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Hip-1 : Huntingtin-interacting protein-1
HRP : Horse Radish Peroxydase
hsiRNA : hairpin short interference RNA

I 2 - Inhibiteur endogéne 1/2 de la PP2A
IR : Insulin Receptor

IRS : Insulin Receptor Substrate

IkBa: Inhibitor of NFkBa

kK : 1kB Kinase

vJNK : ¢-Jun N-terminal Kinase

kDa : kiloDaltons

KO : Knock-out
KP : Kinase phosphorylase

LB : Luria Broth

LCMTL1 : Leucine Carboxyle MéthylTransférase 1
LCR : Liquide Céphalo-Rachidien
LRP : Low density lipoprotein Receptor-related Protein

MAP : Microtubule- Associated Protein

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase

MAPKK : MAPK Kinase

MAPKKK : MAPKK Kinase

MAPP : Mitogen-Activated Protein Phosphatase
MARK : Microtubule Affinity - Regulating Kinase
MARKK : MARK kinase

MBD : Microtubule Binding Domain

MEK : MAP/Erk Kinase

MMAC : Mutated in Multiple Advanced Cancers
MSK : RSK-related Mitogen and Stress-activated protein Kinase
MyPhoNE : Myosin Phosphatase N-terminal Element

N FAT : Nuclear Factor of Activated T-cells

NF«B : Nuclear Factor k-light-chain-enhancer of activated B cells
NGF : Nerve Growth Factor

NIMA : Never In Mitosis gene A

NLS : Nuclear Localization Signal

NMDA : N-Méthyl-D-Aspartate



OKA : Acide OKAdaique

P?OS6K : p70-S6 Kinase

p85S6K : p85-S6 Kinase

p90RSK : p90-Ribosomal S6 Kinase

PAKS : p21-Activated Kinase 5

PAQUID : Quid des Personnes Agées

pB : Paires de Bases

PBS : Phosphate Buffered Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PDPK : Proline-directed protein kinase

PEN2 : Presenilin Enhancer 2

PHF : Paire Hélicoidale de Filaments

pl : Points Isoélectriques

Pinl : Peptidyl-prolyl cis/trans isomerase NIMA-interacting 1
P13K : PhosphatidylInositol-3-phosphate

PIP, : Phosphatidylinositol-(4,5)-diPhosphate

PIP; : Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triPhosphate

PKA : Protein Kinase cCAMP-dependent

PKB : Protein Kinase B

PKC : Protein Kinase C

PKN : Protein Kinase N

PLT : Potentialisation a Long Terme

PME-1 : Phosphatase MéthylEstérase-1

PP1/2A/2B/3/4/5/7 : Protein Phosphatase-1/2A/2B/3/4/5/7
PPlase : Peptidyl-Prolyl Isomérase

PPM : Protéines Phosphatases dépendantes des Métaux

PPP : Protéines phosphatases a sérines-thréonines/Protéines Phosphatases a Phosphoprotéines
pRb : Protéine du rétinoblastome

PSEN1/2 : Présénilinesl/2

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog deleted on chromosome 10
PTP : Protéines phosphatases a tyrosine

PVDF : PolyFluorure De Vinylidéne

RCANl : Regulator of Calcineurin 1

SAMPlO: Senescence- Accelerated Mouse Prone 10

SAPK : Stress-Activated Protein Kinase

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

SFK : Src Family Kinase

SiRNA : small interfering RNA

SNC : Systéme Nerveux Central

SNP : Systéme Nerveux Périphérique

SGK : Serum/glucocorticoid-Regulated Kinase
STK11 : Serine/Threonine protein Kinase 11
SVF : Sérum de veau feetal

SV40 : Simian virus 40

TAE : Tris-acétate-EDTA

TAO : Thousand-and-one amino acid

Tau : Tubulin-associated unit

TBB : 4,5,6,7-TétraBromoBenzotriazole

TBCA : Acide TétraBromoCinnamique

TBS : Tris Buffered Saline

Tcf/Lef : T cell factor/Lymphoid enhancer factor transcription
TEMED : N,N,N’ N’ TEtraMéthylEthyléneDiamine



TG : TransGlutaminases

TNFa : Tumor Necrosis Factor o

TOR : Target Of Rapamycin

TPK : Tau Protein Kinase

TPR : TétratricoPeptides Répétés

TSS : Transformation on Storage Solution

TTBK1/2 : Tau-Tubulin Kinase %2

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP Nick End Labeling

UBA : UBiquitine-Associated domain

B*TrCP : B-Transducin repeat Containing Protein
OCF : 6 Catalytic Fragment

3th-AD : 3x-transgenic Alzheimer’s Diseases

6-B10 : 6-bromoindirubine-3’-oxime

6-BIBEO : 6-bromoindirubine-3’-(2-bromoéthyl)oxime

6-BIDECO : 6-bromoindirubine-3'-[O-(N,N-diéthylcarbamyl)-oxime

6-BIMYEO : Hydrochlorure de 6-bromoindirubine-3'-[O-(2-morpholin-1-yléthyl)-oxime]
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La maladie d’Alzheimer est une pathologie dont les étiologies sont encore inconnues.
Etroitement liée au vieillissement de la population, elle est caractérisée par la présence de
deux traits neurohistopathologiques : les dégénérescences neurofibrillaires (DNFs) et les
plaques séniles. Les DNFs sont des agrégats intraneuronaux composés essentiellement de
protéines tau anormalement phosphorylées. Les plaques séniles sont, quant a elles, des

agrégats extracellulaires de peptides p-amyloides.

Les facteurs influencant la maladie d’Alzheimer, les traits histopathologiques puis
une vision intégrée des deux hypothéses étiologiques de la maladie d’Alzheimer (hypothése
de la cascade B-amyloide et de la dégénérescence du cytosquelette neuronal) ainsi que les

stratégies thérapeutiques de la maladie seront évoqués dans ce manuscrit.

Aujourd’hui, la plupart des stratégies thérapeutiques de la maladie d’Alzheimer se
sont focalisées sur le blocage de la pathologie amyloide, alors que celles visant a interférer
avec la pathologie de tau ont recu peu d’intérét de la part des industries pharmaceutiques.

Notre travail a concerné surtout la pathologie de tau.

Dans ce manuscrit, nous avons réalisé une synthése bibliographique concernant la
protéine tau, ses modifications post-traductionnelles (en particulier la phosphorylation) et
son caractéere neurotoxique per se. Comme la phosphorylation est la modification
post-traductionnelle prépondérante de tau, cette synthése bibliographique s’intéresse en
premier lieu aux acteurs de la phosphorylation : les kinases et les phosphatases de tau, leurs
régulations et leurs implications dans la maladie d’Alzheimer. Plus particulierement, nous
nous intéresserons a la glycogene synthétase kinase-3 (GSK3p) qui phosphoryle plus de
50 % de ses sites de phosphorylation de tau.

Précédemment, le laboratoire avait montré que le lithium provoque une diminution
du niveau global de tau. Cette diminution a été proposée comme stratégie thérapeutique en
raison du caractere délétére de la protéine tau per se.

Le premier objectif de ce travail a été de déterminer si 1’action du lithium est

dépendante ou non de la GSK3 et si la suppression de tau était neuroprotectrice.

Le second objectif a été de mettre au point un modéle simple in vitro de pathologie
de tau, reproduisant I’hyperphosphorylation de tau et I’apoptose neuronale. Ce mod¢le a été
basé sur I’inhibition de la phosphatase PP2A. Le but a été d’identifier la ou les kinases(s)

impliquée(s) dans I’hyperphosphorylation de tau et I’apoptose neuronale ;
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Aprés avoir déterming, la ou les kinases(s) impliquée(s) dans I’hyperphosphorylation
de tau et I’apoptose neuronale, le troisiéme objectif était de cribler des inhibiteurs de kinases
de tau (notamment des dérivés d’indirubines, inhibiteurs de la GSK3f) qui auraient un

potentiel neuroprotecteur dans notre modele in vitro de pathologie de tau.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons utilisé des approches pharmacologique et
moléculaire dans des cultures de neurones primaires en culture, de lignées de neuroblastome

ou de souris invalidées pour tau.

Suite a la présentation de résultats significatifs, nous discuterons ensuite les résultats
et de leur intérét dans la proposition de nouvelles stratégies thérapeutiques contre la maladie
d’Alzheimer et les autres tauopathies. Enfin, nous proposons quelques perspectives quant

aux suites de ce travail.
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l. MALADIE D’ALZHEIMER

A. EPIDEMIOLOGIE DE LA MALADIE D’ALZHEIMER

La maladie d’Alzheimer, décrite le 4 novembre 1906 lors de la « 37°™ conférence
des psychiatres allemands du sud-ouest » & Tlbingen par le Docteur Alois Alzheimer
(Alzheimer, 1907, 1911), est une pathologie liée a I’avancée vers le grand 4ge (Maurer et al.,
1997).

Pres de 99 % des cas de maladie d’ Alzheimer sont des formes sporadiques (survenue
de la maladie aprés 65 ans). Seulement 1% des formes sont familiales avec une
transmission autosomique dominante. A ce jour, les genes a pénétrance compléte identifiés
sont : le géne APP (« Amyloid Precursor Protein », codant pour le précurseur du peptide
B-amyloide, APP), porté par le chromosome 21 (Goate et al., 1991) et ceux de la préséniline
1 (PSEN1) et de la préséniline 2 (PSEN2), portés respectivement par les chromosomes
14923.2 et 1931-g42 (Levy-Lahad et al., 1995, Rogaev et al., 1995, Sherrington et al.,
1995). Les formes sporadiques et familiales ne différent que par la survenue précoce de la
maladie dans les formes familiales (entre 35 et 60 ans). La maladie d’Alzheimer se
développe pendant plusieurs années, mais sa progression est variable d’un individu a I’autre.

Une fois déclarée, I’espérance de vie est de 8 a 12 ans.

B. FACTEURS INFLUENCANT LA MALADIE D’ALZHEIMER

Des facteurs influengant la maladie d’Alzheimer ont été identifiés et ce,

principalement par 1’é¢tude PAQUID (Quid des Personnes Agées ; (Dartigues et al., 1992)).

1 FACTEURS DE RISQUE

Les facteurs de risque de maladie d’Alzheimer sont uniquement des indices
pronostiques et ne peuvent en aucun cas étre utilisés comme biomarqueurs. Parmi eux

figurent :

- L’avancée vers le grand age (Letenneur et al., 1993),

- Les faibles niveaux d’études et d’activités sociales (Dartigues et al., 1992,
Fabrigoule, 2002),

- Le célibat (Helmer et al., 1999),
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Les facteurs de risques cardiovasculaires (hypertension artérielle, diabéte,
obeésité) (Forette et al., 1998, VVogel et al., 2006),

Le sexe, les femmes ont plus de risque d’étre atteintes de la maladie
d’Alzheimer apres 80 ans (Letenneur et al., 1999),

Les antécédents familiaux de maladie d’ Alzheimer,

La présence de 1’all¢le €4 de I’apolipoprotéine E, protéine transportant le
cholestérol (cet allele influence plus particulierement le niveau cognitif
durant la vie entiere) (Corder et al., 1993, Strittmatter et al., 1993,
Winnock et al., 2002),

La consommation d’cau contenant des fortes teneurs en aluminium et en
silice (Rondeau et al., 2009).

2. FACTEURS PROTECTEURS

D’autres facteurs ont été étudiés et observés comme protecteurs de la maladie

d’Alzheimer. Parmi ceux-ci, figurent :

La consommation modérée d’alcool (250 a 500 mL de vin rouge par jour),
probablement via un effet antioxydant ou un effet sur le métabolisme
lipidique (Orgogozo et al., 1997, Lemeshow et al., 1998),

La consommation accrue de flavonoides (présents dans le vin, le thé, les

fruits et les Iégumes), via un effet antioxydant (Commenges et al., 2000).

C. DIAGNOSTIC DE LA MALADIE D’ALZHEIMER

Cette maladie d’évolution lente et progressive est caractérisée par 3 phases: une

premiére phase asymptomatique, avec apparition des Iésions neuropathologiques. Lui fait

suite une seconde phase préclinique caracterisée par la survenue de troubles modérés de la

mémoire. Enfin survient une phase de maladie avérée au cours de laquelle les troubles

mnésiques s’accompagnent de troubles cognitifs d’intensité variable. A ce jour, les critéres

diagnostiques de la maladie d’Alzheimer sont principalement basés sur ceux du DSM IV

(« Diagnostic and Statistical Manual of mental disorders, fourth edition »). Outre les

troubles mnésiques, 1’apraxie (perte de la compréhension de 1’usage des objets usuels),

I’aphasie (impossibilité de traduire la pensée par les mots) et 1’agnosie (trouble de la

reconnaissance) constituent la triade des signes cliniques de la maladie d’Alzheimer. Lors de
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I’examen neuropathologique post mortem, le diagnostic certain de la maladie d’Alzheimer
est porté par la mise en évidence de protéines tau hyperphosphorylées. La mesure de
concentrations élevees de peptides pB-amyloides 1-42 (peptides AB) et de protéines tau
hyperphosphorylées dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) peut participer au diagnostic

de la maladie d’ Alzheimer.

D. TRAITS HISTOPATHOLOGIQUES DE LA MALADIE D’ALZHEIMER

Un des traits [N TS0 i ey TfE- VAl % A
— SR UN N | TG N
neuropathologiques de la y v a3 } & '-\\‘@\ \\ Lo
d : NG L Lt F2 K J . S0
maladie d’Alzheimer est G, >>) J,' fny : B , A X 5’{%
. . N7 { ¥ 3 NEP 8 38 ¥, _)3' [ &
I’accumulation  intraneuronale { v ﬂ | | gl 5 Rt % ; \: 4
5 B e M N SO A

de proteines tau anormalement Figure 1. Traits histopathologiques de la maladie d’Aliﬁeimer.

A : dégénérescences neurofibrillaires. B : plagues séniles.

phosphorylées sous forme de
dégénérescences neurofibrillaires (DNFs) (Figure 1A), des filaments appariés en hélice, dits
paires hélicoidales de filaments (PHFs) (Kidd, 1963). Les protéines tau anormalement
phosphophorylées n’interagissent plus avec les neurofilaments et les microtubules perturbant

ainsi la stabilité du cytosquelette neuronal.

Les plaques séniles (Figure 1B) sont I’autre trait neuropathologique de la maladie
d’Alzheimer. Ces plaques sont extracellulaires et constituées majoritairement d’agrégats
insolubles de peptides AP42/43. La présence de ces protéines fibrillaires disposées en

feuillets plissés pour former les plaques séniles fait de la maladie d’Alzheimer, une amylose.

L’APP est clivée par des a-, B- et y-sécrétases (Figure 2). En conditions
physiologiques, I’APP peut subir un clivage intramembranaire au sein du domaine A par
une o-Sécrétase associée a la membrane plasmique. Ce clivage de I’APP produit deux
fragments : I’a-APPs (s pour soluble) en N-terminal et le fragment C83 au niveau de
Iextrémité C-terminale. C83 est ensuite clivé par une vy-sécrétase, ce qui génere
respectivement des fragments en C- et N-terminal nommés p3 et AICD (« ABPP
Intracellular Domain »). Cette voie est dite non-amyloidogéne car elle prévient la formation
de peptide AB.
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Figure 2. Clivage protéolytigue de ’APP par les sécrétases. La voie non amyloidogene fait intervenir
2 clivages successifs de I’APP par les o- et y-sécrétase générant les fragments p3 et AICD. La voie
amyloidogene fait également intervenir 2 clivages successifs, mais par les - et y-secrétase ce qui conduit a la
formation des peptides AP et AICD. Les peptides intermédiaires a-APPs et B-APPs sont solubles et non
toxiques. lls sont libérés, comme les peptides AB, dans ’espace extracellulaire.

A contrario, un clivage de I’APP peut également intervenir dans la voie
endolysosomale qui est dite amyloidogene. Dans cette voie, le clivage séquentiel de I’APP
est réalisé par une f-sécrétase transmembranaire nommée BACE-1 (« B-site APP-Cleaving
Enzyme 1 »). Ce clivage génére la sécrétion de 2 fragments : B-APPs pour I’extrémité
N-terminale et le fragment C99 pour I’extrémité C-terminale. Ce dernier est alors clive par
la y-sécrétase, un complexe protéique composé d’au moins 4 protéines, la PSEN1, la
nicastrine, I’APH-1 (« Anterior Pharynx-defective 1 ») et la PEN2 (« Presenilin Enhancer
2 »). Ce second clivage géneére la sécrétion du peptide AP dans le milieu extracellulaire et le
fragment AICD. Ce clivage par la y-sécrétase est critique puisqu’il détermine la longueur du
peptide AB. Selon la nature de la y-sécrétase, elle libere, soit un peptide physiologique de
40 acides aminés (peptide AP40), soit un peptide toxique de 42 ou 43 acides aminés
(peptide AP42/43). L’AP42/43 est moins commun que I’APB40 et est plus fibrillogéne et

neurotoxique.

Les PSEN1 et PSEN2, facteurs génétiques connus de la maladie d’Alzheimer,
interagissent avec une glycoprotéine, la nicastrine, qui influence ’activité de la y-secrétase
mais aussi de la protéine tau (Yu et al., 2000). De plus, des études ont montré que la PSEN1
s’associait avec la protéine tau (Takashima et al., 1998) ainsi qu’avec une kinase de tau, la
GSK3p (glycogéne synthétase kinase-3f). D’autre part, la mutation de la PSEN1 déstabilise

la B-caténine et sensibilise les neurones a 1’apoptose (Czech et al., 1998, Zhang et al., 1998).
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Les étiologies précises de la maladie d’Alzheimer n’ont pas encore été établies.
Cependant, deux hypothéses ont été émises : celle de la « cascade B-amyloide » et celle de la
« dégénérescence du cytosquelette neuronal ». Selon ces hypotheses, les origines de la
maladie d’Alzheimer sont la conséquence d’un age élevé, d’altérations métaboliques, de
polymorphisme ou encore de facteurs génétiques tels que les mutations des genes codant
pour I’APP et les PSENL1 et 2. Celles-ci conduiraient & la perturbation de 1’homéostasie
cellulaire par dysfonctionnement de 1’équilibre kinase-phosphatase, ce qui génere une
hyperphosphorylation des protéines tau. Les protéines tau anormalement phosphophorylées
n’interagissant plus avec les neurofilaments et les microtubules, perturberaient la stabilité du
cytosquelette neuronal et provoqueraient une perte neuronale ainsi que les traits

neuropathologiques de la maladie d’Alzheimer (Figure 1).

E. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA MALADIE D’ALZHEIMER

1. HYPOTHESE DE LA CASCADE B-AMYLOIDE

Dans I’hypothése de la cascade B-amyloide, le clivage de I’APP interviendrait avant
I’hyperphosphorylation de tau et entrainerait une surproduction de peptides
amyloides Ap42/43.

Selon Cette hypothése Age élevé, Polymorphismes Facteurs génétiques

altérations métaboliques (ApoE4...) (ps1/2; APP)
le clivage de I’APP induit la \ l /
surproduction  toxique de

une mort neuronale, une perte

synaptique et 1’apparition de ‘l' l
Plaques séniles DNFs
plaques séniles. Les plaques "=, Mortneuronaleet
perte synaptique
séniles seraient une réponse
adaptative de la cellule l

nerveuse et permettraient de Démence

séquestrer les peptides Figu_re 3. vaothés_e de Ia_cascade B-a_mvlo'l'de. Le clivage de I’APP
induit la surproduction toxique de peptides AB42/43, provoquant une
toxiques AB42/43 sous forme  mort neuronale, une perte synaptique et l’apparition de plaques
séniles. Ces 3 phénomeénes seraient a I’origine de la démence. D’aprés
d’agrégats  insolubles, les  (Schenk, 2004).

rendant inactifs. La présence de DNFs serait un effet périphérique de la surproduction de

peptides B-amyloide. Lorsque la cinétique de formation des plaques séniles, séquestrant les
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peptides AP, est insuffisante pour la cellule, la mort neuronale et la perte synaptique

interviendraient et généreraient une démence (Figure 3).

2 HYPOTHESE DE LA DEGENERESCENCE DU CYTOSQUELETTE

NEURONAL

Dans I’hypothése de la dégénérescence du cytosquelette neuronal, I’inducteur initial

serait une perturbation de 1’équilibre entre kinases et phosphatases de tau (activation des

kinases et/ou inhibition des phosphatases), ce qui génére une hyperphosphorylation des

protéines tau, ce qui conduit a une déstabilisation du cytosquelette neuronal. La

déstabilisation du cytosquelette provoquerait une perte synaptique, la survenue de DNFs et

de plaques séniles. Les DNFs seraient une réponse adaptative de la cellule nerveuse qui

permettrait de séquestrer les
protéines tau anormalement
phosphorylées, ce qui les
empécheraient  ainsi  de
réguler la dynamique du
cytosquelette neuronal.
Lorsque la cinétique de
DNFs,

séquestrant les protéines tau

formation des

hyperphosphorylées, est
insuffisante pour la cellule,
la mort neuronale et la perte
synaptique interviendraient
et conduiraient a une

démence (Figure 4).

Facteurs génétiques
(Ps1/2; APP)

Polymorphismes
(ApoE4a...)

Age élevé,
altérations métaboliques

Activation de kinases / Inhibition de phosphatases
Hyperphosphorylation des protéines tau
Déstabilisation du cytosquelette

(Ill

Plaques séniles

--....)

\/’ DNFs

Perte synaptique

Mort neuronale

A 4

Démence

Figure 4. Hypothése de la dégénérescence du cytosquelette neuronal.
La perturbation de [1’équilibre kinases-phosphatases induit une
déstabilisation du cytosquelette neuronal, provoquant une perte
synaptique et la survenue de DNFs. Ces 2 phénoménes seraient a 1’origine
de la mort neuronale et de la démence. Parallélement & la perturbation de
I’homéostasie cellulaire, les plaques séniles apparaitraient. D’aprés
(Schenk, 2004).

