CGR durant le glaucome en nous référant aux compartiments

cellulaires concernés, a savoir le soma, I’axone, et les dendrites.

2.1.6.1. Dégénérescence du soma des CGR
Il existe un large faisceau de preuves issues d’études chez des sujets humains et
des modeles expérimentaux qui démontrent que la perte du soma des CGR lors du
glaucome se fait par apoptose (Garcia-Valenzuela et al., 1995; Kerrigan et al., 1997,
Cordeiro et al., 2004). L’apoptose des CGR est due aux effets combinés de facteurs
intrinséques et extrinseéques qui convergent tous dans le soma neuronal pour y activer la

caspase-3, ultime exécutrice du processus de suicide cellulaire (McKinnon et al., 2002).

a. Voies intrinséques de I’apoptose

La mort des CGR peut étre le fait de facteurs endogénes qui suivant diverses
modalités déclenchent une activation des voies de signalisation de 1’apoptose. Ici, le sort
de la cellule est décidé au niveau des mitochondries aprés intégration des signaux
proapoptotiques véhiculés par Bax et Bak et des signaux antiapoptotiques dont Bcl-2 et
Bcl-X sont les médiateurs. La prépondérance des signaux proapoptotiques provoquent la
libération du cytochrome ¢ mitochondrial qui ensemble, avec Apaf-1 (Apoptotic protease
activating factor 1) et la procaspase-9, formeront 1’apoptosome, un des activateurs de la

caspase-3 (Almasieh et al., 2012). Bax stimule aussi la libération de Smac par les
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mitochondries, lequel se fixe sur [AP (inhibitor of apoptosis protein) afin d’abroger
I’effet inhibiteur de ce dernier sur la caspase-3.

Selon I’hypothése de la privation en neurotrophines, la baisse de la signalisation
des neurotrophines dans le glaucome serait responsable de la perte des CGR par
activation de la voie intrinséque de I’apoptose. Rappelons que les neurotrophines sont des
molécules essentielles a la survie et la différenciation des neurones. Elles agissent en
réprimant les voies proapoptotiques et en stimulant les voies prosurvies. La famille des
neurotrophines est composée de BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor), NGF
(Nerve Growth Factor), NT-3 (Neurotrophin-3) et NT-4/5 (Neurotrophin-4/5) (Huang
and Reichardt, 2001; Bothwell, 2014). Les neurotrophines agissent en activant la famille
de récepteurs tyrosine kinase Trk (tropomyosin receptor kinase).

La neurotrophine la plus importante pour la survie des CGR est le BDNF
(Mansour-Robaey et al., 1994; Watanabe et al., 1997; Ma et al., 1998). Des expériences
sur rongeurs montrent effectivement que le BDNF est fortement exprimé dans le
colliculus supérieur, la cible principale des CGR dans le cerveau (Hofer et al., 1990), puis
transporté¢ de maniére rétrograde le long du nerf optique vers la rétine (Ma et al., 1998).
Dans les CGR, la liaison du BDNF avec son récepteur TrkB active la voie PI3K
(phosphatidylinositol -3-kinase)/Akt laquelle phosphoryle a son tour le facteur
proapoptotique BAD (Bcl-2 associated death domain). La phosphorylation de BAD l¢ve
I’inhibition que celui-ci exerce sur les agents prosurvie BcL-2 et BcL-XL ce qui promeut
la survie des neurones. Akt stimule aussi I’expression de CREB (cAMP response element
binding protein), facteur de transcription des génes de Bcl-2 et Bcl-XL. Parallelement le

BDNF par le biais de MEK1 (Map-Erk-Kinasel) active la voie Erk1/2 (extracellular
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regulated kinase 1/2) qui stimule CREB (Figure 6) (Kaplan and Miller, 2000; Lebrun-
Julien and Di Polo, 2008). Il en résulte que tout événement susceptible de baisser le
niveau de BDNF dans la rétine pourrait avoir des effets dramatiques sur la survie des

CGR.

Inactive

T T
ro-survival genes (e.g. Bcl-2, Bcl-XL)

Survival Nucleus

Figure 6. Signalisation du BDNF et voies de survie intrinséque des CGR. La
fixation de BDNF a son récepteur TrkB conduit a la phosphorylation de ce dernier, ce qui
déclenche D’activation de la voie PI3K/AKT. Cette voie en inactivant BAD, léve son effet
inhibiteur sur le facteur antiapoptotique Bcl-XL ce qui promeut la survie neuronale. De plus la
voie PI3K/AKT stimule I’activation de CREB un puissant facteur de transcription de génes
prosurvie dont les Bcl. La phosphorylation de TrkB peut aussi stimuler ’activation du facteur

CREB par I’intermédiaire de la voie Erk1/2. Tiré de Lebrun-Julien and Di Polo (2008).
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Un argument en faveur I’hypothése de la privation en neurotrophines est le fait
que dans les CGR de modéles expérimentaux, I’ HTO provoque une baisse du transport
rétrograde du BDNF provenant du colliculus supérieur (Pease et al., 2000; Quigley et al.,
2000). En outre, I’expression de I’ARNm de TrkB est fortement réduite chez les CGR en
cas d’HTO ou d’axotomie du nerf optique (Cheng et al., 2002; Jia et al., 2004) ce qui
aggrave les effets liés a la baisse de I’approvisionnement en BDNF. Il est intéressant de
noter que ’administration du BDNF soit par transfection virale ou par injection du
peptide recombinant augmente la survie des CGR durant le glaucome (Ko et al., 2000;
Ko et al., 2001; Martin et al., 2003). Toujours en appui au modele de privation en
neurotrophine, il est montré que dans la rétine 1’activation des voies de survies placées en
aval des récepteurs Trk varie avec 1’évolution du glaucome. Au début de la maladie, il y a
une hausse de la phosphorylation d’Akt, ce qui inactive BAD et stimule CREB, deux
réponses aux effets prosurvie. Par contre avec la progression de la maladie, la
phosphorylation d’ Akt diminue ce qui léve I’inhibition sur BAD et réprime 1’expression
de CREB, avec comme résultante ’activation des voies proapoptotiques (Kim and Park,
2005). Selon cette étude, la mort des CGR serait la conséquence d’une altération de la
signalisation des neurotrophines, qui augmente au début de la pathologie puis pour des
raisons inconnues, s’estompe rapidement laissant libre cours aux voies proapoptotiques.
Pris dans I’ensemble ces études indiquent que la baisse de la signalisation du BDNF joue
un rdle primordial dans la mort des CGR durant le glaucome.

Toutefois I’hypothése de la privation en neurotrophine bien qu’intéressante ne
permet pas d’expliquer certaines observations expérimentales pour le moins troublantes.

Dans un premier temps, 1’étude chronologique de la mort neuronale pendant et apres
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induction de I'HTO montre qu’en réalité la supplémentation en neurotrophines
n’augmente pas la survie des CGR, mais ralentit plutot la cinétique de mort cellulaire (Ko
et al., 2001; Di Polo et al., 1998). Ce qui veut dire que la seule baisse de la signalisation
des neurotrophines ne suffit pas a rendre compte de la perte des CGR dans la maladie (Di
Polo et al., 1998).

De plus, I’application intraoculaire de BDNF chez le rat sain ou ayant subi une
axotomie du nerf optique diminue 1’expression génique et protéique de TrkB; ce qui
démontre 1’existence dans la rétine d’un rétrocontrole négatif du BDNF sur son récepteur
(Chen and Weber, 2004; Cheng et al., 2002). Dans ce cas on devrait s’attendre a ce que la
baisse du transport de BDNF consécutive a I’HTO provoque une hausse du niveau de
TrkB ; curieusement, il se produit plutdt une réduction du niveau d’ARNm du récepteur
(Jia et al., 2004; Guo et al., 2009), tandis que le niveau de la protéine reste inchangé (Guo
et al., 2009). Ceci illustre bien la complexité de la signalisation du BDNF lors du
glaucome, un aspect que I’hypothese de la privation en neurotrophine ne refléte pas.

Qu’a cela ne tienne, la voie intrinséque de I’apoptose joue un role crucial dans le
glaucome puisque I’inactivation de BAX chez des souris glaucomateuses engendre une
hausse dose-dépendante de la survie des CGR (Libby et al., 2005a). Il se trouve que
hormis la signalisation des neurotrophines, des anomalies mitochondriales peuvent aussi
déclencher la réponse apoptotique intrinséque en provoquant la libération du cytochrome.
Il est justement montré que les sujets glaucomateux présentent des signes de
dysfonctionnement de la fonction mitochondriale (Abu-Amero et al., 2006; Lee et al.,
2012) sans doute en raison du stress oxydatif ou de la crise énergétique liée aux troubles

vasculaires (Chrysostomou et al., 2013).
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b. Voies extrinséques de I’apoptose

La mort des CGR peut étre aussi due a ’activation des récepteurs de la mort par
les ligands TNFa (Tumor Necrosis Factor-alpha) et FasL (Fas Ligand) deux membres de
la superfamille des cytokines TNF (Tumor Necrosis Factor), dont I’expression augmente
durant le glaucome (Tezel et al., 2001; Kim and Park, 2005; Husain et al., 2012; Cueva
Vargas et al., 2015). Ces ligands sont produits dans le cadre de la réponse inflammatoire
initiée par les microglies et des cellules de Miiller (Tezel et al., 2001; Kim and Park,
2005; Lebrun-Julien et al., 2009). La fixation des ligands TNFa et FasL respectivement
sur TNFR (TNFa receptor) et Fas est suivie du recrutement de la protéine adaptatrice
FADD (Fas-associated death domain) qui clive la procaspase-8 en caspase-8. La caspase-
8 ainsi formée active la caspase-3 mettant ainsi en branle le processus d’apoptose
(Figure 7) (Ashkenazi and Dixit, 1998).

La voie extrinséque de 1’apoptose la mieux caractérisée dans la physiopathologie
glaucomateuse est celle de la signalisation TNFa. Il est en I’occurrence montré chez un
modele de glaucome que la suppression du géne de TNFR2 ou la neutralisation du TNFa
a ’aide d’un anticorps augmente la survie des CGR (Nakazawa et al., 2006). L’injection
chez des rats oculohypertensifs d’étanercept, un agent pharmacologique contre TNFa
promeut la survie des CGR (Roh et al., 2012; Lebrun-Julien et al., 2009). Le TNFa existe
sous deux formes aux rdles physiologiques distincts : la forme transmembranaire, et la
forme soluble issue du clivage protéolytique du précédent. Il est démontré que dans le cas
du glaucome c’est la forme soluble qui est responsable des effets toxiques de TNFa
tandis que la forme membranaire exerce au contraire un effet bénéfique sur la survie de

CGR (Mac Nair et al., 2014; Cueva Vargas et al., 2015).
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Figure 7. Voies de signalisation proapoptotique de TNFa et Fas. Dans la voie
extrinséque de 1’apoptose, la fixation de TNFa et Fas a leur récepteur respectif, conduit par le
biais de FADD a la conversion de la procaspase 8 en caspase 8. Ceci déclenche le clivage et
I’activation de la caspase effectrice caspase -3. L’activation des récepteurs TNFR et Fas peut,
grace a la caspase-8, induire la transactivation de la voie intrinséque de 1’apoptose. Ceci se fait
par le clivage de Bid par la caspase-8 afin de produire une forme tronquée de la protéine ou tBid.
Cette derniére stimule Bax provoquant ainsi la libération par les mitochondries du cytochrome ¢

et de Smac lesquels iront induire 1’activation de la caspase 3. Modifé de Roth and Reed (2002).

Notons que la caspase-8 représente un important carrefour de signalisation, car
outre la voie extrinséque, elle sert aussi d’intermédiaire a la transactivation de la voie
intrinséque de 1’apoptose. En effet, une fois activée la caspase-8 clive également le
facteur proapoptotique Bid pour produire la forme tronquée (tBid), qui est transloquée

vers les mitochondries ou elle activera Bax (Figure 6). On peut donc dire que la mort
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cellulaire causée par les signalisations TNFa et FasL résulte finalement d’une interaction
entre les voies extrinséques et intrinséques de 1’apoptose.

Bien que des niveaux élevés de caspase-8, aient été décrits in vivo dans des
modeles d’HTO (Huang et al., 2005a; Kim and Park, 2005), I’inactivation de la caspase-8
suite a la hausse toxique de TNFa n’améliore pour autant pas la survie des CGR (Tezel
and Yang, 2004; Lebrun-Julien et al., 2009). Ceci indique que I’effet neurotoxique de
TNFa se fait indépendamment de la caspase -8. Effectivement Cuevas Vargas et al., en
utilisant des rats atteints d’HTO démontrent que 1’effet neurotoxique de TNFa sur les
CGR se fait par la surexpression des récepteurs AMPA perméables au Ca**. La hausse de
I’expression des récepteurs AMPA perméables au Ca”" promeut 1’excitotoxicité causée
par I’entrée massive de Ca”" dans la cellule (Cueva Vargas et al., 2015). Deux faits
saillants méritent d’étre relevés de cette étude. Primo, il est montré que le TNFa
déclenche la mort cellulaire suivant une voie non canonique, dépendante du Ca>". Nous
reviendrons ultérieurement sur quelques-uns des mécanismes médiateurs de la toxicité
calcique. Secundo, I’étude de Cueva Vargas et al. établit pour la premiere fois dans le
glaucome un lien mécanistique entre la réponse inflammatoire soit la production de
TNFo, et I’excitotoxicité suite a I’activation des récepteurs AMPA perméables au Ca”".
Dans une étude ultérieure, Cueva Vargas et al. montrent que les cellules de Miiller jouent
un role clé dans la toxicité de TNFa. En effet, suite a I’induction de I’HTO il se produit
dans ces cellules une surexpression de la phosphodiestérase de type 4 (convertisseur de
I’AMPc en AMP), ce qui inhibe de la synthese d’AMPc (Cueva Vargas et al., 2016). La

baisse de I’AMPc en diminuant ’activation de PKA (protein kinase A) stimule le facteur
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de transcription proinflammatoire NF-kB (Gerlo et al., 2011). Cette réponse déclenche la

libération de TNFa par les cellules de Miiller, ce qui au final provoque la mort des CGR.

2.1.6.2. Axonopathie

Les données cliniques et expérimentales montrent que la dégénérescence des
axones des CGR précede celle du soma neuronal et constitue 1’'une des premicres
manifestations pathologiques du glaucome (Calkins, 2012; Howell et al., 2013).
L’utilisation de souris glaucomateuses DBA/2J chez lesquelles les CGR expriment un
gene rapporteur révele que dans le nerf optique, la topographie de la perte axonale
correspond remarquablement bien aux régions rétiniennes dépourvues de cellules
ganglionnaires (Schlamp et al., 2006; Howell et al., 2007). Il semble donc que pour ces
neurones, la perte des axones est solidaire de celle du soma. Curieusement, 1’inactivation
du geéne du facteur proapoptotique Bax chez les souris DBA/2J, bien qu’elle augmente la
survie du soma des CGR ne protege pas pour autant leur axone de la dégénérescence
(Libby et al., 2005a). Réciproquement, 1’insertion chez des rats glaucomateux de 1’allele
Wlds (Wallerian degeneration slow) codant pour une protéine chimérique qui protege les
axones contre les 1ésions dégénératives, augmente considérablement la survie des axones
des CGR tandis que les somas continuent de dégénérer. Ces deux études démontrent
¢légamment que la perte axonale s’effectue suivant des mécanismes distincts de ceux du
soma.

Quels sont donc les mécanismes a 1’origine de la dégénérescence axonale ? Bien

que les connaissances que nous avons a ce sujet demeurent encore partielles, des
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enseignements utiles peuvent néanmoins étre tirés de 1’étude des changements survenant
dans la téte du nerf optique.

La téte du nerf optique est la région anatomique ou les axones des CGR
convergent pour former le nerf optique. Cette région correspond a une zone de transition
au cours de laquelle les axones originellement non myélinisés se transforment en
structures myélinisées alors qu’elles traversent la lame criblée (Figure 8A). De
nombreuses études montrent que la téte du nerf optique est le premier site atteint dans la
neuropathie optique (Quigley et al., 1981; Schlamp et al., 2006; Howell et al., 2007;
Johnson et al., 2007). Il a été proposé que le stress mécanique crée par I’HTO s’exercerait
en majeure partie sur la téte du nerf optique qu’elle comprime contre les structures
laminaires (Figure 8B) (Weinreb et al., 2014).

Selon le paradigme de 1ésion biomécanique du nerf optique, le stress généré par
I’HTO dépolarise la membrane axoplasmique par ouverture des canaux sodiques
sensibles a la pression. La dépolarisation active les canaux calciques voltage-dépendant
tout en inversant 1’activité des échangeurs Na'/Ca®" avec comme conséquence une hausse
du niveau de Ca®" cytosolique. La hausse de la pression intraoculaire peut aussi
directement provoquer 1’ouverture des récepteurs TRPV1 (Transient Receptor Potential

capsaicine-sensitive Vanilloid Subunit 1) perméables au Ca>" (Sappington et al., 2009).
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Figure 8. Anatomie de la téte du nerf optique sain et glaucomateux.

(A) La téte du nerf optique correspond a la région du globe oculaire ou les axones des CGR

émergent de la rétine au niveau du disque optique pour former le nerf optique. Le panneau

supérieur illustre la région intrarétinienne des CGR qui inclut les dendrites, le soma et le segment
intrarétinien de 1’axone. Dans le panneau moyen est représenté le segment extrarétinien des
axones situés dans le nerf optique pendant qu’ils traversent la lame criblée. Le panneau inférieur
montre les terminaisons axonales des CGR faisant synapse avec les neurones du corps genouillé
latéral. (B) Lors du glaucome, il y a une excavation du disque optique et un rétrécissement de son
pourtour causé¢ par la dégénérescence des axones dans la téte du nerf optique. Les panneaux
supérieur, moyen et inférieur montrent respectivement la dégénérescence du compartiment
intrarétinien des CGR, la distorsion et la perte des axones du nerf optique dans la lame criblée et

I’atrophie des terminaisons axonales et de leurs relais synaptiques dans le corps genouillé latéral
Tiré de Weinreb et al. (2014).
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L’afflux de calcium intracellulaire, active les récepteurs ryanodine et inositol
triphosphate du réticulum endoplasmique dont I’ouverture provoque la sortie massive de
Ca®" de la lumiére du réticulum vers le cytosol, ce qui amplifie la hausse initiale. Cette
intrusion massive du Ca®" dans ’axone est a 1’origine d’une cascade d’événements aux
effets aussi déléteres suivant des mécanismes rappelant ceux de [’excitotoxicité
(Figure 9).

1l y’a d’abord la stimulation des enzymes protéolytiques Ca’*-dépendantes telles
que la m-calpaine et la gelsoline qui dégraderont respectivement les neurofilaments et les
filaments d’actine (Whitmore et al., 2005). La m-calpaine une fois activée convertit aussi
la procaspase 12 en caspase 12, laquelle active a son tour la caspase-6. Cette derniére
pourra dégrader davantage le cytosquelette en détruisant les protéines de stabilisation des
microtubules. Ensuite, I’augmentation du Ca”*" dans le cytosol axonal méne & son
accumulation dans les mitochondries provoquant de graves dysfonctionnements de
I’organite (Whitmore et al., 2005). On pourra citer par exemple la dépolarisation
membranaire qui en affectant la phosphorylation oxydative diminue la syntheése de I’ATP
et augmente la formation des radicaux libres (Whitmore et al., 2005). A cela s’ajoutent le
gonflement puis la rupture des mitochondries, qui libérent le cytochrome ¢ déclenchant
ainsi 1’activation de caspase-3 (Whitmore et al., 2005). Ces effets sur les mitochondries
sont d’autant plus dramatiques que la concentration des mitochondries est trés forte dans
le segment non myélinis¢ de la téte du nerf optique en raison des besoins énergétiques

importants que requiert la conduction non saltatoire (Barron et al., 2004).
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Figure 9. Voies de dégénérescence Caz+-dépendantes des axones des CGR.
i-v) L’afflux de Ca*" dans le cytosol axonal déclenche une pléthore de réactions aux effets nocifs. vi-
xiii) le Ca®" stimule les enzymes protéolytiques m-calpaine et gelsoline qui dégradent le
cytosquelette soit en lysant directement les filaments intermédiaires et les microfilaments, soit en
activant la caspases-6 qui détruira les protéines de stabilisation des microtubules ; le Ca”" active
aussi les enzymes pro-oxydantes qui vont induire la formation de radicaux libres. xiv-xx) L’excés de
Ca®" dans le cytoplasme axonal provoque une irruption de 1’ion dans la mitochondrie causant ainsi la
baisse de sa polarit¢ membranaire ; ceci est combiné au gonflement de 1’organite suite a 1’entrée de
I’H20 ce qui provoque la perforation de 1’organite. Ces changements exacerbent le stress oxydatif

par formation de radicaux libres et provoquent 1’apoptose via la libération du cytochrome c. Modifié
de Whitmore et al. (2005).
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L’abondance de Ca”" dans ’axone engendre finalement le stress oxydatif par
stimulation d’enzymes pro-oxydantes génératrices de radicaux libres, parmi lesquels la
synthase de I’oxyde nitreux (NO) et le NADPH oxydase (Crish and Calkins, 2011).Les
données expérimentales révelent qu’en prélude a la dégénérescence axonale I’'HTO
provoque une baisse du transport axonal antérograde (Crish et al., 2010) rapidement suivi
par la réduction de son équivalent rétrograde (Salinas-Navarro et al., 2010; Vidal-Sanz et
al., 2012). La baisse du transport actif peut s’expliquer par le dysfonctionnement des
mitochondries qui ne fournissent plus I’énergie nécessaire a cet important processus
cellulaire. En retour, le déficit du transport fait en sorte que les mitochondries
défectueuses ne peuvent étre transportées de manicre rétrograde vers le soma pour y étre
recyclées. Inversement, les mitochondries saines ne peuvent non plus étre acheminées de
manicre antérograde vers les régions distales pour combler le déficit local. La
combinaison de ces deux effets crée un véritable cercle vicieux qui se solde par la
destruction de I’axone.