3 VISION INTEGREE DES 2 HYPOTHESES DE LA MALADIE

D’ALZHEIMER

Parmi les 2 hypothéses, plusieurs éléments ont été démontrés et il est fort probable

que la connaissance de la maladie d’Alzheimer nécessitera une vision intégrée de ces 2

hypothéses.
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Dans leur ouvrage « Du vicillissement cérébral a la maladie d’ Alzheimer » (Schenk,
2004), Schenk, Leuba et Bila ont proposeé une vision intégrée des 2 hypothéses de la
maladie d’Alzheimer (Figure 5). Dans ce modéle, I’influence de I’environnement associée a
I’avancée en age (réduisant le seuil de tolérance a des facteurs endogénes et exogenes) sur
les facteurs génétiques et le polymorphisme génétique (facteurs de risques de la maladie
d’Alzheimer) généreraient le clivage de I’APP, la surproduction de peptides AP42/43,
I’hyperphosphorylation de tau, la déstabilisation du cytosquelette, une perte synaptique ainsi
qu’une mort neuronale. L’ensemble de ces éléments semblent étre a 1’origine de la démence

observée dans la maladie d’ Alzheimer.

Influence de 'environnement,
de l'avancée en age

g

Facteurs génétiques Polymorphismes
(PS1/2 ; APP) (ApoE4...)

Altérations
métaboliques

o [

‘ Hyperphosphorylation des protéines tau
Déstabilisation du cytosquelette

Et surproductic d'Aédz-ﬂ

S I | Activation de kinases / Inhibition de phosphatases

—

- /E;péc;s R
Foxygéne
Plaques séniles —_ \

Mort neuronale

l

Démence

Perte synaptique DNFs

Figure 5. Vision intégrée de la cascade neuropathologigue de la maladie d’Alzheimer. Sont représentés en
bleu, les éléments appartenant & ’hypothése de la cascade B-amyloide et en rose, les éléments appartenant a
I’hypothése de la dégénérescence du cytosquelette neuronal. D’aprés (Schenk, 2004).

Selon ces hypotheses, cette vision intégrée et les connaissances actuelles concernant
la maladie d’Alzheimer, il devient essentiel d’identifier les kinases et les phosphatases
impliquées dans la régulation du niveau de phosphorylation de la protéine tau et de voir si

certaines d’entre elles peuvent provoquer la mort cellulaire neuronale.

Ce manuscrit s’intéressera donc plus particulierement a la protéine tau, aux kinases et
phosphatases de tau ainsi qu’aux connections entre ces différentes enzymes dans la maladie
d’Alzheimer.
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1. PROTEINE TAU

La protéine tau (« tubulin-associated unit ») (Weingarten et al., 1975, Cleveland et
al., 1977) est hautement conservée et trouvée exclusivement chez les animaux eucaryotes
(Goedert et al., 1989, Cambiazo et al., 1995, Goedert et al., 1996). Tau est une protéine du
cytosquelette associée aux microtubules (MAP : « Microtubule-Associated Protein »). Dans
la maladie d’Alzheimer, comme la protéine tau est anormalement phosphorylée, la
connaissance de sa structure, de ses modes de régulation ainsi que ses fonctions sont

importantes pour appréhender cette pathologie.

La protéine tau est une phosphoprotéine découverte en 1975 (Weingarten et al.,
1975). Elle est principalement exprimée dans les cellules neuronales et codée par un gene
unique localisé chez ’Homme dans le locus 17g21.1 (Neve et al., 1986). Ce géne comporte
16 exons (numérotés: -1; 1;2;3;4;4A;5;6;7;8;9,; 10; 11; 12; 13 et 14)
(Andreadis et al., 1992, Andreadis et al., 1995, Buee et al., 2000). Les exons 2, 3 et 10
subissent un épissage alternatif, tandis que les exons 4A, 6 et 8 sont uniquement transcrits
dans le systeme nerveux périphérique (SNP) (Panda et al., 2003). Chez I’'Homme, dans le
systeme nerveux central (SNC), 1’épissage alternatif du transcrit primaire de tau génére
6 isoformes de 352 a 441 acides aminés ayant un poids moléculaire apparent compris entre
60 et 74 kDa (kiloDaltons) (Figure 7). La plus courte de ces isoformes est la seule exprimée
chez le feetus. Son expression persiste a 1’age adulte (Buee et al., 2000). La structure de la
protéine tau est une suite de 4 domaines bien définis. La partie N-terminale est acide et
constitue le domaine de projection. Elle est suivie d’une région riche en proline, d’une
région basique contenant 3 ou 4 domaines de liaison aux microtubules, nommés MBDs
(« Microtubule-Binding Domains »), et enfin une région basique en C-terminale (Sergeant et
al., 2008).

L’absence de site donneur d’épissage sur I’exon 3 fait que celui-ci n’est transcrit que
lorsque 1’exon 2 est présent (Figure 6 et Figure 7). Ces exons 2 et 3 codent pour 2 inserts
N-terminaux de 29 acides aminés. Le domaine de projection est un mediateur des
interactions entre la membrane plasmique et le cytosquelette (Brandt et al., 1995) et est
responsable dans la détermination du diamétre de 1’axone (Chen et al., 1992). L’épissage
alternatif de I’exon 10, codant pour un des MBDs, entraine la formation d’isoformes
composées de 3 ou 4 MBDs et dites 3R ou 4R (Butner and Kirschner, 1991, Buee et al.,

2000). Ces domaines R (R pour repétes) sont codes individuellement par les exons 9 (R1),
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contiennent un motif
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consensus  conserveé i
KXGS qui peut étre g
phosphorylé sur la

serine (Lewis et al., Figure 6. Epissage alternatif de tau. Les exons représentés en bleu sont
1988 Butner and toujours transcrits dans le SNC. Les exons figurés en noir ne sont jamais
' transcrits dans le SNC. Les exons 2, 3 et 10 sont soumis a 1’épissage alternatif.

Kirschner, 1991, Drapres (Sergeant et al., 2008).
Drewes et al., 1995, Ozer and Halpain, 2000). Ces MBD interagissent avec les microtubules
et la PP2A (Protéine Phosphatase-2A) (Buee et al., 2000).

Lors de la traduction, I’exon -1 n’est jamais présent et la séquence intronique entre
les exons 13 et 14 est toujours conservée. Cette séquence fait apparaitre prématurément un

codon stop empéchant la traduction de 1’exon 14.

woswstsn [ I 110
69 kDa (412 a.a.) l]]:l: 4R/M1N
69 kDa (410 a.a.) . l]:l: 3R/2N
T 110
64 kDa (381 a.a.) l]:l: 3R/MN
60 kDa (352 a.a.) l]:l: 3R/ON

Figure 7. Schéma des 6 isoformes de la protéine tau dans le SNC. Les 6 isoformes sont composés de 352 &
441 acides aminés (a.a.) et ont des poids moléculaires compris entre 60 et 74 kDa. En orange et marron sont
respectivement représentés les exons 2, 3. En violet est indiqué le domaine de liaison aux microtubules de
I’exon 10. Ces 3 exons sont soumis & un épissage alternatif. En rouge sont figurés les domaines répétés de
liaison aux microtubules. En fonction de la présence de 3 ou 4 domaines répétés, les isoformes de tau sont
nommeées 3R ou 4R. En fonction de 1’épissage ou non des exons 2 et 3, les isoformes de tau sont dites ON
(aucun insert N-terminal n’est présent), 1N (seulement I’exon 2 est présent) ou 2N (les exons 2 et 3 sont
présents). D’apres (Sergeant et al., 2008).

Une des particularités de tau est d’avoir des points isoélectriques (pl) de charges
opposées pour ses régions N- et C-terminales (pIn-term = 3,8 €t plcerm = 10,8 ; Figure 8).
Le pl des protéines tau est généralement compris entre 6,5 et 9,5 en fonction de la présence
des exons 2, 3 (ce qui augmente le caractére acide de la protéine tau) ou 10 (ce qui augmente

le caractére basique de la protéine tau). Comme pour toutes les autres protéines, les
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differentes modifications post-traductionnelles agissent sur le pl des protéines tau (Butler
and Shelanski, 1986, Sergeant et al., 2008).

Domaine Domaine riche en Domaine de liaison aux
de projection prolines microtubules
pl=3,8 pl=11,4 pl=10,8

[ 11N

Figure 8. Points isoélectrigues de la protéine tau en fonction des domaines particuliers. Selon la nature des
domaines de projection, riches en prolines ou de liaison aux microtubules, les points isoélectriques varient et
conferent un caractére acide a la partie N-terminale et un caractére basique dans la partie C-terminale de la
protéine tau. D’aprés (Buee et al., 2000).

A. REGULATIONS DE TAU

Les régulations de la protéine tau s’effectuent principalement par des interactions

protéiques et par des modifications post-traductionnelles.

1 INTERACTIONS PROTEIQUES DE TAU

Tout comme les autres protéines associées aux microtubules (MAPL1 et 2), la protéine
tau régule la polymérisation et la stabilité du cytosquelette neuronal. La protéine tau est
fortement exprimée dans les axones ou elle régule la stabilité et 1’assemblage des
microtubules, par interactions avec 1’actine et les microtubules (Cleveland et al., 1977, Fulga
et al., 2007). Tau interagit également avec des protéines de signalisation cellulaire (Sontag et
al., 1996, Agarwal-Mawal et al., 2003, Vega et al., 2008), favorise la croissance axonale et
module le transport des vésicules et organelles, permettant ainsi la neurotransmission et la
propagation des signaux nerveux le long du réseau formé avec les microtubules (Gendron
and Petrucelli, 2009). La plus longue des isoformes humaines de tau perturbe le transport
antérograde axonal et non le transport rétrograde (LaPointe et al., 2009). Cette régulation du

transport axonal via tau est régulée par la kinase GSK3p et la PP1 (Protéine Phosphatase-1).

2 MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES DE TAU

Les huit types de modifications post-traductionnelles de tau sont: la
phosphorylation, la glycosylation, le clivage, la nitration, I’ubiquitinylation, la glycation, la

polyamination et la prolyl-isomérisation.
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» PHOSPHORYLATION

La phosphorylation est 1’ajout de groupement phosphate, fourni par I’ATP, par

estérification d’une sérine, thréonine ou tyrosine.

L’affinité de tau

Types de résidus Totaux Pourcentages
pour les microtubules Sérine Thréonine Tyrosine
L, Région acide 6 13 2 21 27%
est regulee par des ' Ragionriche 11 8 2 21 27%
. en prolines
phosphorylations au Domaines 17 3 0 20 26%
niveau de ces 3 types répétés
Extrémité 10 5 1 16 21%
d’a.a. (Tableau 1;  C-terminale
. Totaux 44 29 5 78
Figure 9). La Pourcentages  56% 37% 6%

phosphorylation de tau Tableau 1. Nombres et pourcentages des sites de phosphorylation de tau
selon la région ou le domaine proteigue.

au niveau de la sérine

du motif KXGS engendre le détachement de tau des microtubules. Les sérines impliquées
sont respectivement contenues dans les domaines R1, R2, R3 et R4 et sont S262, S293, S324
et S356 (Drewes et al., 1995, Dickey et al., 2007).

S$198 s210

$191 T212
$189 S214 $238 s412
8185 T217 s241 $396
T17 Y29 S46 T52 T69 T102 T $131 | T149  T169  T181 T220 T245 $285 s289 S305 S$341  s352  T381 T386 T414

| N !

$195 202 8235 s237 S$262 S$320 S400  S416 433

Y18 T39 TS50 $56 T95S | T101 | S13 | T35 TI1S3  T175 s184 WP T205 T231 ” 8258 $263 §293  s316 S324 8356 TI73 Y394 | T403 ‘ ‘ ‘ 8435

Y197 || S199 S422 | Ta27

Figure 9. Sites de phosphorylation de la protéine tau. S: résidu sérine, T : résidu thréonine, Y : résidu
tyrosine. Sont figurés en vert, les sites de phosphorylation de tau dits physiologiques ; ceux en orange sont
ceux trouvés hyperphosphorylées dans les cerveaux Alzheimer et par conséquent dits pathologiques.

La phosphorylation pathologique (par opposition a la phosphorylation
physiologique) de tau est un des événements précoces de la maladie d’Alzheimer,
puisqu’elle survient avant I’apparition des NFTs (Braak and Braak, 1995). La présence de
phosphorylations sur les sites T231, S235 et S262 de la protéine tau contribuent
respectivement a la dissociation de tau des microtubules pour 26 %, 9 % et 33 % (Sengupta
et al., 1998). Les phosphorylations de tau en T231, S396 et S422 favorisent
I’auto-agrégation de tau (Abraha et al., 2000, Haase et al., 2004). Particuliérement, la région
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C-terminale de tau, lorsqu’elle est hyperphosphorylée, comparée aux autres régions
hyperphosphorylées (domaines R et région riche en prolines) tend a augmenter
considérablement I’auto-agrégation de tau (Liu et al., 2007). D’autre part, I’expression d’une
protéine tau pseudo-phosphorylée (les sites de phosphorylation sont remplacés par des
acides glutamiques, c’est-a-dire ne pouvant pas se lier aux microtubules), génére une
apoptose neuronale (Fath et al., 2002). Ceci suggére fortement que la phosphorylation de tau
est impliquée dans la mort neuronale. Parmi les nombreuses phosphorylations de tau,
essentiellement celles en S199, S202, T205, T212, T231, S235, S262, S356 et S422 sont
critiques pour la pathologie de tau (Gong and Igbal, 2008, Zhang et al., 2009). Chacun des
sites de tau est soumis a I’action d’une ou plusieurs protéines kinases, les sites ciblés par ces

kinases seront développés dans la seconde partie de ce manuscrit.

» GLYCOSYLATION

La glycosylation est I’attachement covalent d’oligosaccharides aux chaines
peptidiques. Il existe 2 types de glycosylation : la N-glycosylation et 1’O-glycosylation. La
N-glycosylation résulte de I’attachement d’un sucre sur le groupement amine d’une

asparagine.

Les protéines tau contenues dans les cerveaux Alzheimer sont essentiellement
soumises a la N-glycosylation (Takahashi et al., 1999). A contrario, aucun résidu glycane
n’est retrouvé ancré aux protéines tau des témoins (Wang et al., 1996). La glycosylation de
tau inhibe la déphosphorylation de tau par la PP2A et la PP5 (Protéine Phosphatase-5) (Liu
et al., 2002c). Ces données suggerent qu’une glycosylation aberrante de tau favorise et
maintient tau dans un état hyperphosphorylé, et ceci, en particulier dans les NFTs (Liu et al.,
2002b).

L’O-glycosylation résulte, quant a elle, d’une fixation d’un sucre au niveau d’un
groupement hydroxyle d’une sérine ou d’une thréonine. Par conséquent, I’O-glycosylation
(notamment 1’0O-GIcNAcylation : greffe de N-acétyl-glucosamine) régule et réduit par
compétition la phosphorylation de tau (Liu et al., 2004a). Inversement a la N-glycosylation,
1’O-glycosylation est retrouvee réduite chez les patients Alzheimer comparé aux témoins
(Liu et al., 2004a, Gong et al., 2006). D’autre part, 1’0O-GIcNAcylation, induite par le
Thiamet-G, un inhibiteur d’O-glycanase, réduit I’hyperphosphorylation de tau, au niveau du
cortex et de I’hippocampe, aux sites T231, S396 et S422 (Yuzwa et al., 2008).
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» CLIVAGE

Le clivage de tau en son E391

extrémité  C-terminale par la e | 11n1 ‘l‘

caspase-3 in vivo et in vitro génére

D421
une forme tronquée de la protéine tau

|
au niveau d’E391 ou de D421 ‘ - Ml: j

Figure 10. Clivage protéolytique de la protéine tau.
(Figure 10). Ces clivages augmentent  E391 : acide glutamique 391 ; D421 : acide aspartique 421.

la capacité d’agrégation de tau et contribue a I’exécution de 1’apoptose neuronale (Chung et
al., 2001, Fasulo et al., 2005, Garcia-Sierra et al., 2008).

Ce clivage protéolytique de tau en D421, conduisant a la formation d’un fragment de
17 kDa, est corrélé a la déphosphorylation de 1’épitope Tau-1 dans les neurones cérébelleux
(Canu et al., 1998), hippocampiques (Park and Ferreira, 2005) et corticaux (Rametti et al.,
2004). Ce fragment correspond aux acides aminés 45 a 230 de la partie N-terminale de tau.
L’agrégation en granules de protéines tau tronquées au niveau de E391 est détectée chez les
patients Alzheimer et non chez les témoins (Ugolini et al., 1997). Des protéines tau clivées
en E391 sont également retrouvées dans les PHFs de patients Alzheimer (Mena et al., 1996).
De méme, la protéine tau clivée au niveau de D421 est associée a la neurofibrillogénese
dans les cerveaux des patients Alzheimer (Gamblin et al., 2003, Rissman et al., 2004). Ces
clivages en E391 et D421 accélérent in vitro la pathologie de tau (Yin and Kuret, 2006).
Cependant, la cinétique d’apparition du clivage de tau dans la formation des NFTs
(apparition avant ou aprés 1’agrégation de tau) reste controversée (Guillozet-Bongaarts et al.,
2005, Gendron and Petrucelli, 2009).

Outre I’activation des caspases-6, -8 et -9 (Rohn et al., 2002) chez les patients
Alzheimer, le clivage de tau par les caspases effectrices, caspase-3 et caspase-7 est associé
aux marqueurs précoces et tardifs des NFTs et est corrélé avec le déclin cognitif (Fasulo et
al.,, 2000, Rissman et al., 2004). La troncation de la protéine tau dans la maladie
d’Alzheimer entraine plus tardivement la glycation (voir plus loin) (Ledesma et al., 1994) et
I’ubiquitinylation (voir plus loin) (Perry et al., 1987, Morishima-Kawashima et al., 1993).
De fagon générale, I’activation des caspases, en particulier la caspase-3, aboutissant au
clivage de tau et de I’APP dans les cerveaux Alzheimer, semble contribuer a la formation
des peptides AP, a la perte synaptique et aux changements associés a la maladie d’ Alzheimer

(Gervais et al., 1999, Rohn and Head, 2009). Ce clivage de tau est également associé a
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I’activation des calpaines (des protéines calcium-dépendantes) (Park et al., 2007, Sinjoanu et
al., 2008), en particulier la calpaine 2 est co-localisée avec les filaments de tau dans la
maladie d’Alzheimer et les démences fronto-temporales (Adamec et al., 2002, Corsetti et al.,
2008).

> NITRATION

La nitration est 1’ajout

du radical NO, (dioxyde

PO TN
) (€0:7) (w) ' o
d’azote) sur une molécule o N
7 NG T D P Y~ R )
organique (0,7) + (NO) (onoo ) (fonooco, 1) ( )

Anion Oxyde Péroxynitrite Nitrosopéroxocarboxylate \ & V 4
superoxyde nitrique N > i

3-nitro-L-tyrosine
Figure 11. Réaction de nitration sur une tyrosine. D’aprés
fait intervenir un anion (Reynoldsetal., 2005).

La réaction de nitration

superoxyde avec un radical oxyde nitrique pour former le radical péroxynitrite. Apres
réaction avec le dioxyde de carbone, celui-ci se transforme en nitrosopéroxocarboxylate. Ce
dernier va alors ajouter un groupement NO, a une tyrosine (appelée alors une

3-nitrotyrosine) (Figure 11).

La nitration de S

[)5) ) (132
tau est suggérée pour .
étre  impliquée, au

. ] Figure 12. Localisation des sites de nitration de tau. Figuré en orange, site
meme titre que  de phosphorylation pathologique de tau. Figurés en vert, sites de
phosphorylation dits « normal » de tau.

I’hyperphosphorylation,

dans I’agrégation de tau (Horiguchi et al., 2003). La Y29 de la protéine tau est trouvée nitrée
dans la maladie d’Alzheimer (Reynolds et al., 2005). Cette nitration intervient sur les
protéines tau solubles et insolubles contenues dans les PHFs (Reynolds et al., 2006b) (Figure
12). L’utilisation du péroxynitrite sur la lignée de neuroblastome Neuro-2A de souris
entrainant a la fois la nitration et 1’oxydation de ses substrats, semble indiquer que la
nitration inhibe la capacité de tau a promouvoir I’assemblage de la tubuline (Reynolds et al.,
2006a) et provoque 1’oligomérisation de tau (Zhang et al., 2005b). De méme, des injections
bilatérales de 3-morpholino-sydnonimine, une source de péroxynitrite, dans les hippocampes
de rats provoquent la nitration, 1’hyperphosphorylation et 1’accumulation de tau.
Simultanément, la GSK3p et la p38 sont activées (Zhang et al., 2006b). Une nitration en
Y 18 est également présente, mais elle est détectée aussi bien chez les patients Alzheimer que
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chez les témoins (Reyes et al., 2008). Deux autres types de nitration aux Y197 et Y394 sont
également observés in vitro sur la protéine tau (Figure 12). Elles inhibent la polymérisation

mais pas 1’agrégation de tau (Reynolds et al., 2005).

» UBIQUITINYLATION

L’ubiquitinylation est la fixation spécifique d’ubiquitine(S) sur une protéine. La
protéine tau peut étre ubiquitinylée et prise en charge par le systeme ubiquitine-protéasome
(David et al., 2002). Des niveaux élevés de protéines tau ubiquitinylées sont présents dans
les PHFs des cerveaux Alzheimer ainsi que dans le LCR (Igbal and Grundke-Igbal, 1991,
Igbal et al., 1998). Dans ces cerveaux, le niveau d’ubiquitinylation de tau est corrélé a
I’accumulation protéique de tau (Riederer et al., 2009). Ce niveau d’ubiquitinylation
intervient au niveau des PHFs aprés 1I’hyperphosphorylation et la glycosylation de tau
(Morishima and lhara, 1994, Igbal et al., 1998), ce qui suggere que I’ubiquitinylation
intervient  secondairement dans le mécanisme physiopathologique. De plus,

I’ubiquitinylation des PHF's augmente avec la maturation de ceux-ci.

» GLYCATION

La glycation, facteur de vieillissement accéléré des tissus, est la réaction entre un
glucide et une protéine. Les protéines glyquées ne peuvent ni étre détruites, ni libérées de la
cellule dans laquelle elles s’accumulent. Ces protéines glyquées ne sont plus sensibles a

I’oxydation et favorisent la production de radicaux libres.