Deux mécanismes non mutuellement exclusifs ont été proposés pour décrire le
processus dégénératif 1i¢ aux axones des CGR. Il s’agit de la dégénérescence wallérienne

(ou mort antérograde) et I’axonopathie distale (ou mort rétrograde).

a. Dégénérescence wallérienne
La dégénérescence wallérienne décrite pour la premiére fois par Augustus Waller,
s’effectue lorsqu’il y a une lésion focale sur un axone. Ici, I’extrémité distale de 1’axone
dégénere suivant un pattern caractéristique avec accumulation de corpuscules denses et

formation de varicosités (Waller, 1850). Le segment proximal li¢ au soma pour sa part
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survit plus longtemps, et peut éventuellement se régénérer dans le cas du systéme
nerveux périphérique (Gaudet et al., 2011). C’est ce type de dégénérescence qu’on
rencontre dans le modéle d’axotomie du nerf optique. La nature focalisée des lésions
observées dans la téte du nerf optique (ou la compression provoquée par ’'HTO est
maximale) suggere 1’existence d’une dégénérescence de type wallérienne. De surcroit
dans le modele DAB/2] d’HTO, la présence dans les axones du nerf optique de
protubérances s’étendant depuis la téte du nerf optique jusqu’a aux colliculus supérieur

est évocateur des varicosités axonales caractéristiques de la dégénérescence wallérienne.

b. Axonopathie distale

Les données expérimentales supportent aussi un mécanisme d’axonopathie distale
qui en essence consiste en une dégénérescence lente et progressive de 1’axone de son
extrémité la plus distale jusqu’au corps cellulaire. Un argument en faveur de ce
mécanisme provient de 1’é¢tude de Schlamp et al. menée chez les souris DAB/2J qui
révele que le marquage rétrograde des axones des CGR avec le fluorophore Dil fait
transparaitre une hausse progressive de la fluorescence suivant un gradient disto-
proximal, ce qui indique que les extrémités les plus distales des axones sont altérées
(Schlamp et al., 2006). Toujours chez le méme modele, les travaux de Chris et al.,
dévoilent que le transport antérograde et le nombre d’axones diminuent au fur et 3 mesure
qu’on se reproche de I’extrémité distale du nerf optique (Crish et al., 2010). Ces données
expérimentales supportent donc un modele de dégénérescence axonale initialisée au
niveau de la terminaison synaptique dans le colliculus supérieur, qui remonte ensuite de

proche en proche vers la rétine.
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2.1.6.3. Dysfonctionnements dendritiques

L’¢étude des anomalies dendritiques est longtemps restée le parent pauvre de la
recherche sur le glaucome (Agostinone and Di Polo, 2015). On estimait alors, et a tort,
que le soma et les dendrites des CGR ne forment qu’une seule entité et qu’il suffisait
d’étudier le premier pour connaitre le sort dévolu aux seconds. Le probléme a vrai dire
¢tait surtout celui d’une limitation technique, car les outils d’imagerie disponibles
jusqu’alors a I’instar de la tomographie par cohérence optique n’ont pas assez de
résolution pour distinguer les changements se déroulant dans la couche des CCG (couche
du soma des CGR) de ceux survenant dans la CPI (couche des dendrites des CGR). C’est
pourquoi dans I’analyse de I’imagerie rétinienne ces deux couches étaient regroupées en
une seule entité dont 1’épaisseur diminue avec le glaucome (Drexler et al., 2001; Raza et
al., 2011; Sriram et al., 2012). La mise au point de la tomographie par cohérence optique
a domaine de fréquence qui permet I’acquisition d’images de trés haute résolution
autorise désormais I’étude des changements qu’encourt spécifiquement la CPI (Tan et al.,
2009; Wang et al., 2009). C’est ainsi que cette technique dévoile que dans le glaucome, il
y a une diminution de 1’épaisseur de la CPI (de A Moura et al., 2012), révélant ainsi
I’existence d’anomalies dendritiques. Cette observation concorde avec l’autopsie de
rétines de patients glaucomateux faisant état d’un rétrécissement de [’arborisation
dendritique des cellules ganglionnaires (Pavlidis et al., 2003).

Il se trouve qu’en réalité, les dendrites des cellules ganglionnaires sont des
structures hautement dynamiques qui en cas de lésion subissent des changements
morphologiques d’une complexité fascinante (Lindsey et al., 2015; Morquette et al.,

2015; Morquette and Di Polo, 2008; Agostinone and Di Polo, 2015). Un large faisceau
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d’évidences issu d’études sur modeles murin, félin et simien d’HTO démontre que le
glaucome provoque une réduction du nombre, de la longueur et de la complexité des
dendrites des CRG (Weber et al., 1998; Shou et al., 2003; Della Santina et al., 2013; Feng
et al., 2013; Liu et al., 2014; Berry et al., 2015). Il a été rapporté que chez les sujets
oculohypertensifs, les changements morphologiques des dendrites sont plus importants
chez les CGR de type off (Della Santina et al., 2013; El-Danaf and Huberman, 2015). De
manicre remarquable, chez les cellules ganglionnaires glaucomateuses les anomalies
dendritiques surviennent bien avant ’apparition des premiers signes de dégénérescence
des somas et des axones (Weber et al., 1998; Shou et al., 2003; El-Danaf and Huberman,
2015). Face a cette observation, il a été proposé que la destruction de I’arborisation
dendritique lors du glaucome se ferait par le truchement de mécanismes moléculaires
spécifiques (Liu et al., 2011). Des études suggerent justement que 1’inactivation de la
voie de signalisation mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) serait responsable de la
pathologie dendritique étant donné que la réactivation de cette voie dans un modele
d’axotomie du nerf optique prévient I’atrophie des dendrites (Morquette et al., 2015).
Comme on pourrait s’y attendre, les dendrites sont aussi le théatre de changement
dans la connectivité synaptique des CGR suite au glaucome. Il est en effet montré que la
rétraction dendritique est corrélé a une perte par les cellules ganglionnaires du marqueur
post-synaptique PSD-95 (Della Santina et al., 2013; Berry et al., 2015). Paradoxalement,
la diminution post-lésionnelle de D’arborisation dendritique conduit plutdét a une
augmentation de la réponse des CGR aux stimuli lumineux (Morquette et al., 2015). En
accord avec cette observation, Ward et al. montrent que I’induction de ’HTO augmente

I’excitabilité des CGR par la suractivation des canaux calciques TRPV1 (Ward et al.,
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2014). En outre, la hausse de la pression intraoculaire engendre une surexpression du
marqueur présynaptique synaptophysine (Park et al, 2014), suggérant ainsi une
importante activité présynaptique. Tout se passe comme-ci 1’excitation des CGR est
accrue afin de compenser 1’atrophie dendritique post-1ésionnelle. Le probléme c’est que
cette hyperexcitabilité est potentiellement toxique, car elle peut provoquer une activation
prolongée des récepteurs NMDA et AMPA et créer un afflux massif de calcium dans le
neurone avec tous les effets déléteres décrits plus haut.

Pour terminer cette partie de notre discussion relative au glaucome, nous pouvons
dire que la perte des CGR est ’aboutissement de différents processus pathologiques
survenant de mani¢re compartimentée dans la cellule (Whitmore et al., 2005). Ces
changements surviennent en parall¢le et agissent de concert pour aboutir a la mort du
neurone suivant une chronologie précise. Les dendrites sont les premiers a s’atrophier,
ensuite vient la dégénérescence axonale et enfin le corps cellulaire se rétrécie et meurt par
apoptose. Sous cet aspect, le glaucome ressemble a une autre maladie neurodégénérative
caractérisée par des changements spécifiques dans les compartiments somatodendritiques
et axonaux. Il s’agit en ’occurrence de la MA sur lequel nous allons nous appesantir dans

la seconde partie de ce chapitre.
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2.2.  Maladie d’Azheimer : mémoire d’une démence
2.2.1. Définition et épidémiologie

La MA est une démence neurodégénérative décrite pour la premicre fois par
Aloys Alzheimer en 1907 et caractérisée par la présence dans le cerveau de plaques
amyloides et d’enchevétrements neurofibrillaires auxquelles s’ajoutent la dystrophie des
neurones, la perte neuronale, I’astrogliose et des troubles vasculaires. La MA représente
la principale cause de démence avec 50 a 70 % des cas recensés (Winblad et al., 2016).
Parmi les victimes, 95 % manifestent la forme sporadique de la maladie qui survient
apres 1’age de 65 ans tandis que les 5 % restants correspondent & la forme familiale, plus
agressive et qui apparait avant 1’dge de 60 ans (Winblad et al., 2016). Selon une étude
menée aux Etats-Unis sur les personnes du troisiéme age, les décés liés a la MA
représentent environ 32 % de ceux enregistrés en 2010, une proportion qui devrait
atteindre 43 % d’ici 2050 (Weuve et al., 2014). Toujours aux Etats-Unis, il est estimé que
le risque de déces liés a la MA est de 37 % chez les personnes agées (James et al., 2014).
A ce tableau sinistre s’ajoute le fait que la prévalence de la maladie est en croissance
permanente en raison du vieillissement général de la population mondiale. En 2015, prés
de 47 millions de personnes a travers le monde souffraient de démence, et d’apres les
projections de 1’Organisation Mondiale de la Santé, ce chiffre devrait atteindre 75
millions en 2030 et 131 millions en 2050 (Prince et al., 2015). Une fois que la MA
s’installe, le nombre médian d’années de survie chez les personnes agées de 65 ans et
plus se situe entre 3 et 8 années (Larson et al., 2004; Fitzpatrick et al., 2005; Ganguli et
al., 2005; Helzner et al., 2008). Ces chiffres alarmants font de la MA une véritable

calamité en terme de santé des populations.
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2.2.2. Manifestations cliniques et facteurs de risques

Le premier signe clinique indicateur de troubles démentiel est la perte de la
mémoire. Cette perte mnésique qui apparait d’abord dans le cadre de troubles cognitifs
légers est décelable lors d’examens neuropsychologiques dont le MMSE (mini-mental
status examination) ou du MoCa (Montréal Cognitive Assessment). En moyenne un score
inférieur ou égal a 23/30 au MMSE ou 16/30 au MoCa est considéré comme typique de la
MA (Nasreddine et al., 2005). La maladie progresse ensuite avec l’aggravation des
troubles de mémoire qui se manifestent désormais dans le cadre d’un syndrome cognitif
incluant la confusion, la dysphasie, les changements d’humeur, la perte des fonctions
exécutives, et les troubles du comportement. A ce stade le sujet perd toute son autonomie
et dépend entierement de son entourage pour 1’exécution des tiches quotidiennes. Dans
les phases terminales de la maladie, les malades devenus grabataires souffrent
d’incontinence, et la mort est souvent le résultat d’autres comorbidités, plus fréquemment
la pneumonie.

Etant donné que la démence peut avoir plusieurs autres étiologies incluant la
amyloidopathie vasculaire, le diabéte, la maladie de Creutzfeldt—Jakob, et la démence
fronto-temporelle, la seule fagon de diagnostiquer formellement la MA reste encore
I’autopsie du cerveau a la recherche des marqueurs pathognomoniques de la maladie que
sont les plaques séniles et les enchevétrements neurofibrillaires. L’analyse
histopathologique de cerveaux alzheimériens révele également une atrophie de
I’hippocampe, un rétrécissement des circonvolutions corticales, combinés a une
hypertrophie ventriculaire, tous des signes indicateurs d’une importante dégénérescence

neuronale.
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L’age est le plus important facteur de risque de la MA dont les formes
sporadiques ne se rencontrent qu’a partir de 65 ans. Dans ce groupe d’age, la prévalence
de la maladie augmente avec le vieillissement pour atteindre environ 25 % chez les
personnes agées de 85 ans et plus. Un autre facteur de risque, génétique cette fois, est le
polymorphisme pour le géne APOE (Apoenzyme E). Les sujets homozygotes pour
I’isoforme APOE4 ont de 50 a 60 % plus de risque de développer la MA, tandis que
I’hétérozygotie pour I’APOE3 ou APOE4 représente un risque de 20 a 30 % (Genin et al.,
2011). Il existe d’autres facteurs de risques de la MA liés au style de vie parmi lesquels
les troubles cardiovasculaires, le diabéte, I’obésité, le manque d’activité physique, et le

tabagisme (Norton et al., 2014).

2.2.3. Modé¢les animaux de la maladie d’Alzheimer
Compte tenu du role crucial de tau et de I’AP dans la pathophysiologie de la MA,
tous les modeles précliniques de la maladie sont basés sur I’insertion dans le génome
murin de génes codant pour les mutations humaines de ces deux protéines. Un modele de
MA pour étre considéré comme valable doit étre capable de répliquer, autant que faire se
peut, le phénotype histologique et comportemental de la maladie. Ceci inclut la formation

des plaques séniles et des enchevétrements neurofibrillaires, et les troubles cognitifs.

2.2.3.1. Modzéles basés sur la pathologie amyloide
Le développement de modéles génétiques de la MA pris de ’essor lorsqu’il fut
réalisé que toutes les formes héréditaires de la pathologie résultent de mutations dans la

voie de synthése de I’AP. Une stratégie rapidement adoptée fut de reproduire ces
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mutations chez des souris transgéniques, afin de simuler la pathologie Alzheimer. Jusqu’a
nos jours, la majorité des modeles expérimentaux reposent toujours sur 1I’induction d’une
B-amyloidopathie cérébrale. Le premier mode¢le ainsi produit fut le modele hAPP qui
exprime I’ APP humaine portant la mutation suédoise (APPswe) et placée sous le controle
du promoteur neuronal Thy-1 (Hsiao et al., 1996). D’autres lignées hAPP furent par la
suite créées par introduction de I’APP humaine portant cette fois les mutations
hollandaise (E693Q) (Herzig et al., 2004), londonienne (V7171) (Moechars et al., 1999),
ou arctique (E693G) (Knobloch et al., 2007) combinées ou non a la mutation suédoise.
En fonction des modeles utilisés, les plaques séniles apparaissent dans le parenchyme
cérébral entre le 9°™ et le 24°™ mois d’4ge.

Bien que les plaques séniles et les déficits cognitifs soient présents chez les souris
hAPP, il n’est pas possible d’isoler les effets liés a I’activation de la voie
amyloidogénique de ceux provenant de la voie non amyloidogénique. C’est afin de
résoudre cette limite que les modeles doubles transgéniques APP/PS1 ont été mis au
point. Ici les souris expriment a la fois I’APPswe et la PS1 humaine ayant les mutations
AE9, L166P ou A246E (Borchelt et al., 1997; Jankowsky et al., 2001; Radde et al., 2006).
La présence de la PS1 mutée stimule la voie de clivage amyloidogénique de I’APPswe ce
qui promeut la surexpression de 1’AB4,. Chez ces animaux transgéniques, les plaques et

les troubles comportementaux sont visibles dés le 6™

mois. Un autre mod¢le encore plus
agressif est le modele quintuple transgénique (5xTg) dans lequel les souris co-expriment

5 mutations associées a la forme héréditaire de la MA. Il s’agit en I’occurrence pour

I’APP des mutations suédoise, londonienne et de Floride (I716V) et pour la PS1 des
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mutations M146L et L286V. Les souris 5xTg développent des plaques séniles a partir du

4™ mois.

2°™ mois associé a de considérables déficits comportementaux visibles dés le
2.2.3.2. Modzéles basés sur ’amyloidopathie et la tauopathie

Les modeles que nous venons de décrire ne développent pas de pathologie de tau,
alors que ceci représente une caractéristique cardinale de la MA. Certes il existe des
animaux qui surexpriment tau avec d’importants troubles cognitifs, en 1’occurrence les
modeles tau P301L et tau P301S. Cependant, en ’absence de pathologie amyloide ces
animaux ne représentent pas des modeles de MA, mais plutot de tauopathie pure. C’est
dans le souci de modéliser a la fois I’amyloidopathie et la tauopathie dans le cerveau que
le modele triple transgénique (3xTg) a été développé par Oddo et al. Ce modele est
produit par co-expression des mutations dans les transgenes APP (swe), PS1 (M146L) et
tau (P301L) le tout placé sous le contrdle du promoteur Thy-1. Chez ces souris,
I’accumulation de I’Ap commence dans le cortex cérébral dés le 3™ mois et les plaques
séniles sont visibles a partir du 6™ mois. Tau quant & lui commence & s’agréger dans
I’hippocampe & partir du 6™ mois avant de se propager au cortex alors que les
enchevétrements apparaissent dans 1’hippocampe entre le 12°™ -15° mois (Oddo et al.,
2003a; Oddo et al., 2003b).

La réussite d’un modele animal de la MA dépend surtout du choix promoteur
utilisé pour controler I’expression du (des) transgene (s) dans le cerveau. Le promoteur de
PDGF-B (Platelet-Derived Growth Factor B-chain) fut I'un des premiers a étre utilisé a
cet effet, car il permet une expression constitutive du geéne a travers le cerveau. Le

promoteur de la protéine prion est aussi fréquemment utilisé pour réguler 1’expression
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cérébrale d’un gene, en plus il offre I’avantage de stimuler fortement I’expression
génique, et ce jusqu’a 15 fois le niveau basal. Cependant, ces deux promoteurs présentent
I’inconvénient d’étre aussi exprimés, quoique faiblement, dans les cellules non
neuronales incluant les cellules gliales, cardiomyocytes, thymocytes, ce qui limite leur
sélectivité pour les neurones. Le promoteur le plus efficace jusqu’a présent est le
promoteur Thy-1 qui est spécifique aux neurones et qui stimule une forte expression du
géne placé en aval. Ce promoteur offre aussi I'unique qualité de n’étre activé qu’au 7™

jour postnatal, ce qui permet de prévenir tout effet négatif du transgéne durant le

développement (Hall and Roberson, 2012).

2.2.4. Mécanismes pathophysiologiques de la MA
Les progres réalisés ces dernic¢res décennies dans la compréhension de la MA ont
permis a la communauté scientifique d’arriver a un consensus, c’est que les changements
pathologiques a I’origine de la maladie surviennent plusieurs années avant 1’apparition
des premiers troubles cliniques. Malheureusement, on ignore pour I’instant les éléments
déclencheurs de ces anomalies, ce qui explique pourquoi il n’existe actuellement aucun
remede contre I’affection. Néanmoins, une premicre hypothése formulée afin d’expliquer

la physiopathologie de la MA fut celle de la cascade amyloide.

2.2.4.1. Hypothese de la cascade amyloide
L’hypothese de la cascade amyloide stipule que c’est la hausse du niveau d’Af
qui serait a l’origine de la pathologie alzheimérienne. D’aprés cette hypothése,

I’accumulation d’Af altére la transmission synaptique, provoque I’hyperphosphorylation
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et I’accumulation pathologique de tau, déclenche la réponse inflammatoire et le stress
oxydatif ce qui meéne ultimement a la mort neuronale (Hardy et al., 1998; Hardy and
Selkoe, 2002). En d’autres termes, d’aprés ce modele tous les dysfonctionnements de tau
observés dans la MA surviennent en aval de ceux de ’A.

Un argument en faveur de I’hypothese de la cascade amyloide est le fait que les
formes familiales de la MA sont toutes associées a des anomalies génétiques dans la voie
de synthese de I’AP dont les mutations APP, PS1 et PS2 (Citron et al., 1992; De Strooper
et al., 1998; Tanzi and Bertram, 2005; Shimojo et al., 2007). A Pinverse aucune mutation
de tau n’a été identifiée jusqu’ici chez les patients atteints de la MA. Bien au contraire,
lorsque des mutations de tau existent dans le cadre d’autres maladies comme les
démences fronto-temporales on observe la formation d’enchevétrements neurofibrillaires,
mais pas de plaques amyloides. Ces observations suggerent donc que des anomalies dans
le métabolisme d’AP sont suffisantes pour conduire a ’accumulation de tau dans le
cerveau humain, alors que la réciproque n’est pas vraie.

Plusieurs études sur modeles animaux de la MA semblent conforter 1’hypothese
de la cascade amyloide. Chez les souris 3xTg, I’accumulation de I’Ap précede celle de
tau (Oddo et al., 2003a) tandis que la réduction du niveau d’Ap chez ces derniers par
immunothérapie, conduit a I’élimination des agrégats de tau (Oddo et al., 2004). Il
semble donc que lors de la démence, la pathologie amyloide survient avant la tauopathie.
De plus, la délétion de tau chez des souris surexprimant la forme humaine et mutante de
I’APP prévient les troubles cognitifs indiquant ainsi que tau est placé en aval des effets

toxiques de I’AP (Palop et al., 2007; Roberson et al., 2007).
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L’hypothese de la cascade amyloide présente néanmoins de nombreuses failles
qu’il faut soulever. Tout d’abord, il est montré que dans le cerveau I’agrégation
respective de tau et de I’AP se fait dans des régions différentes du cerveau et suivant des
séquences distinctes (Braak and Braak, 1991; Thal et al., 2002); ceci indique que les
processus qui président a 1’agglomération de ces protéines empruntent des chemins
indépendants. En outre 1’analyse du cerveau de sujets humain montre qu’une importante
accumulation d’A peut avoir lieu sans pour autant causer de troubles cognitifs notables ;
ce qui prouve que la seule formation de dépots amyloides ne suffit pas a produire une
démence (Aizenstein et al., 2008a; Villemagne et al., 2011). De plus, contrairement a tau
dont le niveau est fortement corrélé aux déficits cognitifs, la relation entre I’expression de
I’AB et les symptomes cognitifs est plus faible (Herrup, 2015). Enfin, bien que les souris
surexprimant I’APP et/ou la PS1 développent des plaques séniles et des troubles cognitifs
ils ne forment cependant pas d’enchevétrements neurofibrillaires ; preuve que I’existence
d’inclusions d’APB n’implique pas nécessairement 1’agrégation de tau (Trinchese et al.,
2004; Prut et al., 2007). Enfin la plus importante réfutation de la cascade amyloide
découle des essais cliniques au cours desquels plusieurs agents thérapeutiques visant a
I’¢élimination de 1I’Af se sont tous soldés par des échecs cuisants. Ces agents incluent, les
inhibiteurs de la y-sécrétase, les anticorps anti-A, les antiagrégants d’ AP (Karran and De
Strooper, 2016).

Ces contre-arguments ne veulent pas pour autant dire qu’il faille rejeter
completement 1’idée d’une contribution importante de I’AP a la pathophysiologie de la
MA. Un schéma plus conforme aux données cliniques et expérimentales est celle d’une

cascade d’événements ou I’Af et tau agissent indépendamment, mais aussi s’influencent
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mutuellement, pour générer les changements neurotoxiques. Selon 1’hypothése
biphasique récemment proposée, les troubles survenant dans la maladie operent en deux
phases. La pathologie est amorcée durant la phase biochimique, caractérisée par des
changements moléculaires des protéines tau et APB. Ensuite la maladie progresse vers la
phase cellulaire au cours de laquelle la neurotoxicité causée par les anomalies
biochimiques devient apparente et provoque le syndrome démentiel (Figure 10) (De

Strooper and Karran, 2016).

2.2.4.2. La phase biochimique de la maladie d’Alzheimer

Le processus pathologique de la MA est amorcé par 1’apparition d’anomalies
biochimiques de tau et AP qui conduisent a leur dysfonctionnement. Comme nous
I’avons décrit dans le chapitre précédent, ’altération de tau résulte de changements post-
traductionnels (phosphorylation, clivage etc.) qui promeuvent son accumulation dans la
cellule. De méme, la pathologie B-amyloide est la due a des déséquilibres dans le
métabolisme de I’APP qui promeuvent la surproduction dans le parenchyme cérébral de
peptides AP a forte propension a I’auto-assemblage.