Les treize

[K13:;][K}5o}[:<174] [K235][K259][K280] (
o wart) (ks

Figure 13. Localisation des sites de glycation de la protéine tau. K : Lysines
sont reportés dans ~ pouvant étre glyquées.

la Figure 13 (Ledesma et al., 1994, Necula and Kuret, 2004, Kuhla et al., 2007). QOutre la

production de radicaux libres (Yan et al., 1994), cette glycation contribue a I’absence de

K347 K369
I

sites de glycation

sur les lysines de

la protéine tau

dégradation des protéines tau et, par conséquent, a leur accumulation pathologique ainsi que
la mort neuronale (Smith et al., 1996). Des produits de glycation, AGEs: « Age End
Products » sont trouvés au niveau des PHFs (Smith et al., 1994, Yan et al., 1994). Parmi les
sites de glycation de la protéine tau, huit sont situés au niveau de la région des MBDs

(Figure 13) (Nacharaju et al., 1997). Ces glycations diminuent I’affinité de tau pour les
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microtubules. Bien que la glycation favorise la polymérisation et la stabilisation des

protéines tau agrégées, celle-ci n’induit pas 1’agrégation de tau (Necula and Kuret, 2004).

» POLYAMINATION

La réaction de polyamination ajoute plusieurs groupements amines dans une
molécule organique. La polyamination d’une protéine génere un pont polypeptidique entre

une glutamine et une lysine.

La polyamination par les transglutaminases (TG) est observée sur la protéine tau
(Murthy et al., 1998, Tucholski et al., 1999). La formation du pont polypeptidique met en
jeu un résidu donneur d’acyle, la glutamine (Q), et un résidu accepteur d’acyle, la lysine (K).
Les TG co-localisent avec les NFTs (Appelt et al., 1996) et sont sur-activées dans les
cerveaux Alzheimer, et ceci, plus particuliérement au niveau du cortex préfrontal (Johnson
et al., 1997). Huit sites accepteurs et dix sites donneurs ont été identifiés sur la protéine tau
(Figure 14). Ces sites sont respectivement localisés au niveau des Q6, Q88, Q124, Q244,
Q276, Q288, Q351, Q424 et K24, K163, K174, K180, K190, K225, K234, K240, K383,
K385 (Murthy et al., 1998). Le site donneur prédominant est celui en Q424 et la région

acceptrice majoritaire est composée du segment K163-K240 (Figure 14).

- ﬂP m@mm @ @

. %@ @&b I

Figure 14. Sites de polyamination de la protéine tau. Les chiffres en bleu indiquent les glutamines donneuses
d’acyle. Les chiffres en rouge indiquent les lysines acceptrices de groupement acyle. Notons qu’aucune des
lysines acceptrices de groupement acyle n’est présente au niveau des domaines répétés R représentés en rouge
(R1, R3 et R4) et en violet (R2). D’aprés (Murthy et al., 1998).

» PROLYL-ISOMERISATION

La prolyl-isomérisation est une réaction qui permet le réarrangement des ponts
disulfures, inter-changeant ainsi la conformation de la protéine cible. Cet inter-changement
se fait indifféeremment d’une conformation cis vers une conformation trans ou d’une

conformation trans vers une conformation cis.
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La prolyl-isomérisation intervient sur un site unique de tau, le site T231 (Verdecia et
al., 2000, Zhou et al., 2000, Stukenberg and Kirschner, 2001). Elle est générée par la
peptidyl-prolyl-isomérase  (PPlase) : Pinl («Peptidyl-prolyl cis/trans isomerase
NIMA-interacting 1 » ; NIMA : « Never In Mitosis gene A »). Pinl reconnait les résidus
sérine ou thréonine phosphorylés suivis d’une proline (Yaffe et al., 1997), puis catalyse
I’isomérisation  des  liaisons - W
peptidiques (de cis vers trans ou ‘
de trans vers cis). Cette l Kinases de tau

prolyl-isomérisation aurait pour

@EO® ® @
but  de  faciliter la | | [l I1A 1 | —p
P

déphosphorylation de tau par la t
Pin1
PP2A, qui préfere les liaisons i

trans (Zhou et al., 2000, Lavoie : P P
o I 1L |
et al., 2003). Le seul résidu de ® (P ® @

Figure 15. Prolyl-isomérisation de tau. Aprés phosphorylation
de tau par diverses kinases, Pinl tend & changer la conformation
protéine tau est le premier résidu cis de tau en conformation trans pour faciliter la

déphosphorylation de tau par la PP2A. D’aprés (Yaffe et al.,
phosphorylable des MBDs  1997).

(Figure 15).

(o

prolyl-isomérisation situé sur la

B. TAU ET NEUROTOXICITE

Indépendamment de son état de phosphorylation, la protéine tau peut étre
neurotoxique par elle-méme. La sur-expression de protéines tau provogue une neurotoxicité
via les récepteurs NMDA (N-méthyl-D-Aspartate) (Amadoro et al., 2006). A contrario, la
suppression de la protéine tau diminue la sensibilité a I’apoptose induite par le peptide AP
(Rapoport et al., 2002). Cette suppression de tau chez des souris développant des DNFs
stabilise le nombre de neurones et restaure les fonctions mnésiques (Santacruz et al., 2005).
La réduction ou la suppression de la protéine tau endogéne chez des souris transgéniques
mimant la maladie d’Alzheimer (via I’expression des mutations familiales du peptide Af)
prévient les deficits cognitifs sans pour autant inverser la pathologie amyloide (Roberson et
al., 2007). Ces données suggerent que la diminution partielle du niveau de tau peut
constituer une stratégie de neuroprotection, réduisant ainsi le niveau global de protéines tau

et, par conséquent, celui des protéines tau hyperphosphorylées.
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C. TAU ET MALADIE D’ALZHEIMER

Dans les cerveaux Alzheimer, 3 pools de protéines tau sont identifiés : une fraction
cytosoligue, une fraction de protéines tau anormalement phosphorylées mais solubles, et une
fraction insoluble contenue dans les PHFs (Kopke et al., 1993). Ces 3 pools de protéines tau

suggeérent que I’hyperphosphorylation de tau précede son agrégation en PHFs.

D’autre part, les mutations et I’hyperphosphorylation de tau tendent a augmenter la
quantité d’agrégats de tau (Nuydens et al., 1995, Nacharaju et al., 1999). Lorsque la protéine
tau est mutée (Figure 16), la proportion des différentes isoformes varie, ce qui a pour
conséquence de diminuer la capacité de tau a se lier aux microtubules (Hong et al., 1998,
Dayanandan et al., 1999), augmentant ainsi sa capacité a former des agrégats de tau
(Goedert et al., 1999, Nacharaju et al., 1999, Gamblin et al., 2003). Cette combinaison de
gains de fonction toxique est proposée comme cause possible de la neurodégénérescence
(Yancopoulou and Spillantini, 2003). Parmi la trentaine de mutations rapportées de tau
(D'Souza and Schellenberg, 2005, Deshpande et al., 2008), il existe 2 types de mutations :
les mutations qui décalent le cadre de lecture et celles affectant 1’épissage alternatif. Les
premieres génerent des protéines tau avec des fonctions altérées, pouvant réduire la capacité
de liaison de tau aux microtubules (Hasegawa et al., 1998, Hong et al., 1998, LeBoeuf et al.,
2008). Les mutations affectant I’épissage alternatif (principalement celles de 1’exon 10)
perturbent les proportions de protéines tau contenant 3R ou 4R. Chez les patients dits
« normaux », le ratio 4R/3R est de 1 tandis que chez la majorité des patients Alzheimer, ce

ratio est supérieur a 1 (Hutton et al., 1998).

A I’heure actuelle, aucune mutation de géne codant pour tau n’a été identifiée dans la
maladie d’Alzheimer (Gotz et al., 2007). Cependant, plusieurs mutations ont été identifiées
dans certaines formes de démences, notamment les FTDP-17 (Démence Fronto-Temporale
avec un syndrome Parkinsonien liée au chromosome 17). Ces mutations de tau induisent une
accélération in vitro de I’assemblage de tau en filaments insolubles (Goedert et al., 1999,
Nacharaju et al., 1999), indiquant qu’une anomalie de tau a elle seule peut étre a 1’origine

d’une démence. Les mutations de tau répertoriées sont indiquées sur la Figure 16.
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Figure 16. Sites de la protéine tau ayant été retrouvés mutés. D’apres (Gendron and Petrucelli, 2009) et
(Han and Paudel, 2009).

D. AGREGATION DE TAU

La présence d’agrégats de tau est proposée comme protecteur contre la
dégénérescence neuronale. Cette neuroprotection s’effectuerait en séquestrant les protéines
tau toxiques s’accumulant dans des conditions pathologiques (Lee et al., 2005). Bien que
I’agrégation de tau puisse résulter de I’intervention de plusieurs kinases (Nuydens et al.,
1995), la GSK3p est requise et suffisante pour I’agrégation de tau (Rankin et al., 2007,
Sahara et al., 2008). La GSK3p est également essentielle pour induire la neurotoxicité du
peptide AP (Takashima et al., 1993). De plus, la présence d’agrégats de tau sous forme de
NFTs dans les cerveaux de patients Alzheimer est positivement corrélée avec la sévérité du
déclin cognitif (Arriagada et al., 1992). Les agrégats protéiques de nombreuses pathologies
sont régulierement en relation avec un mauvais repliement ou des modifications
conformationnelles des protéines. Ces protéines mal repliées s’associent entre elles pour
former des agrégats protéiques qui sont trouvés en plus grand nombre en conditions
pathologiques qu’en conditions physiologiques. Les agrégats de tau sont des médiateurs de
la toxicite cellulaire et leur présence caractérise de nombreuses pathologies
neurodégéneératives regroupées sous le terme de «tauopathies » (Bulic et al., 2009). Les
PHFs sont formés par paires de filaments de protéines tau en feuillets f enroulés 1’un autour
de I’autre, se croisant tous les 80 nm, et possédant une largeur allant de 8 & 20 nm (Friedhoff
et al., 2000, Inouye et al., 2006). Pour la formation des PHFs, deux hexapeptides,
2PVQIINK?® et 3°vQIVYK3!, situés respectivement au début des domaines R2 et R3 de
tau sont prépondérants dans le processus d’agrégation pour générer les structures en
feuillet B (von Bergen et al., 2000, Fischer et al., 2009). La présence de PHF-tau isolés de
cerveaux de patients Alzheimer ou encore la présence de protéines tau hyperphosphorylées

inhibent I’activité du protéasome et perturbe I’homéostasie cellulaire (Keck et al., 2003, Ren
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et al., 2007). Ceci suggére que les PHFs font partie intégrante de la régulation cellulaire et

sont des intermédiaires importants dans la pathogenése de la maladie d’ Alzheimer.

A Tintérieur de ces PHFs, une trentaine de sites de phosphorylation de tau, pouvant
étre responsables de son détachement des microtubules, ont été identifiés. Apres
phosphorylation de tau, les microtubules sont déstabilisés et les protéines tau nouvellement
non liées s’agrégent progressivement (Kopke et al., 1993). In vivo, I’hyperphosphorylation
de tau précede I’agrégation en PHFS et I’ubiquitinylation de tau (Igbal and Grundke-Igbal,
1991). Chez Drosophila melanogaster, la dégénérescence neuronale est induite par
I’hyperphosphorylation de tau, et non par son agrégation (Wittmann et al., 2001, Steinhilb et
al., 2007), ce qui suggere que I’hyperphosphorylation de tau est un des facteurs clés pour
induire D’agrégation de tau, et donc la dégénérescence neuronale. Chez des souris
transgéniques ageées et accumulant les NFTs (par la sur-expression de protéines tau
humaines), aucun changement morphologique au niveau des neurones possédant des NFTs
n’est constaté. En revanche, dans ce modele, les neurones en apoptose possedent un taux
relativement faible de NFTs (Andorfer et al., 2005). Ces données mettent en évidence que
I’agrégation de tau en NFTS n’est pas nécessairement requise pour induire une apoptose
dépendante d’une pathologie de tau et que des modifications post-traductionnelles précoces,
telles que la glycosylation et la phosphorylation de tau (Braak and Braak, 1995, Liu et al.,
2002d), pourraient étre a I’origine de la pathogénécité de la protéine tau. Celle-ci serait
essentielle & la neurotoxicité (secondaire) induite par le peptide Ap (Rapoport et al., 2002).
En raison de la présence de NFTs et de I’hyperphosphorylation de tau dans les cerveaux
Alzheimer, le niveau de tau est 8 fois plus important que dans les cerveaux « contréles » de
méme age (Khatoon et al., 1992, Kopke et al., 1993). L’hyperphosphorylation de tau a des
sites spécifiques est corrélée a la sévérité de la démence (Augustinack et al., 2002). De
méme, de forts taux de protéines tau hyperphosphorylées sont également retrouvés dans le
LCR des patients Alzheimer. Ces taux éleves semblent constituer un bon indice pronostique

pour la neurodégénérescence (Hampel et al., 2004, Buerger et al., 2006, Bain et al., 2007).

Comme évoqué précédemment, le cerveau humain exprime 6 variants de tau, qui ont
des poids moléculaires apparents de 60, 64, 69 et 74 kDa. Les différentes tauopathies sont
classées en fonction de la présence ou non d’une combinaison de variants de protéines tau
hyperphosphorylées (Tableau 2). Dans la FTDP-17, des mutations faux-sens de tau ont été
retrouvées. Quatre de ces mutations, G272V, P301L, V337M et R406W, font de tau un
substrat préférentiel in vitro pour I’hyperphosphorylation (Igbal et al., 2009). Les diverses
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tauopathies sont classées en fonction des isoformes de tau présentes dans les agrégats de tau.

Pour plus de clarté, les tauopathies ne seront que citées dans ce manuscrit (Tableau 2).

Classes de tauopathies Types d’isoformes concernées Pathologies concernées
Classe | Tau74 Maladie d’Alzheimer
(Toutes les isoformes de tau Tau69 Syndrome de Down
peuvent s’agréger) Tau64 Vieillissement cérébral (>75 ans)
Tau60 Sclérose Latérale Amyotrophique

Maladie de Parkinson avec une
démence atypique de Guadeloupe
Maladie de Niemann-Pick (type
C)

Parkinsonisme post encéphalique
Démence familiale britannique
Démence pugilisticia

FTDP-17
Classe 11 Tau74 Dégénérescence corticobasale
Tau69 Paralysie supranucléaire
Tau64 Démense a grains argyrophiles
FTDP-17
Classe 111 Tau69 Maladie de Pick
Tau64 FTDP-17
Tau60
Classe IV Tau64 Dystrophie myotonique
Tau60

Tableau 2. Classification des différentes tauopathies. Tau74 : isoforme de tau de 74 kDa ; Tau69 : isoformes
de tau de 69 kDa; Taub64: isoformes de tau de 64 kDa; Tau60: isoformes de tau de 60 kDa.
D’aprés (Sergeant et al., 2008).

E. SOURIS TRANSGENIQUES POUR TAU

Bien avant la découverte de mutations pathogéniques de tau, les premiéres souris
transgéniques de tau développées en 1995 (Gotz et al., 1995) sur-exprimaient la protéine tau
humaine et reproduisaient certains aspects de la maladie d’ Alzheimer, tels que la localisation
somato-dendritique de tau hyperphosphorylée qui constitue 1’étape précédent la formation
des DNFs (Gotz et al., 2007). Ces agrégats de tau peuvent étre facilement marqués par des
anticorps anti-tau dépendants de la phosphorylation et de la conformation de la protéine
(Gotz, 2001). Malgré la diminution de la solubilité de la protéine tau, aucune formation de
DNFs n’était observée (Ishihara et al., 2001).

Apres I’identification en 1998 des mutations de tau dans la FTDP-17, plusieurs
modeles de souris transgeniques développant des DNFs dans les neurones et les cellules
gliales ont été générées (Lewis et al., 2000, Kins et al., 2003, Higuchi et al., 2005). Ces
souris développent un déficit moteur, des troubles du comportement, ainsi que des DNFs
dans le cerveau et la moelle épiniere (Lewis et al., 2000). Parmi ces modéles, les souris

sur-exprimant tau mutée en P301L (Lewis et al., 2000) génerent des DNFs indépendamment
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du promoteur sous le contréle duquel tau mutée est sur-exprimée (Gotz et al., 2001, Gotz et
al., 2007). Chez les humains, la mutation P301S provoque des signes plus précoces de la
FTDP-17 que la mutation P301L (Bugiani et al., 1999). Parmi ces différentes souris
transgéniques pour tau, la pathologiec AP est reproduite, soit par croisement avec des souris
sur-exprimant I’APP humain muté, soit par injection intracérébrale de peptides AP. Les

effets observés sont répertoriés dans le Tableau 3 (Gotz and Gotz, 2009).

Tau A Observations Références
Croisement avec la epotentialisation de la (Lewis et al., 2001)
P301L souris APP* pathologie de tau (7x

plus de NFTSs)
ePas d’augmentation de

la pathologie AP
P301L Injection intracérébrale  e5x induction de NFTs (Gotz et al., 2001)
de peptides AP
oNFTs et  plaques (Oddo et al., 2003b,
précédent la  perte Billings et al., 2005,
3xtg-AD synaptique et le déficit Oddo et al., 2008)

de PLT
eBlocage de I’APB
ralentit la pathologie de
tau (par immunothérapie
anti-Ap)
Injections intracérébrale  ePathologie de tau  (Bolmont et al., 2007)
de peptides AP générés  induite au niveau des
par des souris mutées aires de projections des
P301L dans le géne de ’APP  sites d’injection
(souris APP23) ePathologie de tau plus
prononcée dans les aires
contenant une forte
charge en peptides Ap

Tableau 3. Modé¢les de souris transgéniques mimant la pathologie de tau et de ’AB. D’aprés (Gotz and
Gotz, 2009).

Dans les formes familiales de la maladie d’Alzheimer, des mutations pour 3 génes :
I’APP, la PSENL1 et la PSEN2, et des genes de prédisposition parmi lesquels I’ApoE ont été
identifiés (Bertram and Tanzi, 2008). Afin de reproduire une dégénérescence neuronale avec
la présence de DNFs et de plaques AP, des souris transgéniques portant ces 3 mutations
[PSEN1 M146/-; APP K670N/M671L (APP*": mutation suédoise) ; tau P301L] ont été
développées et nommées 3xtg-AD (« 3x-transgenic Alzheimer’s Disease ») (Oddo et al.,
2003b, Gotz and Gotz, 2009). Ces souris montrent un dysfonctionnement synaptique,
incluant un déficit de la PLT (Potentialisation a Long Terme). Chez ces souris, la formation
des plaques séniles intervient avant celle des DNFs (Oddo et al., 2003a). Cependant la
variabilité phénotypique observée chez I’ensemble des souris transgéniques pour tau est
considérée comme probablement due aux différentes conditions expérimentales. La

variabilité phénotypique pourrait étre due a: I’utilisation de différents promoteurs pour
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I’expression du transgéne, a des sites différents d'intégration des transgénes, ainsi qu’a des
niveaux aléatoires d'expression de la protéine tau humaine selon le fond génétique utilisé
(Gotz et al., 2007). Cette variabilité des phénotypes pose probléme et ne permet pas de

conclure sur le mécanisme pathologique sous-jacent (Gotz et al., 2004).

Parallelement a ces constatations, les premiers modéles de souris déficientes
(« knock-out » : KO) pour tau ont été générés (Harada et al., 1994). Chez ces souris,
I’inactivation du gene tau est réalisée par remplacement du premier exon par une cassette de
néomycine au niveau de cellules souches embryonnaires. Cette modification génique
entraine au maximum, chez les souris mutées, la production de petits fragments de la
protéine tau qui sont incapables de se lier aux microtubules. Les génotypes (souris tau+/+,
tau+/- et tau-/-) sont soumis & une distribution mendélienne et les phénotypes générés sont
indiscernables entre eux. Afin d’identifier les conséquences de ce KO dans la protéine tau au
niveau du réseau neuronal, les quantités relatives de MAP : Tau, MAP1A, MAP1B et
MAP2, ainsi que de neurofilaments ont été quantifiées. Outre la déficience en protéines tau,
seule la quantité relative de MAP1A est augmentée de 30 % dans les axones de gros calibre

(100 a 149 nm)
chez les souris transgéniques observés

Souris ~ Effet sur tau Effets biologiques Références

adultes (Harada développant des ~ Suppression  Stabilisation du nombre de  (Santacruz et
DNFs neurones al., 2005)
et al., 1994). Le Récupération des fonctions
de mémorisation
nombre et la exprimant des Réduction Prévention des déficits (Roberson et
densité des mutations ou cognitifs al., 2007)
familiales APP™  suppression Pas de réversibilité de la
axones de petit pathologie amyloide
) . KO pour tau Suppression Baisse de la sensibilité ala  (Rapoport et
caliore (50 a mort cellulaire induite par al., 2002)
le peptide AB
99 nm) chez les sur-exprimant  Sur-expression Neurotoxicité (Amadoro et
souris invalidées tau dose-dépendante al., 20086,
Liang et al.,
pour tau sont 2008)

Tableau 4. Exemples de souris transgéniques pour tau.

significativement
réduits. D’autres mod¢les de souris déficientes ou sur-exprimant la protéine tau ont été
utilisees, et ont montré que la protéine tau pouvait également étre toxique par elle-méme et
ce, indépendamment de son état de phosphorylation (Tableau 4). L’ensemble de ces
différents modéles de souris transgéniques pour tau est essentiel pour disséquer le
mécanisme sous-jacent de la dégénérescence neuronale, et plus particulierement celle

observée dans la maladie d’Alzheimer.
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[F. STRATEGIES THERAPEUTIQUES CONTRE LA MALADIE
D’ALZHEIMER

Trois types de stratégies thérapeutiques contre la maladie d’Alzheimer sont
actuellement proposees (Citron, 2004). La premiere a une action dirigée contre le
peptide AB. Les deux autres stratégies thérapeutiques sont basées sur la modulation des
niveaux de peptides AP et sur le blocage de la pathologie de tau.

1 STRATEGIES THERAPEUTIQUES CONTRE L’AB

» APPROCHE PHARMACOLOGIQUE

Principalement, deux types de médicaments sont utilisés pour le blocage
pharmacologique de I’agrégation des peptides AB. Des mimétiques de glycosaminoglycanes,
supposés bloquer les interactions de peptides AP entre eux, sont actuellement en essais
cliniques de phase Ill (Drews, 2000). D’autre part, le clioquinol, antibiotique chélateur de
zinc (le zinc étant primordial pour I’agrégation des peptides Ap), est utilisé pour réduire le
taux d’agrégation des peptides AP in vivo (Cherny et al., 2001). Les essais cliniques de
phase Il ont montré une efficacité a posteriori sur le groupe le plus sévérement atteint ainsi
qu’une réduction de 1’AP42 plasmatique dans le groupe des patients le moins sévérement

atteint (Ritchie et al., 2003).