Toutefois, ces altérations protéiques ne doivent pas Etre considérées comme
inéluctables, puisque le cerveau peut continuer de fonctionner dans ces conditions
pendant plusieurs années. C’est seulement quand les différents mécanismes de contrdle
de la protéostasie sont incapables de corriger les changements de conformation et de
prévenir la formation d’inclusions protéiques que les anomalies de tau et d’AP deviennent
véritablement problématiques. Lorsque c’est le cas, les modifications structurelles que

subissent tau et AP ainsi que leur oligomérisation/agrégation conférent a ces derniers, par
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perte ou gain de fonction, des propriétés toxiques (décrites dans le chapitre précédent)

dont les effets cumulatifs ménent a la phase cellulaire de la MA (Figure 10).
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Figure 10. Hypothése de la phase biochimique et cellulaire de la MA. Selon
I’hypothése biphasique de la MA, la pathologie est amorcée durant la phase biochimique de la
maladie au cours de laquelle les molécules d’AP et de tau subissent des altérations structurelles et
fonctionnelles. (1) L’hyperactivation de la voie amyloidogénique provoque une accumulation de
différentes espéces d’AP a toxicité variable. (2-4) Ces isoformes d’Ap s’accumulent dans le
parenchyme pour former des oligomeéres puis des plaques séniles tandis que leur clairance est
influencée par le polymorphisme pour 1I’ApoE. (5-7) La phosphorylation et I’acétylation de tau
provoquent son accumulation dans le cytoplasme alors que la glycosylation I’inhibe. (8-9)
L’agrégation de tau promeut la formation d’oligomeéres puis de fibrilles de tau. (10) Les
inclusions de tau et d’Ap se propagent dans le cerveau et déclenchent des effets cytotoxiques
suivant des voies paralleles tout en se renforcant mutuellement. Tous ces changements
engendrent des troubles fonctionnels résultant en la phase cellulaire de la MA. Tiré de Sala

Frigerio and De Strooper (2016).
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2.2.4.3. La phase cellulaire de la maladie d’Alzheimer
La neuropathologie proprement dite se déroule durant la phase cellulaire de la
MA. Cette phase résulte d’une part des effets nocifs que tau et I’AP exercent directement
sur la transmission synaptique. D’autre part I’amoncellent de ces deux protéines dans le
cerveau provoque indirectement la mort neuronale notamment par le biais de la gliose

réactive a I’origine de la neuroinflammation et du stress oxydatif.

a. Perturbations de la transmission synaptique

L’une des premicres manifestations pathologiques de la MA est I’altération de la
transmission synaptique (Jang and Chung, 2016). Il est notamment montré chez les
modeles APP/PS1 et 3xTg que la hausse de 1’expression de I’Af induit des altérations
dans la morphologie et le fonctionnement des synapses (Selkoe, 2002; Coleman and Yao,
2003; Oddo et al., 2003b). L’AP provoque ces effets en réduisant d’une part 1’activité
synaptique excitatrice par le moyen de I’internalisation des récepteurs glutamatergiques
(Snyder et al., 2005; Hsieh et al., 2006) et d’autre part en facilitant la DLT par le biais de
I’activation de la sous-unité NR2A des récepteurs NMDA péri ou extrasynaptiques (Liu
et al., 2004). La combinaison de ces réponses conduit a la baisse de la transmission
synaptique et a la baisse du nombre d’épines dendritiques chez les neurones en question.

Il est montré que I’effet synaptotoxique de I’ AP se fait par le biais de Fyn, étant
donné que sa suppression chez des souris exprimant la mutation suédoise de 1’APP
(hAPP), permet de prévenir les troubles cognitifs (Chin et al., 2005). De maniere
intéressante Fyn interagit aussi avec le domaine de projection de tau. En d’autres termes

Fyn fait le lien entre le peptide AP extracellulaire et la protéine tau intracellulaire. C’est
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dans cette perspective qu’lttner et al., démontrent que tau fait office de médiateur de
I’effet synaptotoxique de I’AP en assurant le ciblage de Fyn vers les dendrites ou ils
pourront phosphoryler la sous-unit¢ NR2B des récepteurs NMDA. Cette phosphorylation
non seulement favorise 1’activation des récepteurs NMDA, mais aussi promeut leur
interaction avec la protéine d’échafaudage PSD-95 de la densité post-synaptique. Ces
effets augmentent la perméabilité des récepteurs au Ca”" suite & I’exposition a I’AB ce qui
promeut I’excitotoxicité (Ittner et al., 2010).

Tau peut aussi exercer des effets synaptotoxiques directement sur les neurones. La
surexpression de tau dans des lignées de culture cellulaire engendre une baisse du nombre
d’épines dendritiques ainsi qu’une réduction de I’expression des marqueurs pré et
postsynaptiques (Thies and Mandelkow, 2007). Par ailleurs les souris transgéniques qui
surexpriment tau présentent une diminution de 1’activité électrique spontanée du réseau
néocortical (Menkes-Caspi et al., 2015).

Vu le role primordial que joue la plasticité synaptique dans le processus de
stockage et de consolidation des souvenirs dans I’hippocampe (Neves et al., 2008), il
n’est pas surprenant que l’altération de la transmission synaptique se fasse tres tot
ressentir dans cette région du cerveau (Oddo et al., 2003b; Palop et al., 2007).
L’existence de ces perturbations synaptiques dans [’hippocampe permet donc de
comprendre pourquoi les troubles de mémoire constituent la toute premic¢re manifestation
clinique de la maladie.

Sur un autre plan, les crises épileptiques fréquemment rencontrées chez les
patients souffrant de la variante génétique de la MA (Noebels, 2011), s’expliquent

désormais lorsqu’on prend en compte les troubles de la plasticité synaptique décrits chez
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les modéles animaux. En effet dans un réseau neuronal donné, I’altération de la
transmission synaptique provoque un déséquilibre entre activités excitatrices et
inhibitrices avec comme risque 1’irruption de décharges électriques erratiques a caractére
épileptique. C’est en 1’occurrence ce qui est observé dans I’hippocampe et le néocortex
des souris transgéniques, lorsqu’on effectue des enregistrements de I’activité corticale par
¢lectroencéphalographie (Palop et al., 2007; Minkeviciene et al., 2009). Sachant que les
crises épileptiques en créant des décharges électriques incontrdlées causent la mort des
neurones par excitotoxicité, on réalise combien leur présence dans les formes familiales

augmente considérablement la sévérité de la MA.

b. La gliose réactive

La gliose réactive est une importante composante de la phase cellulaire de la MA.
Elle résulte de I’activation des astrocytes (astrogliose) et des microglies (microgliose) par
les agrégats d’Ap.

L’astrogliose qui a été identifiée par Aloys Alzheimer comme étant une des
caractéristiques de la pathologie est marquée par 1’hypertrophie et la prolifération des
astrocytes, qui se mettent a surexprimer les filaments intermédiaires GFAP (Glial
Fibrillary Acidic Protein), vimentine et nestine. L’activation chronique des astrocytes
provoque aussi des altérations dans les différents systeémes de controle de 1’homéostasie
extracellulaire. Parmi celles-ci on peut citer la diminution de 1’expression de GLAST et
de la glutamine synthétase, deux protéines requises respectivement pour I’internalisation
et le recyclage du glutamate (Robel and Sontheimer, 2016). A cela s’ajoute la baisse du

transporteur de GABA, de 1’aquaporine-4, et de Kir4.1 qui est le canal de clairance du
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potassium extracellulaire (Robel and Sontheimer, 2016). La perte de 1’homéostasie
extracellulaire consécutive a 1’astrogliose résulte en des troubles de ’excitabilité et de la
conductibilit¢ neuronale. Une autre conséquence de I’hypertrophie astrocytaire est
I’activation de la réponse inflammatoire au cours de laquelle les astrocytes libérent des
cytokines pro-inflammatoires dans le parenchyme cérébral, comme le TNFa et 'IL-1f.

Cependant la sécrétion des agents pro-inflammatoire se fait surtout en réponse a la
I’activation des microglies, les véritables chefs d’orchestre de la réponse
neuroinflammatoire. Une fois rentrées en contact avec les agrégats d’AP ces cellules
changent de phénotype, et de ramifiées deviennent amiboides. Les microglies ainsi
activées produisent des cytokines (TNFa, IL-1p, IL-6) et des chimiokines (CCL3, CCLA4,
CXCL2) qui a leur tour vont activer les autres microglies et astrocytes environnants et les
attirer autour des plaques séniles ; au méme moment la libération prolongée des cytokines
induira I’activation de la voie extrinséque de 1’apoptose dans les neurones avoisinants
(Spangenberg and Green, 2016). Des différentes cytokines libérées par les microglies, la
plus proéminente est I’'IL-1B. En effet ’analyse de cerveau de patients et de modéles
expérimentaux de la MA montre qu’il y a une forte expression d’IL-1p dans les cellules
microgliales entourant les plaques séniles (Griffin et al., 1989; Simard et al., 2006). De
plus, de fortes concentrations d’IL-1f ont été mesurées dans le liquide céphalo-rachidien
de patients atteints de démence (Blum-Degena et al., 1995).

Une fois les microglies activées, elles phagocytent les agrégats d’AB (Simard et
al., 2006). Cependant une fois arrivés dans le cytoplasme, ces agrégats résistent a la
dégradation enzymatique et provoquent au contraire la rupture des lysosomes et la

libération du contenu lysosomal dans le cytosol parmi lesquels la protéase cathepsine B.
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Cette derniere active I’inflammasome, un complexe multiprotéique, qui en stimulant la
caspase-1, catalyse le clivage de la pro-IL-1p en IL-1p (Halle et al., 2008; Masters and
O’Neill, 2011; Saresella et al., 2016). L’activation de I’inflammasome permet donc
d’expliquer pourquoi 1’accumulation de I’ AP cause la sécrétion prépondérante de 1I’IL-1
par les microglies. Il est par ailleurs prouvé que la hausse Ap-dépendante de 1’expression
de TNFa et de ’ARNm des chimiokines CCL3, CCL4 et CXCL2 se fait par le biais de la
voie de signalisation inflammasome/IL-1 (Halle et al., 2008).

Tau contribue aussi a I’activation des microglies puisque les sujets surexprimant
tau manifestent une nette activation microgliale laquelle précéde la formation des
enchevétrements neurofibrillaires (Yoshiyama et al., 2007). En retour la microgliose
réactive promeut 1’hyperphosphorylation et 1’agrégation de tau dans le compartiment
somatodendritique démontrant ainsi que les microglies participent a la pathologie de tau
(Bhaskar et al., 2010).

Le stress oxydatif est une composante non négligeable de la phase cellulaire de la
MA. Outre son effet direct sur la génération de radicaux libres (voir chapitre précédent),
I’AB peut également provoquer le stress oxydatif par ’intermédiaire des cellules gliales.
C’est ainsi que 1’activation des microglies et des astrocytes par I’AB en stimulant la NO-
synthase induit la hausse de la production du NO (Weldon et al., 1998); le NO en oxydant
différentes cibles moléculaires promeut la production de radicaux libres a ’origine du
stress oxydatif. Des expériences in vivo confirment effectivement que la hausse Ap-
dépendante du NO déclenche un considérable stress oxydatif dans le parenchyme

cérébral avec comme conséquence la mort des neurones (Weldon et al., 1998). L’AP
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stimule la synthése de cette molécule pro-oxydante en activant le récepteur membranaire

RAGE ou en induisant la signalisation d’IL-1f (Halle et al., 2008).

2.2.5. Propagation de la MA

Des analyses post-mortem du cerveau de patients montrent que la formation des
enchevétrements neurofibrillaires suit une progression spatiale précise décrite par Heiko
Braak et Eva Braak comme se résumant en 6 étapes, encore appelées stades de Braak.
Dans les stades I et II, les enchevétrements apparaissent dans le cortex transentrorhinal.
De 1a ils se propagent vers le systeme limbique, ou se trouve I’hippocampe, au cours des
stades III et IV. Enfin, les stades finaux V et VI correspondent a la phase de
dissémination des enchevétrements au travers de 1’isocortex (Braak and Braak, 1991).

L’AP se propage aussi a travers le cerveau suivant une séquence distincte qui se
décline en 5 phases. Dans la phase 1, les plaques séniles apparaissent d’abord dans le
néocortex. La phase 2 marque la formation des plaques dans 1’allocortex alors que dans la
phase 3 ces plaques se disséminent jusqu’aux noyaux sous-corticaux. Les phases 4 et 5
correspondent respectivement a 1’accumulation de ’AB dans le tronc cérébral et le
cervelet (Thal et al., 2002).

Le fait que I’agrégation de tau et d’AP se fasse de maniere séquentielle suggere
I’existence d’un mécanisme de propagation de ces protéines a partir d’un foyer initial
suivant un procédé similaire a celui des maladies a prions. Rappelons que dans les
maladies a prion, la protéine prion subit un changement de conformation et acquiert des
propriétés toxiques. Partant d’un foyer pathogéne initial, les prions mal repliées se

propagent a travers le cerveau en induisant la transformation de proche en proche des
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prions normaux en conformeres anormalement repliés et neurotoxiques. En outre,
I’injection dans le cerveau sain de prions isolés d’extraits de cerveaux malades suffit a
transformer les prions endogénes en formes pathologiques et a reproduire la maladie,
démontrant ainsi le caractére infectieux des prionopathies (Soto, 2011).

Afin de déterminer si la propagation de ’AP dans la MA s’effectue suivant un
schéma similaire aux prions, des extraits de cerveaux provenant de patients ont été
injectés dans I’hippocampe de souris et de rats transgéniques exprimant respectivement la
forme sauvage et mutante du géne APP humain. Normalement ces rongeurs ne
développent pas de plaques au courant de leur vie. Cependant, quelques mois apres
I’injection, des agrégats d’AP furent observés dans 1’hippocampe (Morales et al., 2012;
Rosen et al., 2012). Plus important encore, les plaques furent également détectées dans le
cortex cérébral des souris injectées, démontrant ainsi que la pathologie initialement
présente dans I’hippocampe s’est disséminée ver le cortex (Morales et al., 2012). Cette
propagation de la pathologie amyloide nécessite la présence d’ AP anormalement repliés
puisque la suppression ou la dénaturation des peptides AP des homogénats de cerveau
malades prévient la formation des plaques séniles dans le cerveau hote (Meyer-
Luehmann et al., 2006).

De manicre similaire, I’injection dans [I’hippocampe de souris exprimant la
protéine tau humaine normale, d’extraits de cerveau de souris P301S contenant des
enchevétrements neurofibrillaires engendre la formation d’inclusions filamenteuses de
tau. Ces inclusions se propagent ensuite vers les régions plus distales du site d’injection.
Cet effet est spécifique a la protéine tau puisque son immunosuppression des extraits de

cerveau prévient la formation des enchevétrements (Clavaguera et al., 2009). Cette étude
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fut par la suite confirmée le groupe de Kayed qui montre que 1’administration dans
I’hippocampe de souris sauvage, d’oligomeres de tau isolés de cerveau de patients induit
I’agrégation et la propagation de tau. Les souris ainsi traitées présentent une baisse de
drastique de la PLT dans I’hippocampe associée a de séveres troubles de la mémoire
(Lasagna-Reeves et al., 2012). Les équipes de Hyman et Duff en utilisant des approches
différentes, démontrent que I’expression dans le cortex entorhinal de tau P301L conduit
apres quelques mois a la formation d’agrégats non seulement dans le cortex entorhinal,
mais aussi dans le gyrus denté et le cortex cingulaire (de Calignon et al., 2012; Liu et al.,
2012). Ces travaux démontrent de maniere élégante que la propagation de tau se fait de
manicre transsynaptique au travers de réseaux de neurones connectés. Il est intéressant de
souligner que les agrégats de tau observés dans les régions du systéme limbique incluent
la protéine tau murine endogéne ; ce qui signifie que la présence de la protéine mutante
suffit & induire le changement de conformation de la protéine normale, un autre
phénomene évocateur des maladies a prion (de Calignon et al., 2012). Pour que la
propagation puisse avoir lieu, la protéine tau doit nécessairement étre libérée dans le
milieu extracellulaire par des neurones puis internalisée par les neurones cibles. Des
¢tudes montrent effectivement que dans les conditions physiologiques, tau est libéré dans
le milieu extracellulaire suivant une voie de sécrétion non conventionnelle (Chai et al.,
2012; Dujardin et al., 2014). Cette sécrétion de tau est exacerbée dans les conditions
pathologiques, notamment en réponse a I’hyperphosphorylation et au clivage de la
protéine, ou suite a des stress cellulaires tels que la privation en nutriment ou le
dysfonctionnement lysosomal (Plouffe et al., 2012; Simon et al., 2012; Dujardin et al.,

2014; Mohamed et al., 2014). Une fois sécrétée tau est endocytée par les neurones voisins
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et transportée de manicre rétrograde ou antérograde vers les cibles distales (Wu et al.,
2013b). Ces observations expérimentales permettent donc de mieux comprendre
comment s’effectue la propagation de tau entre les différents stages de Braak.

Pris dans I’ensemble ces études démontrent que dans la MA, la propagation de
I’AP et de tau se fait suivant des mécanismes similaires a ceux des maladies a prions. En
revanche lorsqu’on accepte cette hypothése une seconde question vient immédiatement a
I’esprit : est-ce que la MA peut pour autant étre apparentée a une prionopathie ? Pour
répondre a cette question Hyman et ses collégues ont introduit la variante tau P301L dans
le cortex entorhinal de souris knock-out pour la protéine tau endogéne. En ce faisant, ils
ont constaté que tau continue de se propager malgré 1’absence de la protéine endogene
(Wegmann et al., 2015). Ceci démontre que stricto sensu la MA et les tauopathies en
général ne constituent pas des prionopathies puisque le développement d’une pathologie
a prions nécessite que la protéine endogene soit présente afin de subir un changement de
repliement. Néanmoins les mémes auteurs ont observé que la toxicit¢ normalement
causée par I’accumulation de tau est réduite en absence de tau endogéne (Wegmann et al.,
2015). Ceci illustre donc que la pathologie de tau présente des mécanismes neurotoxiques
communs a ceux des prionopathies tels que le stress oxydatif, la réponse inflammatoire,
et la synaptotoxicité. Il serait intéressant de vérifier si ces observations expérimentales

s’appliquent aussi a I’Ap.
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2.3. Glaucome et maladie d’Alzheimer : une pathophysiologie

commune ?

Il existe un large faisceau d’indices qui suggere que le glaucome et la maladie
d’Alzheimer présentent des mécanismes pathologiques communs. Nous allons passer en

revue quelques-uns d’entre eux.

2.3.1. Pathologies alzheimériennes dans la rétine glaucomateuse: une
protéinopathie insolite
Les données ¢épidémiologiques montrent qu’au-dela de 60 ans, et
comparativement a la population générale du méme age, le risque de développer la MA
est plus important chez les patients atteints du glaucome (Helmer et al., 2013; Lin et al.,
2014). Gupta et al. lors d’analyses post-mortem de la rétine humaine ont observé que par
rapport aux controles sains du méme age, il y a une accumulation de tau
hyperphosphorylée dans les rétines glaucomateuses ayant atteint un stade avancé de la
maladie (Gupta et al., 2008). De maniére intéressante, cette hausse n’était pas visible
dans les phases précoces de la maladie, indiquant ainsi que tout comme dans la MA,
I’accumulation de tau dans la rétine est liée a la progression du glaucome. De plus, le
dosage de la protéine tau et de I’AP dans I’humeur vitrée par ELISA montre que durant la
rétinopathie il se produit une nette hausse du niveau de ces deux protéines (Yoneda et al.,
2005).
Par ailleurs, des ¢études sur des rats atteints d’HTO font état d’une accumulation
d’Ap dans la CCG, corrélée a une baisse de 1’expression d’APP (McKinnon et al., 2002;

Guo et al.,, 2007). Il est également montré chez ce méme modele que I’injection
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intraoculaire d’anticorps dirigés contre I’AP prévient la mort des CGR par apoptose
prouvant ainsi que la formation du peptide est neurotoxique (Guo et al., 2007). Il a été
proposé que cet effet neurotoxique d’ AP provienne de I’activation de la caspase-8 et de la
caspase-3. McKinnon et al. démontrent que 1’accumulation de I’AB dans la rétine des
sujets oculohypertensifs est effectivement associée a une activation prononcée des
caspases-3 et 8 dans la CCG (McKinnon et al., 2002). Or il a précédemment été prouve
que dans la MA, I’APB provoque la mort des neurones en activant justement ces deux
caspases (Gschwind and Huber, 1995; Li et al., 1996; Ivins et al., 1999; Stadelmann et
al., 1999). Il apparait donc que la rétine glaucomateuse présente des changements

moléculaires usuellement associés a la pathologie alzheimérienne.

2.3.2. Manifestations glaucomateuses dans la rétine alzheimérienne : quand
I’oubli affecte 1a vue

Les données statistiques collectées chez des ainés institutionnalisés montrent qu’a

age équivalent, la fréquence du glaucome est plus importante chez les sujets atteints de la
MA comparativement a la population générale (Bayer et al., 2002; Tamura et al., 2006).
En d’autres termes, les victimes de la MA sont plus a risque de développer une
pathologie  glaucomateuse. En outre, les examens ophtalmologiques et
neuropsychologiques révelent que les patients alzheimériens présentent de nombreux
déficits visuels, dont la perte partielle du champ visuel et des anomalies visuospatiales
(Lee and Martin, 2004). Par ailleurs I’imagerie du fond de I’ceil atteste que la rétine de
ces derniers présente une diminution de I’épaisseur de la CFN ainsi qu’une plus forte

propension a I’excavation du disque optique ; (Danesh-Meyer et al., 2006) ce qui
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témoigne de la présence d’une neuropathie optique. De maniére surprenante, une
corrélation positive a été décrite entre le degré d’excavation du disque optique et la
sévérité de la démence, suggérant ainsi que la neuropathie optique refléte la progression
de la pathologie (Tsai et al., 1991). L’analyse histologique de la rétine des victimes de la
MA, montre une importante réduction du nombre de somas de CGR dont le cytoplasme
prend un aspect vacuolisé. De méme, ces rétines présentent une dégénérescence marquée
des axones du nerf optique et de la couche de fibres nerveuses (Hinton et al., 1986;
Blanks et al., 1989; Sadun and Bassi, 1990). En accord avec les études humaines, les
modeles animaux surexprimant I’Af ou tau révelent qu’une accumulation marquée de ces
protéines a lieu dans la couche de cellules ganglionnaires (Gasparini et al., 2011; Schon
et al., 2012; Gupta et al., 2016), ceci étant associé a des déficits fonctionnels de la rétine
(Gupta et al., 2016; Mazzaro et al., 2016). Toutes ces anomalies structurelles et
fonctionnelles des CGR observées dans la rétine de sujets souffrant de la MA ne sont pas

sans rappeler celles du glaucome.
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2.4. Problématique, hypothese et objectifs de la thése

2.4.1. Problématique de la thése
Nous venons de voir que les CGR de sujets glaucomateux manifestent des changements
moléculaires spécifiques a la MA. Réciproquement, les CGR des victimes de la MA
présentent des anomalies fonctionnelles et structurelles rappelant celles du glaucome.
Malgré le fait que le glaucome et la MA ont probablement des étiologies différentes, il
semble qu’il existe une cause commune qui sous-tend la perte des CGR a la fois dans le
glaucome et la MA. La question qui se pose est donc la suivante : quel est ce mystérieux

agent faisant le lien pathologique entre le glaucome et la MA dans la rétine ?