» APPROCHE IMMUNOLOGIQUE

L’approche par immunisation active, consistant en l'injection d’agrégats de peptides
AP42, a réduit la pathologie amyloide chez différentes souches de souris transgeniques APP
(Schenk et al., 1999, Janus et al., 2000, Morgan et al., 2000). Cependant, les essais cliniques
chez ’'Homme ont d0 étre arrétés prématurément en raison de I’apparition d’encéphalites

parmi les sujets vaccinés (Orgogozo et al., 2003).

Une immunisation passive a été réalisée dans différents modéles de souris

transgéniques pour I’APP. Les trois approches d’immunologie passive sont basees :

1) sur une activation microgliale afin de phagocyter les plaques séniles (Schenk et
al., 1999, Bard et al., 2000). Sur les 11 anticorps administrées a des souris
transgéniques APP, seuls ceux dirigés contre la partie N-terminale de I’ApB se

sont montrés efficaces pour I’activation microgliale. Ces résultats ont été
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confirmés par la vaccination avec des peptides correspondant aux épitopes des
11 anticorps précédents ou seuls les peptides mimant les anticorps ciblant la
partie N-terminale ont montré une activation microgliale (Bard et al., 2003).

2) sur la fixation directe des anticorps restreints aux acides aminés 3 a 6 du
peptide AB, visant a détruire les dépdts amyloides (Frenkel et al., 2000).
Cependant, in vivo, les effets observés n’ont pu étre attribués aux anticorps
dirigés contre les acides aminés 3 a 6 du peptide AB (Citron, 2004).

3) sur la capture des peptides AB solubles du SNC. L’anticorps 266, qui montre une
trés forte affinit¢ pour les peptides AP solubles (de 1’ordre du picomolaire),
provoque une réduction de I’amyloide sans se lier aux plaques séniles. Cet
anticorps provoque un flux des peptides AP solubles du SNC vers le SNP. Ce
flux permet de réduire considérablement le taux de peptides Ap dans le cerveau
(DeMattos et al., 2001).

2. STRATEGIES THERAPEUTIQUES MODULANT L’AB

Afin de moduler le niveau des peptides AP (voir Figure 2), trois stratégies sont

possibles :

1) Tinhibition de la B-sécrétase, empéchant la formation du fragment C99 (B-Stub),
nécessaire a la formation des peptides Ap.

2) T’inhibition de la y-sécrétase, empéchant la formation des peptides AP toxiques
aprés la formation du fragment C99. Certains anti-inflammatoires non-stéroidiens
(AINS) influencent le ratio de peptides AP par la modulation directe du clivage
effectué par la y-sécrétase. Ces AINS favorisent la formation de peptides AB38
au lieu des peptides AP40 et Ap42 (Citron, 2004).

3) D’activation de I’a-sécrétase, favorisant la formation du fragment C83 (a-Stub).

3 STRATEGIES THERAPEUTIQUES BASEES SUR LE BLOCAGE DE
: LA PATHOLOGIE DE TAU

Parmi les nombreuses modifications de tau, les connaissances actuelles indiquent que
le principal caractere pathologique de tau dans la maladie d’Alzheimer et les autres

tauopathies consiste en 1’hyperphosphorylation de la protéine tau. Pour contrer la pathologie
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de tau, les stratégies proposees sont basées sur les régulations intracellulaires de la protéine

tau. Les possibilités envisagées sont :

- soit d’agir sur le niveau de phosphorylation des protéines tau en inhibant
les kinases de tau ou en activant les phosphatases de tau,

- soit de diminuer partiellement le niveau global de tau, diminuant ainsi le
degré de protéines tau pouvant étre phosphorylées,

- une idée émergente serait également de dégrader les agrégats de tau
hyperphosphorylées en stimulant un mécanisme de dégradation des

protéines, I’autophagie.

La thématique de ma thése a portée sur les 2 premiéres stratégies et comment contrer

I’hyperphosphorylation de tau, et ceci, de maniere spécifique.

Les inhibiteurs des kinases de tau disponibles sont relativement spécifiques et
interféerent avec le cycle cellulaire. A ce jour, la nécessité de développer des inhibiteurs
hautement spécifiques des kinases de tau est primordiale. De nouveaux composés sont
synthétisés par de nombreuses équipes. L’intérét est de trouver un ou des composé(s)
diminuant le niveau de tau per se et/ou le niveau de phosphorylation de tau. Pour cela, la
connaissance des Kkinases et des phosphatases de tau, agissant directement sur la
phosphorylation de tau, est importante pour le criblage de composés conférant une

neuroprotection.

Dans ce manuscrit, nous décrirons d’abord les kinases de tau, leurs possibles
interactions avec tau (phosphorylation et liaison), leurs roles dans la mort neuronale
(notamment par apoptose) et résumerons les principales données établies quant a leur
possible implication dans la maladie d’ Alzheimer. Suite a la description de chaque kinase de
tau, quelques inhibiteurs pharmacologiques spécifiques et/ou sélectifs de la kinase étudiée
seront listés et leurs modes d’action discutés. Les phosphatases de tau seront ensuite

abordées sous les mémes angles.
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I11.  KINASES DE TAU

Les voies de signalisation cellulaires sont principalement régulées par un cycle de
phosphorylation-déphosphorylation. Les kinases et phosphatases sont respectivement
responsables de la phosphorylation et de la déphosphorylation.

Les kinases sont des enzymes de la famille des transférases qui catalysent le transfert
d'un groupe phosphoryle (ou ion phosphate) d’une molécule a une autre. La molécule cible,
appelée le substrat, peut étre une protéine, un lipide ou un sucre. La phosphorylation d’un
substrat par une kinase peut entrainer différents types de modifications fonctionnelles :
changement de localisation cellulaire, changement structural perturbant I’association avec
d’autres protéines ou encore l’activation ou I’inhibition de D’activité enzymatique. Les
protéines kinases sont généralement inactives lorsqu’elles ne sont pas phosphorylées. Elles
sont caractérisées par un site actif et une boucle d’activation. Le site actif est composé d’une
région qui fixe le ou les substrat(s) : couramment I’ATP, donneur de phosphate, a la
séquence peptidique cible, receveur de phosphate, et a une région qui catalyse la réaction de
phosphorylation. La boucle d’activation est un segment interne de la protéine qui contient un
ou des résidus phosphorylables (sérine, théronine et/ou tyrosine). La fixation de phosphate

sur des sites précis de cette région entraine généralement I’activation de la Kinase.

Dans les cerveaux Alzheimer, de

Expression ou activité

nombreuses kinases ont été identifiées pour dans les cerveaux Alzheimer

avoir une activité ou une expression perturbée Augmentée Diminuge
(Tableau 5) (Chung, 2009). Ainsi, la GSK3p PKA
p25/CDK5 PKC
compréhension du mécanisme DYRK1A
. . . , Erk1/2
physiopathologique de la maladie d’Alzheimer Ink
. 38
passe par la connaissance de I’ensemble des gKl
kinases et phosphatases qui régulent le niveau AKUPKB
Tableau 5. Modifications de 1’expression ou
de phosphorylation de tau. de D’activité des kinases de tau dans les

cerveaux Alzheimer. D’aprés (Chung, 2009).

Prés de 71 sites de phosphorylation de la protéine tau (définie par rapport a la plus
longue des isoformes) peuvent étre phosphorylés (Buee et al., 2000, Sergeant et al., 2008).
Pour la plupart, ils sont localisés a proximité des domaines de liaison aux microtubules (cf
Figure 9). Les kinases de tau ont été regroupées en 3 classes : les protéines kinases PDPK

(« Proline-Directed Protein Kinase »), les protéines kinases non-PDPK et les protéines
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kinases spécifiques des tyrosines. Apres des genéralités sur ces protéines kinases, chacune
sera abordée sous 3 angles importants pour la maladie d’Alzheimer: les sites de
phosphorylation de tau concernés (et connus a 1’heure actuelle), puis I’apoptose neuronale et
les données établies concernant la maladie d’Alzheimer. Enfin, une partie sera consacree

aux inhibiteurs les plus spécifiques ou les plus utilisés de chaque kinase.

A. PROLINE-DIRECTED PROTEIN KINASE

Les kinases PDPK phosphorylent tau sur les résidus sérine et thréonine suivis par une

proline. Dans ce groupe, sont trouveées :

- la glycogéne synthétase kinase-3B (GSK3p), également appelée « Tau
Protein Kinase | » (TPKI) (Mandelkow et al., 1992, Sperber et al., 1995).
Comme 39 sites (dont au moins 24 dans les MBDs) sur les 71 sites de tau
peuvent étre phosphorylés par 1la GSK3p (soit environ 55 % des sites de la
protéine tau), la GSK3p est considéerée comme la Kkinase de tau
majoritaire,

- la kinase dépendante du cycle cellulaire CDK5 (« Cyclin-Dependent
Kinase 5») (Baumann et al., 1993), également appelée « Tau Protein
Kinase Il » (TPKII) (Ishiguro et al., 1992),

- les protéines Kkinases activées au cours de la mitose MAPK
(« Mitogen-Activated Protein Kinase ») telles que les kinases Erk1/2
(« Extracellular signal-regulated kinase 1/2 »), c-jun N-terminal Kinase
(JNK) et p38 (Zhu et al., 2002, Chong et al., 2006). Les voies des kinases
JNK et p38 peuvent également étre activées via la voie des SAPK
(« Stress-Activated Protein Kinase ») comme JKK1 (Goedert et al.,
1997b, Buee-Scherrer and Goedert, 2002, Zhu et al., 2003).

1 GLYCOGEN SYNTASE KINASE-3B

Le nom de la kinase a sérines et thréonines GSK3p provient du fait de son
implication et de sa découverte dans le métabolisme du glycogene (Embi et al., 1980, Rylatt
et al., 1980). A I’heure actuelle, ce nom est impropre car de nombreux substrats et fonctions
sont attribues & la GSK3B. 1l s’agit de son rdle dans la prolifération cellulaire, le

fonctionnement neuronal, la signalisation cellulaire de [I’insuline, 1’oncogenése, le
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développement embryonnaire (Rayasam et al., 2009) et la réponse immunitaire (Beurel et
al., 2010).

L’homologie de séquence entre les

Domaines des GSK3 Pourcentage
isoformes o et B de la GSK3, d’homologie
GSK3a-GSK3p
respectivement de 51 kDa et 47 kDa, est
Protéines entieres 85 %
de 85 % (Woodgett, 1990) Bien qu’elles Domaines kinase 98 %
76 derniers acides aminés 36 %

soient codées par deux geénes distincts,

(extrémité C-terminale)

localiseés respectivement aux loci Tableau 6. Pourcentages d’homologies entre les 2
19q13 1-13.2 et 3q13 3_q21 (ShaW et al isoformes de la GSK3. D’aprés (Woodgett, 1990).

1998), les isoformes o et B possedent 97 % d’homologie au niveau de leurs domaines

kinases (Figure 6). Parmi les exons de la GSK3p, les exons 9 et 11, impliqués dans la liaison
aux protéines telles que I’axine ou Frat/GBP (« Frequently rearranged in T-cell
lymphomas/GSK3-binding protein »), peuvent subir un épissage alternatif (Schaffer et al.,
2003). L épissage de I’exon 9 de la GSK3[ augmente Sa capacité a phosphoryler la protéine
tau (Mukai et al., 2002, Kwok et al., 2005). Ce polymorphisme de la GSK3p est considéré
comme impliqué dans le risque de développer la maladie de Parkinson (Kwok et al., 2005).

Deux variants de GSK3p, résultant de 1’épissage alternatif de ’exon 8A ont été
identifiés : il s’agit des isoformes B1 et B2. Ces isoformes différent par la présence d’un
insert de 13 acides aminés entre la L303 et la V304 dans le domaine kinase de I’isoforme
GSK3p2 (Tableau 7). La GSK3p2 représente 15 % des isoformes de la GSK3p et montre
une activité réduite pour la protéine tau comparée a 1’activité de la GSK3pB1 (Mukai et al.,
2002). Dans les neurones, entre ces 2 isoformes, seule la localisation intracellulaire differe :
la GSK3B2 est trouvée principalement dans le soma neuronal tandis que la GSK3B1 est
présente a la fois dans le soma neuronal et au niveau axonal (Mukai et al., 2002). La

régulation de ces deux isoformes s’effectue de la méme maniere (Mukai et al., 2002).

Isoformes de la GSK3 GSK3a GSK3p Références
Genes 19913.1-13.2 3013.3-g21 (Shaw et al., 1998)
Nombres d’acides 483 420 et 433 (Stambolic and Woodgett,
amingés 1994)
Isoformes connues - GSK3p1 - GSK3p2 (Mukai et al., 2002)
Masses moléculaires 51 kDa 46 kDa (Woodgett, 1990)

Tableau 7. Comparaison des isoformes o et f de la GSK3.
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» REGULATIONS DE LA GSK3B

La GSK3a et la GSK3p sont des kinases ubiquistes impliquées dans de nombreux
processus (Hooper et al., 2008) tels que le métabolisme du glycogene (Welsh and Proud,
1993), la transcription génique (Troussard et al., 1999), I’apoptose (Turenne and Price,
2001) et la stabilite des microtubules (Brion et al., 2001). La GSK3a et la GSK3p sont
régulées par phosphorylation respectivement en sérine 21 et sérine 9 (phosphorylations
inhibitrices) (Stambolic and Woodgett, 1994, Ali et al., 2001, Cohen and Goedert, 2004), et
en tyrosine 279 et 216 (phosphorylations activatrices) (Wang et al., 1994, Cole et al., 2004).
En conditions physiologiques, les tyrosines 279 et 216 sont toujours phosphorylées de facon
steechiométrique (Sugden et al., 2008). Comparée a la phosphorylation (inhibitrice) sur les
sérines, celle des tyrosines semble avoir beaucoup moins d’impact sur 1’activité des GSK3a
et GSK3B (Bhat et al., 2000, Bijur and Jope, 2001). Une 3°™ phosphorylation inhibitrice en
S389 est également rapportée pour la GSK3p (Thornton et al., 2008). Entre les 2 isoformes
de GSK3, les régulations s’effectuent au niveau de la poche de liaison du substrat, ou les
drogues se lient en compétition avec I’ATP. A ce niveau, un simple a.a. différe : Q196 pour
la GSK3a et D133 pour la GSK3p, d’ou la difficulté de trouver des inhibiteurs sélectifs de

I’une ou de I’autre isoforme (Bhat et al., 2004).
D’autre part, les régulations de la GSK3p en font une kinase particuliére :

- la GSK3p est constamment activée et inactivée en réponse a des stimuli
cellulaires (Harwood, 2001, Doble and Woodgett, 2003) ;

- pour étre phosphorylé par la GSK3B, un substrat doit subir une
pré-phosphorylation par des kinases differentes ou non de la GSK3p sur
des sites différents du site primaire ou cible de la GSK3p3. Ce phénoméne
est désigné sous le terme anglo-saxon : « priming ». Le « priming » est
rendu nécessaire par la GSK3p elle-méme et se produit 4 acides aminés
en aval du site de phosphorylation ciblé (Dajani et al., 2001, Frame and
Cohen, 2001). La GSK3p reconnait un motif consensus S/TXXXS/T
(Figure 17) pour ses substrats, excepté deux d’entre eux : 1’axine et la
B-caténine, protéines impliquées dans le complexe de dégradation de la
voie Wnt/B-caténine (voir plus loin). Le « priming » rend la protéine tau
meilleur substrat de la GSK3p (Sugden et al., 2008) ;
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- la GSK3p est un régulateur négatif des voies de signalisation, excepté
celle de la NFxB.

La GSK3[p est régulée par phosphorylation par des kinases telles que la PKA
(« Protein Kinase CAMP-dependent »), la PKB/Akt (« Protein Kinase B ») (Vanhaesebroeck
and Alessi, 2000), les p70S6K/p85S6K («p70/p85-S6 Kinase »), la p90RSK
(«p90-Ribosomal S6 Kinase ») (Frodin and Gammeltoft, 1999), les SGKs
(« Serum/Glucocorticoid-regulated Kinases ») (Kobayashi and Cohen, 1999) ainsi que les
MSKs (« RSK-related Mitogen and Stress-activated protein Kinases ») (Frodin and
Gammeltoft, 1999, Doble and Woodgett, 2003). Les kinases S6Ks sont actives en réponse a
I’activation de la PKB/Akt tandis que les RSKs sont activées en réponse aux protéines
MAPKSs : p38 et Erk1/2. La PKA s’associe et phosphoryle les isoformes de la GSK3 sur
leurs sites de phosphorylation inhibitrice (Songyang et al., 1994, Fang et al., 2000). La

GSK3p est également régulée par I’action de diverses voies de signalisation cellulaire.

Régions de la Exons Séquence protéique de tau Acides
protéine tau aminés
Exonl: 1-44
Exon 2 : SPLQTERTEDGS| SDAKS 45-73
Région acide Exon 3: 74-102
Exon 4 : 103-124
Exon5: SKDGT| 125-143
Région riche Exon 7: [TK 1AT] [ TPPSS 144-223
en prolines SGDRSGYSSP GY RTPS
Exon 9: [TPPKSESSAK SRLQT] SKI GS 224-274
Domaines répétés
Exon 10 : SNVQSK CGS| 275-305
Exon 11: SKVTS KCGS 306-332
Exon12: SKIGS 333-370
Extrémité Exon 13 : SIRAYS] GDTS| 371-441
C-terminale \VSSTGS

Figure 17. Sites de la protéine tau reconnues par la GSK3f. Surlignés en marron, les motifs S/TXXXS/T
trouvés dans la protéine tau. Sont figurés en orange, les sites de phosphorylation dits pathologiques de la
maladie d’ Alzheimer. Sont figurés en vert, les sites de phosphorylations dits normaux de la protéine tau.

VOIES DE SIGNALISATION DE LA GSK3B

Outre son implication dans la phosphorylation de tau (voir plus loin), la GSK3p est
essentiellement impliquée dans la voie de signalisation de I’insuline, la voie de signalisation
Whnt/B-caténine, la voie NFkB (« Nuclear Factor x-light-chain-enhancer of activated B
cells ») (Figure 18). Ces voies seront successivement décrites.
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Figure 18. Principales voies de signalisation de 1a GSK3f. Les éléments en bleu appartiennent a la voie de
signalisation de I’insuline ; ceux en violet appartiennent & la voie Wnt ; ceux en orange appartiennent a la voie
NF«B ; ceux en rose font partie de la voie de la protéine tau.

GSK3B ET LA VOIE DE SIGNALISATION A L’INSULINE

L’insuline, hormone polypeptidique endocrinienne hypoglycémiante, régule
I’homéostasie glucidique en augmentant la recapture et le stockage du glucose
majoritairement sous forme de glycogéne. En conditions basales, lorsque le récepteur a
I’insuline IR (« Insulin Receptor ») n’est pas stimulé, la GSK3p est active et induit, par
phosphorylation, I’inactivation de la synthétase du glycogéne GS (« Glycogen Synthase »),
et donc I’inhibition de la synthése du glycogene. Parallelement, la GSK3p inactive le facteur
eiF2B (« eukaryotic initiation Factor 2B »), diminuant ainsi la synthése protéique (Figure

19, gauche).

Lorsque I’insuline se fixe sur son récepteur, la cascade de signalisation active le
substrat du récepteur de I’insuline IRS (« Insulin Receptor Substrate »), puis la PI3K
(« PhosphatidylInositol-3-phosphate kinase »), qui active a son tour, la kinase Akt/PKB.
Akt/PKB phosphoryle GSK3f sur la S9 et/ou la S389 la rendant inactive. Par consequent, la

régulation de la GS par la GSK3 ne peut s’effectuer, ce qui conduit a I’activation de la GS
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et donc a la synthese de glycogene (Woodgett, 2001, Eldar-Finkelman, 2002). De méme, le
facteur de transcription eiF2B est activé, permettant a la synthése protéique de se dérouler
(Welsh and Proud, 1993, Welsh et al., 1997), (Figure 19, droite).

D’autre part, le diabéte ainsi que la résistance a I’insuline sont montrés comme
associes a la maladie d’Alzheimer (Biessels and Kappelle, 2005). Les genes de la voie de
signalisation par 1’insuline sont donc potentiellement des facteurs de susceptibilité pour la
maladie d’Alzheimer (Hamilton et al., 2007, Reiman et al., 2007).

Absence de fixation de l'insuline sur son récepteur Fixation de I'insuline sur son récepteur
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Figure 19. Voie de signalisation a insuline. A gauche, en ’absence de stimulation du récepteur de I’insuline,
la GSK3p est active et inhibe la GS et le facteur eiF2B. A droite, lorsque I’insuline se fixe sur son récepteur, la
GSK3p est inactive, permettant ainsi la synthése protéique et le stockage du glucose sous forme de glycogene.
IRS : substrat du récepteur a I’insuline ; PI3K : Phosphatidyllinositol-3-phosphate ; Akt/PKB : Protéine
kinase B ; eiF2B : « eukaryotic initiation Factor 2B » ; GS : « Glycogen Synthase » ; P : Phosphorylation.

GSK3B ET LA VOIE WNT/B-CATENINE

La voie de signalisation cellulaire Wnt/pB-caténine joue un role important dans le
développement embryonnaire et la régulation de I’auto-renouvellement cellulaire dans de
nombreux tissus adultes (Clevers, 2006). En conditions basales c’est-a-dire en I’absence de
ligand de Whnt, Figure 20 gauche), la GSK3p fait partic d’un complexe hétéroproteique
appelé « complexe de destruction ». Celui-ci est formé principalement avec la B-caténine,
I’APC (« Adenomatous Polyposis Coli »), la CK1a (« Casein Kinase la »), la diversine et
I’axine (voir également le site du Pr Roelle Nusse, découvreur de Wntl:

http://www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html). Dans ces conditions, la GSK3f est

constitutivement active. Elle phosphoryle les autres protéines du complexe de destruction,
notamment la B-caténine, 1’axine et ’APC (Frame et al., 2001). La phosphorylation de

I’APC et de I’axine favorise la stabilisation du complexe et augmente I’affinité de la GSK3p3
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pour la B-caténine (Rubinfeld et al., 1996, Hedgepeth et al., 1999, Lee and Kim, 2007). La
phosphorylation de la B-caténine (par la CK1la sur la S45, puis par la GSK3p aux sites T41,
S37 et S33) (Liu et al., 2002a), favorise son ubiquitinylation par la B-TrCP (« B-Transducin
repeat Containing Protein ») (Hooper et al., 2008). Cette ubiquitinylation entraine la
dégradation de la B-caténine par le systeme ubiquitine-protéasome. Par conséquent, la voie
Wnt/B-caténine se trouve bloquée (Aberle et al., 1997, Hart et al., 1998, Peifer and Polakis,
2000). De cette facon, en I’absence de ligand de Wnt, le pool de B-caténine est maintenu a
un faible niveau (Dale, 1998, Huelsken and Birchmeier, 2001, Nusse, 2005).
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Figure 20. Voie de signalisation Wnt/B-caténine. A gauche, en I’absence de stimulation du récepteur Frizzled
par Wnt, la GSK3p est active et est séquestrée dans un complexe comprenant notamment la B-caténine. Cette
derniére est phosphorylée, puis ubiquitinylée pour étre dégradée par le protéasome. A droite, la fixation de Wnt
sur le récepteur Frizzled induit sa dimérisation avec le co-récepteur LRP. Ce dimére s’associe avec Dishvelled
pour rendre inactive la GSK3p, la dissociant de 1’hétérocomplexe protéique. La B-caténine non phosphorylée
est transloquée vers le noyau ou elle induit la transcription de génes cibles. APC : « Adenomatous Polyposis
Coli » ; CKla : « Casein Kinase la » ; LRP : « Low density lipoprotein Receptor-related Protein » ; Tcf/Lef:
« T cell factor/Lymphoid enhancer factor transcription ».

Lorsque la voie Wnt est activée (Figure 20, droite), par fixation d’un ligand sur le
récepteur Frizzeld, celui-ci se dimérise avec le co-récepteur LRP (« Low density lipoprotein
Receptor-related Protein »). Ce dimeére s’associe avec la protéine Dishevelled (Dsh). Dsh
recrute alors la protéine de liaison a la GSK3p, Frat-1/GBP et dissocie la GSK3p du
complexe de destruction, inhibant ainsi son activité kinase. L’inhibition de GSK3pB empéche
la phosphorylation de la B-caténine et, par conséquent, sa dégradation. La B-caténine est
ainsi stabilisée au niveau cytoplasmique, puis subit une translocation vers le noyau. La
B-caténine nucléaire en coopération avec le complexe Tcf/Lef (« T cell factor/Lymphoid

enhancer factor transcription ») stimulent la transcription génique (Seidensticker and
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Behrens, 2000, Dominguez and Green, 2001, Huelsken and Birchmeier, 2001). Dans la
maladie d’Alzheimer, LRP6 a été identifié comme facteur de risque de la maladie chez des

patients non porteurs de 1’alléle €4 de I’apolipoprotéine E (De Ferrari et al., 2007).

GSK3a pourrait étre impliquée dans le fonctionnement du complexe de destruction,
suggerant ainsi I’importance de cette enzyme dans le fonctionnement de la voie
Wnt/B-caténine (Asuni et al., 2006, Doble et al., 2007). D’autre part, des MAPKS, telles que
p38 (Bikkavilli et al., 2008, Thornton et al., 2008), JINK1 et INK2 (Hu et al., 2008) régulent

également, via la GSK3p, la voie de signalisation cellulaire Wnt/B-caténine.

GSK3B ET LA VOIE NFKB

Au niveau basal, le facteur de transcription NFkB (composé de 2 sous-unités p50 et
p65) est séquestré par un de ses inhibiteurs physiologiques, IkB (« Inhibitor of NFxB »)
(Figure 21, gauche). Suite a la fixation du TNFo (« Tumor Necrosis Factor o ») sur son
récepteur (Figure 21, droite), IkK (« IkB Kinase ») phosphoryle IkB, ce qui entraine sa
dissociation de NFkB. NF«B est ensuite transloqué dans le noyau ou il active la transcription
génique. In vitro, GSK3p phosphoryle la sous-unité p65 de NFkB. Suite a une stimulation au
TNFa, la présence de I’isoforme 3 de GSK3 (et non I’isoforme a) est nécessaire pour induire
la réponse anti-apoptotique régulée par NFxB (Hoeflich et al., 2000, Pomerantz and
Baltimore, 2000).
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Figure 21. Voie NFkB. A gauche, I’absence de stimulation du récepteur au TNF empéche la transcription
génique. A droite, lorsque le récepteur au TNF est stimulé, I’'IkB est phosphorylé, permettant la formation du
NF«B sous sa forme inactive. La présence d’une GSK3p activée peut alors stimuler NFkB par phosphorylation
générant sa translocation vers le noyau ou il induit la transcription de génes cibles.
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Les diverses implications de la kinase GSK3f dans de nombreuses physiopathologies
telles que la maladie d’Alzheimer, le diabéte non-insulino-dépendant, les troubles bipolaires
et les pathologies neurodégénératives représentent un grand intérét pour les firmes
pharmaceutiques (Hongisto et al., 2008). Au niveau des pathologies neurodégénératives, la
GSK3p pourrait intervenir dans la pathologie au niveau de la phosphorylation de la protéine
tau sur des résidus conduisant a la formation de PHFs, en tant que médiateur, de la
neurotoxicité de la PSEN1 mutée et/ou dans la régulation du clivage de I’APP et la
production d’AB (Hongisto et al., 2008).

Bien que I’inhibition a long terme de la GSK3 puisse étre discutable en raison de son
implication dans de nombreux processus physiologiques, elle reste néanmoins une des cibles

thérapeutiques privilégiées des tauopathies (Cohen and Goedert, 2004, Hooper et al., 2008).

» TAU, SUBSTRAT DE LA GSK3B

Comme indiqué précédemment (Figure 17), 24 motifs S/ITXXXS/T sont présents
dans la protéine tau. Seulement quatre ne sont pas reconnus par la GSK3B. La GSK3
(isoformes a et ) induit I’hyperphosphorylation de tau sur 39 sites (Figure 22) pouvant étre
des sites de « priming » (Hanger et al., 1992, Lovestone et al., 1994, Planel et al., 2001,
Hanger et al., 2009). De plus, les souris transgéniques sur-exprimant la GSK3p présentent
une hyperphosphorylation de tau ainsi qu’une dégénérescence neuronale (Spittaels et al.,
2000, Lucas et al., 2001). A I’inverse, le traitement de ces souris par le lithium, un inhibiteur
de la GSK3p, bloque I’hyperphosphorylation de tau, la dégénérescence neuronale et la
formation de NFTs (Engel et al., 2006).

s214 s238 S409
T212 T217 sa41 S404 s412
S46 T69 T149 T181 SZWJ T220 | T245 $285 s289 S305 8352 S396 l S413

I 111"1 i T 1t

T50 T153 | T175 S184 T205 T231 S235 S258 S262 S$324 8356 T3 $400 T403 S422

$199  S202 S416

Figure 22. Localisation sur la protéine tau des sites phosphorylés par la GSK3B. En orange, sites
pathologiques ; en vert, sites dits normaux.

Au niveau des voies de régulation de la GSK3p, 1I’hyperphosphorylation transitoire
de tau induite par I’insuline est corrélée a I’inhibition de la GSK3f (Lesort et al., 1999) et
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dickkopf, un régulateur de la voie Wnt/B-caténine est sur-exprimé dans la maladie

d’Alzheimer et entraine une hyperphosphorylation de tau (Caricasole et al., 2004).

D’autre part, la PSEN1 se lie a la GSK3p et a tau. La PSEN1 mutée des formes
familiales de la maladie d’Alzheimer lie plus efficacement la GSK3p et contribue a
I’augmentation du nombre de sites phosphorylables de tau (Takashima et al., 1998, Baki et
al., 2004). Parmi les nombreuses phosphorylations de tau induites par la GSK3p, celle de la
T231 facilite I’hyperphosphorylation de I’extrémité C-terminale de tau. Cette
phosphorylation aurait un role important dans I’agrégation de tau en PHFs (Cho and
Johnson, 2004b, Rudrabhatla and Pant, 2009).

» GSK3B, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

L’hyperphosphorylation de tau est montrée comme précédant le clivage de la
caspase-3 (Cho and Johnson, 2004a). A I’examen neuropathologique, la présence de
protéines clivées impliquées dans les voies de 1’apoptose est observée dans les cerveaux
Alzheimer (Rohn et al., 2002, Gamblin et al., 2003, Bhat et al., 2004). Suite a un stress
apoptotique, une activation transitoire de la GSK3B est suivie rapidement d’une
translocation nucléaire de la GSK3p phosphorylée en T276. Ces évenements précedent
I’inactivation de la GSK3p dans la phase exécutrice de 1’apoptose neuronale (Elyaman et al.,
2002). La co-transfection de la GSK3p et de la protéine tau engendre la mort cellulaire par
apoptose, suggérant que la phosphorylation de tau par la GSK3p est toxique (Shimura et al.,
2004). De méme, la sur-expression/sur-activation de GSK3p dans la lignée cellulaire PC12
(Bhat et al., 2000, Bhat et al., 2002) et dans les cultures corticales de rats (Hetman et al.,
2000) induit la mort neuronale. D’autre part, 1’exposition de neurones hippocampaux de rat
au peptide AP augmente I’activité de la GSK3p, la phosphorylation de tau, puis la mort
neuronale (Takashima et al., 1996). A contrario, I’inhibition de GSK3p par des petites
molécules (SB-415286 et SB-216763, voir plus loin) a également été montrée pour avoir un

effet neuroprotecteur contre 1’apoptose (Cross et al., 2001).

L’hypothése selon laquelle la GSK3p jouerait un réle central dans la maladie
d’Alzheimer et que sa dérégulation contribuerait a I’apparition des traits histopathologiques
de la maladie, a la fois dans les cas sporadiques et les cas familiaux, a été clairement
formulée en 2008 (Hooper et al., 2008). Les donnees établies par la communauté

scientifique mettent en évidence que la GSK3p, soit par augmentation de son activité, soit
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par sa sur-expression, est impliquée dans I’hyperphosphorylation de tau, les déficits de
mémorisation, 1’augmentation de la production de peptides AP ainsi que la réponse
inflammatoire, et qu’elle réduit la synthése d’acétylcholine (un déficit cholinergique est
observée dans la maladie d’Alzheimer) (Hoshi et al., 1996). De plus, la GSK3p en tant que
régulateur de I’apoptose et de la p53 peut directement contribuer a la perte neuronale
observée dans la maladie d’Alzheimer (Turenne and Price, 2001, Proctor and Gray, 2010).

Des données montrent que :

- la GSK3B co-localise avec les neurites dystrophiques et les NFTs
(Yamaguchi et al., 1996, Pei et al., 1997) ;

- Pactivité de la GSK3, via la phosphorylation en Y216, est augmentée au
niveau du cortex frontal des cerveaux Alzheimer (Leroy et al., 2007) ;

- la GSK3p est sur-exprimée dans les hippocampes de patients Alzheimer
(Blalock et al., 2004) ;

- la sur-expression de la GSK3p chez des souris bloque I’initiation de la
PLT (Hooper et al., 2007) et provoque un déficit d’apprentissage spatial
(Hernandez et al., 2002). De plus, la PLT inhibe la DLT (dépression a
long terme) via GSK3p (Peineau et al., 2007), ce qui suggére que la
GSK3p est I’«interrupteur » entre ces deux processus, et que la
sur-expression de la GSK3p dans la maladie d’Alzheimer peut étre a
’origine du déficit cognitif ;

- et enfin que la GSK3p favorise 1’assemblage de 1’actine et de la tubuline
(Koivisto et al., 2004).

Dans les cerveaux Alzheimer, la GSK3f activée est localisée dans les PHFs, au
niveau des neurites dystrophiques ainsi que dans les NFTs (Pei et al., 1997). D’autre part, le
déficit spatio-temporel est associé avec 1’augmentation de 1’expression de la forme active de
la GSK3p, la progression des NFTs et la neurodégenérescence (Bhat et al., 2004).
L’inhibition pharmacologique par le lithium ou les kenpaullones (des inhibiteurs spécifiques
de la GSK3p, voir plus loin) aussi bien que I’utilisation d’ARN interférents (ARNI)
spécifiques de la GSK3p réduisent la production de peptides AP dans les modéles animaux
d’amyloidose (Phiel et al., 2003). D’autre part, la GSK3a, mais non la GSK3, régule le
clivage de I’APP en augmentant la production de peptides AP (Sun et al., 2002, Phiel et al.,
2003) et P’exposition de neurones aux peptides AP augmente I’activité de la GSK3p
(Takashima et al., 1996, Alvarez et al., 1999).
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Au niveau périphérique, I’activité¢ de la GSK3p est importante pour la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires (Jope et al., 2007, Rodionova et al., 2007). Dans la maladie
d’Alzheimer, une réponse inflammatoire est observée autour des plaques séniles (Christie et
al., 1996, McGeer and McGeer, 1996). Elles sont la cible de I’'immunothérapie contre la
maladie d’Alzheimer (voir plus loin). L’immunothérapie est un succeés concernant les
fonctions cognitives et la réduction des plaques séniles dans les modéles animaux et les
patients dits « Alzheimer » (Buttini et al., 2005). Cependant, les essais cliniques de phase Il
ont da étre arrétés car les patients développaient des symptomes d’inflammation cérébrale
ressemblant a des encéphalites ou des méningites suite a la vaccination par le peptide AP
(Robinson et al., 2003, Schenk et al., 2005).

Du fait de I’augmentation de 1’activité de la GSK3p dans les cerveaux Alzheimer
(Leroy et al., 2002), de I’implication de la GSK3p dans I’hyperphosphorylation et
I’agrégation de tau (Perez et al., 2003) et que la sur-expression de GSK3p dans des souris
transgéniques accélére la pathologie de tau (Terwel et al., 2008), la GSK3p constitue une

cible thérapeutique privilégiée dans la maladie d’ Alzheimer.

> INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DE LA GSK3B

LITHIUM

Le lithium (CIS0jitium = 2mM, CI : Concentration d’inhibition a 50 %), un cation
monovalent déja utilisé en clinique pour le traitement des troubles bipolaires, est un
inhibiteur peu spécifique de la GSK3p (Klein and Melton, 1996). Outre son AMM
(Autorisation de Mise sur le Marche), le lithium, en raison de sa petite taille, possede
également la particularité de traverser par diffusion simple la BHE (barriere
hémato-encéphalique). Le lithium agit directement sur I’activité de la GSK3p, en entrant en
compétition avec le Mg?* (Ryves and Harwood, 2001). Il agit également indirectement sur la
GSK3pB (et la GSK3a), en augmentant la phosphorylation sur la S9 (et sur la S21)
(Chalecka-Franaszek and Chuang, 1999, De Sarno et al., 2002). Comme attendu, les
traitements chroniques de lithium provoquent une augmentation des niveaux protéiques de la
[B-caténine, un des substrats de la GSK3f, mimant ainsi 1’activation de la voiec Wnt (Gould et
al., 2003).

De nombreux autres inhibiteurs de la GSK3p sont disponibles. Parmi eux, les

paullones (Leost et al., 2000), les indirubines (Leclerc et al., 2001), les anilinomaléimides
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(Smith et al., 2001) et les thiadiazolidinones (Martinez et al., 2002) sont les principaux, mais
ont une tendance a inhiber d’autres kinases telles que la CDK2 (« Cyclin-Dependent
Kinase 2 ») et la CDK5. Les indirubines sont des inhibiteurs de GSK3p qui entrent en
compétition avec I’ATP mais n’ont pas une sélectivité accrue pour la GSK3p. Elles sont
également sélectifs des CDKs (Bhat et al., 2004).

DERIVES DES ANILINOMALEIMIDES : SB-415286 ET SB-216763

A I’heure actuelle. les Dérivés des maléimides
dérivés les plus utilisés pour Noms SB-216763 SB-415286
S Noms usuels 3-(2,4- 3-[(3-chloro-4-
inhiber la GSK3p (et la dichlorophényl)-4-  hydroxyphényl)amino]-
GSK3a) sont des dérivés des (1-méthyl-1hindol- 4-(2-nitrophényl)-1H-

3-yl)-1H-pyrrole- pyrrol-2,5-dione
maléimides (Tableau 8). Le 2,5-dione
H
] N
SB-216763 et SB-415286, Structures e i =
qui sont eux aussi spécifiques IS, [ ”o@”
N cl 02N
de I’activit¢ GSK3p, entrent
en compétition avec I’ATP. CI150GsK3aet p 34 nM 78 nM
Ils sont neuroprotecteurs et Dose Ff3f0l:r un 3 uM 30 uM
effe
n’agissent pas sur les CDKs | neuroprotecteur
) a 100%
(Sm'th et a.l., 2001) Formule C19H12N,0,Cl, C16H10N305Cl
chimique
Cependant, les constantes Boids 3712 gmol 3597 gmol”
d’inhibition  observées in moleculaires

Tableau 8. Caractéristigues des dérivés des maléimides :
vitro pour SB-216763 et SB-216763 et SB-415286.

SB-415286 sont respectivement plus sélectives pour la GSK3a (9 nM et 31 nM) que pour la
GSK3p (34 nM et 78 nM) (Coghlan et al., 2000).

DERIVES DES INDIRUBINES

Historiquement, les indirubines
bromées ont été découvertes par

isolement des composants de la

«pourpre de Meéditerranée », un

colorant unique reserve aux plus Figure 23. Mollusques a lorigine de la pourpre de

favorisés. Ce colorant est issu des Meéditerranée. A gauche, Murex brandaris. A droite,
' Hexaplex trunculus.

mollusques : Murex brandaris et
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Hexaplex trunculus (Figure 23). Cette pourpre est composée de diverses indirubines plus ou
moins bromées. D’autre part, I’Académie de Médecine Chinoise a démontré 1’efficacité de
I’indirubine contre la leucémie myéloide chronique. En raison de la faible solubilité de
I’indirubine et du faible taux de dérivés d’indirubines trouvés par les chimistes chinois, le
monde occidental n’a quasiment pas étudié le potenticl de I’indirubine. Cependant, des
chercheurs de la station biologique de Roscoff (France) ont observé que I’indirubine était un
inhibiteur de I’activité des CDKs (Hoessel et al., 1999), puis de la GSK3f (Leclerc et al.,
2001). Cette équipe a ensuite cherché a accroitre le potentiel de ces dérivés en ajoutant un
groupement 3’-oxime afin d’améliorer leur solubilité et leur efficacité. Cette modification a

augmenté la sélectivité de ces inhibiteurs pour la GSK3p (Meijer et al., 2003).

Aujourd’hui, les Noms Indirubine

dérivés des indirubines
Structures

sont connus pour étre des

inhibiteurs puissants et

réversibles de la GSK3a/p GSK3p 1 0.005

(Meijer et al., 2003, CDK1 10 (x10) 0,320 (x64)
CDK5 10 (x10) 0,083 (x17)

Polychronopoulos et al, Tableau 9. Constantes d’inhibition (en uM) pour la GSK3p, la CDK1 et
2004). A Dorigine, les la CDKS5 des dérivés d’indirubine. Entre parenthéses sont indiquées les
' ' valeurs en nombre de fois de la spécificité des inhibiteurs comparée a celle

indirubines sont sélectives  pour la GSK3p.

pour la GSK3p comparée aux kinases CDK1 (« Cyclin-Dependent Kinase 1 ») et CDK5
(Meijer et al., 2003). Parmi les nombreux dérivés mis au point (dérivés non spécifiques
d’autres kinases telles que les PKA, PKC, MAPKK ou Erk), le 6-bromoindirubin-3’-oxime
(6-B10O) a vu sa sélectivité et sa spécificité augmentées, ce qui en fait un inhibiteur sélectif et
puissant pour la GSK3p (Tableau 9). Malgré cela, le 6-BIO possede une forte toxicite sur les
cellules de la lignée de neuroblastome humain SH-SY5Y (9 uM) (Vougogiannopoulou et
al., 2008). Afin de réduire cette toxicité relativement élevée, la position du groupement
bromé a été modifiée pour générer les composés 5-BIO et 7-B10. Ces composés synthétisés
n’ont montré in vitro que trés peu de spécificité vis-a-vis de la GSK3p (>100uM) (Zahler et
al., 2007).
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DERIVES DU 6-BIO

Toujours en vue de diminuer la toxicité du 6-BlO, une nouvelle génération de
dérivés du 6-BIO a été congue afin d’augmenter la sélectivité pour la GSK3p. Parmi les 26
composés dérivés du 6-BlO, 11 ne sont toxiques qu’au-dela de 70 uM et leurs constantes
d’inhibition sont comprises entre 0,003 uM et 0,140 uM (Vougogiannopoulou et al., 2008).
Ces nouveaux composés synthétisés méritent d’étre évalués au niveau de leur efficacité in

Vivo Vvis-a-vis de la GSK3 ainsi que pour leur potentiel role neuroprotecteur.

2 CYCLIN-DEPENDENT KINASE 5

La CDKS5, essentielle au développement du SNC, est une kinase PDPK codée par le
géne 7q36 chez ’'Homme et, comme son nom I’indique, a la possibilité de se lier aux
cyclines (D et E) (Miyajima et al., 1995, Guidato et al., 1998). Son poids moléculaire est de
33 kDa. Malgre son nom, la CDK5 n’interfére pas avec le cycle cellulaire. Bien que la
CDKS5 soit exprimée dans de nombreux tissus, son activité est restreinte aux neurones
(cellules post-mitotiques) (Paglini and Caceres, 2001, Paglini et al., 2001) en raison de la
distribution de ses activateurs (Kesavapany et al., 2004) : les protéines p35 (Ishiguro et al.,
1994, Tsai et al., 1994) et p39 (Humbert et al., 2000a, Humbert et al., 2000b). Bien qu’elle
possede 57 % d’homologie avec p35 (Dhariwala and Rajadhyaksha, 2008), I’expression de
p39 est trés peu documentée. Elle est feetale et s’estompe au fur et a mesure que p35 est

exprimée.