2.4.2. Hypothése de recherche
Vu le rdle clé que joue la protéine tau dans le maintien de la fonction et de la structure
des neurones, et compte tenu de son importance comme médiateur de la toxicité d’Ap,

nous défendons la thése selon laquelle la dégradation de la protéostasie de tau est la cause

commune de dégénérescence des CGR dans le glaucome et la MA. Plus spécifiquement

notre hypothése de recherche est la suivante : l’altération de la protéine tau provoque

des déficits fonctionnels qui résultent en la perte des CGR.

2.4.3. Objectifs de la thése
Afin de tester notre hypothése nous avons étudié¢ in vivo les dysfonctionnements que tau
peut éventuellement subir dans divers contextes pathologiques et nous avons évalué leurs

effets sur les CGR. Pour cela deux paradigmes de neurodégénérescence ont ét¢ utilisés a
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savoir le glaucome et MA. Dans chacune de ces pathologies, nos objectifs spécifiques de
recherche étaient les suivants :
1) Etudier I’expression protéique et génique de tau dans la rétine.
2) Caractériser les modifications post-traductionnelles de tau (phosphorylation,
changement de conformation, oligomérisation).
3) Etablir la distribution cellulaire de tau dans la rétine.
4) Déterminer si les altérations de tau affectent le fonctionnement et la survie des

neurones rétiniens.

2.4.4. Méthodologie expérimentale
L’¢étude du lien entre la pathologie de tau et la survie des CGR que nous avons
mené dans cette thése s’articule autour de deux approches expérimentales différentes,
mais complémentaires. La premiére approche vise a étudier des altérations de tau dans la
rétine de sujets glaucomateux ainsi que leurs effets sur la survie des CGR tandis la
seconde consiste a identifier les altérations de tau dans la rétine de sujets alzheimériens

ainsi que les conséquences sur le fonctionnement et la survie des CGR.

i)  Neurodégénérescence glaucomateuse. Dans la premicre étude, nous avons utilisé

un modele de rat d’HTO (modéle de Morrison) qui est un modele préclinique du
glaucome tres bien caractérisé. Ce modele offre 1’avantage d’offrir une hausse soutenue
de la pression intraoculaire résultant en une perte progressive et spécifique du soma et des
axones des CGR. Nous avons collecté¢ la rétine et le nerf optique 3 semaines apres

induction du glaucome afin d’analyser I’expression de la protéine de le ARNm de tau, ses
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modifications post-traductionnelles incluant sa phosphorylation et son oligomérisation,
et sa distribution cellulaire en utilisant les techniques de western blot, RT-PCR, et
immunohistochimie. Afin de déterminer la neurotoxicité de tau, nous avons réduit
I’expression de tau dans la rétine glaucomateuse via des ARN d’interférences (short
interference RNA, siRNA) et nous avons évalué la survie des CGR par quantification des

somas dans la rétine et de leurs axones dans le nerf optique.

ii) Neurodégénérescence alzheimérienne : La seconde étude fait appel au le

modele 3xTg de la MA. Dans ce modele, le tissu cérébral offre la particularité de
présenter a la fois la pathologie amyloide et la tauopathie lesquelles suivent une évolution
spatiotemporelle trés bien caractérisée. Utilisant ce modele nous avons prélevé la rétine et
le nerf optique de sujets agés de 3 et 6 mois; chez lesquels nous avons étudié
I’expression de tau au niveau de la protéine et ’ARNm, ses modifications post-
traductionnelles (phosphorylation et changement de conformation) et sa distribution
cellulaire par western blot, RT-PCR, et immunohistochimie. Ensuite, nous avons analysé
le fonctionnement des CGR par la mesure du transport axonal antérograde et nous avons
évalué la survie des CGR par quantification de la densité des somas des CGR dans la
rétine enticre.

Les résultats de ces deux approches expérimentales constituent 1’objet des deux articles
ci-dessous lesquels seront présentés respectivement dans les chapitres III et IV.

1) Tau accumulation, altered phosphorylation, and missorting promote

neurodegeneration in glaucoma. Marius Chiasseu, Jorge Luis Cueva Vargas, Laurie

Destroismaisons, Christine Vande Velde, Nicole Leclerc, Adriana Di Polo. Journal of

Neuroscience. 2016 May 25 ;36(21) : 5785-98. doi : 10.1523/JINEUROSCI.3986-15.2016
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2) Tau accumulation in the retina of a murine model of Alzheimer’s disease
precedes brain pathology and promotes retinal ganglion cell dysfunction. Marius
Chiasseu, Luis Alarcon-Martinez, Florence Dotigny, Laurie Destroismaisons, Christine
Vande Velde, Adriana Di Polo. Manuscript ready for submission to Molecular

Neurodegeneration.
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3.1. ABSTRACT

Glaucoma, the leading cause of irreversible blindness worldwide, is characterized
by the selective death of retinal ganglion cells (RGCs). Ocular hypertension is the most
significant known risk factor for developing the disease, but the mechanism by which
elevated pressure damages RGCs is currently unknown. The axonal-enriched
microtubule-associated protein tau is a key mediator of neurotoxicity in Alzheimer’s
disease and other tauopathies. Using a well characterized in vivo rat glaucoma model, we
show an age-related increase in endogenous retinal tau that was markedly exacerbated by
ocular hypertension. Early alterations in tau phosphorylation, characterized by epitope-
dependent hyper- and hypophosphorylation, correlated with the appearance of tau
oligomers in glaucomatous retinas. Our data demonstrate the mislocalization of tau in the
somatodendritic compartment of RGCs subjected to high intraocular pressure. In contrast,
tau was depleted from RGC axons in the optic nerve of glaucomatous eyes. Importantly,
intraocular administration of short interference RNA against tau effectively reduced
retinal tau accumulation and promoted robust survival of RGC soma and axons,
supporting a critical role for tau alterations in ocular hypertension-induced neuronal
damage. Our study reveals that glaucoma displays signature pathological features of
tauopathies including tau accumulation, altered phosphorylation and missorting; and
identifies tau as a novel target to counter RGC neurodegeneration in glaucoma and

prevalent optic neuropathies.
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3.2. INTRODUCTION

Retinal ganglion cells (RGCs) are prototypical CNS neurons with somatodendritic
compartments localized in the innermost part of the retina and axons organized as
bundles forming the optic nerve. RGCs are the sole neurons that convey information from
the retina to the brain; therefore their structural and functional integrity is critical for
vision. RGC death is the cause of visual deficits in prevalent optic neuropathies including
glaucoma, the leading cause of irreversible blindness worldwide (Tham et al., 2014).
During glaucoma, axons in the optic nerve head are injured leading to progressive RGC
neurodegeneration (Calkins, 2012; Nickells et al., 2012). High intraocular pressure is the
most significant known risk factor for developing the disease (Sit, 2014; Doucette et al.,
2015), but the mechanism by which elevated pressure promotes RGC damage is currently
unknown. A better understanding of the neurodegenerative processes triggered by ocular
hypertension is, therefore, essential to develop effective therapeutics for glaucoma.

It is increasingly recognized that glaucoma shares a number of pathological
features with Alzheimer’s disease (AD), the most common cognitive disorder. AD is
characterized by two neuropathological lesions: senile plaques composed of amyloid beta
(AB) peptides, and neurofibrillary tangles made of insoluble aggregated tau, a
microtubule-associated protein enriched in the axon (Binder et al., 1985; Drubin and
Kirschner, 1986; Kosik and Finch, 1987). Substantial visual deficits are found in
individuals affected by AD including a preferential loss of RGCs, which may account for
the impaired contrast sensitivity and motion perception often observed in these patients
(Hinton et al., 1986; Blanks et al., 1989; Katz and Rimmer, 1989; Jackson and Owsley,

2003; Lee and Martin, 2004b). Likewise, there is a high occurrence of glaucoma in
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subjects with AD, and A and hyperphosphorylated tau have been detected in ocular or
cerebrospinal fluid samples from glaucoma patients (Yoneda et al., 2005; Gupta et al.,
2008; Nucci et al., 2011)

Recent work supports the idea that neuronal loss in AD and glaucoma is mediated
by common neurodegenerative pathways. For example, AB accumulation has been
observed in experimental glaucoma (McKinnon et al., 2002; Goldblum et al., 2007;
Kipfer-Kauer et al., 2010; Ito et al., 2012), and blockade of the AR pathway reduced RGC
loss (Guo et al., 2007; Salt et al., 2014). It is increasingly recognized that tau is a key
mediator of AB toxicity (Rapoport et al., 2002; Santacruz et al., 2005; Roberson et al.,
2007). Recently, transgenic mice carrying the human P301S tau mutant have been shown
to contain tau aggregates in the retina (Schon et al., 2012), notably in RGCs (Gasparini et
al., 2011), which was correlated with impaired anterograde and retrograde axonal
transport as well as increased susceptibility to excitotoxic damage (Bull et al., 2012).
These findings suggest an association between tau aggregation and RGC dysfunction.
However, tau mutant models have several limitations including differences in exogenous
tau expression compared to endogenous tau in disease (Noble et al., 2010). As such, the
role of endogenous tau in RGC damage and whether it contributes to neuronal death in
glaucoma is currently unknown.

To address this question, we used a well characterized rat model of ocular
hypertension glaucoma that results in selective loss of RGC soma and axons. Our data
demonstrate that high intraocular pressure leads to a rapid increase in retinal tau with
altered phosphorylation profile and the formation of tau oligomers. Tau accumulation

was primarily observed in RGC dendrites, while tau in RGC axons within the optic nerve
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markedly decreased. Importantly, tau knockdown using a targeted siRNA led to striking
protection of RGC soma and axons from hypertension-induced damage. Our study
identifies novel and substantial alterations of endogenous tau protein in experimental
glaucoma, which are consistent with cardinal features of a tauopathy including abnormal

subcellular distribution, altered phosphorylation profile and neurotoxicity.

3.3. MATERIALS AND METHODS

3.3.1. Experimental animals
All procedures were performed in male Brown Norway rats aged 2 months (160-
200 gr) or 8 months (300-400 gr) (Charles River Laboratories International, Inc., St-
Constant, QC) in compliance with the guidelines of the Canadian Council on Animal
Care for the Use of Experimental Animals (http://www.ccac.ca). Tau knockout mice
(strain Mapt-tm1[EGFP]KIt/J) were purchased (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME)
and maintained in our animal facility until needed. The number of animals used in each

experiment is indicated in the corresponding figure legend and table.

3.3.2. Induction of ocular hypertension
Unilateral elevation of intraocular pressure was induced by injection of hypertonic
saline solution into an episcleral vein as previously described (Morrison et al., 1997;
Almasieh et al., 2010). Briefly, a plastic ring was applied to the ocular equator to confine
the injection to the limbal plexus and a microneedle was used to inject 50 ul of sterile
1.85 M NaCl through an episcleral vein. Following injection, the plastic ring was

removed and the eyes were examined to assess the extent to which the saline solution
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traversed the limbal microvasculature. Polysporin ophthalmic ointment (Pfizer Canada
Inc., Kirkland, QC) was applied to the operated eye and the animal was allowed to
recover. Eye pressure measurements were taken from awake animals after corneal
application of one drop of proparacaine hydrochloride (0.5%, Alcon Laboratories, Inc.,
Fort Worth, TX) using a calibrated tonometer (TonoPen XL; Medtronic Solan,
Jacksonville, FL). The tonometer was held perpendicular to the corneal surface and ten
consecutive readings per eye were taken and averaged. Intraocular pressure was
measured every other day, at the same time, for the entire duration of the experiment. The
mean and peak (maximum) intraocular pressure values for each eye were calculated and

used to estimate the mean and peak pressure for experimental and control groups.

3.3.3. Western blot analyses

Whole retinas were isolated and homogenized in ice-cold lysis buffer: 50 mM
Tris pH 7.4, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 5 mM Na fluoride, 0.25% Na
deoxycholate and 2 mM NaVOj; supplemented with protease and phosphatase inhibitors.
Protein homogenates were centrifuged at 18,000 g for 5 min, and the supernatants were
removed and resedimented to yield soluble extracts. Samples in Laemmli buffer were
boiled for 5 min (except for visualization of tau oligomers), resolved in 7.5% SDS
polyacrylamide gels, and transferred to nitrocellulose membranes (Bio-Rad Life Science,
Mississauga, ON). Blots were incubated in SuperBlock T20 blocking solution
(ThermoScientific, Ottawa, ON) for 1 hr at room temperature, followed by overnight
incubation at 4°C with each of the following primary antibodies: total tau (K9JA, 1

pg/ml, Dako North America, Carpinteria, CA), phospho-tau S396-S404 (PHF1, 1:100,
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gift of P. Davies, Albert Einstein College of Medicine, NY), phospho-tau S199 (PS199, 1
pg/ml, Invitrogen, Burlington, ON), phospho-tau S202-T205 (AT8, 0.8 pg/ml,
ThermoScientific), oligomeric tau (T22, 1:200, gift of R. Kayed, University of Texas,
TX), or B-actin (0.5 pg/ml, Sigma-Aldrich, Oakville, ON). Membranes were washed and
incubated in peroxidase-linked anti-mouse or anti-rabbit secondary antibodies (0.5 pg/ml,
GE Healthcare, Mississauga, ON). Blots were developed with a chemiluminescence
reagent (ECL, Amersham Biosciences) and exposed to X-OMAT imaging film (Eastman
Kodak, Rochester, NY). Densitometry was performed using ImageJ software on scanned
autoradiographic films obtained from at least three independent western blots each

carried out using retinal samples from different groups.

3.3.4. Retina and optic nerve immunohistochemistry

Animals were perfused with 4% paraformaldehyde and the eyes and optic nerves
were rapidly dissected. Tissue was embedded in optimal cutting temperature compound
(Tissue-Tek, Miles Laboratories, Elkhart, IN), and retinal (16 pm) or optic nerve (12 pm)
cryosections were collected onto gelatin-coated slides as described (Pernet and Di Polo,
2006; Wilson et al., 2013). Some eyes were embedded in paraffin for generation of thin
retinal cross sections (4 um) using a microtome (Leica Biosystems, Nussloch, Germany).
The following primary antibodies were added to retinal or optic nerve sections in
blocking solution and incubated overnight at 4°C as described (Planel et al., 2004;
Wilson et al., 2014): total tau (K9JA, 2-10 pg/ml, Dako), total tau (Tau 46, 1:1000, New
England Biolabs, Whitby, ON), choline acetyltransferase (ChAT, 1 pug/ml, Millipore,

Billerica, MA), calbindin (1:1000, Swant, Marly, Switzerland), protein kinase C alpha
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(PKCa, 3 pg/ml, Enzo Life Science, Farmingdale, NY), neurofilament H (NF-H, 10
pg/ml, Sternberger Monoclonals, MD, USA), and/or tubulin isoform BIII (TUJI, 2.5
pg/ml, Sigma-Aldrich). Sections were washed and incubated with secondary antibodies:
donkey anti-rabbit or anti-mouse Alexa Fluor 594 and 488 (2 pg/ml, Life Technologies,
Eugene, OR). Fluorescent labeling was observed using a Zeiss Axioskop 2 Plus
microscope (Carl Zeiss, Canada) or a confocal microscope (Leica Microsystems Inc.,

Concord, ON).

3.3.5. Reverse transcription and quantitative real time PCR (qPCR)

Total RNA was isolated from individual retinas using the RNEasy Mini kit
(Qiagen Inc., Valencia, CA). cDNAs were generated from 1 pg of total RNA using the
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Real-time PCR was
performed using TagMan probes and primers against rat pan-tau (Cat# Rn01495715), rat
big tau (Cat# Rn01495711), and 18S ribosomal RNA as control (Cat# 4308329) (Applied
Biosystems, Waltham, MA). Amplification was performed using the 7900HT Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) with the following cycle conditions: 95°C for
15 sec, 60°C for 1 min, 72°C for 1 min. Reactions were run in triplicates for each sample

and the 2*Ct formula was used for the calculation of differential gene expression.

3.3.6. Short interfering RNA (siRNA)
siRNA sequences against tau (siTau) were purchased from Dharmacon (ON-
TARGET plus Smartpool, Thermo Scientific, Lafayette, CO) (sense strands): i) 5’-

GCAUGUGACUCAAGCUCGA-3’, i1) 5>~ AGUUAGGGACGAUGCGGUA-3’, ii1) 5°-
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GAUAG AGUCCAGUCGAAGA-3’, and iv) 5-GGACAGGAAAUGACGAGAA-3".
An siRNA against green fluorescent protein (siGFP) was used as control. Each siRNA
(2 pg/pl, total volume: 5 pl) was injected into the vitreous chamber using a Hamilton
syringe fitted with a 32-gauge glass microneedle. The sclera was exposed and the tip of
the needle inserted into the superior ocular hemisphere at a 45° angle through the sclera
and retina into the vitreous space using a posterior approach. This route of administration
avoids injury to the iris or lens, which can promote RGC survival (Mansour-Robaey et
al., 1994; Leon et al., 2000). After the injection, the needle was left in the eye for 1 min
to allow the solution to diffuse into the vitreous chamber and to prevent backflow.
Surgical glue (Indermill, Tyco Health Care, Mansfield, MA, USA) was immediately

applied to seal the injection site.

3.3.7. Quantification of RGC soma and axons

Quantification of RGC soma and axons was performed in duplicate by an
observer masked to the experimental conditions. Rats were euthanized by transcardial
perfusion with 4% PFA and retinas were dissected out and fixed for an additional 15 min.
Brn3a immunodetection on whole-mounted retinas was performed as described (Nadal-
Nicolas et al., 2009). Briefly, whole retinas were permeabilized in PBS containing 0.5%
Triton X-100 (Fisher, Waltham, MA) by freezing them at -80°C for 15 min, rinsed and
incubated overnight at 4°C with goat-anti-Brn3a (C-20, 0.27 pg/ml, Santa Cruz
Biotechnologies, Santa Cruz, CA) in blocking buffer (PBS, 2% normal donkey serum,
2% Triton X-100). Retinas were washed and incubated for 2 hrs at room temperature

with Alexa Fluor donkey anti-goat IgG (1 pg/ml, Jackson ImmunoResearch Laboratories
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Inc.). Retinas were then rinsed, mounted vitreal side up, and covered with anti-fade
solution (SlowFade, Molecular Probes, Eugene, OR). Brn3a-labeled neurons were
counted within three square areas at distances of 1, 2 and 3 mm from the rat optic disc in
each of the four retinal quadrants for a total of twelve retinal areas. Fluorescent staining
was examined with a Zeiss Axioskop 2 Plus microscope (Carl Zeiss Canada). Images
were captured with a CCD video camera (Retiga, Qimaging, Burnaby, BC) and analyzed
with Northern Eclipse software (Empix Imaging, Mississauga, ON).

For axon counts, animals received a transcardial injection of heparin (1000 u/kg)
and sodium nitroprusside (10 mg/kg) followed by perfusion with 2% PFA and 2.5%
glutaraldehyde in 0.1 M PBS. Optic nerves were dissected, fixed in 2% osmium
tetroxide, and embedded in epon resin. Semi-thin sections (0.7 pum) were cut on a
microtome (Reichert, Vienna, Austria) and stained with 1% toluidine blue. Images were
acquired using an oil-immersion 63X objective (numerical aperture: 1.4). RGC axons
were counted at 1 mm from the optic nerve head in five non-overlapping areas of each
optic nerve section, encompassing a total area of 5,500 um” per nerve. The five optic
nerve areas analyzed included: one in the center of the nerve, two peripheral dorsal and
two peripheral ventral regions. The total area per optic nerve cross-section was measured
using Northern Eclipse image analysis software (Empix Imaging, Toronto, ON), and this

value was used to estimate the total number of axons per optic nerve.

3.3.8. Statistical analyses
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Data analysis and statistics were performed using GraphPad Instat software
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA) by a one-way analysis of variance (ANOVA),

followed by a Bonferroni post hoc test, or by a Student’s ¢ test as indicated in the legends.

3.4. RESULTS

3.4.1. Age modulates the expression and phosphorylation profile of retinal
tau

Glaucoma, like AD, is an age-related neurodegenerative disorder (Leske et al.,
2003). Tau is a highly soluble, natively unfolded protein with an expression profile that
varies with age (Maeda et al., 2006; Morawe et al., 2012). Therefore, we first asked
whether age influences the levels of endogenous retinal tau. For this purpose, retinal
protein samples from 2-month-old and 8-month-old rats without any ocular injury (intact)
were compared. Eight-month-old animals were selected because this is the typical age of
retired breeder Brown Norway rats used to develop the ocular hypertension model
employed in this study (Morrison et al., 1997; Almasieh et al.,, 2010). Western blot
analysis of soluble retinal extracts using an antibody against total tau (K9JA), which
recognizes the C-terminus microtubule binding region irrespective of its phosphorylation
state (Biernat et al., 2002; Plouffe et al., 2012), demonstrated the presence of three
predominant tau isoforms of 50-kDa, 55-kDa and 100-kDa (Fig. 1A). Densitometric
analysis showed a 1.7-fold and 2.8-fold increase in the 50-kDa and 100-kDa tau variants,
respectively, in samples from 8-month-old compared to younger animals, while no
significant change was detected for the 55-kDa form (Fig. 1B). To validate the specificity

of the total tau antibody K9JA, retinas from wild-type (Tau+/+) and tau deficient (Tau-/-)
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mice were analyzed. All tau isoforms were observed in Tau+/+ mouse retinas, whereas
no signal was detected in Tau -/- murine retinal samples confirming that K9JA selectively
recognizes tau (Fig. 1C, D).

Next, we examined whether aging affected tau phosphorylation using antibodies
that selectively recognize the phospho-tau epitopes PHF1 (Ser396, Ser404), PS199
(Ser199), and ATS8 (Ser202, Thr205) (Otvos et al., 1994; Petry et al., 2014). These
epitopes were selected because they are located in distinct domains of the tau protein and
are readily recognized by highly specific antibodies (Petry et al., 2014). Visualization of
blots probed with PHF1 and PS199 revealed an age-dependent increase in
phosphorylation at these sites (Fig. 1E, F). However, densitometric analysis of phospho-
tau signals with respect to total tau, which increased with age, revealed a relative
decrease in tau phosphorylation at epitopes recognized by PHF1 (50-kDa, 100-kDa) and
PS199 (50-kDa) in 8-month-old retinal samples (Fig. 1H, I). No significant changes were
detected with AT8 (Fig. 1G, J). Collectively, these data indicate that the level of retinal
tau protein increases with age and undergoes alterations in its phosphorylation profile. To
exclude any confounding effect of age, all subsequent experiments were performed using

age-matched controls.

3.4.2. Ocular hypertension promotes retinal tau upregulation and epitope-
dependent changes in phosphorylation

Unilateral ocular hypertension was induced in 8-month-old Brown Norway rats

by a single injection of hypertonic saline into an episcleral vein as described (Morrison et

al., 1997; Almasieh et al., 2010; Cueva Vargas et al., 2015). This procedure leads to
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blockade of aqueous humor outflow, gradual increase of eye pressure and selective loss
of RGC soma and axons. Using this model system, we first asked whether there are
variations in endogenous tau levels following glaucoma induction. Our analysis focused
on events at 3 weeks after saline injection because increased intraocular pressure is stable
at this time point, and neuronal degeneration has started but it is not yet overt as in later
stages of the disease (Cueva Vargas et al., 2015). Figure 2A shows the intraocular
pressure for individual animals over the 3-week period. A mean increase of 38 mm Hg in
glaucomatous eyes was observed compared to 22 mm Hg in non-injured intact eyes, well
within the range of pressure increase reported in this model (Almasieh et al., 2013; Cueva
Vargas et al., 2015; Morrison et al., 2015).

Western blot analysis showed a substantial increase of tau in retinas with high
intraocular pressure compared to intact controls (Fig. 2B). Densitometry demonstrated a
3.2-fold, 3.4-fold and 4.9-fold increase in the 50-kDa, 55-kDa and 100-kDa bands,
respectively (Fig. 2C). Real-time qPCR analysis was performed using primers that
recognize all tau forms (pan-tau) and big tau, a high molecular weight isoform (110 kDa)
that has been detected in the peripheral nervous system, spinal cord and retina (Oblinger
et al., 1991; Goedert et al., 1992; Boyne et al., 1995). No changes in tau mRNA levels
were detected in glaucomatous retinas compared to controls (Fig. 2D), suggesting that tau
protein upregulation is not the result of increased gene expression.

Marked changes in retinal tau phosphorylation on epitopes PHF1 and PS199 were
observed in ocular hypertensive eyes (Fig. 2E, F). Densitometric analysis of phospho-tau
signals relative to total tau showed that all forms of tau underwent increased

phosphorylation on S396 and S404 residues recognized by PHF1 in glaucomatous retinas
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compared to intact controls (Fig. 2H). In contrast, reduced phosphorylation of S199 was
detected relative to total tau (Fig. 2I). Changes in S202 and Thr205 phosphorylation
using AT8 were not statistically significant (Fig. 2G, J). These results demonstrate that
ocular hypertension increases the levels of retinal tau protein and, intriguingly, alters its
phosphorylation  profile towards epitope-dependent hyperphosphorylation or

hypophosphorylation.

3.4.3. Altered phosphorylation drives tau accumulation and oligomerization
in glaucomatous retinas

Accumulating evidence indicates that tau oligomers, an intermediate species
between native tau monomers and aggregated tau found in neurofibrillary tangles, are
highly toxic and promote neuronal deficits and death (Gerson and Kayed, 2013). Thus,
we asked whether the increase in the 100-kDa tau form observed in glaucomatous retinas
was the result of dimerization of 50/55-kDa tau monomers. Analysis of 100-kDa/total tau
versus total tau demonstrated a positive correlation between the levels of the 50-kDa
species and accumulation of the 100-kDa form (Fig. 3A). In contrast, no significant
correlation was observed between the levels of the 55 kDa and 100 kDa tau species (Fig.
3B), suggesting that the 55-kDa form does not contribute to tau dimerization. Abnormal
phosphorylation of tau monomers has been shown to promote accumulation and,
ultimately, oligomerization (Sahara et al., 2007; Tepper et al., 2014). Therefore, we also
analyzed the correlation between phosphorylated tau/total tau versus total tau in
glaucomatous retinas (Fig. 3C-F). Phosphorylation on the PHF1 epitope (5396, S404)

correlated positively with 50-kDa tau accumulation (Fig. 3C), while no significant
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correlation was found for 55-kDa tau (Fig. 3D). A negative correlation was found
between S199 phosphorylation on 50-kDa and 55-kDa tau and total protein level (Fig.
3E, F), suggesting that loss of phosphorylation at this residue favors accumulation and
subsequent oligomerization.

To further investigate whether ocular hypertension leads to retinal tau
oligomerization, we performed western blot analysis of retinal samples under non-
denaturing conditions using T22, an antibody that selectively recognizes tau oligomers at
the exclusion of monomers (Lasagna-Reeves et al., 2010; Lasagna-Reeves et al., 2012).
Our data show a marked increase in T22-positive 100-kDa tau (Fig. 3G, H) supporting
the possibility that this tau form results from oligomerization of monomeric 50/55-kDa
tau. In addition, a new 250-kDa tau species was detected with T22 in hypertensive retinas
(Fig. 3G, H), suggesting that tau monomers can aggregate to form larger multimeric
complexes. Together, these data suggest that altered phosphorylation and accumulation of

monomers promote tau oligomerization in glaucoma.

3.44. Tau accumulates in the RGC somatodendritic compartment in
glaucoma
To establish the cellular localization of tau, we first performed
immunohistochemical analysis using antibodies against total tau. Low levels of
endogenous tau, primarily in the synaptic outer and inner plexiform layers (IPL, OPL),
were detected in control non-injured retinas (Fig. 4A). In glaucomatous retinas, tau
protein levels increased substantially (Fig. 4B), confirming our biochemical findings.

Marked tau increase was observed in the IPL, where RGC dendrites are located, with
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modest increase in the ganglion cell layer (GCL), the location of RGC soma (Fig. 4B). In
addition to RGCs, displaced amacrine cells and astrocytes populate the GCL (Perry,
1981), hence we performed experiments using an antibody against tubulin isoform BIII
(TUJ1), which selectively labels RGC soma and dendrites in the retina (Cui et al., 2003;
Yin et al., 2003). Co-labeling of glaucomatous retinas with K9JA and TUJ1 demonstrated
tau increase in RGC soma and dendrites (Fig 4C-E). Confocal microscopy analysis
validated tau protein expression in TUJ1-positive RGCs, both in the cytoplasm and in
dendritic branches (Fig. 4F-H). Some tau-positive cells were also detected in the inner
nuclear layer (INL) and were identified as horizontal cells, as previously described in
human glaucomatous retinas (Gupta et al., 2008), ChAT-positive amacrine cells (Fig.
4L-N), and PKCa-positive bipolar cells (Fig. 40—Q). We conclude that tau protein
accumulates in glaucomatous retinas, most notably in the somatodendritic compartment

of RGCs.

3.4.5. Tau is markedly downregulated in optic nerve RGC axons in
glaucoma

In physiological conditions, tau protein is predominantly localized to axons with

only low levels found in the cytoplasm and dendrites (Migheli et al., 1988). In AD, tau
detaches from axonal microtubules and accumulates in the somatodendritic compartment
of affected neurons . RGC axons have been identified as a major site of injury in
glaucoma; therefore, we examined tau expression in the optic nerve at 3 weeks after
induction of ocular hypertension. In control normotensive eyes, tau was enriched in RGC

axons visualized with the axonal marker neurofilament-H (NF-H) (Fig. 5A-F). In
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contrast, optic nerves from glaucomatous eyes displayed a striking reduction in tau
protein (Fig. 5G). Although many RGC axons are lost at 3 weeks of ocular hypertension,
low tau levels could not be solely attributed to axonal death because co-labeling with NF-
H established that RGC axons were still abundant at this time point (Fig. SH, I). Indeed,
confocal microscopy analysis of fascicular axon bundles confirmed intense NF-H
labeling in axons that lacked or had very low levels of tau (Fig. 5J-L), indicating a
striking loss of tau in surviving axons. Consistent with this, western blot analysis of optic
nerve homogenates showed a substantial decrease in total tau; most notably the 50-kDa
and 55-kDa forms, in nerves from glaucomatous eyes compared to intact controls (Fig.
5M, N). To investigate the presence of tau in intraretinal, non-myelinated RGC axons,
immunolabeling of whole-mounted retinas with tau and NF-H antibodies was performed.
Our results show low levels of tau in RGC intraretinal axons of naive retinas which
increased visibly with ocular hypertension (Fig. 50-T). Collectively, these results
indicate that tau is markedly reduced in RGC axons within the optic nerve, while it
accumulates in the RGC somatodendritic compartment and in intraretinal axons,

suggesting abnormalities in tau transport and/or localization in glaucoma.

3.4.6. Selective tau knockdown promotes survival of RGC soma and axons
To establish whether alterations in tau mediate loss of RGCs in glaucoma, we
sought to reduce tau expression by using short interfering RNA (siRNA) followed by
analysis of RGC survival. First, we assessed the ability of a targeted siRNA against tau
(siTau) to reduce retinal tau protein levels. We previously demonstrated that siRNA

delivered by intravitreal injection is rapidly taken up by RGCs (Wilson et al., 2013;
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Wilson et al., 2014; Morquette et al., 2015). Western blot analysis of retinal homogenates
from eyes that received siTau one week after induction of ocular hypertension showed a
significant reduction in Tau protein, most notably the 50-kDa and 100-kDa forms, while
a control siRNA against green fluorescent protein (siGFP) had no effect (Fig. 6A, B).
Immunohistochemistry of glaucomatous retinas confirmed that tau downregulation
occurred primarily in the IPL and GCL following siTau administration, while no change
was observed with control siGFP (Fig. 6C, D). Next, we investigated whether siRNA-
mediated tau knockdown resulted in RGC rescue. For this purpose, siTau was injected
intraocularly at 1 and 2 weeks after induction of ocular hypertension, and RGC survival
was evaluated a week later (3 weeks after injury onset). Cell soma and axon
quantification was performed blinded to treatment. Flat-mounted retinas from eyes
treated with siTau showed higher densities of cells labeled with Brn3a, a RGC-specific
marker (Nadal-Nicolés et al., 2009), compared to retinas treated with control siGFP (Fig.
7A-C). Quantitative analysis demonstrated that siTau promoted significant RGC survival
(92%: 1966 + 39 RGCs/mm?* mean + S.E.M., N=10) with respect to eyes that received
siGFP (75% : 1599 + 40 RGCs/mm?, N=9) (ANOVA, p<0.05) (Fig. 7G, Table 1).

A hallmark of glaucoma is the degeneration of RGC axons in the optic nerve
posterior to the lamina cribrosa; therefore, we also investigated the capacity of siTau to
protect axons. Analysis of optic nerve cross-sections showed a substantially larger
number of RGC axon fibers with normal morphology in siTau-treated eyes compared to
siGFP-treated controls (Fig. 7D-F). The latter displayed extensive axon degeneration
including disarray of fascicular organization and degradation of myelin sheaths.

Quantitative analysis confirmed that siTau promoted marked protection of RGC axons
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(78%: 79701 + 4606 axons/nerve, mean + S.E.M., N=6) compared to control siRNA
treatment (57% : 58083 + 6246 axons/nerve, N=6) (ANOVA, p< 0.05) (Fig. 7H, Table
1). Intraocular injection of siTau in naive eyes following the same regimen used for
glaucomatous eyes did not alter the density of RGC soma or axons (Fig. 7G, H)
suggesting that tau downregulation does not affect RGC survival in physiological
conditions over the 3-week period studied. The mean pressure elevation among siTau-
treated and siGFP-treated groups was similar (siTau : 34.7 £ 3.1 mm Hg ; siGFP : 34.6 +
1.7 mm Hg), thus ruling out pressure reduction by siTau as the cause of neuroprotection.
In summary, our results demonstrate that attenuation of retinal tau levels protects both
RGC soma and axons from ocular hypertension-induced damage, suggesting a prominent

pathological role of tau in glaucomatous RGC death.

3.5. DISCUSSION

Data presented here using a well characterized rat glaucoma model reveal that
dysregulation of endogenous tau plays a significant role in RGC neurodegeneration. First,
we demonstrate that tau accumulates with age and ocular hypertension, and undergoes
epitope-dependent changes in phosphorylation. Second, we show that tau accumulation
drives the formation of oligomers in the glaucomatous retina. Third, our data indicate that
tau build up in RGCs occurs primarily in dendrites, whereas it is nearly depleted from
RGC axons. Lastly, our results demonstrate that tau knockdown promotes robust RGC
survival supporting a critical role for tau alterations in ocular hypertension-induced

neuronal damage. Collectively, this study reveals that ocular hypertension glaucoma
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displays signature pathological features of tauopathies including tau accumulation,
altered phosphorylation and missorting leading to neurodegeneration.

Tau protein binds to and stabilizes microtubules; therefore it plays a crucial role
in the maintenance and function of axons. The expression of the tau gene (MAPT) is
intricately regulated by alternative splicing to generate multiple isoforms, six of which
have been identified in the adult human brain (Andreadis, 2005; Caillet-Boudin et al.,
2015). Tau splicing depends on developmental stage, tissue type, and species. In the adult
rat retina, we detected three predominant tau forms weighing 50 kDa, 55 kDa and 100
kDa. Our data show that retinal tau levels increase with age, which is consistent with tau
accumulation in the retinas of elderly individuals (Leger et al., 2011). Age is a major risk
factor for developing AD and glaucoma, and age-dependent progression of tau pathology,
including behavioral phenotypes and memory deficits, are found in most tauopathies
(Ghoshal et al., 2002; Ashe and Zahs, 2010). Therefore, the accumulation of retinal tau
with age may enhance neuronal susceptibility to stress-related damage in glaucoma.

Our data show a marked increase in all retinal tau species accompanied by
changes in phosphorylation in glaucomatous eyes compared to age-matched controls.
Intriguingly, we found that while tau residues S396 and S404 were hyperphosphorylated,
there was a net decrease in phospho-S199 relative to total tau levels. Phosphorylation is a
critical post-translational modification of tau during development and in pathological
conditions (Hanger et al., 2009). Inclusions of highly phosphorylated tau are found in
most tauopathies including AD and correlate with severity of disease (Augustinack et al.,
2002a; Sergeant et al., 2008). Specifically, phosphorylation on residues S396 and S404

has been described in the brains of tauopathy patients and are known to impair
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microtubule binding and facilitate tau aggregation (Fontaine et al., 2015). Although S199
phosphorylation is also found in tauopathies and promotes tau accumulation (Hanger et
al., 2009), we report relative loss of S199 phosphorylation in experimental glaucoma.
Accumulating evidence indicate that some stress signals, including oxidative stress,
excitotoxicity and starvation, do not induce hyperphosphorylation but rather
hypophosphorylation of tau (Davis et al., 1997; Kuszczyk et al., 2009; Mohamed et al.,
2014). Furthermore, tau dephosphorylation has been reported following ischemia,
hypoxia and glucose deprivation in in vivo models and in human brain tissue
(Shackelford and Nelson, 1996; Burkhart et al., 1998; Shackelford and Yeh, 1998;
Mailliot et al., 2000). Our findings indicate that ocular hypertension-induced changes in
tau phosphorylation are complex and epitope-specific, and suggest that both tau hyper-
and hypo-phosphorylation might regulate neurodegenerative changes.

Tau neurofibrillary tangles have been historically considered a hallmark of
tauopathies, however, accumulating evidence indicates that they are not the most toxic
tau species. For example, neuronal loss occurs prior to neurofibrillary tangle formation in
AD (Goémez-Isla et al., 1997; Vogt et al., 1998; Terry, 2000; van de Nes et al., 2008), and
synaptic dysfunction, cell death and behavioral deficits in tauopathy models occur in the
absence of tangles (Wittmann et al., 2001; Santacruz et al., 2005; Spires et al., 2006;
Yoshiyama et al., 2007). Tau oligomers, an intermediate species between tau monomers
and neurofibrillary tangles, are highly toxic and have emerged as crucial agents in the
onset and propagation of disease (Maeda et al., 2006; Patterson et al., 2011c; Lasagna-
Reeves et al., 2012; Gerson et al., 2014). Our data demonstrate a correlation between tau

monomer increase and accumulation of 100-kDa tau. This could not be attributed to
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transcriptional upregulation of big tau, a 110-kDa isoform found in retinal and peripheral
neurons (Boyne et al., 1995), because there was no change in mRNA levels in
glaucomatous versus control eyes. Furthermore, higher molecular weight tau multimeric
complexes (250-kDa) were only detected in ocular hypertensive retinas. These findings
suggest that endogenous retinal tau monomers are converted to oligomers in glaucoma,
which can be potentially toxic to susceptible RGCs.

In AD and other tauopathies, abnormal tau localization to compartments other
than the axon, including soma, dendrites and spines, strongly correlates with neuronal
loss and cognitive decline (Zempel and Mandelkow, 2014). We demonstrate robust tau
accumulation in RGC dendrites and intraretinal axons in experimental glaucoma. Gene
expression in the GCL is rapidly altered following intraocular pressure elevation in rats
(Guo et al., 2011), hence a simple explanation would be that ocular hypertension
upregulates retinal tau gene transcription. However, lack of changes in tau mRNA levels
rules out transcriptional regulation as a mechanism for tau accumulation in glaucomatous
retinas. Impaired axonal transport along RGCs, with early anterograde transport deficits,
has been well documented in animal models and in human glaucoma (Crish et al., 2010;
Fahy et al., 2015). Since tau protein is sorted from RGC soma to axons (Scholz and
Mandelkow., 2014), anterograde transport impairment can potentially result in tau
accumulation in RGC dendrites. Missorted tau in dendrites has been shown to target the
postsynaptic protein Fyn and consequently increase AB-mediated excitotoxicity in mice
(Ittner et al., 2010; Roberson et al., 2011). Microtubule breakdown accompanied by spine
and mitochondrial loss occurs in dendrites invaded by missorted tau, a process mediated

by the microtubule-severing enzyme spastin (Lacroix et al., 2010; Zempel et al., 2013).
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Of interest, emerging data indicate that ocular hypertension or acute optic nerve damage
triggers rapid dendritic pathology in RGCs, which can lead to synaptic rearrangements,
functional deficits and death (Agostinone and Di Polo, 2015). Future work is needed to
establish whether tau accumulation in RGC dendrites is linked to dendritic pathology and
neuronal death in glaucoma.

The increase of tau in other retinal layers together with our finding that there is no
change in retinal tau mRNA allow us to put forward the mechanistic hypothesis that tau
accumulates in non-RGC cells by trans-synaptic spreading. Indeed, tau protein can spread
along anatomically connected neurons, from one cell to another, presumably though
synaptic release and uptake at neighboring synapses (Liu et al., 2012; Pooler et al., 2013).
In Alzheimer’s disease, tau propagates in a stereotypical manner from the entorhinal
cortex to the hippocampus and neocortex by neuron-to-neuron spreading of tau
aggregates (Clavaguera et al., 2015). Accruing evidence supports the notion that other
retinal neurons are affected in glaucoma and undergo some form of dysfunction. High
intraocular pressure alters retinal function before irreversible structural damage in the
optic nerve occurs, suggesting early synaptic defects in inner retinal neurons (Frankfort et
al., 2013; Pang et al., 2015). Other studies have demonstrated alterations in outer retinal
neurons in experimental glaucoma (Fernandez-Sénchez et al., 2014; Ortin-Martinez et al.,
2015; Vidal-Sanz et al., 2015). It will be of interest to experimentally test the mechanism
of tau accumulation in other retinal neurons and, more importantly, to ascertain whether
this affects retinal function and RGC susceptibility in glaucoma.

We also report marked depletion of tau from RGC axons in glaucoma. Loss of

axonal tau could not be solely ascribed to axon death because a significant number of
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axons in the optic nerve were devoid of tau despite their well-preserved structure. As tau
protein moves along RGC axons in physiological conditions (Scholz and Mandelkow,
2014), impaired anterograde transport may account for some loss of axonal tau.
Alternatively, changes in tau phosphorylation might reduce its affinity for axonal
microtubules and increase it for dendritic microtubules, as shown in cultured spinal cord
neurons (Kanai and Hirokawa, 1995). Our observation that tau accumulates in the retina
at the expense of tau in axons without gene expression changes suggests that increased
retinal tau protein might be axonally-derived. Loss of tau leads to destabilization and
breakdown of the axonal microtubule network, disruption of axonal transport, and
potentially neuronal death (Feinstein and Wilson, 2005; Levy et al., 2005). Thus, it is
possible that the loss of tau in RGC axons reported here compromises axonal stability and
function thus contributing to neurodegeneration.

To test whether tau accumulation in the retina is toxic for RGCs, we used siRNA
administered intraocularly to reduce tau levels in glaucomatous eyes. This siRNA-based
strategy was chosen based on the capacity to selectively attenuate tau, without completely
inhibiting it, and our observation that siRNAs are readily taken up by RGCs when
injected into the vitreous space (Ahmed et al., 2011; Wilson and Di Polo, 2012;
Morquette et al., 2015). The reason for the apparent preference of intravitreally delivered
siRNA for RGCs is unclear, but it may result from the strategic position of these neurons,
directly exposed to the vitreous humor, thus allowing rapid siRNA uptake. The onset of
siRNA treatment at one week after induction of ocular hypertension was selected to more
closely model a common clinical situation in which people with glaucoma do not

experience noticeable symptoms and do not seek medical help until vision loss has
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begun, a time when there is already tangible RGC death (Quigley, 2011). Our data show
that administration of siTau successfully reduced retinal tau levels and promoted robust
RGC soma and axon survival in glaucomatous eyes. The observation that siTau
effectively rescued RGCs, without altering intraocular pressure, provides strong proof-of-
principle for a detrimental gain-of-function role of tau in glaucoma. The altered pattern of
tau phosphorylation we report here suggests a potential contribution in the formation of
tau oligomers and RGC death. Therefore, by reducing the total amount of retinal tau
protein available for phosphorylation siTau is likely to attenuate tau aggregation and
neuronal death. Of interest, although this siRNA approach only decreased tau levels in
the retina, we observed substantial survival of both RGC soma and axons. The decrease
of tau burden in the retina appears to have a widespread beneficial effect on the overall
health of RGCs leading to improvements in axonal transport and functionality. Previous
studies have demonstrated the benefits of modulating tau levels and activity by kinase
inhibitors and phosphatase activators, immunotherapies, inhibitors of protein aggregation
and microtubule-stabilizing agents (Himmelstein et al., 2012). The use of siRNA is now
added to the arsenal of strategies to limit the toxic effects of tau while re-establishing
cellular homeostasis.

In summary, our data demonstrate a number of important alterations in
endogenous tau induced by ocular hypertension including phosphorylation,
oligomerization and accumulation in RGC dendrites. These pathological changes
contribute to neurodegeneration because reducing tau burden promoted substantial
protection of RGC soma and axons from glaucomatous damage. These results reveal that

glaucoma shares key common features with tauopathies, and identify tau as a novel
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therapeutic target to potentially counter RGC neurodegeneration in glaucoma and other

optic neuropathies
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3.7. FIGURES

FIGURE 1. Age modulates the expression and phosphorylation profile of retinal
tau.