CDKS5 est impliquée dans la régulation des éléments du cytosquelette (Hallows et al.,
2003, Smith, 2003), la croissance neuritique (Nikolic et al., 1996), le transport membranaire
(Shea et al., 2003, Barclay et al., 2004) ainsi que les fonctions synaptiques (Cheng and Ip,
2003). Cette kinase phosphoryle des résidus sérine ou thréonine qui sont immédiatement
suivis d’une proline et d’un résidu basique (K ou R) situé en position +3 du site de
phosphorylation, soit un motif de type S/TPXK/R (Shetty et al., 1993, Brown et al., 1999).
Le 3°™ activateur de CDKS5, p25 (plus stable que p35), est issu du clivage de la p35 induit
par des protéases calcium-dépendantes, les calpaines (Lee et al.,, 2000). Le complexe
CDKb5/p25 est hyperactif et voit son activité kinasique et donc 1’hyperphosphorylation de
tau ainsi que la neurotoxicité augmentées (Camins et al., 2006). Un fragment similaire
nomme p29 (et issu du clivage de p39) tend également a perturber 1’activité de CDKS5
(Patzke et al., 2003).
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La CDK5 est régulée par des modifications post-traductionnelles et
transcriptionnelles (Dhariwala and Rajadhyaksha, 2008). Les phosphorylations de la CDK5
en T14 et S159 sont inhibitrices alors que la phosphorylation en T15 est activatrice (Sharma
et al., 1999, Dhavan and Tsai, 2001). La phosphorylation de p35 en S8 et T38 par la CDK5
elle-méme provoque son ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome (Kamei et al.,
2007). La CDKS5 régule en amont les voies de signalisation cellulaire des MAPKSs (Zheng et
al., 2007, Chang et al., 2010). Outre les MAPKSs, les autres substrats de la CDK5 sont la
protéine tau et les neurofilaments (Shetty et al., 1993, Hisanaga et al., 1995, Pant and
Veeranna, 1995, Hollander et al., 1996). Au niveau transcriptionnel, CDKS5 est régulée par

dFosB, un membre de la famille des facteurs de transcription c-jun (Chen et al., 2000).

» TAU, SUBSTRAT DE LA CDK5

S214

! !

- 10

T153 smr] T205 T231  S235

S202

Figure 24. Localisation des sites de phosphorylation de tau par la CDKS5. Tous les sites de
phosphorylations ciblés par la CDKS5 sont des sites dits pathologiques.

La CDKS5 phosphoryle tau sur 11 sites (Figure 24). Parmi ces sites, 7 (soit 63 % des
sites phosphorylés par la CDK5) sont trouvés dans la région riche en proline. L’activation a
long terme de la CDKS5 chez des souris (27 semaines) entraine la formation de NFTs dans le
cortex et I’hippocampe (Cruz et al., 2003). D’autre part, la phosphorylation de tau par la
CDKS5 la rend meilleure substrat de la GSK3p (Sengupta et al., 1997). Parmi les principaux
substrats de la CDKS figurent également I’ APP, la PSEN1 et la B-caténine (Tableau 10).

Sites de phosphorylation Effets générés par la phosphorylation
de la CDK5
T668 Affecte le transport soutenu par les microtubules,
augmentation du taux de peptides Ap
T153, S199, S202, T205, Hyperphosphorylation de tau,
T212, T214, T217, T231, désorganisation du cytosquelette

S235, S396 et S404
Diminution de la stabilité du cytosquelette
S87, S249, T252, T373, S780, Phosphorylation de pRb, défaut d’expression d’E2F

T821 et T826 et mort cellulaire
f3-caténine Y654 Dissociation de la N-cadhérine,
diminution des adhésions intercellulaires
PSEN1 T354 Stabilisation du fragment C-terminal de PSEN1

Tableau 10. Sites de phosphorylation sur les principaux substrats de la CDKS5 et effets générés.
APP : Précurseur Protéique de I’Amyloide ; pRb : protéine du Rétinoblastome ; PSENL : Préséniline 1.
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» CDKS5, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

La CDK5 est impliquée dans I’apoptose neuronale mais son action pro- ou
anti-apoptotique est dépendante du contexte cellulaire. La phosphorylation de la protéine de
rétinoblastome, pRb, par la CDKS5 est un événement précoce a la neurotoxicité induite par le
complexe CDKb5-p25 (Hamdane et al.,, 2005). A contrario, CDK5 peut également
phosphoryler la protéine Bcl-2 (« B-cell lymphoma 2 ») et donc inhiber I’apoptose (Cheung
et al., 2008) en empéchant le relargage dans le cytosol du cytochrome c. Le complexe
CDK-p25 interagit avec d’autres voies cellulaires comme celle des kinases GSK3p et c-Jun
(Dhariwala and Rajadhyaksha, 2008). En effet, la CDK5 peut inhiber, via une
phosphorylation en T131, la JNK3. Cette inhibition a pour conséquence d’empécher la
phosphorylation de son substrat c-Jun, et donc de réduire le niveau d’apoptose (Li et al.,
2002). De plus, les cultures corticales de neurones de souris invalidées pour la CDK5
montrent une augmentation de la sensibilité a des stimuli apoptotiques, associée a une

augmentation de I’activité de JNK3 et de la phosphorylation de c-Jun (Li et al., 2002).

D’autre part, I’inhibition de CDKS5 par la butyrolactone réduit la toxicité induite par
le peptide AP (Alvarez et al., 1999). A I’inverse, la sur-expression de p35, I’activateur de
CDKS5, et la présence du peptide AP induisent une apoptose dans les cultures neuronales et

ce, de facon synergique (Utreras et al., 2009).

L’implication de CDK5 dans la maladie d’Alzheimer reste controversée. Chez les
cerveaux de patients Alzheimer, des études ont montré que le ratio p25/p35 et le niveau du
complexe CDK5/p25 sont augmentés (Camins et al., 2006). Cependant, ces données sont en
contradiction avec une autre étude montrant que le taux de p25 est diminué dans les

cerveaux Alzheimer (Dhariwala and Rajadhyaksha, 2008).

Toutefois, concernant la maladie d’Alzheimer, 1’étude de la CDKS5 présente un grand

intérét pour plusieurs raisons :

- la CDKS induit I’hyperphosphorylation des protéines tau, pouvant étre a
I’origine de I’accumulation de tau en DNF ;

- la CDKS5 régule les activités de nombreuses kinases, dont GSK3p,
induisant ainsi I’hyperphosphorylation de tau (Kerokoski et al., 2001, Van
den Haute et al., 2001) ;
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- la CDK5 phosphoryle PSEN1 et altére ses interactions avec d’autres

molécules, mais, a ce jour, la présence du complexe CDK5-PSENI n’a

pas été rapportée comme affectant la production de peptides Ap (Smith
and Tsai, 2002, Shelton and Johnson, 2004) ;
- la CDK5 phosphoryle directement I’APP en T668, relocalisant ainsi

I’APP du soma a I’axone (lijima et al., 2000). Cette phosphorylation

favorise la formation des peptides AP (Lee et al., 2003) ;

- la CDKS5 est impliquée dans la neurodégénérescence induite par le peptide
AP (Lopes et al., 2010).

De plus, in vivo, I’activation de la CDK5 cause I’activation de GSK3p et

I’hyperphosphorylation de la protéine tau. Par conséquent, 1’utilisation d’inhibiteurs

spécifiques et sélectifs de la CDK5 pourrait constituer une cible thérapeutique pour la

maladie d’Alzheimer (Igbal et al., 2009). Outre la maladie d’Alzheimer, les implications de

la CDKS5 dans I’apoptose neuronale font de la CDKS une cible thérapeutique pour de

nombreuses autres pathologies neurodégénératives telles que

la sclérose latérale

amyotrophique, la maladie de Parkinson et la maladie d’Huntington (Dhariwala and

Rajadhyaksha, 2008).

» INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DE LA CDK5

(R)-ROSCOVITINE

La purine (R)-roscovitine et
I’olomoucine figurent parmi les
nombreux inhibiteurs
pharmacologiques disponibles de
CDKS5. La (R)-roscovitine possede
une plus grande sélectivité pour la
CDKS5 comparée aux autres CDKs
(Tableau 11) et posséde I’avantage
de traverser la BHE (Knockaert et
al., 2002, Pallas et al., 2005, Vita
et al.,, 2005). La (R)-roscovitine
inhibe

I’activité  kinasique en

Noms (R)-Roscovitine Olomoucine \
Noms 2-(R)-(I-éthyl-2- 2-(2-
chimiques hydroxyéthylamino)- hydroxyéthylamino)-
h-benzylamino-9- 6-benzylamino-9-
isopropylpurine méthylpurine
~ )
Structures Pt oY
s
)~ \ e,
Formule ClgHZGNGO C15H18N60
brute
Masse 354,5 g.mol™ 298,3 g.mol™
molaire
Sélectivité des inhibiteurs
CDK1 0,65 7
CDK2 0,70 7
CDK4 >100 >1000
CDK5 0,16 3
CDKG6 >100 >250
Erkl/2 >14 >40
PKC >100 >800

Tableau 11. Comparaison de la sélectivité de 2 inhibiteurs de
CDKS5 : I’olomoucine et la roscovitine. D’aprés (Meijer et al.,
1997). Les concentrations inhibitrices 50 sont données en uM.




entrant en compétition avec I’ATP. La CI50 est de 160 nM (De Azevedo et al., 1997, Meijer
et al., 1997). Comme on peut le constater dans le Tableau 11, la (R)-roscovitine est
également sélective des CDK1 et CDK2 mais & des concentrations 4,1 et 4,4 fois plus
élevées. La concentration efficace sur la CDK5 comparée aux autres CDKs est de 25 uM
(Meijer et al., 1997). Parmi les inhibiteurs présentés dans ce manuscrit, seule la
(R)-roscovitine (aussi nommeée CYC202, Séliciclib) est, depuis 2006, en essais cliniques de
phase Il pour les cancers du sein, les lymphomes des cellules B et le cancer du poumon a
grandes cellules (Ribas et al., 2006). Ces essais de phase Il en font un inhibiteur hautement

important en vue d’une future extension d’AMM pour la maladie d’ Alzheimer.

(R)-CR8
Le compose (R)-CR8 Kinases (R)-roscovitine (R)-CR8
(I'isomére R) est un dérivé de la | CDKl/cycline B 0,33 0,09
.. CDK?2/cycline A 0,21 0,072
(R)-roscovitine. (R)-CR8 est obtenu CDK2/cycline E 017 0,041
en remplagant le groupement CDK5/p25 0,28 0,11
b | iti N6 CDK7/cycline H 0,8 1,1
enzyle en posttion par un - mepKorcycline T 0,23 0.18
groupement  4-(2-pyridiyl)benzyle. CK1d/g 4 0,4
N DYRKI1A 3 3,6
(R)-CR8 est un inhibiteur des Erio m 36
CDK1/2/5/9, deux a quatre fois plus GSK3a/p 60 12

Tableau 12. Sélectivité de la (R)-roscovitine et du (R)-CR8.
D’aprés (Bettayeb et al.,, 2008). Les concentrations
inhibitrices 50 sont données en UM.

spécifique que
(Bettayeb et al., 2008).

la (R)-roscovitine

L’inhibition conjointe des 3 kinases majoritaires de tau (GSK3p, CDKS5 et CK1) en
fait un composé hautement attractif pour la maladie d’Alzheimer. Cependant, I’application
de (R)-CR8 sur des cellules de neuroblastome humain SH-SY5Y est 32 fois plus toxique que
la (R)-roscovitine (C150()-cre = 0,55 UM versus CI50y-roscovitine = 17,8 UM ; Tableau 12).
En effet, (R)-CR8 est respectivement 50 et 68 fois plus puissant que la (R)-roscovitine pour
induire le clivage de PARP et activer les caspases, des protéines impliquées dans 1’apoptose.
Ces donnees suggerent plutdt une utilisation de (R)-CR8 contre diverses tumeurs (Bettayeb
et al., 2008).
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3 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASES

Les implications des MAPKSs, Erk1/2, MEK (« MAP/Erk kinase »), JNK et p38 dans
la phosphorylation anormale de tau en font des cibles thérapeutiques potentielles dans la
maladie d’Alzheimer (Harper and Wilkie, 2003, Churcher, 2006). Des augmentations des
niveaux de phosphorylation d’Erk1/2 ainsi que des niveaux d’Erk et de JNK ont été trouvées
dans les cerveaux Alzheimer en post-mortem (Zhu et al., 2001a, Pei et al., 2002). Une
phosphorylation prolongée des MAPKSs intervient également suite a une dérégulation ou une
inhibition de la PP2A (Pei et al., 2003, Zhao et al., 2003). Les MAPKSs, JNK, p38 et Erk1/2
phosphorylent tau in vitro sur des sites spécifiques retrouvés dans les cerveaux Alzheimer et
colocalisent in vivo avec tau (Zhu et al., 2001b, Augustinack et al., 2002, Bartov et al., 2006)
mais aussi, dans le cas de JNK et p38, avec des agrégats de tau dans différentes tauopathies
(Atzori et al., 2001). Une augmentation de 1’activité des MAPKSs est également mise en
évidence dans les cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer ou du syndrome
de Down (Swatton et al., 2004b). De plus, le stress oxydatif observé dans la maladie
d’Alzheimer (Moreira et al., 2005a, Moreira et al., 2005b, Nunomura et al., 2006) est

associé a une activation des voies JNK, Erk et p38 (Robinson and Cobb, 1997).

A P38

Chez I’Homme, le géne codant pour la kinase p38 (ou MAPK14 ou encore SAPK2,
« Stress-Activated Protein Kinase 2 ») (Goedert et al., 1997a) est localisé dans le locus
p21.3-22 du chromosome 6. Il existe 4 isoformes de p38: p38a, p38P, p38y et p38d
(Kyriakis and Avruch, 2001). Au niveau physiologique, la kinase p38 est activée par une
double phosphorylation d’un motif TGY suite a un stress extracellulaire ou sous 1’action des
cytokines (Thornton and Rincon, 2009, Remy et al., 2010). Les MAPKKs (« MAPK
kinases ») activatrices de p38 sont MKK3/6 (Derijard et al., 1995, Han et al., 1996, Remy et
al., 2010) voire MKK4 (Dalrymple, 2002). P38 est également activée par
autophosphorylation (Ge et al., 2002). Parmi les nombreux substrats de la kinase p38,
figurent p53, GSK3p et tau (Thornton et al., 2008). En particulier dans le cerveau, la p38
phosphoryle en S389 et inhibe la protéine GSK3p (Thornton et al., 2008).
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» TAU, SUBSTRAT DE LA P38

Les 4 isoformes de p38 (Kyriakis and Avruch, 2001) phosphorylent tau sur
21 résidus ( Figure 25) (Feijoo et al., 2005, Sergeant et al., 2008), soit 27 % des sites de
phosphorylation de la protéine tau. Parmi ces sites, certains nécessitent 1’interaction de p38
avec une SAPK3/4. Aucun de ces sites ne se trouve dans les domaines répétés de la protéine
tau. Cependant, ces données observées in vitro ne préfigurent en rien le fonctionnement de

p38 in vivo.

T217

T69 ™ Ti81 T212 lﬂzﬂ T245 8305 $396  S404
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Figure 25. Localisation des sites de phosphorylation de tau par la p38.

» P38, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

P38 est impliquée dans I’apoptose (Xia et al., 1995) induite suite a un stress oxydatif,

environnemental ou chimique (Kyriakis et Nom usuel SB239063

al.,, 1994, Johnson and Lapadat, 2002, Nom trans-4-[4-(4-Fluorophényl)-
. . 5-(2-méthoxy-4-pyrimidinyl)-
Weston and Davis, 2002). Les kinases p38 et 1H-imidazol-1-yl]cyclohexanol

JNK sont activées suite a une induction de

cytotoxicité par une drogue déstabilisatrice
du cytosquelette, la colchicine (Yang et al., Q ﬂe
2007), ce qui suggére une possible Structure : -
implication d’une désorganisation des © /
microtubules dans la mort apoptotique.

A contrario, la p38 est montrée comme

. . CI50 44 nM
pouvant  inactiver la  GSK3B (en
Formule CaoH2:FN,O
phosphorylant la S389) et, par conséquent, chimique
Poids 368,4 g.mol™

conduire a une stabilisation de la B-caténine, | moléculaires

Tableau 13. Caractéristiques du SB239063,
inhibiteur de la p38.

et promouvoir la survie cellulaire (Thornton
and Rincon, 2009).
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Les peptides AP conduisent a 1’activation de la p38 (McDonald et al., 1998). Cette
activation serait impliquée dans la réponse inflammatoire associée a la maladie d’ Alzheimer
(Dalrymple, 2002). Dans les cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer, la
forme active de p38 est co-localisée dans les NFTs ainsi que dans les neurones se trouvant a
I’intérieur ou a proximité des plaques séniles (Zhu et al., 2000). Ces données tendent a
indiquer une possible implication de p38 in vivo dans la maladie d’Alzheimer. Ainsi,
bloquer la pathologie de tau et la mort neuronale par des inhibiteurs spécifiques de la kinase

p38 pourrait constituer une stratégie thérapeutique contre la maladie d’ Alzheimer.

> INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DE LA P38

Le SB239063 (CI50 = 44 nM) est un inhibiteur de la kinase p38 (Tableau 13). Ce
puissant inhibiteur est 220 fois plus sélectif pour la kinase p38 que pour Erk, JNK et les
autres kinases. SB239063 réduit la production des cytokines inflammatoires (Underwood et
al., 2000) et est neuroprotecteur contre un stress excitotoxique des neurones primaires en
culture (Legos et al., 2002).

B ERK1/2

Les Erk1/2 (également connues sous le nom de MAPK3 sont respectivement codés
par les génes situes sur les loci 16p11.2 (Charest et al., 1993) et 22q11.2 (Li et al., 1994a).
Les Erk1/2 phosphorylent la sérine des motifs KSP (Roder et al., 1993, Giasson and
Mushynski, 1996). Elles sont activées suite a l’activation de la protéine Raf ou Ras
(MAPKKK : « MAPKK Kinase »), suivie de celle de MEK1/2 (MAPKK) (Crews et al.,
1992, Alessi et al., 1994). Suite a cette activation, Erk1/2 est transloguée au noyau et
phosphoryle ses substrats tels que la p90Rsk, la phospholipase A2 ou des facteurs de
transcriptions comme c-Myc ou Elk-1 (Wada and Penninger, 2004).

» TAU, SUBSTRAT D’ERK1/2

Bien que I’implication d’Erk1/2 dans la phosphorylation de tau in vivo ait été
controversée (Latimer et al., 1995, Ekinci and Shea, 1999), in vitro cette kinase phosphoryle
tau sur 16 sites parmi lesquels les sites S396 et S404 ( Figure 26) (Guise et al., 2001,
Echeverria et al., 2004, Sergeant et al., 2008).
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Figure 26. Localisation des sites de phosphorylation tau par Erk1/2.

» ERK1/2, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

Erk1/2 est impliquée dans la mort neuronale (Veeranna et al., 2004, Medina et al.,
2005). Suite a un traitement au paclitaxel (une drogue anticancéreuse, toxine du
cytosquelette), une augmentation d’Erk est observée, suivie successivement d’une
hyperphosphorylation de tau aux résidus S199 et S202 et d’une apoptose (Guise et al.,
2001). De méme, les agrégats de peptides AP induisent I’activation de la caspase-3, ainsi
qu’une activation de la voie Erk (Ferreira et al., 1997, Rapoport and Ferreira, 2000, Chong
et al., 2006).

D’autre part, les souris transgéniques pour 1’ApoE4 (facteur de risque de la maladie
d’Alzheimer) présente une forte activité Erk associée a un niveau élevée de la
phosphorylation de tau (Harris et al., 2004). De méme, une phosphorylation anormale de tau
est corrélée avec une augmentation de la phosphorylation et de 1’activité d’Erk1/2 dans les
cerveaux Alzheimer en post-mortem (Pei et al., 2002, Swatton et al., 2004a). L’ activité
d’Erk est également régulée par les PSEN1/2 (Dehvari et al., 2008).

Ces données suggerent qu’Erk pourrait étre impliquée dans la pathogénese de la
maladie d’Alzheimer. Ainsi, développer des inhibiteurs de la protéine Erk pourrait donc

présenter un intérét thérapeutique pour la maladie d’ Alzheimer.

» INHIBITION PHARMACOLOGIQUE D’ERK1/2

Les 2 principaux inhibiteurs de la voie Erk1/2 sont PD98059 et U0126 (Duncia et al.,
1998). Tous deux inhibent les MEK1 et 2 dans des proportions différentes (Tableau 14).
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Noms usuels PD98059

Noms 2-(2’-amino-3’-méthoxy)-flavone 1,4-diamino-2,3-dicyano-
1,4-bis(2-aminophénylthio)-butadiéne
Io) N
I
Structures 1w b 2
®  ocH, e v
o ~
| NH I NH,
=
CI150pexa 4 U.M 72 nM
CI50mek2 50 H.M 58 nM
Formule chimique C16H13NO3 CigH16N6S,
Poids moléculaires 267,3 g.mol™ 380,5 g.mol™

Tableau 14. Caractéristiques des inhibiteurs de la voie Erk : PD98059 et U0126.

C. INK1/2/3

Les 3 kinases JNK1/2/3 (également connues sous le nom de MAPK8/9/10) sont
codées par des génes distincts situés respectivement sur les loci 10g11.2, 5935 (Gupta et al.,
1996) et 4921.3 (Yoshida et al., 2002). Les INK1/2/3 sont exprimées dans le cerveau et sont
activées par phosphorylation des résidus tyrosine et thréonine par des kinases telles que
MKK4 (connue aussi sous les noms de SEK1/JNKK1) ou la MKK7 (connue aussi sous les
noms de SEK2/JNKK?2) (Wada and Penninger, 2004). Les JNKs sont inhibées par I’action
de phosphatases telles que les MAPPs (« Mitogen-activated protein phosphatases ») (Karin,
1995).

» TAU, SUBSTRAT DE LA JNK1/2/3

In vitro, les kinases JNKSs, en association avec les SAPKSs, phosphorylent tau sur 14
sites (Figure 27) (Reynolds et al., 1997).

Figure 27. Localisation des sites de phosphorylation de tau par les INK1/2/3.
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» JNK1/2/3, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

Les kinases JNKs régulent 1’apoptose en réponse a plusieurs types de stress dont

I’exposition aux ultra-violets, aux radiations ionisantes, aux drogues anticancéreuses telles
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que le cisplatine, I’étoposide, aux cytokines comme le TNFa et la privation du facteur
trophique NGF (« Nerve Growth Factor ») (Xia et al., 1995, Wada and Penninger, 2004).