A, Representative Western blots of soluble retinal extracts from 2- and 8-month-old
Brown Norway rats probed with an antibody against total tau (K9JA) demonstrated the
presence of three predominant tau isoforms of 50, 55, and 100 kDa. B, Densitometric
analysis showed a 1.7-fold and 2.8-fold increase in the 50 and 100 kDa tau variants,
respectively, in samples from 8-month-old animals (N = 6) compared with younger
animals (N = 3 ; Student's t test, *p < 0.05). C, D, All tau isoforms were observed in
Tau+/+ mouse retinas (N = 3), whereas no signal was detected in Tau —/— murine retinal
samples (N = 3), validating the specificity of the antibody. E-J, Analysis of phospho-
specific tau epitopes demonstrated age-dependent changes in phosphorylation with PHF1
(Ser396, Ser404) and PS199 (Ser199), while no change was detected with ATS8 (Ser202,
Thr205 ; 8 month-old, N = 6 ; 2 month-old, N = 3 ; Student's t test, *p < 0.05). Vertical

lines represent nonconsecutive samples from the same gel.

FIGURE 2. Ocular hypertension promotes retinal tau upregulation and epitope-
dependent changes in phosphorylation.

A, Intraocular pressure (IOP) measurements for individual rats during a 3 week period
following injection of hypertonic saline solution into an episcleral vein (Intact, N = 10;
OHT, N = 14). B, Western blot analysis showed a substantial increase in all tau isoforms
in retinas with OHT compared with Intact controls. Two examples of retinas with OHT

are shown, using different samples and exposure times, to better demonstrate the
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independent increase of the 50 and 55 kDa bands. C, Densitometry demonstrated a 3.2-
fold, 3.4-fold, and 4.9-fold increase in the 50, 55, and 100 kDa bands, respectively, in
glaucomatous retinas compared with Intact controls (OHT, N = 10; Intact, N = 6;
Student's t test, *p < 0.05, ***p < 0.001). D, Real-time qPCR analysis demonstrated no
significant change in retinal tau gene expression (OHT, N = 6 ; Intact, N = 6). E-G,
Western blot analysis of phospho-specific epitopes revealed alterations in tau
phosphorylation at PHF1 and PS199, while no change was detected at AT8. H-J,
Densitometric analysis demonstrated a significant increase in phosphorylation on S396
and S404 (PHF1), accompanied by reduced phosphorylation on S199 (PS199) relative to
total tau, while no change was detected on AT8 (OHT, N = 9— 10/group ; Intact, N =6 ;
Student's t test, *p < 0.05, **p < 0.01). Vertical lines represent nonconsecutive samples

from the same gel.

FIGURE 3. Altered phosphorylation drives tau accumulation and oligomerization
in glaucomatous retinas.

A, Pearson correlation analysis of 100 kDa/total tau vs total tau demonstrated a positive
association between the levels of the 50 kDa species and the 100 kDa/50 kDa ratio. B, No
significant correlation was observed between the levels of the 55 kDa species and the 100
kDa/55 kDa ratio. C, D, Analysis of phosphorylated tau/total tau vs total tau showed that
phosphorylation of the PHF1 epitope (S396, S404) correlated positively with 50 kDa tau
accumulation, while no significant correlation was found for 55 kDa tau. E, F, A negative
correlation was found between S199 phosphorylation on 50 and 55 kDa tau and their

levels. R, correlation coefficient. N = 9/group. G, H, Western blot analysis of retinal
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extracts in nondenaturing conditions using T22, an antibody that recognizes tau
oligomers, confirmed the appearance of tau oligomeric complexes in glaucomatous
retinas (OHT, N = 5 ; Intact, N = 3 ; Student's t test, *p < 0.05, ***p < 0.001). Vertical

lines represent nonconsecutive samples from the same gel.

FIGURE 4. Tau accumulates in the RGC somatodendritic compartment in
glaucoma.

A, B, Retinal immunohistochemistry using antibodies against total tau (K9JA) revealed
marked tau upregulation in glaucomatous eyes compared with Intact controls. C-E,
Colabeling of hypertensive retinas with total tau and TUJ1, an RGC-specific marker,
demonstrated tau upregulation in RGC soma in the GCL and dendrites in the IPL. F-H,
Confocal microscopy analysis validated tau protein expression in RGC somas and
dendrites (arrowhead). I-Q, In the INL, cells expressing tau were identified as calbindin-
positive horizontal cells, ChAT-positive amacrine cells, and PKCa-positive bipolar cells
(white arrowheads). Scale bars : A—E, 25 ym ; F-H, 5 pym ; [-Q, 12.5 um. ONL, Outer

nuclear layer

FIGURE 5. Tau is downregulated in optic nerve RGC axons in glaucoma.

A-F, Tau is abundantly expressed in RGC axons, visualized with the axonal-enriched
marker NF-H, in control normotensive eyes. G-L, In contrast, optic nerves with OHT
displayed a striking reduction in tau protein expression. Tau downregulation was not due
to axonal loss because colabeling with NF-H confirmed that RGC axons were still

abundant at this time point. Scale bars : A-C, G-I, 25 um; D-F, J-L, 5 um. M, N,
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Western blot analysis of optic nerve homogenates showed a substantial decrease in total
tau in nerves from glaucomatous eyes compared with Intact controls. OHT, N = 3 ; Intact,
N = 3 ; Student's t test, *p < 0.05. Vertical lines represent nonconsecutive samples from
the same gel. O—T, Immunolabeling of whole-mounted retinas with tau and NF-H
antibodies shows low levels of tau in RGC intraretinal axons of naive retinas that

increased markedly with OHT. Scale bars : O-T, 25 um.

FIGURE 6. Intravitreal delivery of siRNA against tau downregulates retinal tau
protein levels.

A, B, Western blot analysis of retinal homogenates from eyes that received siRNA at 1
week after the induction of OHT. Eyes injected with siTau showed a significant reduction
in tau protein, while a control siGFP had no effect (siGFP, N = 4; siTau, N = 3; Student's
t test, *p < 0.05). Vertical lines represent nonconsecutive samples from the same gel. C,
D, Results of immunohistochemistry of glaucomatous retinas confirmed that tau
downregulation occurred primarily in the IPL and GCL following siTau administration.
No change was observed with control siGFP. Scale bars, 25 um. ONL, Outer nuclear

layer.

FIGURE 7. Selective tau knockdown promotes RGC survival.

A-C, Flat-mounted retinas from eyes treated with siTau displayed higher RGC densities,
visualized with the RGC-specific marker Brn3a, compared with control retinas treated
with vehicle at 3 weeks after OHT. Scale bars, 25 um. D-F, Optic nerves from siTau-

treated eyes contained more RGC axon fibers with normal morphology, visualized in
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Toluidine Blue-stained cross sections, compared with control eyes. Scale bars, 5 um. G,
H, Quantitative analysis confirmed that siTau (black bars) promoted significant survival
of RGC somas (N = 10) and axons (N = 6) compared with control eyes treated with
siGFP (gray bars ; somas, N =9 ; axons, N = 6). The densities of RGC somas and axons
in Intact, nonglaucomatous Brown Norway rat retinas are shown as reference (white
bars ; 100 % survival, N = 6). Intraocular injection of siTau did not significantly alter the
density of RGC somas or axons in naive animals (light gray bars, N = 4). Values are
expressed as the mean £ SEM. Overall ANOVA for RGC somas, p < 0.001 ; Bonferroni
post hoc test, nontreated Intact vs Intact + siTau, p > 0.05 ; nontreated Intact vs OHT +
siGFP, ***p < 0.001 ; OHT + siGFP vs OHT + siTau, ***p < 0.001. Overall ANOVA
for RGC axons, p < 0.001 ; Bonferroni post hoc test, nontreated Intact vs Intact + siTau, p
> 0.05 ; nontreated Intact vs OHT + siGFP, ***p < 0.001 ; OHT + siGFP vs OHT +

siTau, *p < 0.05. n.s., Not significant.
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3.8. TABLE

Table 1. Role of Tau on RGC survival in glaucoma

RGC soma/mm?2

RGC axons/optic nerve

Mean+ SEM. %

Treatment N Mean + S.E.M. %
Intact 6 2,127 + 81 100 102,783 £3,623 100
Intact + Anti-Tau 4 2,013 £ 60 95 95,418 £ 3,557 93
siRNA
Anti-GFPsiRNA = 9 1,599 + 40 75 58,083 +6,246 57
Anti-Tau siRNA 92

10 | 1,966 +39

79,701 4,606 | 78

TABLE 1. Tau knockdown promotes RGC soma and axon survival. Values are

expressed as mean = S.E.M. Intact, non-treated, non-injured control retinas or optic

nerves are used as reference (100 %).
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4.1. ABSTRACT

Background

Tau is an axonal-enriched protein that binds to and stabilizes microtubules, thus playing a crucial
role in the maintenance and function of neurons. In Alzheimer’s disease and other tauopathies,
abnormal tau phosphorylation and missorting strongly correlates with neuronal loss and
cognitive decline. Substantial visual deficits are found in individuals affected by Alzheimer’s
disease including a preferential loss of retinal ganglion cells (RGCs), neurons with long
projecting axons that convey visual information from the retina to the brain. However, the
molecular mechanisms that underlie visual deficits in Alzheimer’s disease are poorly understood.
Here, we characterize major pathological alterations in the retina and visual pathways associated
with neuronal dysfunction in a murine model of Alzheimer’s disease.

Results

Our data demonstrate an age-related increase in endogenous retinal tau characterized by epitope-
specific hyper- and hypo-phosphorylation in PSIM146V, APPSWE, TauP301L mutant mice
(3xTg). Retinal tau accumulation was observed as early as three months of age, prior to the onset
of behavioural deficits, and preceded tau aggregation in the brain. Intriguingly, tau accumulation
was primarily observed in RGC dendrites and intraretinal axons, while tau in optic nerve axons
was virtually depleted. More importantly, tau phosphorylation changes and missorting resulted in
substantial defects in anterograde axonal transport and age-dependent RGC neurodegeneration.
Conclusions

This study reveals early and profound alterations in retinal tau associated with neuronal
dysfunction and suggests a prominent role for pathological tau in visual deficits in Alzheimer’s

disease.
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4.2. BACKGROUND

Tau, a member of the microtubule-associated protein family, plays a crucial role in many
neurodegenerative diseases including Alzheimer’s disease (AD), corticobasal dementia,
frontotemporal lobar degeneration, progressive supranuclear palsy, and glaucoma (Delacourte
and Defossez, 1986; Grundke-Igbal et al., 1986; Cairns et al., 2007; Chiasseu et al., 2016). These
disorders share similar features including abnormal tau phosphorylation (Drewes et al., 1995;
Kimura et al., 1996; Mailliot et al., 1998), protein aggregation (Alonso et al., 1996; Mailliot et
al., 1998), neurofibrillary tangle formation (Braak and Braak, 1995; Feany et al., 1996), and
neurotoxicity (Stamer et al., 2002; Kraemer et al., 2003; Oddo et al., 2003b; Chiasseu et al.,
2016). Tau dysfunction has been well described in AD, the principal cause of dementia
worldwide (Ballatore et al., 2007b; Gendreau and Hall, 2013), and occurs several decades before
the appearance of cognitive deficits (Morsch et al., 1999; Carrillo et al., 2013). At present, little
is known about the early sequence of events leading to tau pathology in AD, highlighting the
need to elucidate the interplay of molecular and cellular changes during the pre-symptomatic
stages of the disease.

The retina is an integral part of the central nervous system (CNS) and has long been
considered a window to the brain. The signal produced by light-sensitive photoreceptors is
transmitted to bipolar cells and then to retinal ganglion cells (RGCs), which send information via
their axons in the optic nerve to visual centers in the brain (Masland, 2012). As an integral part
of the CNS, it is no surprise that the retina is affected by the same neurodegenerative processes
that disturb brain function (Javaid et al., 2016). Indeed, substantial visual deficits including
impaired contrast sensitivity, reduced visual acuity and abnormal motion perception are found in

AD patients, and these correlate tightly with the severity of cognitive and behavioural defects
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(Hinton et al., 1986; Blanks et al., 1989; Katz and Rimmer, 1989; Uhlmann et al., 1991; Cronin-
Golomb, 1995; Cronin-Golomb et al., 1995; Mendola et al., 1995; Rizzo et al., 2000; Jackson
and Owsley, 2003; Lee and Martin, 2004; Cronin-Golomb et al., 2007). Morphological and
functional impairments have also been described in the retina of individuals suffering from AD
including preferential RGC loss and thinning of the retinal nerve fiber layer (Blanks et al.,
1996b; Blanks et al., 1996a; Paquet et al., 2007; Kesler et al., 2011) , abnormal electroretinogram
response (Parisi et al., 2001), and reduced blood flow (Cheung et al., 2014; Williams et al.,
2015).

Similar to the brain, tau inclusions and amyloid beta (A[]) deposition have been
described in the retina of AD patients and in animal models of the disease (Ning et al., 2008; Liu
et al.,, 2009; Gasparini et al., 2011; Schon et al., 2012; Gupta et al., 2016) . Transgenic mice
carrying the human P301S tau mutation contain tau aggregates in the retina (Schon et al., 2012),
and display RGC functional deficits, increased susceptibility to excitotoxic damage, and altered
neurotrophic factor signaling (Bull et al., 2012; Mazzaro et al., 2016) . We recently reported key
pathological changes of endogenous tau in glaucoma, an optic neuropathy characterized by
selective RGC death and the leading cause of irreversible blindness globally (Chiasseu et al.,
2016). Ocular hypertension, a major risk factor in glaucoma, triggered substantial tau changes
reminiscent of AD including abnormal phosphorylation, missorting, and neurotoxicity (Chiasseu
et al., 2016). Collectively, these findings suggest an association between tau alterations and
retinal dysfunction, notably linked to RGC damage.

At present, a detailed characterization of the biochemical changes and cellular
distribution of endogenous retinal tau and its impact on RGC function and survival during the

early presymptomatic and prodromal stages of AD is lacking. To address this, we used the triple
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transgenic AD mouse model carrying the human PS1M146V, APPSWE, TauP301L mutations
(3xTg), which closely recapitulates cardinal features of the disease including the formation of AB
plaques and neurofibrillary tangles (Oddo et al., 2003b). Our data demonstrate that as early as
three months of age and prior to the onset of behavioural deficits, abnormally phosphorylated tau
accumulates in the retina of 3xTg mice preceding its aggregation in the brain. Tau accumulation
was primarily observed in RGC dendrites and intraretinal axons, while tau in optic nerve axons
was markedly reduced. Importantly, tau phosphorylation and missorting resulted in striking
defects in anterograde axonal transport and age-dependent RGC neurodegeneration. Our study
identifies novel alterations of endogenous retinal tau protein and neuronal dysfunction in the
early stages of AD, thus offering the possibility of exploiting tau changes for early detection of

disease susceptibility and onset.

4.3. METHODS

4.3.1. Experimental animals

The 3xTg mice bearing the human mutations PS1y146v, APPswe, Taupsoir (Oddo et al.,
2003a), tau knockout mice (strain Mapt-tm1[EGFP]KIt/J), and their littermate controls were
purchased from the Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME) and maintained in our animal facility
until needed. Experiments were performed using 3 or 6 month-old female mice because they
exhibit a more severe disease phenotype than their age-matched male counterparts (Carroll et al.,
2010). All procedures were performed in compliance with the guidelines of the University of
Montreal and the CRCHUM, and the Canadian Council on Animal Care for the Use of
Experimental Animals (http://www.ccac.ca). The number of animals used in each experiment is

indicated in the corresponding figure legend.
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4.3.2. Western blot analyses

Whole retinas were isolated and homogenized in ice-cold lysis buffer: 50 mM Tris pH 7.4,
1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 5 mM Na fluoride, 0.25% Na deoxycholate and 2 mM
NaVO; supplemented with protease and phosphatase inhibitors. Protein homogenates were
centrifuged at 18,000 g for 5 min, and the supernatants were removed and resedimented to yield
soluble extracts. Samples in Laemmli buffer were boiled for 5 min, resolved in 4-15% SDS
polyacrylamide gradient gels, and transferred onto nitrocellulose membranes (Bio-Rad Life
Science, Mississauga, ON). Blots were incubated in blocking solution (10 mM Tris pH 8.0, 150
mM NaCl, 0.1% Tween-20 and 5% milk) (ThermoFisher Scientific, Ottawa, ON) for 1 hr at
room temperature, followed by overnight incubation at 4°C with each of the following primary
antibodies: total tau (K9JA, 1 pg/ml, Dako North America, Carpinteria, CA), phospho-tau S396-
S404 (PHF1, 1:100, gift of P. Davies, Albert Einstein College of Medicine, NY), phospho-tau
S199 (PS199, 1 pg/ml, Invitrogen, Burlington, ON), phospho-tau S202-T205 (AT8, 0.8 pg/ml,
ThermoFisher Scientific), misfolded tau (MC-1 and ALZ-50, 1:100, gift of P. Davies, Albert
Einstein College of Medicine, NY), or B-actin (0.5 pg/ml, Sigma-Aldrich, Oakville, ON).
Membranes were washed and incubated in peroxidase-linked donkey anti-mouse or donkey anti-
rabbit antibodies (0.5 pg/ml, GE Healthcare, Mississauga, ON). Blots were developed with a
chemiluminescence reagent (ECL, Amersham Biosciences, Arlington Heights, IL) and exposed
to X-OMAT imaging film (Eastman Kodak, Rochester, NY). Densitometry was performed using
Imagel software on scanned autoradiographic films obtained from at least three independent

western blots each carried out using retinal samples from different groups.
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4.3.3. Retina and optic nerve immunohistochemistry

Animals were perfused with 4% paraformaldehyde and the eyes and optic nerves were
rapidly dissected. Tissue was embedded in optimal cutting temperature compound (Tissue-Tek,
Miles Laboratories, Elkhart, IN), and retinal (16 um) or optic nerve (12 um) cryosections were
collected onto gelatin-coated slides as described (Pernet and Di Polo, 2006; Wilson et al., 2013).
The following primary antibodies were added to retinal or optic nerve sections in blocking
solution and incubated overnight at 4°C as described (Planel et al., 2004; Wilson et al., 2014):
total tau (K9JA, 2 pg/ml, Dako), tubulin isoform BII (TUJ1, 2.5 pg/ml; Sigma Aldrich), or
neurofilament H (NF-H, 20 pg/ml, Sternberger Monoclonals, Baltimore, MD). For whole-
mounted retinas, tissue was permeabilized overnight at 4 °C in blocking solution, rinsed and
incubated for 5 days at 4 °C in the following primary antibodies: total tau (K9JA, 2 pg/ml,
Dako), RNA-binding protein with multiple splicing (RBPMS, 0.01 pg/ml, PhosphoSolutions,
Aurora, CO), or NF-H (20 pg/ml, Sternberger Monoclonals). Sections or whole retinas were
washed and incubated with secondary antibodies: donkey anti-rabbit or anti-mouse Alexa Fluor
594 and 488 (2 ng/ml, Life Technologies, Eugene, OR). Fluorescent labeling was observed using

the Leica TCS-SP5 confocal microscope (Leica Microsystems Inc., Concord, ON, Canada).

4.3.4. Reverse transcription and quantitative real time PCR (qPCR)

Total RNA was isolated from individual retinas using the RNEasy Mini kit (Qiagen Inc.,
Valencia, CA). cDNAs were generated from 1 pg of total RNA using the QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Real-time PCR was performed using TagMan
probes and primers that target exon 5, expressed by all tau isoforms (pan-tau, catalog #

Rn01495715), exon 4a specific to big tau (catalog #Rn01495711), or 18S ribosomal RNA as
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control (catalog #4308329) (Applied Biosystems, Waltham, MA). Amplification was performed
using the 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) with the following cycle
conditions: 95°C for 15 sec, 60°C for 1 min, 72°C for 1 min. Reactions were run in triplicates for

each sample and the 2"**Ct formula was used for the calculation of differential gene expression.

4.3.5. Axonal transport measurement

Anterograde axonal transport was assessed by injection of cholera toxin § subunit (CTp)
conjugated to Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Life Technologies) as described previously
(Crish et al., 2010; Cueva Vargas et al., 2016). CTp is a reliable marker of active transport and
has been consistently used to assess RGC anterograde transport to the superior colliculus
(Angelucci et al., 1996; Aviles-Trigueros et al., 2003). CTP was injected intravitreally using a
custom-made sharpened microneedle attached to a Hamilton syringe (1% diluted in sterile PBS,
total volume: 2 pl). Animals were perfused transcardially with 4% PFA at 24 or 72 hr after CTJ
administration, brains were removed, post-fixed and cryoprotected overnight in 30% sucrose
prior to embedding in optimal cutting temperature compound (Tissue-Tek, Miles Laboratories).
Serial coronal cryosections of the entire superior colliculus from each animal were obtained
using a cryostat (30-pum thickness). Nine sections per superior colliculus, from rostral to caudal,
were selected using an unbiased systematic stereological sampling method, as described
(http://www .stereology.info/sampling). Sections were photographed digitally using a fluorescent
Zeiss Axioskop 2 Plus microscope (Carl Zeiss) and the area of the CTp signal in each section
was measured using the Imaris MeasurementPro module (Bitplane, South Windsor, CT). The
total CTp signal in each superior colliculus was calculated using the fractionator method: total

CTp area = ZCTpsection area / ssf x asf x tsf, with a section-sampling fraction (ssf = number of
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sections sampled / total sections) of 9/90, an area-sampling fraction (asf = [a(frame)] / area x-y
step between dissectors) of 1, and a thick-sampling fraction (tsf = frame height / section
thickness) of 1 (Mouton, 2002). This analysis yielded a representative value of CTB-positive area
throughout each entire superior colliculus, which was then used to calculate the mean for
experimental and control groups. To confirm CTf uptake by RGC somata, whole retinas were
processed as previously described (Nadal-Nicolas et al., 2009) and then incubated overnight at
4°C with the RGC-specific marker brain-specific homeobox/POU domain protein 3a (Brn3a,
0.27 pg/ml; C-20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) followed by secondary Alexa
Fluor 594 anti-goat IgG (1 pg/ml; Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA).
Retinas were rinsed, mounted with the vitreal side up, and visualized using the Zeiss Apotome
microscope (Carl Zeiss). The total number of CTB-positive and Brn3a-positive neurons was

quantified by independent random stereological sampling.

4.3.6. Quantification of RGC soma

Whole-mounted retinas were prepared as described above and incubated overnight with
the RGC-specific marker RBPMS followed by Alexa 594-coupled secondary antibody (2 pg/ml,
Life Technologies). Retinas were washed, mounted vitreal side up, and visualized with a Zeiss
Axioskop 2 Plus microscope (Carl Zeiss). Images were acquired with a CCD video camera
(Retiga, Qimaging, Burnaby, BC) and analyzed with Northern Eclipse software (Empix Imaging,
Mississauga, ON). RBPMS-labeled RGCs were counted within 3 square areas at distances of
0.25, 0.625 and 1 mm from the optic disc in each of the 4 retinal quadrants for a total of 12

retinal areas as described by us (Lebrun-Julien et al., 2010; Morquette et al., 2015).