Dans la maladie d’Alzheimer et les autres tauopathies, les protéines JNKs et SAPKs

sont associées aux agrégats de tau dans les neurones et les cellules gliales (Ferrer et al.,
2002). Au cours de la maladie d’Alzheimer, la INK/SAPK phosphorylée (donc activée) est

redistribuée au niveau cellulaire et co-localise avec les protéines tau hyperphosphorylées

(Zhu et al., 2001b). Les JNKs sont egalement impliquées dans 1’augmentation de 1’activité

de la y-sécrétase conduisant a une accumulation des peptides AP, ce qui suggére un réle

potentiel des JNKSs dans la formation des plaques séniles (Shen et al., 2008). L’inhibition des

JNKs pourrait donc constituer une stratégie de neuroprotection contre la maladie

d’Alzheimer.

» INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DES JNK1/2/3

SP600125 est un inhibiteur puissant et Nom Shotiies
réversible des kinases JINK1/2/3 (Tableau 15) (Bennett Structure U/\\IJ /\f\ N
et al., 2001). Cet inhibiteur est 300 fois plus sélectif b

. . CI150;nkap 40 nM
des kinases JNKs que des kinases Erk et p38 (Han et C150 s 90 nM
. . . . Formule C14HgN,O
al., 2001). 1l est également deux fois plus sélectif pour S oS 220.2 g.mol”

les INK1/2 que pour la JNK3 (Tableau 15).

Tableau 15. SP600125, caractéristigues

B. NON-PROLINE-DIRECTED PROTEIN KINASE

Dans le groupe des kinases non-PDPK phosphorylant tau, sont trouvees :

les kinases de tau et de la tubuline: TTBK1/2 («Tau-TuBulin
Kinase 1/2 ») (Tomizawa et al., 2001, Sato et al., 2006, Kitano-Takahashi
etal., 2007),

les caséines CKlo/16/2 (« Casein
(Greenwood et al., 1994, Hanger et al., 2007),

les kinases ayant une double specificité de
DYRK (« Dual-specificity tYrosine

1a/18/2 »)

kinases : Kinase

régulation et de

phosphorylation des tyrosines :

phosphorylation and Regulated Kinase ») (Woods et al., 2001),
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- les kinases régulant [Paffinité pour les microtubules: MARK
(« Microtubule Affinity-Regulating Kinase ») (Drewes et al., 1997,
Drewes, 2004),

- lakinase phosphorylante (KP) (Paudel, 1997),

- les PKA, PKB/Akt, PKC e PKN («Protein Kinase
CAMP-dependent/B/C/N ») (Sergeant et al., 2005),

- la CaMKII (« Ca2*/CalModulin-dependent protein Kinase Il »).

1 TAU-TUBULIN KINASE 1/2

Les TTBKSs appartiennent a la superfamille de la CK1 (Manning et al., 2002) et a la
famille des kinases non-PDPK. Elles phosphorylent la protéine tau et la tubuline. La TTBK1
est codée par un geéne localisé dans le locus 6g21.1, et est fortement exprimée dans les
neurones (Sato et al., 2002). Le géne qui code pour la TTBK2 est situé dans le locus
15915.2. Le transcrit primaire, composé de 20 exons, génére par épissage alternatif
3 transcrits comportant 13, 15 et 19 exons. Ces exons renferment obligatoirement les exons
4a9et14a20 (Kraemer et al., 2006, Houlden et al., 2007, Edener et al., 2009). La partie
N-terminale code pour le domaine kinase. TTBK2 est hautement exprimée dans les cellules
de Purkinje, les cellules de la couche de cellules granulaires, 1’hippocampe, le cerveau
moyen et la substance noire. En revanche, I’expression de TTBK2 est beaucoup plus faible

au niveau du cortex cérébral (Houlden et al., 2007).

Les TTBK1 (Sato et al., 2002) et TTBK2 (Houlden et al., 2007) phosphorylent des
résidus sérines suivis d’une arginine (motif SR). TTBK1 et TTBK2 présentent une grande

homologie dans les 554 premiers acides aminés (identiques pour 60%) (Sato et al., 2008).

» TAU, SUBSTRAT DES TTBK1/2

TTBKlet TTBK2 phosphorylent tau sur 10 sites (Figure 28) (Sato et al., 2006,
Lebouvier et al., 2008). Les phosphorylations des sites S202 et S422 sont impliquees dans
I’agrégation des protéines tau (Pennanen and Gotz, 2005). La TTBK1 induit, et ce, de fagon
dose-dépendante, I’agrégation des protéines tau (Sato et al., 2006). En particulier, la TTBK2
phosphoryle tau en S208 et S210 (Tomizawa et al., 2001), qui constituent des sites de
« priming » pour une phosphorylation ultérieure par la GSK3p (Noble et al., 2005).
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» TTBK1/2, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

Outre les phosphorylations sur la protéine tau, la présence de TTBK1 est observée
dans les neurones se trouvant dans un environnement présentant des plaques séniles au
niveau des régions corticales des cerveaux Alzheimer (Sato et al., 2002, Sato et al., 2008).
De méme, la TTBK2 est retrouvée dans les PHFs. D’autre part, des mutations de TTBK2
ont été identifiées chez des patients atteints d’ataxie cérébelleuse de type 11 et montrent une
dégénérescence cérébelleuse ainsi qu’une agrégation de tau (Houlden et al., 2007). Le
modele animal de souris sur-exprimant la protéine TTBK1 développe progressivement, avec
I’age, une phosphorylation des neurofilaments et de la protéine tau, une activation des
calpaines, une augmentation de la formation du complexe CDK5/p25 (due probablement au
clivage de la p35 en p25 par les calapaines), une diminution des récepteurs au NMDA ainsi
qu’une perte neuronale. Ces données évoquent une possible implication des TTBKs dans la
cascade de tau (Sato et al., 2008), et donc I’importance de développer des inhibiteurs
spécifiques des TTBKSs. D’autre part, aucune donnée concernant les TTBK1/2 et I’apoptose
n’a éte établie.

»> INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DES TTBK1/2

Actuellement, il n’existe pas d’inhibiteurs pharmacologiques des TTBKSs. Pour
inhiber ces kinases, seule 1’approche moléculaire utilisant la technologie ARNI peut étre

envisagée.

2 CASEIN KINASES 1A/1A/2

Les caséines kinases (CK) monomériques CK1a/13/2 appartiennent a la superfamille
des kinases caséines de type 1 et sont codées par des genes situés respectivement dans les
loci 13913 (Tapia et al., 1994), 17925 (Kusuda et al., 1996) et 6g21.3 (Albertella et al.,

1996). Les CKs sont hautement conservées au niveau de leur domaine catalytique et
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different entre elles par la longueur de la partie N-terminale. Il existe au moins 7 isoformes
de CKI1 nommées a, B, v1, y2, v3, & et €. Leurs poids moléculaires varient entre 37 kDa
(CKla) et 51 kDa (CK1y3) (Knippschild et al., 2005). Les CKs phosphorylent la derniere
sérine ou thréonine des motifs D/EXXS/T et SLS pour les motifs non phosphorylés, et
pS/pTXXS/T (ou pS et pT font références a des sérine et thréonine phosphorylées) pour les
motifs préalablement phosphorylés (Marin et al., 2003). Seules les CK1a et CK16 semblent
étre impliquées dans la maladie d’ Alzheimer (Sergeant et al., 2005).

La forme active de la CK2 est un hétérotétramére composé de 2 sous-unités
catalytiques (a et/ou a’) et de 2 sous-unités régulatrices B. CK2 utilise indifféremment
I’ATP ou le GTP comme substrat énergétique et donneur du groupement phosphate (Ahmad
et al., 2008). CK2 phosphoryle les motifs S/ITXXD/E et SITXXS/T/pY (ou pY fait référence
a une phospho-tyrosine) (Marin et al., 2003).

» TAU, SUBSTRAT DES CK1A/1A/2

Les activités de CK1 et CK2 contribuent a la dynamique des microtubules en
phosphorylant in vitro la protéine tau, modulant ainsi son affinité pour les microtubules
(Risnik et al., 1988, Li et al., 2004). En réponse a un stress génotoxique, CK14 régule la
dynamique du cytosquelette par phosphorylation de la tubuline ou des MAPs telles que les
protéines tau, MAP4, MAP1A et la stathmine (Singh et al., 1995, Behrend et al., 2000,
Knippschild et al., 2005).

CK1 phosphoryle tau sur 46 sites (Figure 29). Cependant, les sites
AT-8 (5202/T205) et PHF-1 (S396/S404) restent controverses (Li et al., 2004). Neuf sites
sont exclusivement phosphorylés par la CK16 (T17, T95, T101/T102, S113, T169, S238,
T263, S341 et S433) dont 3 présents dans les PHFs (S113, S238 et S433) (Hanger et al.,
2007). La CK2 phosphoryle la protéine tau et régule ses interactions aux microtubules
(Avila et al., 1994) via 7 sites de phosphorylation (T39, T52, S56, S199, T386, S400 et
S412) (Greenwood et al., 1994, Hanger et al., 2007).
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Figure 29. Sites de phosphorylation de tau par les CK1/2.

» CK1A/1A/2, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

Les isoformes de CK1 régulent I’apoptose via la phosphorylation du récepteur aux
neurotrophines p75"™" (Beyaert et al., 1995). Les isoformes a et & de CK1 et la CK2 sont
impliquées dans la régulation de 1’apoptose induite par Fas/CD95. L’inhibition de CK1 et
CK2 accéleére 1’apoptose dépendante de Fas/CD95, alors que leurs sur-expressions
diminuent le nombre de cellules apoptotiques. D’autre part, les CK1 et CK2 font partie du
complexe de la voie Wnt/B-caténine (voir plus haut). Les CKs, plus particulierement CK1a,
phosphorylent en S45 la B-caténine (Liu et al., 2002a, Marin et al., 2003) stimulant ainsi sa
translocation dans le noyau et la transcription de génes impliqués dans la survie cellulaire
(Song et al., 2000). Cette phosphorylation S45 est nécessaire a la phosphorylation en T41,
S37 et S33 de la B-caténine par la GSK3p (Liu et al., 2002a). Bien qu’aucune donnée n’ait
été établie concernant 1’apoptose neuronale et les CKs, I’ensemble des études menées dans

les autres systéemes cellulaires montrent qu’une réduction des niveaux de CK1 ou de CK2

induit I’apoptose (Ahmad et al., 2008).

Les CK1 sont des constituants majeurs des agrégats de protéines tau (Kuret et al.,
1997). Dans la maladie d’Alzheimer, les isoformes CKla et CK18 sont trouvées au niveau
des lésions neurofibrillaires (Kuret et al., 1997, Schwab et al., 2000). De plus, le taux des
ARNmM (Acide RiboNucléiques messagers) (Yasojima et al., 2000) et le niveau d’activité
enzymatique des CK1 (Ghoshal et al., 1999) sont respectivement augmentés de 24 et 30 fois

dans les cerveaux Alzheimer comparés aux cerveaux controles.

Par ailleurs, I’activité de la CK1 est stimulée par le peptide B-amyloide (Chauhan et
al., 1993) et joue un role dans la production du peptide AP dans les neurones (Flajolet et al.,
2007). Ces données ainsi que le role de la CK1 dans la phosphorylation de tau montrent une

possible implication de la CK1 dans la pathogenése de la maladie d’Alzheimer (Hanger et
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al., 2007). L’identification d’inhibiteurs spécifiques de la CK1, voire des isoformes a et 9,

s’avere étre d’un grand intérét thérapeutique.

Tout comme la CK1, la CK2 est impliquée dans la maladie d’Alzheimer. In vitro, la
CK2 phosphoryle I’ApoE qui, & son tour, active la CK2. In vivo, I’ApoE, CK2 et tau
interagissent avec les microtubules (Raftery et al., 2005). Les isoformes o et o’ de la CK2
ont des effets opposés (activateur direct et inhibiteur direct ou indirect) sur ’activité de la
protéine phosphatase majoritaire du SNC, la PP2A (Heriche et al., 1997, Perez and Avila,
1999). L’isoforme o a une localisation somatique tandis que celle de I’isoforme o’ est
dendritique. Ainsi, la difféerence de fonctionnalité des deux isoformes résulterait de la
distribution des substrats de la PP2A : tau et MAP1B se trouvent phosphorylés au niveau des
dendrites et non phosphorylés au niveau du soma neuronal (Binder et al., 1985, Kowall and
Kosik, 1987, Papasozomenos and Binder, 1987, Ulloa et al., 1994). Au niveau axonal, la
CK2 est associée aux microtubules (Serrano et al., 1989). D’autre part, les oligomeres
solubles intracellulaires de peptides AP induisent une dérégulation de la CK2 perturbant
ainsi le transport axonal rapide (Pigino et al., 2009).

Au regard du nombre de sites de phosphorylation de tau par la CK1, I’inhibition de
cette enzyme, en particulier I’isoforme 8, présente un grand intérét thérapeutique dans la
maladie d’Alzheimer. D’autre part, la régulation de la CK2 constituerait une cible
thérapeutique prometteuse dans la maladie d’ Alzheimer, en particulier, si elle était combinée

avec un traitement permettant de réguler 1’activité de la GSK3.

> INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DES CK1A/1A/2

L’IC261 est un inhibiteur compétitif au niveau du site de fixation de I’ATP, de la
CK1 (Tableau 16). Il est trés spécifique des isoformes 6 et € (CI50 =1 uM) ainsi que de
I’isoforme o mais a de plus fortes concentrations (CI150 =11 - 21 uM) (Knippschild et al.,
1997, Behrend et al., 2000, Mashhoon et al., 2000).

Les 2 principaux inhibiteurs pharmacologiques de la CK2 (également compétitifs de
I’ATP), sont dérivés d’un composé relativement peu sélectif de la CK2 (inhibant de fagcon
comparable CK2 et DYRK1A), le TBB (4,5,6,7-tétrabromobenzotriazole) (C150 = 900 nM)
(Sarno et al., 2003). Ces dérivés du TBB sont nommés DMAT et TBCA (Tableau 16).
L’inhibiteur DMAT est pres de 1 400 fois plus spécifique pour CK2 (CI150 = 140 nM) que
pour CK1 (CI50 > 200 uM) (Pagano et al., 2004). Cependant, DMAT est autant sélectif
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pour CK2 que pour DYRK1A (Pagano et al., 2007). L’inhibiteur TBCA, quant a lui, est
5 fois plus efficace que le TBB dans I’inhibition de la CK2 (CI50¢k2 = 0,11 uM pour TBCA
et CI50ck2 = 0,56 M pour TBB) et posséde 1’avantage d’étre peu sélectif pour la DYRK1A
(C150 = 24,5uM) (Pagano et al., 2007).

Noms 1C261 DMAT TBCA
3-[(2,3,6-trimethoxyphenyl) 2-diméthylamino- Acide tétrabromocinnamic
methylidenyl]-indolin-2-one 4,5,6,7-tétrabromo-

1H-benzimidazole
H,CO ochs Br N} o o
Structures O Br h; Br N .~ U\
H,CO P—NCH), \|)\ o
? /{ Br N Br -
L ) .
M
H
CI50CKl1a 11-21 uM >200 uM
CI50CK18 0,7-1,3 uM >200 uM
CI50 CKl1g 0,6-1,4 uM >200 uM -
CI50 CK2 140 nM 110 nM
Formule CigH17NO, CoH;BrsN; CoH,Br,0,
chimique

Poids 311,3g.mol™ 479,8 g.mol™ 463,6 g.mol™

moléculaires

Tableau 16. Caractéristiques des inhibiteurs de CK1 (1C261) et de CK2 (DMAT et TBCA).

3 DUAL-SPECIFICITY  TYROSINE PHOSPHORYLATION  AND
. REGULATED KINASE 1/2

Il existe 6 isoformes de DYRK nommées 1A/1B/2/3/4A/4B (Becker et al., 1998,
Woods et al., 2001). Ces isoformes sont impliquées dans la différenciation des progéniteurs
nerveux et la survie cellulaire pour DYRK1A (Guo et al., 2010, Yabut et al., 2010), dans le
cancer colorectal (Jin et al., 2009) et la différentiation cellulaire pour DYRK1B (Mercer and
Friedman, 2006), la tumorigénése pour DYRK2 (Miller et al., 2003, Gorringe et al., 2005,
Maddika and Chen, 2009), 1’érythropoic¢se et la survie cellulaire pour DYRK3 (Zhang et al.,
2005a, Wojchowski et al., 2006, Guo et al., 2010) et la spermatogénése pour DYRK4
(Sacher et al., 2007). DYRK1A et DYRK2 sont les seules isoformes de DYRK a
phosphoryler tau (sur le site T212), le facteur eiF2B et le facteur de transcription CREB
(« cAMP Response Element Binding »; impliqué dans les processus neuronaux
d’apprentissage et de mémorisation) (Woods et al., 2001, Yang et al., 2001). DYRK1A est
majoritairement nucléaire alors que DYRK2 est essentiellement cytoplasmique (Becker et
al., 1998).
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Les DYRKS catalysent leur autophosphorylation sur leur boucle d’autorégulation au
niveau des résidus tyrosines au niveau d’un motif Y XY localisé dans le domaine catalytique
(Kentrup et al., 1996, Becker and Joost, 1999, Campbell and Proud, 2002). Suite a cette
autophosphorylation, les DYRKSs se comportent comme des kinases a sérines et thréonines
(Lochhead et al., 2005). En plus de la régulation par autophosphorylation de DYRKZ1A sur
sa Y231 (Himpel et al., 2001), I’interaction de DYRKZ1A avec la protéine 14-3-3 induit un
changement conformationnel de DYRK1A augmentant ainsi son activité catalytique (Kim et
al., 2004, Alvarez et al., 2007).

Le gene codant pour DYRKZ1A est localisé au niveau du locus 21g22.2 contenu dans
la région dite critique du chromosome 21 impliquée dans le syndrome de Down
(communément dénommé trisomie 21) (Guimera et al., 1996, Song et al., 1996, Chen and
Antonarakis, 1997). Ceci constitue une donnée importante car aussi bien les patients atteints
du syndrome de Down (qui constitue un modeéle de vieillissement accéléré) que ceux de la
maladie d’Alzheimer développent des plaques séniles ainsi que des DNFs (Burger and
Vogel, 1973, Masters et al., 1985, Grundke-Igbal et al., 1986). Par ailleurs, DYRK1A joue
un role dans les processus tels que la prolifération des progéniteurs neuronaux, la

neurogénése et la différenciation neuronale (YYang et al., 2001, Hammerle et al., 2003).

DYRK?2 est localisé dans le locus du gene 12914 (Zhang et al., 2005a) et catalyse in
vitro la phosphorylation des protéines histones H2B et H3 (Becker et al., 1998). Les roles de
DYRK?2 sont limités a la phosphorylation de quelques substrats tels que NFAT (« Nuclear
Factor of Activated T-cells ») (Gwack et al., 2006), eiF2B (Woods et al., 2001) et la
glycogene synthétase (Skurat and Dietrich, 2004).

» TAU, SUBSTRAT DES DYRK1/2

La sur-expression de DYRKZ1A in vitro et dans des modeles de souris transgéniques
induit I’hyperphosphorylation de la protéine tau au niveau des résidus T212, S202 et S404
(Figure 30) (Woods et al., 2001, Ryoo et al., 2007). La phosphorylation de tau au niveau de
la T212 par DYRK1A amorcerait (par « priming ») celle en S208 par la GSK3 (Woods et
al., 2001). D’autre part, DYRK1A influence ’épissage alternatif de tau (Shi et al., 2008).

Tout comme DYRK1A, DYRK?2 est capable de phosphoryler la T212 de tau, et
d’induire la phosphorylation de tau en S208 par la GSK3p (Woods et al., 2001). A ce jour,
aucun autre role de DYRK2 n’est décrit pour I’hyperphosphorylation de tau.
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Figure 30. Localisation des sites de phosphorylation de tau par DYRK1/2.

» DYRK1/2, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

Au niveau de la rétine, DYRKL1 régule le nombre de cellules entrant en apoptose
(Fotaki et al., 2002) via la phosphorylation (protectrice) de la caspase-9 en T125 (Allan and
Clarke, 2007, Laguna et al, 2008). DYRK1 régule également via Hip-1
(« Huntingtin-interacting protein-1 ») 1’apoptose des progéniteurs nerveux hippocampiques
(Kang et al., 2005).

DYRK2 est activée en réponse a un stress génotoxique générant des Iésions
importantes de I’ADN (Acide DésoxyriboNucléique). Cette activation de DYRK2 induit sa
translocation vers le noyau. DYRK2 phosphoryle alors la protéine p53 en S46, induisant
I’apoptose (Taira et al., 2007). Cependant, aucune donnée n’est établie concernant

I’induction, via DYRK2, d’une apoptose neuronale indépendante des lésions de I’ADN.

Le polymorphisme de DYRKI1A constitue un facteur génétique favorisant la
progression de la maladie d’Alzheimer (Ferrer et al., 2005, Kimura et al., 2007). De plus,
DYRKZ1A phosphoryle I’APP (Ryoo et al., 2008) et voit ses niveaux d’ARNm augmentés
suite a 1’exposition des cellules de neuroblastome SH-SY5Y au peptide Ap42 (Kimura et al.,
2007). Cette augmentation est également observée dans le cerveau des patients Alzheimer
compares aux patients temoins de méme &age (Kimura et al., 2007). Pour la maladie
d’Alzheimer, comme pour le syndrome de Down, I’inhibition de DYRKI1A pourrait étre

d’un grand intérét thérapeutique.
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» INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DES DYRK1/2

L’harmine est utilisée depuis plus de 3 siécles par
les indiens d’Amazonie (voir I’encart sur I’ Ayawasca). Elle
est isolée a partir d’une plante Peganum harmala (nommée
également Harmal, Figure 31). Il s’agit d’un alcaloide qui
inhibe fortement DYRK1A (CI50 = 80 nM) comparé aux
autres kinases parmi lesquelles DYRK2 (C150 = 800 nM) et
DYRKS3 (CI150 =900 nM ; Tableau 17) (Bain et al., 2007).

i il A
Figure 31. Fleur de la harmal.
La harmal ou harmel ou rue de
Syrie, (Peganum harmala) est
une plante médicinale, de Ila
famille des nitrariaceae, vivace,
a fleurs jaunes.

L’harmine est un inhibiteur pharmacologique exceptionnel
puisqu’il est sélectif et inhibe les formes matures de
DYRKIA mais également 1’autophosphorylation sur la tyrosine pendant la traduction,

prévenant ainsi la stimulation de I’activité enzymatique (Seifert et al., 2008).