4.3.7. Statistical analyses
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Data analysis and statistics were performed using GraphPad Instat software (GraphPad

Software Inc., San Diego, CA) for the Student’s ¢ test as indicated in the legends.

4.4. RESULTS

4.4.1. Tau protein build up in the retina precedes accumulation in the brain

Visual deficits and pathological changes of the retina have been described in the retina of
AD patients (Mendola et al., 1995; Rizzo et al., 2000), therefore we first asked whether the level
of endogenous tau was affected in 3xTg mouse retina and its relationship to tau expression in the
brain. For this purpose, retinal and brain protein samples from 3- and 6-month-old 3xTg mice
were compared to those from age-matched wild-type littermate controls. These time points were
selected because they precede the appearance of behavioral or cognitive deficits in this model
(Billings et al., 2005; Stover et al., 2015). Western blots of soluble retinal homogenates using an
antibody against total tau (K9JA), which binds the microtubule binding domain of the protein
irrespective of its phosphorylation state (Biernat et al., 2002; Plouffe et al., 2012), revealed the
presence of four predominant tau isoforms of 37-kDa, 50-kDa, 55-kDa and 100-kDa (Fig. 1A).
Densitometry analysis showed that all four tau isoforms increased in 3-month-old 3xTg mouse
retinas relative to littermate controls (Fig. 1C). Analysis of cortical and hippocampal
homogenates revealed the presence of four tau isoforms of 37-kDa 50-kDa, 55-kDa, and 60-kDa
(Fig 1B). In contrast to retina, however, the levels of all brain tau isoforms in 3-month-old 3xTg
mice were similar to those in age-matched controls (Fig 1D). No signal was detected in retinal or
brain samples from tau null mice thus confirming the specificity of the K9JA antibody (Fig. 1A,
B). Western blot and densitometry analyses of 6-month-old 3xTg samples revealed a similar

increase of the 55-kDa tau isoform both in retina and brain, relative to age-matched controls,
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while all other isoforms remained unchanged (Figs. 1E-H). These results demonstrate that retinal
tau build up occurs early and precedes both its accumulation in the brain and the appearance of

overt cognitive defects.

4.4.2. Retinal tau undergoes epitope-specific and age-dependent phosphorylation
changes in AD

Alterations in tau phosphorylation have been shown to contribute to tau dysfunction in
pathological conditions (Buee et al., 2000; Kuret et al., 2005; Ballatore et al., 2007b). Therefore,
we analyzed tau phosphorylation in retinal samples from 3xTg mice using the phospho-tau
specific antibodies AT8 (5202, T205) (Biernat et al., 1992; Porzig et al., 2007), PS199 (S199)
(Dong et al., 2014), and PHF1 (S396, S404) (Greenberg et al., 1992; Otvos et al., 1994). These
antibodies were selected because they recognize phospho-specific epitopes that correlate with
AD severity (Augustinack et al., 2002). Visualization of western blots probed with AT8, PHF1
or PS199 revealed an increase in phosphorylation at these epitopes in AD retinas (Fig. 2A-C). In
3-month-old 3xTg retinas, densitometric analysis of phospho-tau signals with respect to total tau,
which increased at this age, confirmed a higher tau phosphorylation signal on residues S202 and
T205 of all isoforms (ATS, Fig. 2A, D), while a relative decrease at residue S199 was observed
(PS199: 55-kDa, 100-kDa) (Fig. 2B, E). Conversely, 6-month-old 3xTg retinas displayed
reduced phosphorylation with AT8 on all isoforms (Fig. 2G, J), and increased phosphorylation
with PS199 (50-kDa, 55-kDa, 100-kDa) (Fig. 2H, K). No significant changes were detected with
PHF1 in 3- or 6-month-old 3xTg retinas relative to controls (Fig. 2C, F, I, L). Phosphorylation
can lead to changes in the conformation of tau protein during the course of AD, which are

thought to play a key role in pathological tau accumulation and cleavage (Garcia-Sierra et al.,
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2003; Binder et al., 2005). The conformation of tau in 3xTg retinas was investigated using the
antibodies MC-1 and ALZ-50, which recognize the early folding back of the N-terminus on the
microtubule domain in a hairclip configuration linked with tau aggregation (Carmel et al., 1996;
Jicha et al., 1997; Binder et al., 2005). No changes in the levels of MC-1 or ALZ-50 were
detected in 3-month-old (Fig. 3A-D) or 6-month-old (Fig. 3E-H) 3xTg retinas relative to age-
matched littermate controls. Collectively, these data demonstrate increased tau phosphorylation
at ATS epitopes in the early presymptomatic stages, whereas increased phosphorylation at PS199
correlates with the later prodromal phase of the disease. We conclude that retinal tau undergoes
complex age-related and epitope-specific changes in AD, which are independent of alterations in

protein conformation.

4.4.3. Tau accumulates in the RGC somatodendritic compartment and intraretinal
axons

The cellular distribution of tau in the retina was investigated by immunohistochemistry

using the K9JA antibody against total tau. In agreement with previous reports (Ho et al., 2015;
Chiasseu et al., 2016), a low basal level of tau expression was found in all retinal layers except
the outer nuclear layer (Fig. 4A). Consistent with our biochemical findings, retinal tau increased
in 3-month-old 3xTg mice and its accumulation was more pronounced in the inner plexiform
layer (IPL), where RGC dendrites are located (Fig. 4B). Labeling with an antibody against
tubulin isoform BIII (TUJ1), an RGC-specific marker that strongly labels the dendrites of these
neurons (Cui et al., 2003; Yin et al., 2003), confirmed localization of tau within the dendritic
compartment (Fig. 4C-E). Further analysis of tau distribution on flat-mounted retinas using

RBPMS, which selectively labels RGC soma (Kwong et al., 2010; Rodriguez et al., 2014),
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demonstrated tau accumulation in RGC bodies in 3xTg retinas relative to littermate controls (Fig.
4F-K). A similar distribution of tau was observed in 6-month-old 3xTg mice, with more robust
tau build up at this age (Fig. 4L-Q). Analysis of tau expression in the intraretinal, unmyelinated
segment of RGC axons was investigated by co-localization of tau with the axonal marker
neurofilament-H (NF-H). A low level of tau protein was detected in RGC intraretinal axons,
visualized with NF-H, in wild-type retinas (Fig 5SA-C). In contrast, a pronounced increase of tau
signal in NF-H-positive axons was observed in 3xTg retinas at both 3 (Fig. 5D-F) and 6 months
of age (Fig. 5G-L). To investigate whether tau accumulation in the retina resulted from increased
gene expression, real-time qPCR analysis was performed using primers that recognize all tau
isoforms (pan-tau) and big tau, a high molecular weight isoform (~110 kDa) that has been
detected in the peripheral nervous system, spinal cord and retina (Oblinger et al., 1991; Goedert
et al., 1992; Boyne et al., 1995). No changes in tau mRNA levels were detected in AD retinas
compared to controls (Fig. 5SM). These data indicate that tau accumulates early in the AD retina,
predominantly in RGC dendrites and intraretinal axons, and it is not the result of gene expression

upregulation.

4.4.4. Tauis depleted from RGC axons in 3xTg optic nerves
In physiological conditions, tau is enriched in axons with low levels found in dendrites
and soma (Migheli et al., 1988). In AD and other tauopathies, tau detaches from axonal
microtubules and accumulates in the somatodendritic compartment of affected neurons
(Ballatore et al., 2007a). To assess whether the distribution of tau in RGC axons within the optic
nerve was altered in 3xTg mice, we carried out confocal imaging of nerve cross sections co-

labeled with tau and the axonal marker NF-H. In control eyes, tau was enriched in RGC axons
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visualized with NF-H (Fig 6A-C, M-O). In contrast, optic nerves in 3xTg eyes from both 3- and
6-month-old mice displayed a striking reduction in axonal tau protein (Fig. 6G-L, S-X). High
magnification confocal images of optic nerve fascicles revealed that many NF-H positive axons
were still detected even when tau was reduced (Fig. 6J-L, V-X), indicating that a decrease in tau
could not be solely ascribed to axonal degeneration. Western blot analysis of optic nerve
homogenates confirmed a significant reduction in tau protein, primarily the 37-kDa and 100 kDa
forms, in 3xTg retinas (Fig 6Y, Z). Taken together, our results demonstrate that tau is markedly

reduced in RGC axons within the optic nerve.

4.4.5. Anterograde axonal transport is impaired prior to neuronal death in AD

RGCs, like other projecting neurons, rely heavily on axonal transport to adequately
function. Anterograde transport impairment is recognized as an early sign of RGC dysfunction
(Crish et al., 2010). Therefore, we examined whether the ability of RGCs to transport the
anterograde tracer CTp to terminals in the superior colliculus, the primary target of RGCs in the
rodent brain (Angelucci et al., 1996), was altered in 3xTg eyes. Alexa Fluor 488-conjugated CT3
was injected intraocularly and its accumulation in the contralateral superior colliculus was
quantified using unbiased stereological sampling (Cueva Vargas et al., 2016). A substantial
reduction in the CTB-labeled volume was found in 3- and 6-month-old 3xTg mice relative to
littermate controls (Fig. 7A-D). Quantification of total CTP volume in the superior colliculus
confirmed a ~55% reduction in 3xTg retinas at 3 days after tracer injection (Fig. 7E). CTf-
labeled volume quantification at 1 day after tracer injection revealed that CTP was virtually non-
existent in the superior colliculus of 3xTg animals (Fig. 7E) confirming major deficits in the

ability of RGCs to transport cargos to their targets.
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To rule out that anterograde transport deficits were caused by the inability of RGCs to
uptake CTP, we examined CT-injected retinas with Brn3a, a specific marker of RGC nuclei
(Nadal-Nicolas et al., 2009). Abundant cytoplasmic CTP surrounding Brn3a-positive nuclei was
observed at 24 hr after tracer injection in both wild-type and transgenic retinas (Fig 7F-I).
Quantification of Brn3a-positive RGCs containing CTp revealed a similar number of neurons in
both 3xTg and control mice (Fig. 7J), thus confirming effective CTP uptake by RGCs. To
determine whether anterograde transport deficits were caused by neuronal death, RGC density
was quantified in 3- and 6-month old transgenic retinas using the RGC-specific marker Brn3a
(Fig. 8). A similar density of RGCs was found between 3xTg and wild-type mice at 3 months of
age (Fig. 8A-B, E), establishing the absence of cell death at a time when major transport deficits
are already apparent (Fig. 7A, B, E). In 6-month-old transgenic retinas, there was a modest
reduction (14%) in the number of RGCs compared to age-matched wild-type controls (Fig. 8C-
E). Collectively, these data demonstrate substantial deficits in anterograde axonal transport that

precede neuronal death in AD retinas.

4.5. DISCUSSION

In this this study, we characterize major pathological alterations in the retina and visual
pathways associated with neuronal dysfunction in a murine model of AD. First, we demonstrate
that retinal tau accumulation occurs early and precedes both build up in the brain and the
appearance of disease-related behavioural deficits. Second, our data indicate that retinal tau
undergoes age-related and epitope-specific changes in AD which are independent of
conformational modifications. Third, we show that tau accumulates primarily in RGC dendrites,

not stemming from increased gene expression, whereas it is nearly depleted from optic nerve
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axons. Lastly, our results demonstrate substantial deficits in anterograde axonal transport that
precede neuronal death in AD retinas. Collectively, this study reveals important early alterations
in retinal tau leading to neuronal dysfunction and suggests a role for pathological tau in visual
deficits associated with AD.

Accumulation of pathological tau is a hallmark of AD and other tauopathies (Buee et al.,
2000; Lee et al., 2001; Igbal et al., 2005; Cairns et al., 2007). Our data using the 3xTg mouse
model, demonstrate early accumulation of tau in the retina prior to the onset of behavioural
impairments. This finding is consistent with previous studies demonstrating increased retinal tau
levels in murine models of tauopathies (Gasparini et al., 2011; Schon et al., 2012; Ho et al.,
2015; Mazzaro et al., 2016). The increase in retinal tau reported here was considerably more
pronounced in younger mice (3 months) than in older individuals (6 months) indicating a robust
retinal response early in the pathology of the disease. Retinal tau levels increase with age, which
is consistent with tau accumulation in the retinas of elderly individuals shown here and in
previous studies (Leger et al., 2011; Chiasseu et al., 2016). Therefore, in younger animals with
low basal levels of retinal tau the net difference between AD and control retinas is more
pronounced, whereas in older mice the relative change in tau levels is less noticeable. This early
imbalance in tau levels in younger individuals might increase the risk of neuronal dysfunction
and subsequent neurodegeneration. Importantly, we convincingly demonstrate that the
accumulation of tau in the retina precedes tau build up in the hippocampus and prefrontal cortex.
Moreover, even when tau accumulation is detected in both retinas and brains of older transgenic
mice, the relative increase in tau burden is still higher in the retina than in the brain. These results
suggest that the retina is highly sensitive at reflecting early and subtle changes in tau expression

during AD.
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Phosphorylation is a critical post-translational modification of tau during development
and in pathological conditions (Hanger et al., 2009). Indeed, inclusions of phosphorylated tau are
found in most tauopathies and correlate with severity of disease (Augustinack et al., 2002;
Sergeant et al., 2008). However, virtually nothing is known about alterations in tau
phosphorylation in the AD retina. We found that while tau residues S202/T205 were highly
phosphorylated, there was a net decrease in phospho-S199 relative to total tau levels in young
mice. Intriguingly, this pattern was reversed in older animals, indicative of an age-dependent
regulation of retinal tau phosphorylation. Tau conformational changes and misfolding have been
associated with early neuronal pathology in AD and other tauopathies (Hyman et al., 1988;
Carmel et al., 1996; Jicha et al., 1997). Our studies using the conformation-dependent antibodies
ALZ-50 and MC-1 did not reveal any evidence of tau misfolding in transgenic retinas, thus
ruling out conformational changes at these epitopes in retinal tau pathology.

Tau is an axonal-enriched protein and abnormal tau localization to compartments other
than the axon, including soma and dendrites, strongly correlates with neuronal pathology and
cognitive decline (Zempel and Mandelkow, 2014). RGCs are highly polarized neurons: their
soma, dendrites and initial non-myelinated axonal segments are located within the retina,
whereas their distal myelinated axons are in the optic nerve outside the eye and establish
synaptic terminals with targets in the brain (Calkins, 2012; Calkins and Horner, 2012). Our data
show a pronounced alteration of tau localization between the intraocular and extraocular RGC
compartments. Specifically, in AD retinas, tau accumulated in RGC dendrites and intraretinal
axons, while it was depleted from axons in the optic nerve. The abnormal tau distribution

documented here is consistent with pathological changes observed in diseases affecting RGCs
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such as glaucoma, in which tau accumulates in RGC dendrites leading to neurotoxicity (Chiasseu
etal., 2016a).

The lack of changes in tau mRNA levels reported here rules out transcriptional regulation
as a mechanism for retinal tau accumulation in AD. The mislocalization of tau in transgenic
RGCs points to the existence of alterations in the sorting mechanisms that control the normal
distribution of tau in different neuronal compartments. A key process that regulates protein
sorting is anterograde axonal transport, which ensures tau distribution over long distances (Utton
et al,, 2002; Konzack et al., 2007). Our data using the tracer CTP demonstrate early and
substantial deficits in anterograde transport along RGC axons in 3xTg mice, which is consistent
with a previous report in a model of frontotemporal dementia (Bull et al., 2012). A dramatic
decrease in the ability of RGC axons to transport CTp to the brain was observed at 1 or 3 days
following intravitreal delivery of the tracer, suggesting major deficits in transport efficiency and
kinetics.

Tau protein is sorted from soma to axons (Scholz and Mandelkow, 2014), thus
anterograde transport impairment can potentially explain our finding that tau accumulates in
RGC dendrites and intraretinal axons. In this scenario, the translated tau protein would only rely
on passive diffusion to travel the shorter distance from the somatodendritic compartment to the
initial axonal segment (Konzack et al., 2007; Li et al., 2011). Alternatively, dissociation of tau
from microtubules and disruption of the cytoskeletal network might block axonal transport
leading to further accumulation of tau in the retina. In support of this idea, tau overexpression in
primary cultures of RGCs inhibited axonal transport of mitochondria and other cell components,
a response that was rescued by tau phosphorylation by the microtubule affinity regulating kinase

(MARK) (Mandelkow et al., 2004). In will be of interest, in future work, to establish whether tau
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build up is the cause or the result of axonal transport defects. We cannot rule out that other
mechanisms may also account for tau missorting in RGCs including, but not limited to, altered
protein turn over and/or reduced axonal tau stability (Li et al., 2011; Zempel and Mandelkow,
2014b). Importantly, axonal transport dysfunction could not be ascribed to cell death because
transport deficits were detected in young transgenic mice prior to RGC loss. Therefore, these

data provide evidence for early RGC dysfunction in AD that precedes overt neurodegeneration.

4.6. CONCLUSIONS

Substantial visual deficits have been documented in Alzheimer’s disease patients,
however, the molecular basis of this impairment is poorly understood. This study reveals early
and profound alterations in retinal tau including abnormal phosphorylation, accumulation and
missorting. These changes correlate with substantial retinal neuron dysfunction and subsequent
death, suggesting a prominent role of pathological tau in visual defects. The eye is the most
accessible part of the central nervous system and its transparent media allow swift visualization
of the retina. Tau accumulation within retinal structures is a promising target to detect early

pathological changes and to monitor disease progression in AD.
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4.8. FIGURES

FIGURE 1. Tau protein build up in the retina precedes accumulation in the brain.

(A) Western blots of mice retina homogenates probed with an antibody against total tau (K9JA)
revealed the presence of four tau isoforms of 37-kDa, 50-kDa, 55-kDa and 100-kDa, which all
increased in the 3-month-old 3xTg mice relative to wild-type (WT) littermate controls. All the
isoforms were absent in tau knockout mice. (B) Western blot analysis of brain homogenates from
3-month-old mice revealed four isoforms of 37-kDa, 50-kDa, 55-kDa and 65-kDa, which level
remained the same between 3xTg and control mice. Tau was absent from tau knockout brain
samples. (C) Densitometric analysis showed a 1.8, 1.6, 1.9 and 1.9-fold increase in the 37-kDa,
50-kDa, 55-kDa, and 100-kDa tau variants, respectively, in 3xTg subjects (N=10) compared to
WT controls (N=8) (Student’s 7 test, *: p <0.05). (D) Quantification revealed no changes in tau
levels in the brain between WT (N=8) and 3xTg (N=10). (E) Western blot analysis of tau
changes at 6 months demonstrated that only the 55-kDa tau form increased in the 3xTg subject
with respect to WT. (F) Probing of tau changes in the brain at 6 months confirmed increase in
55-kDa tau in the transgenic brain with respect to littermate controls G) Densitometry analysis
indicated a 1.4-fold increase in 55-kDa isoform in the retina of the 3xTg mice when compared to
WT controls (3xTg: N=5, WT: N=4, Student’s ¢ test, *=p <0.05). (H) Analysis of tau changes in
the brain revealed that tau levels were 1.3-fold higher in transgenic mice relative to controls
(3xTg: N=5, WT: N=4, Student’s ¢ test, *=p <0.05). n.s.: Not significant. Vertical lines represent

non-consecutive samples from the same gel.
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FIGURE 2. Retinal tau undergoes epitope-specific and age-dependent phosphorylation
changes in AD.

(A-C) Western blot analyses of retinal homogenates from 3-month-old mice probed with the
phospho-tau specific antibodies PHF1, PS199 and ATS8 revealed changes in tau phosphorylation
between 3xTg and wild-type (WT) littermate control mice. (D-F) Densitometry analysis of
phospho-tau relative to total tau revealed increased tau phosphorylation on S202/T205 (ATS8) and
reduced phospho-tau on S199 (PS199) in 3xTg retina relative to controls. No phosphorylation
changes were observed on S396/S404 (PHF1), (3xTg: N=5, WT: N=4, Student’s t test, *=p <
0.05, **=p < 0.01). (G-I) Western blot analysis of tau phosphorylation in 6-month-old retinas
showed alterations on epitopes PHF1, PS199 and ATS. (J-L) Quantitative analysis of tau
phosphorylation in the 3xTg retina demonstrated decreased tau phosphorylation on S202/T205
residues sand increased phosphorylation on S199 relative to controls (3xTg: N=5, WT: N=4,
Student’s t test, *=p < 0.05, **=p < 0.01, ***=p < 0.001). Phosphorylation on S396/S404
residues remained unchanged. n.s.: Not significant. Vertical lines represent non-consecutive

samples from the same gel.

FIGURE 3. Lack of conformational tau changes in AD retinas.

(A, B) Western blot analysis of retinal extract from 3-month-old 3xTg mice probed using the
conformation-dependent MC-1 and ALZ-50 demonstrated no changes in tau conformation
between transgenic and control mice. (C, D) Densitometry confirmed the lack of variations in tau
conformation between both groups (3xTg: N=5, WT: N=4). (E, F) Western blot analysis of
retinal homogenates from 6-month-old mice revealed the absence of changes in tau conformation

between transgenic and control mice. (G, H) Statistical analysis demonstrated the absence of tau
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misfolding in 3xTg retinas (3xTg: N=5, WT: N=4). n.s.: Not significant. Vertical lines represent

non-consecutive samples from the same gel.

FIGURE 4. Tau accumulates in the somatodendritic compartment of RGCs.
(A, B) Immunostaining of retinal sections from 3-month-old animals with K9JA, which labels
total tau, showed marked tau accumulation in 3xTg retinas relative to wild-type (WT) littermate
controls . (C-E) Co-staining of tau with TUJ1, a RGC-specific marker, demonstrated tau
accumulation in RGC dendrites. (F-Q) Whole-mount retinal preparations from 3- and 6-month-
old mice show co-localization of tau and RBPMS, a selective marker of RGC soma,
demonstrated age-dependent accumulation of tau in RGC somata. Scale bars: A—B= 50 um, D-
F= 25 pm, G-R= 50 um. ONL: outer nuclear layer, OPL: outer plexiform layer, INL: inner

nuclear layer, IPL: inner plexiform layer, GCL: ganglion cell layer.

FIGURE 5. Tau accumulates in RGC intraretinal axons.

(A-F) Labelling of whole-mounted retinas f with tau and the axonal marker NF-H revealed
marked accumulation of tau in intraretinal axons of young (3 months) transgenic mice relative to
controls. (G-L) Tau build up I intraretinal axons, visualized wit NF-H, was more pronounced in
intraretinal axons of 6-month-old transgenic mice. (M) Real-time PCR analysis showed no
changes in retinal tau gene expression at 3 months (3xTg: N=3, WT: N=3). n.s.: Not significant.

Scale bars: A—L= 50 pum.
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FIGURE 6. Tau is depleted from RGC axons in transgenic optic nerves

(A-F) Optic nerve cross sections co-labelled with tau and NF-H depict high levels of tau in RGC
axons from wild-type control mice. (G-L) In contrast, optic nerve from age-matched 3xTg
animals displayed a marked reduction in tau levels, which was not due to axonal loss as co-
staining with NF-H confirmed an abundance of RGC axons. (M-X) Tau expression in 3xTg optic
nerve axons was much reduced in older mice (6 months) as demonstrated by the marked loss of
tau labelling in the optic nerve despite the persistence of NF-H staining. Scale bars: A—-C, G-I,
M-O, S-U= 10 um; D-F, J-L, P-R, V-X=4 um. (Y, Z) Western blot analysis of tau expression in
optic nerve samples confirmed the reduction of tau in 3xTg mice (3 months) relative to controls
(3xTg: N=6, WT: N=9, Student’s ¢ test, *=p < 0.05). n.s.: Not significant. Vertical lines represent

non-consecutive samples from the same gel.

FIGURE 7. Anterograde transport along RGC axons is impaired in 3xTg mice.

(A-D) Unbiased stereological rostral to caudal sampling of the superior colliculus at 3 days
after CTp injection showed marked reduction of CTp-labelled areas in both 3- and 6-month-old
3xTg mice relative to controls. (E) Volume analysis of the total CTp positive region in the
superior colliculus at 3 days after tracer administration, demonstrated a striking loss of
anterograde transport in transgenic mice compared to controls (3-month-old 3xTg: N=5, 3-
month-old WT: N=3, 6-month-old 3xTg: N=5, 6-month-old WT: N=5) (Student’s t test, *=p <
0.05). Loss of anterograde transport was more apparent when analysis was carried out at 1 day
after tracer administration (3-month-old 3xTg: N=3, 3-month-old WT: N=3) (Student’s ¢ test,
*=p <0.05). (F-I) Staining of CTB-injected retina with Brn3a, a selective marker of RGC nuclei,

shows cytoplasmic CTP (green) surrounding cell nuclei thus confirming that effective CTp
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uptake by RGC in both 3xTg and WT retinas. (J) No significant difference was found in the
number of CTB-positive RGCs between 3xTg and WT retina at 3 or 6 months of age (3xTg:

N=6, WT: N=3) n.s.: Not significant. Scale bars: F-I=25 pm.

FIGURE 8. Modest RGC loss is detected in the aging AD retinas.

(A, B) RBPMS staining of whole-mounted retinas showed that at 3 months of age, the density of
RGC somata was similar between 3xTg and control mice. (C, D) In 6-month-old 3xTg mice, a
modest reduction in RGC density was observed relative to age-matched controls. (E)
Quantitative analysis confirmed that RGC soma density remained unchanged in 3-month-old
transgenic mice relative to controls (3-month-old 3xTg: N=5, 3-month-old WT: N=6), whereas a
mild RGC loss was observed in older mice (6-month-old 3xTg: N=5, 6-month-old WT: N=5)

(Student’s 7 test, *p < 0.05). n.s: Not significant. Scale bars: A-D= 7.5 um.

211



3-months-old mice

6-months-old mice

A Retina

O o)
Ao \‘:E- £ A \)\}“
RSN kDa & KT kpa
- 100 - 100
Total Tau Total Tau B u =
(K9JA) - - =3 (K9JA) —
r— -37 - 37

B-actin [ -— amw e — 42

C

Retina

Total Tau/B-actin
(Mean = S.E.M)
Q

B-actin [ -—" e e - 42

D

™ Brain

] wrt

ns L

Total Tau/B-actin
(Mean £ S.E.M)

37 kDa 50 kDa 55 kDa 65 kDa 100 kDa

37kDa 50kDa 55kDa 100 kDa
E Retina F Brain
& A £O
S o kDa & f kDa
- =100 —100
Total Tau Total Tau ¢ - 65
- 55
(koua) | . 2 (K9JA) h - -55
= 50
- 37
L —-— 37

B-actin [—|- -42

G

Retina

o
wid

Total Tau/B-actin
(Mean + S.E.M)
o o
I

50 kDa

55 kDa

37 kDa

100 kDa

Bactin | [N — — -2

Brain

Total Tau/B-actin
(Mean + S.E.M)

37 kDa 50 kDa 55 kDa 65 kDa 100 kDa

Figure 1

212



Retina (3 months)

Retina (6 months)

WT

wT

3xTg

WT

A _ 3xTg  kDa B _ kDa C 3XTg  kDa
| ‘ =100 =100 | =100
- 55 -— =-55
ATS | s - =g PS199 2 - =5 PHF1| s um =58
| — -7 _ -37 i | =37
—100 -100 =100
Total Tau =55 Total Tau =55 Total Tau =55
(Kosn) | T —% (ko) | IO -0 (KoJa) | R =50
- 37 — W — 37 s | — 37
B-actin -| - - 42 B-actin| eeeee s— - 42 B-actin | w— |- -42
D AT8 F PHF1
129 %% (S202, T205) 15 (S396, S404) \:l WT
= El i s s ns
o W @ W EATIER W 3xTg
Ew Ew Ew n.s
(Zé + g H 3 4
LS K5 = 508
a0 4 o a3
: = =
®37kDa 50 kDa 55 kDa 100 kDa 37 kDa 50 kDa 55 kDa100 kDa O 7 KDa 50 kDa 55 kDa 100 kDa
G WI 3%Tg  ypa H Wr 3xTg «kDa I WT  3xTg  kDa
| =100 . =100 | =100
- =55
AT8 ﬂ oo PS199) s N = o PHF1 | s | gl — 55
-| 7 -37 =37
- 100 B — 100 =100
Total Tau Total Tau Total Tau
-55 =55 . . - 55
(K9JA) - - =50 (K8JA) - - Lt - 50 (K9JA) | S 56
i | -37 I - =37 | =37
B-actin _|- -42 B-actin | d— —_ > B-actin | ee— a— — 42
J ATS8 K PS199 L PHF1
$202, T205 S199 (5396, 5404)
207 % ( ) _15 ( ) * __10 n.s \:l WT
5 =1 5 2101 - s =o0s W 3xTg
o W o W4 «© W
Ew, ™ Etw E wos
ER =T 3 H
K £ S e, © co4
oo ? x ek é. g é— %
= S s s
0

o

37 kDa 50 kDa 55 kDa 100 kDa

37 kDa 50 kDa 55 kDa100 kDa

Figure 2

0.0
37 kDa 50 kDa55 kDa 100 kDa

213



Retina (3 months)

Retina (6 months)

A B
WT 3xTg kDa WT 3xTg kDa
=100
-100 - ' |
- 55
MC-1 =50 ALZ-50 ‘ =50
e s — 37 : - * -137
B-actin | D SRR — 42 B-actin [ s |-— -42
c MC-1 D ALZ-50
0.5 c 1.0- ‘:l WT
c o ns.. 55,8 N
§E 0.4, 8508 — . 3xTg
& o 0.3 5 ff: 0.6
ER © L ol ns.
© H 02 c 04 n.s.
- c w © Rl
o« @© = 0
€ O 0.1 5 = 02
= o=
© oo . ’ . 0.0
37 kDa 50 kDa 55 kDa 100 kDa 37kDa 50kDa 100 kDa
E F
WT 3xTg kDa ] WT  3xTg kDa
— 100 - | g —100
- 55
MC-1 =50 ALZ-50 ‘ ¥ =50
- 37 | =37
B-actin ren— ) B-actin -|- -2
G MC-1 H ALZ-50
0.5, c 10 [ wr
£s
£ 504 . 8= 08 B >
P Wz —— Cw n.s.
QL 3 4 08
= [v]
® H0.21 F S 04 ns
= c T O —
. m i
‘E 0.1 o = 0.24 n.s
S = 2 < 2
O 00 . . .
37 kDa 50 kDa 55 kDa 100 kDa 37kDa 50kDa 100 kDa
Figure 3

214



3xTg

WT

Tau + TUJ1

E_xm |

(syiuow ¢) eunay

RBPMS Tau + RBPMS

au

61 x¢

B1xe

(stpuow ¢) euney

J

(syuow 9) eunay

Figure 4

215



Tau + NF-H

Tau + NF-H

(ow ¢) euney

(ow 9) euney

Tau mRNA

n.s.

] wT
T [ 3xTg

w
c

il
_I

r
(]

2 |

(W'T'S ¥ ueapy)
abueyo pjo} yNYHw

Big-Tau

Pan-Tau

Figure 5

216



3 months

6 months

Y 3 mo. optic nerve Z
WT 3xTg kDa Total Tau

(K9JA) .
. - co ] wr

ns. Il 3xTg
' [
B-actin | N — 42 |:l-

L 37 kDa 50 kDa 55 kDa 100 kDa

1
N
o

i
a

Total Tau =23
(K9JA)

(Mean £ S.E.M)
o

o
[}

- 37

Total Tau/B-actin

©
o

Figure 6

217



| 6months | | 3months |

6 months Caudal

3 months 6 months

3 months
3 days 1 day
J
30 n.s
s
8 20
rw
+ H
= %10
(O]
°s
0
3 months
Figure 7

v

Rostral
n.s
—= ] wrt
B 3x7g
6 months

218



RBPMS

3 months

(@)

RGC soma/mm?

‘ 6 months ]

6000 -

: 4000+

(Mean + S.E.M)
S
3

3 months 6 months

Figure 8

219



Chapitre V.
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220



5.1 Contribution de la protéine tau a la perte des CGR

Les résultats présentés dans cette thése démontrent que ’altération de la protéine tau dans
la rétine résulte en la mort des CGR. Pour parvenir a cette conclusion, nous avons utilisé deux
modeles de pathologie neurodégénérative, a savoir le glaucome et MA dans lesquels nous avons
analysé par western blot et par immunohistochimie 1’expression de tau dans la rétine ainsi que
ses effets sur la survie des CGR.

C’est ainsi que dans le chapitre III, nous montrons chez le rat adulte que 3 semaines apres
induction de I’HTO, principal facteur de risque du glaucome, il se produit une hausse prononcée
de D’expression de tau dans la rétine. De maniére importante nous prouvons que cette
accumulation de tau est neurotoxique puisque la réduction de sa production par le biais d’ARN
d’interférence dirigés contre tau augmente la survie des CGR. Les données présentées dans le
chapitre IV révelent que la rétine de sujets 3xTg, qui expriment entre autres la mutation
tau P301L, manifeste une accumulation précoce et marquée de tau, détectable dés le 3°™ mois.
Dans les CGR, la hausse de tau est associée a une perte de fonction drastique, qui se solde par
une mort neuronale liée au vieillissement. Ces résultats sont en accord avec la littérature
scientifique qui stipule que I’accumulation de tau dans les neurones cause une
neurodégénérescence (Buée et al., 2010; Gendreau and Hall, 2013; De Strooper and Karran,

2016).

5.2 Altérations du profil de phosphorylation de tau dans la rétine

glaucomateuse et alzheimérienne

Parmi les différentes modifications post-traductionnelles de tau, la phosphorylation est la

plus importante sur le plan pathologique. Ceci est d’autant plus vrai que la protéine dispose de
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plus de 80 sites putatifs de phosphorylation qui peuvent étre changés indépendamment les uns
des autres (Buee et al., 2000). Il est usuellement estimé que 1’hyperphosphorylation sur plusieurs
de ces sites en favorisant la séparation de tau des microtubules promeut son 1’accumulation dans
le cytoplasme avec comme conséquence ultime la formation d’agrégats (Ballatore et al., 2007).
Dans cette étude, nous nous sommes intéress€s a la phosphorylation de tau sur les
résidus Ser396, Ser404 (épitopes de 1’anticorps PHF1), Ser199 (épitope de 1’anticorps PS199) et
Ser202, Thr205 (épitopes de 1’anticorps ATS). Ces sites présentent I’intéressante particularité
d’étre positivement corrélées a la sévérité de la MA (Augustinack et al., 2002).

Nos investigations biochimiques sur les rétines glaucomateuses et alzheimériennes,
montrent que bien que la phosphorylation de tau sur certains résidus puisse de visu paraitre
important, les analyses quantitatives révélent un schéma autrement plus complexe. En effet nous
avons constaté que le degré de phosphorylation de tau sur un site donné¢ ne correspond pas
nécessairement aux variations de phospho-tau illustrées par western blot. Cette discordance est
due au fait que le niveau de la protéine totale qui est utilis¢ comme référent pour la
quantification, augmente dans les conditions pathologiques altérant ainsi le ratio final phospho-
tau/tau totale. C’est ainsi que nos analyses densitométriques révelent que dans la rétine
glaucomateuse la protéine tau est hyperphosphorylée sur les résidus Ser396 et Ser404, mais
hypophosphorylée sur les résidus Ser199. De méme dans la rétine de sujets alzheimériens, la
phosphorylation de tau varie selon 1’dge avec une hyperphosphorylation de tau sur les
résidus Ser202 et Thr205, combiné a une hypophosphorylation sur le résidu Ser199 a 3 mois. Le
profil inverse est observé chez les souris agées de 6 mois.

Ces résultats illustrent bien la complexité du profil de phosphorylation de tau en fonction

de la pathologie, de 1’age et des épitopes concernés. En d’autres termes lorsqu’il est question de
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la phosphorylation de tau il serait réducteur, et méme simpliste, de considérer
I’hyperphosphorylation comme étant la seule altération pertinente d’un point de vue
pathologique. Bien au contraire, il transparait de nos études que I’hypophosphorylation fait aussi
partie des altérations pathologiques de tau. En accord avec nos observations, le groupe de Wang
démontre in vivo que I’hyperphosphorylation de tau par GSK-3f bloque I’apoptose en stabilisant
la B-caténine qui peut étre désormais transloquée dans le noyau pour y induire I’expression de
geénes de survie (Li et al., 2007). Pareillement, le méme groupe prouve que la déphosphorylation
de tau par PP2Ac exerce un effet facilitateur sur I’apoptose en empéchant 1’activation de Bcl-2
(Liu et al., 2010). De ces études, on en déduit que contrairement a I’idée communément admise,
I’hypophosphorylation de tau serait également capable de provoquer la mort des neurones par
apoptose. Conformément a cette notion, il est montré que I’introduction de la mutation P301L
dans D’exon 10 du géne murin de tau (modele P301L knock-in) provoque une
hypophosphorylation de tau dans les neurones corticaux. A cela s’ajoute une baisse de 1’affinité
de tau pour les microtubules le tout culminant en des troubles de la locomotion (Gilley et al.,
2012; Rodriguez-Martin et al., 2016). De ces études, il émerge que I’hypophosphorylation
relative de tau est capable tout autant que 1’hyperphosphorylation de produire des effets déléteres
sur les CGR glaucomateuses et alzheimériennes.

Comment expliquer 1’altération de la phosphorylation de tau dans la rétine malade ? Dans
le cas de notre modéle de démence, la présence de la mutation P301L dans I’exon 10 diminue
’affinité de la protéine pour les microtubules. Ces changements augmentent la quantité de tau
libre dans le cytosol ou il devient un substrat plus disponibles pour les kinases et les
phosphatases, ce qui promeut 1’apparition d’anomalies dans le profil de phosphorylation de la

protéine. Par contre dans le glaucome, en absence de mutation de la protéine tau endogene, il est
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probable que les changements de phosphorylations résultent directement d’anomalies dans
I’activité des kinases incluant GSK3p, CDKS5, MAPK, et des phosphatases de tau tel que PP2A
et PP2B/calcineurine. Il a justement ét¢ montré in vivo que 'inhibition de la GSK3p par le
lithium promeut la survie des CGR dans des modeles d’HTO révélant ainsi I’implication de cette
kinase dans le glaucome (Wu et al., 2013a). De méme, la hausse de ’activité¢ de CDKS5 contribue
a I’apoptose des CGR dans un modele d’hypertension oculaire (Chen et al., 2011). On peut donc
mettre en hypothése que I’hyperphosphorylation de tau que nous avons observée dans la rétine
oculohypertensive proviendrait de la hausse de 1’activité de ces kinases. D un autre coté, il a été
rapporté que la hausse de la pression intraoculaire chez des rats déclenche ’activation de la
calcineurine dans la rétine, laquelle participe a la dégénérescence des CGR (Huang et al., 2005b;
Qu et al., 2012). 11 serait donc possible que la baisse de la phosphorylation de tau sur Ser199

observée dans la rétine glaucomateuse résulte de la déphosphorylation de tau par la calcineurine.

53 Mécanismes d’accumulation de tau dans la rétine malade

Qu’est-ce qui pourrait causer 1I’accumulation de tau dans les rétines glaucomateuse et
alzheimérienne ? Une explication plausible serait la hausse de [’expression génique de la
protéine. Pour vérifier si tel est le cas nous avons quantifié¢ le niveau d’ARNm de tau dans la
rétine de chacune de ces pathologies par PCR quantitative, et ce faisant nous n’avons trouvé
aucune différence entre les sujets malades et leurs contrdles sains. Ceci nous a donc permis
d’exclure la hausse de la transcription du geéne de tau comme cause de 1’accumulation de la
protéine.

Nous nous sommes ensuite appesantis sur 1’étude de la distribution cellulaire de tau par

immunohistochimie. Que ce soit dans le glaucome ou dans la MA, nous avons constaté qu’il y a
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une hausse du niveau de tau dans les différentes couches de la rétine. Cependant les hausses les
plus prononcées avaient lieu dans la couche plexiforme interne et dans la couche des cellules
ganglionnaires, zones correspondant respectivement aux dendrites et au soma des CGR. Ces
observations sont en accord avec les études antérieures faisant état de ’accumulation de tau dans
les couches rétiniennes de patients et de modeles animaux (Gupta et al., 2008; Gasparini et al.,
2011; Bull et al., 2012; Dapper et al., 2013).

Cependant contrairement aux études précédentes, nos travaux fournissent une analyse
plus détaillée de la distribution de tau dans tous les compartiments des CGR. Ainsi nous
prouvons que dans les conditions normales tau est fortement exprimé dans la partie myélinisée
de ’axone de la cellule ganglionnaire incluse dans le nerf optique. A I’inverse son expression est
faible dans le compartiment somatodendritique et le segment intrarétinien (non myélinisé) de
I’axone du neurone tous deux enfouis dans la rétine. Mais dans les conditions pathologiques, le
niveau de tau augmente considérablement dans le pdle somatodendritique et la partie
intraoculaire des axones ceci au détriment du segment axonal extrarétinien. Au total, il se dégage
de nos observations que l’accumulation de tau dans la rétine malade, soit dans le cas du
glaucome et de la MA, résulte d’une altération de sa distribution entre les différents
compartiments de la cellule ganglionnaire. Cette dérégulation de la répartition de tau est en
accord avec la littérature sur les tauopathies qui fait état d’une redistribution de tau du
compartiment axonal vers le compartiment somatodendritique (Ballatore et al., 2007; Zempel
and Mandelkow, 2014).

Il est admis que 1’accumulation de tau dans le compartiment somatodendritique et
I’altération de son profil de phosphorylation favorise la formation d’oligomeres solubles de la

protéine, une étape importante dans le processus d’agrégation (Patterson et al., 2011; Lasagna-
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Reeves et al., 2012). Nos données montrent justement que dans la rétine glaucomateuse il se
produit une formation de dimeéres et de pentameres solubles de tau. Or ces especes oligomériques
de tau sont trés importantes sur le plan pathologique, car il a été prouvé qu’elles sont
neurotoxiques (Lasagna-Reeves et al., 2011; Lasagna-Reeves et al., 2012; F4 et al., 2016). 11 est
donc possible que la redistribution de tau vers le compartiment intrarétinien des cellules
ganglionnaires cause la perte des CGR en stimulant la formation d’oligomeéres toxiques de tau.
Bien que nous n’ayons pas étudié la présence d’oligomeres de tau dans la rétine 3xTg, il n’est
pas exclu que son accumulation dans la partie intraoculaire de la cellule ganglionnaire conduise
¢galement a la formation d’oligomeres de tau.

Par contre comparativement aux contrdles, nous n’avons pas obtenu d’évidences de
changements de conformation de tau chez les sujets 3xTg agés de 3 et 6 mois. Ceci suggere que
dans nos conditions expérimentales, ’altération du repliement de tau ne contribue pas a
I’accumulation de tau dans la rétine. Contrairement a I’altération de la phosphorylation et de la
distribution, le changement de la conformation ne semble pas constituer une des modifications
précoces de tau dans la rétine alzheimérienne. Ces données sont en accord avec les analyses de
cerveaux de patients et de modeles animaux qui montrent que les changements de conformation
de tau surviennent aprés les changements de phosphorylation, y compris sur Ser396
(Mondragon-Rodriguez et al., 2008). Bien que nous n’ayons pas étudié les changements de
conformation de tau dans la rétine glaucomateuse, il est probable que 3 semaines post-induction
de I’HTO soit relativement t6t dans le processus pathologique pour qu’apparaissent des
changements de conformation de la protéine. En revanche, il est toujours possible que des
anomalies de conformation de tau puissent étre détectées chez des sujets oculohypertensifs et

3xTg ayant atteint un stade avancé de la pathologie.
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Comme on pouvait s’y attendre la hausse de la protéine tau rétinienne dans la rétine
glaucomateuse est corrélée a la phosphorylation sur Ser396, Ser404. En revanche nous avons été
surpris de constater que dans le méme modele, le niveau de tau est négativement corrélé a la
phosphorylation sur Ser199. Autrement dit, I’hyperphosphorylation de Ser396, Ser404 agirait de
concert avec 1I’hypophosphorylation de Ser199 pour promouvoir I’accumulation de tau. Ceci
suggere donc que contrairement a ce qui est communément admis, I’accumulation — et
ultimement 1’oligomérisation — de tau met a contribution aussi bien 1’hypophosphorylation que
I’hyperphosphorylation de la protéine sur différents résidus.

Précisons néanmoins que ces déductions découlent d’analyses corrélatives, et nécessitent
d’étre confirmées expérimentalement. Une facon de vérifier ces analyses dans le futur serait
d’utiliser des vecteurs viraux pour transfecter la rétine du rat avec des formes modifiées de tau
chez lequel différents résidus sérines et thréonines, incluant Ser199, Ser396/Ser404, auront été
substitués par des acides aminés apolaires et non phosphorylables tel que la glycine ou ’alanine.
Ainsi les nouveaux résidus ne pouvant étre modifiée par les kinases, on obtiendra une sorte de
tau pseudo-hypophosphorylée. On pourra également introduire dans la rétine murine, toujours
par transfection virale, des formes mutantes de tau chez laquelle les méme sérines et thréonines
auront cette fois été remplacés par des acides aminés acides tels que le glutamate ou 1’aspartate.
Une telle substitution en augmentant la charge négative de la protéine au pH cellulaire, permet de
mimer les effets de la phosphorylation a la seule différence qu’ici les effets restent permanents;
on parlera alors de tau pseudo-hyperphosphorylée. On pourra ensuite induire le glaucome chez
les animaux ainsi traités afin de déterminer les rdles respectifs de I’hyperphosphorylation et de
I’hypophosphorylation de tau sur son oligomérisation et son accumulation, 