’harmine

Nom usuel Harmine

L’Ayawasca. Avec [’harmiline,

7-méthoxy-1-méthyl-B-carboline constitue un des nombreux alcaloides de

Structure — I’Ayawasca (en langue quechua, Aya : mort ;
N \ N Waska : liane). Cette décoction est utilisée par

O V. de nombreux groupes indiens de 1’Amazonie

N occidentale et est basée sur un mélange de

H lianes de banisteriopsis et de feuilles de

CI50pvrk1a 80 nM chacruna. Par leur action IMAO (inhibiteur
CI150pyri2 800 nM dFs monoamines oxyfiases), lr'harmaline.et
Cl50pvrics 900 M [’harmine permettent a la diméthyltryptamine
(substance halucinogéne contenue dans la

Fo_rmUIe CasH12N20 chacruna) de s’introduire dans le SNC et de se
chimique subsituer & la sérotonine, permettant au
Poids 212,3 g.mol™ cerveau de capter des visions, considérées
moléculaires comme visions de [’« autre monde ». D apres

Tableau 17. Caractéristigues de ’harmine. (Desahyes, 2002).

4 MICROTUBULE AFFINITY-REGULATING KINASE

Les MARKS régulent la stabilité des microtubules et contrélent les processus de
differentiation, de croissance neuritique, de division cellulaire ainsi que le trafic des
organites (Drubin and Nelson, 1996). Les 4 isoformes MARK (Tableau 18) sont numérotées
de 1 a 4. Elles sont composées d’un domaine catalytique, suivi d’'un domaine d’association a
I’'ubiquitine UBA (« Ubiquitine-Associated domain ») et un domaine kinase au niveau de

I’extrémité C-terminale (Matenia and Mandelkow, 2009).

Ces 4 isoformes ont été découvertes en raison de leur capacité a phosphoryler des
MAPs telles que la protéine tau, MAP2 et MAP4, et a dissocier les MAPs des microtubules,
augmentant ainsi la dynamique des microtubules (lllenberger et al., 1996, Drewes et al.,
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1997, Trinczek et al., 2004). Les MARKSs sont activées par phosphorylation de la T208 via
2 kinases : MARKK (« MARK Kinase »)/TAO (« Thousand-And-One amino acid ») (Chen
et al., 2003, Timm et al., 2003) et STK11 (« Serine /Threonine protein Kinase 11 »)
(Lizcano et al., 2004). MARK2 est phosphorylée au niveau de la boucle d’activation en
T208 (phosphorylation activatrice ouvrant le domaine catalytique) (Timm et al., 2008) et en
S212 (Timm et al., 2003). En revanche, la phosphorylation en S212 par la GSK3 inhibe son
activité (Timm et al., 2008). Etant donné que les séquences des boucles d’activation des
isoformes des MARKS sont similaires, on admet que toutes les isoformes sont régulées de la
méme facon. MARKS3 est la seule MARK activée suite a des lésions de I’ADN (Peng et al.,
1998).

Isoformes Localisations Poids moléculaire Références

des MARKSs chromosomiques bibliographiques
MARK1 1941 85 kDa (Nagase et al., 2000)
MARK2 11q12-q13 78 et 82 kDa (Courseaux et al., 1995)
MARK3 14932.3 83 kDa (Ono et al., 1997)
MARK4 19g13.2 79 kDa (Kato et al., 2001)

Tableau 18. Localisations chromosomiques et poids moléculaires des isoformes des MARKS.

Les MARKSs sont également régulées par des interactions protéiques au niveau du
domaine catalytique notamment avec PAKS5 (« p21-Activated Kinase 5 ») (Matenia et al.,
2005) et les protéines de type 14-3-3 (Benton et al., 2002). A la vue de la structure des
domaines UBA des MARKS, une régulation par ubiquitinylation est également fortement

possible (Panneerselvam et al., 2006).

» TAU, SUBSTRAT DES MARKS

Les MARKSs phosphorylent la protéine tau au niveau des motifs KI/CGS (Figure 32)
contenus dans les domaines répétés (Augustinack et al., 2002, Timm et al., 2008),
provoquant ainsi le détachement de tau et par conséquent la déstabilisation des microtubules
(Biernat et al., 1993, Chin et al., 2000, Timm et al., 2003, Mandelkow et al., 2004). Les
motifs KI/CGS situés au niveau des S262, S293, Ser324 et S356 de la protéine tau sont
phosphorylés par les MARKSs (Biernat et al., 1993, Zheng-Fischhofer et al., 1998). A ces
motifs s’ajoutent 2 phosphorylations en S305 et S320. Les motifs reconnus par les MARKSs
correspondent exactement a ceux définis dans les MBDs (motif KXGS) et induisant le

détachement de tau des microtubules.
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Figure 32. Localisation des sites de tau phosphorylés par les MARKS.

La voie de signalisation impliquant STK11 et MARK?2 est décrite pour induire la
dégradation de la protéine tau phosphorylée (Kojima et al., 2007), mais cela reste tres
controversé (Dickey et al., 2008, Matenia and Mandelkow, 2009) par des résultats montrant
que MARK2 et Akt interagissent ensemble pour hyperphosphoryler la protéine tau. Ceci
serait accompagné d’une diminution d’activité de la GSK3p via sa phosphorylation en S9
(Dickey et al., 2008). Cependant, dans les modéles de souris transgéniques de tauopathies,
les sites de phosphorylation des MARKS sont retrouvés hautement phosphorylés (Albertella
etal., 1996).

» MARKS, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

Aucune donnée n’a pu mettre en relation les MARKS et 1’apoptose neuronale.
Cependant, comme les MARKSs phosphorylent les MAPs sur des motifs consensus,
entrainant le détachement de la tubuline et de la protéine tau, et par conséquent la
déstabilisation du réseau des microtubules (Chin et al., 2000). Le type de motifs
phosphorylés par les MARKS est généralement retrouvé comme précédant la formation des
agrégats de tau dans la maladie d’Alzheimer (Chin et al., 2000). De plus, les souris KO pour
la MARK2 montrent une perturbation des fonctions d’apprentissage et de mémorisation
(Segu et al., 2008).

» INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DES MARKS

A T’heure actuelle, il n’existe pas d’inhibiteurs pharmacologiques des MARKS.

5. KINASE PHOSPHORYLASE

La kinase phosphorylase (KP), dont le gene est situe dans le locus Xp13, est une
enzyme tétramerique dépendante du calcium. Elle régule la glycogenolyse en phosphorylant
et activant une phosphorylase A (Paudel, 1997). Le niveau de Iactivité
kinase/phosphorylase est relativement élevé dans les neurones (Paudel et al., 1993). La

sous-unité y constitue le site catalytique de I’enzyme tandis que les 3 sous-unités a, B et &
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sont constitutivement inhibitrices et régulent ’activité de la KP. L’activité de cette derniere

est modifiée soit par liaison d’ions calcium, soit par phosphorylation.

» TAU, SUBSTRAT DE LA KP

In vitro, la KP phosphoryle tau sur les résidus S237, S262, S285, S305 et
S352 (Figure 33) ; seul le résidu S262 est phosphorylé in vivo (Morishima-Kawashima et al.,
1995, Seubert et al., 1995, Paudel, 1997). Au niveau cerébral, les ions calciques activent la
KP (Drummond and Bellward, 1970). Dans les cultures neuronales, 1’augmentation du
niveau intracellulaire de calcium provoque une hyperphosphorylation de tau (Mattson, 1990,
Mattson et al., 1991) et la perte des interactions avec les microtubules (Mattson et al., 1991)

et, par conséquent, une altération du cytosquelette neuronal (Kater et al., 1988).

$285 $305 $352
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Figure 33. Localisation des sites de tau phosphorylés par la KP.

» KP, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

Des niveaux élevés d’ions calciques conduisant & I’hyperphosphorylation de tau ont
été suggérés comme activant des kinases de tau telles que la KP (induisant une
phosphorylation sur la S262 de tau) dans les cerveaux Alzheimer (Mattson et al., 1991,
Saitoh et al., 1993, Mattson, 1994). Cette phosphorylation en S262 induit le détachement de
tau des microtubules (Drewes et al., 1995). Bien que la KP phosphoryle tau sur un site de
phosphorylation dit anormal de tau, il n’a pas encore été rapporté que la KP était
anormalement activée dans les cerveaux Alzheimer et aucune donnée entre apoptose

neuronale et KP n’a encore été établie.

> INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DE LA KP

L’implication de la KP étant peu documentée, a ce jour, son inhibition
pharmacologique est difficilement envisageable dans le cadre d’une thérapeutique contre la

maladie d’Alzheimer.
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6 PROTEIN KINASES A/B/C/N

La PKA, enzyme hétérotétramérique, est constituée de 2 sous-unités régulatrices
(lieu de fixation de I’AMPc (Adénosine MonoPhosphate cyclique) et deux sous-unités
catalytiques. Suite a 1’activation des adénylates cyclases via des récepteurs couplés aux
protéines G, les taux d’AMPc intracellulaire augmentent et activent la PKA. La dégradation
de I’AMPc par les phosphodiestérases conduit a 1’inhibition de la PKA. Parmi les substrats
de PKA qui nous intéressent, on compte : Akt/PKB, la PKC (Dell'Acqua and Scott, 1997),
Bad (Tan et al., 2000), CREB (Gonzalez and Montminy, 1989) ainsi que les S21 et S9 des
isoformes a et p de GSK3 respectivement (Fang et al., 2000).

Akt/PKB est activée par phosphorylation en T308 (au niveau de sa boucle
d’activation) (Alessi et al., 1996) et en S473 (Bayascas and Alessi, 2005). La phosphatase
PTEN (« Phosphatase and TENsin homolog deleted on chromosome 10 ») est le principal
régulateur de la voie Akt/PKB (Cantley and Neel, 1999). De plus, Akt/PKB régule la
syntheése du glycogene a travers la phosphorylation inhibitrice des isoformes a et  de la

GSK3 (Cross et al., 1995, Hajduch et al., 2001).

Chez les mammiferes, les isoformes des PKCs sont réparties en 3 classes : les PKCs
dites classiques (isoformes a, B, Pi et ), les nouvelles PKCs (isoformes 0, €, n et 0) et les
PKCs atypiques (¢, A1) (Alkon et al., 2007). Ces 3 classes différent par leurs structures et
leurs sensibilités a différents activateurs (Tableau 19). Les PKCs sont codés par des géenes
distincts, exceptées les isoformes B, et By qui sont des variants résultant d’un épissage
alternatif. Ces PKCs sont composées de 4 domaines nommés C1, C2, C3 et C4. Les
domaines régulateurs, C1 et C2, sont impliqués respectivement dans la fixation des
activateurs et des ions calciques. Les domaines catalytiques C3 et C4, contiennent le site de
fixation de ’ATP (C3), le domaine de liaison du substrat et le domaine kinase (C4). Les
PKCs classiques contiennent les 4 domaines. Les PKCs nouvelles sont dépourvus du
domaine C2 et sont donc insensibles aux ions calciques. Les PKCs atypiques sont
dépourvues du domaine C2 et de la moitié du domaine C1 et sont insensibles a tous les
activateurs classiques des PKCs (ions calciques, diacylglycérol, esters de phorbols,

bryostatines), mais elles peuvent étre activées par la phosphatidylserine (Tableau 19).

Les PKCs sont phosphorylés sur 3 motifs S/T conservés au niveau de la boucle

d’activation, du motif de rotation (« turn motif ») et du motif hydrophobe (Flint et al., 1990,
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Parekh et al., 2000, Newton, 2003) (Tableau 20). Elles sont également régulées in vivo par
des phénomeénes de trans-phosphorylation et d’autophosphorylation (Dutil et al., 1994).

PKCs classiques PKCs nouvelles PKCs atypiques
lons calciques X
Phosphatidylsérine X X X
Diacylglycérol X X
Esters de phorbols X X
Bryostatines X X

Tableau 19. Activateurs des isoformes des PKCs.

La PKN est une kinase a sérine et thréonine ayant un domaine catalytique trées
semblable a celui des PKCs (Mukai and Ono, 1994). Elle est activée par les acides gras et
les petites GTPases Rho (Mukai et al., 1994). Elle est ubiquiste et hautement exprimée au
niveau cérébral (Kitagawa et al., 1995).

PKCs Sites de phosphorylation des PKCs
Types de PKCs Isoformes Boucle Motif Motif
des PKCs d’activation de rotation hydrophobique
ol T497 T638 S657
PKCs classiques B, T500 T641 S660
By T500 T642 S661
Y T514 T655 T674
3 T505 S643 S662
PKCs nouvelles € T566 T710 S729
n T513 T655 S674
0 T538 S676 S695
PKCs atypiques ¢ T410 T560 E579
M T403 T574 E555

Tableau 20. Sites de phosphorylations régulant ’activité des isoformes des PKCs. D’apres (Parekh et al.,
2000).

» TAU, SUBSTRAT DES PKA/B/C/N

La forskoline, un activateur de 1’adénylate cyclase, induit 1’hyperphosphorylation de
la protéine tau a travers la PKA (Tian et al., 2009). Une phosphorylation préalable de tau par
la PKA rend tau meilleur substrat pour la GSK3p (Liu et al., 2004b). La PKA est impliquée
dans la phosphorylation de nombreux sites retrouvés dans les PHFs (Figure 34) (Litersky et
al., 1996, Sergeant et al., 2005, Hanger et al., 2007).
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Figure 34. Localisation des sites de tau phosphorylés par la PKA.

La sur-expression d’Akt/PKB induit une augmentation de la phosphorylation de tau
au niveau des T212, S214 et S396 dans les cellules de neuroblastome murin Neuro-2A
(Zhou et al., 2009).
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Figure 35. Localisation des sites de tau phosphorylés par la PKB.

L’ensemble des isoformes des PKCs phosphorylent la protéine tau sur les résidus
S258, S293, S324 et S352 (Figure 36) (Taniguchi et al., 2001). La PKC inhibe également
directement (Li et al., 2006) ou indirectement (Isagawa et al., 2000) la principale kinase de
tau, la GSK3p. Lorsque les PKCs sont activées, elles réduisent la quantité de peptides Ap
(un activateur de la GSK3p), inhibant ainsi la GSK3 et réduisant la phosphorylation de tau
(Isagawa et al., 2000).

Figure 36. Localisation des sites de tau phosphorylés par la PKC.

8305 8352

$258 $293 S324 $356

La PKN phosphoryle tau in vitro et in vivo et co-localise avec les NFTs dans les
cerveaux de patients Alzheimer (Kawamata et al., 1998). Les sites de phosphorylation de tau
cibles de la PKN sont S258, S320, S324, S352 et S356 (Figure 37) (Taniguchi et al., 2001,
Sergeant et al., 2008).
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Figure 37. Localisation des sites de tau phosphorylés par la PKN.
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» PKA/B/C/N, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

Ces PKs ont des rdles différents concernant I’induction de 1’apoptose neuronale. La
PKA posséde un role pro-apoptotique (Soderling, 1999). La PKA phosphoryle et inactive la
CaMKK (« CalModulin Kinase Kinase »), provoquant ainsi 1’inhibition de facteurs

transcriptionnels.

A contrario, la PKB/AKkt inactive les protéines pro-apoptotiques telles que Bad et
14-3-3 (Franke et al., 1997, Soderling, 1999), la kinase GSK3p (Cross et al., 1995) afin de

favoriser la survie cellulaire (Lee et al., 2009).

Les isoformes a, €, M et { des PKCs ont un r6le dans la prolifération et la survie
cellulaires, tandis que la PKCS est un important régulateur d’apoptose (Reyland, 2009).
L’expression d’une PKC9 constitutivement active induit I’apoptose (Emoto et al., 1995). En
effet, les souris déficientes pour la PKCo sont déficientes pour 1’apoptose induite par la voie
mitochondriale (Humphries et al., 2006). Lors de la ré-introduction de PKCS chez ces
souris, le processus apoptotique est de nouveau fonctionnel (Reyland, 2007). Lorsqu’un
stress apoptotique est présent dans la cellule, la PKCd est clivée au niveau d’une région
charniére (entre les domaines régulateurs et catalytiques) par la caspase-3. Ce clivage génere
un fragment de PKC6 nommé S6CF (« o Catalytic Fragment »). Bien que le r6le de ce
fragment ne soit pas encore établi, la présence du fragment SCF induit une apoptose
indépendante de tout stimuli de mort cellulaire (Emoto et al., 1995, Ghayur et al., 1996,
Reyland, 2007).

Tout comme la PKCS3, la PKN peut étre clivée entre ses 2 domaines catalytique et
régulateur, libérant un fragment constitutivement actif en C-terminal de 55 kDa. Ce clivage,
retrouvé en condition d’ischémie par occlusion artérielle chez les rats (Ueyama et al., 2001),

résulte de 1’action de la caspase-3 activée en condition apoptotique (Takahashi et al., 1998).

L’activation de la PKA, via des injections de forskoline & une dose supérieure a
80 uM, conduit a une hyperphosphorylation de tau, a un déficit de mémorisation spatiale
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chez les rats (Tian et al., 2009), et a des phénomeénes potentiellement impliqués dans la
maladie d’Alzheimer (Sun et al., 2005). Mais une suractivation de la PKA par la forskoline
(dose > 200 uM) réduit la phosphorylation de tau et n’entraine pas de déficits de
mémorisation spatiale (Tian et al., 2009). Cette suractivation de la PKA est corrélée a une
sur-expression de la PP2A ainsi qu’a une augmentation de son activité. Dans les cerveaux
Alzheimer, les PKA et PKB activées ainsi que les protéines 14-3-3 sont co-localisées au
niveau des NFTs (Layfield et al., 1996, Jicha et al., 1999, Umahara et al., 2004). Les
interactions a haute affinité entre les protéines 14-3-3 et tau annihilent, via la
phosphorylation de tau en S214, la formation des agrégats de tau (Sadik et al., 2009). Dans
des modeles de Drosophila melanogaster, la déficience de la sous-unité catalytique majeure
de la PKA provoque des perturbations des facultés de mémorisation sans affecter

I’espérance de vie (Yamazaki and Saitoe, 2008).

Au niveau hippocampique, 1’activité de la kinase PKB/Akt (via la détection de la
phosphorylation en S473) est trouvée significativement diminuée dans un modele de
vieillissement accéléré : les souris SAMP10 (« Senescence-Accelerated Mouse Prone 10 »)
(Nie et al., 2009). Avec I’avancée en age, ces souris présentent des déficits d’apprentissage
et de mémorisation ainsi que des troubles affectifs, une amyloidose, une atrophie cérébrale
c’est-a-dire des traits neuropathologiques semblables a ceux observés chez les patients

atteints de maladies neurodégénératives (Kawamata et al., 1997).

L’activation des PKCa et PKCe (et probablement des autres isoformes de PKCs), via
I’activation de I’enzyme de conversion, 1’endothéline, réduit la quantité de plaques séniles
dans des modeles de souris transgeniques sur-exprimant la protéine APP mutée (Choi et al.,
2006). Ces PKCs activées stimulent 1’a-sécrétase directement ou via la voie des MAPKs
Erk1/2 (Alkon et al., 2007). Le réle des PKCs pourrait donc étre important dans les premiers
stades de la maladie d’Alzheimer (Khan et al., 2009) ou elles « décideraient » du clivage de
I’APP en fragment toxique ou non (Alkon et al., 2007). En retour, les peptides AP inhibent
directement les PKCs (Lee et al., 2004b). D’autre part, les PKCs régulent la GSK3p, et
conduisent a I’hyperphosphorylation de tau (Wang et al., 2006).

Outre la phosphorylation de tau (Kawamata et al., 1998), la PKN est également
capable de phosphoryler en S9 (et donc d’inhiber) la GSK3p (Isagawa et al., 2000).

Dans un but thérapeutique, trouver des inhibiteurs pharmacologiques des PKs

pourrait étre d’un grand intérét.
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> INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DES PKA/B/C/N

L’inhibiteur puissant et sélectif

PKA est un sel de
dihydrochloride, le H-89 (Chijiwa et
al., 1990). Le H-89 posséde une CI150
de 50 nM pour la PKA, de 500 nM

de la

pour I’isoforme p de la PKC et de
les autres isoformes

(Tableau 21) (Johannes et al., 1995).

32 uM pour

Parmi les inhibiteurs
d’Akt/PKB, le sel hydraté de
trifluoroacétate (inhibiteur VIII d’Akt)
(Zhao et al., 2005). La sélectivité
(C150) de cet inhibiteur pour les
kinases Aktl, Akt2 et AKkt3 est
respectivement de 58 nM, 210 nM et
2,1nM. A

inférieures a 50 UM (ou les PKA et

des  concentrations
PKC sont également inhibées) et de
I’inhibition est
spécifique d’Akt/PKB (Tableau 22)
(Barnett et al., 2005).

maniére générale,

Le bisindolylmaleimide 1 ou
GF-109203X  (Tableau  23)
I’inhibiteur pharmacologique puissant
et sélectif des PKCs (Toullec et al.,
1991, Martiny-Baron et al., 1993). Les

essais in vitro ont montré des CI50

est

comprises entre 8 et 20 nM pour les
PKCs dites classiques (a, B et y) et
entre 100 et 200 nM pour les nouvelles
PKCs Plus

(isoformes & eteg).

Nom H-89 \
Nom N-(2-(p-bromocinnamylamino)éthyl)-
5-isoquinoline sulfonamide
Structure
S0,NHCH,CH,NHCH,CH=CH O Br
= - 2HCl
NS
CISOPKA 50 nM
CI150pkp -
CI150pkc 500 nM (p) 32 uM
Formule CxoH20BrN3;O,S + 2 HCI
chimique
Poids 519,3 g.mol™
moléculaire

1,3-Dihydro-1-(1-((4-(6-phényl-

Tableau 21. Caractéristiques du H-89, inhibiteur de PKA.

Nom usuel Inhibiteur VIII d’ Akt

Nom
1H-imidazo[4,5-g]quinoxalin-7-
yl)phényl)méthyl)
-4-piperidinyl)-2H-benzimidazol-2-one
trifluoroacétate

Structure N
(’N:QN| O O\N,Q
g

* XCF3COH *xH:0

CI150pka > 50 uM

CI150pks <50 uM

CI50pkc >50 pM

Formule C34HzN;0O + XC,HF;0; + yH,0
chimique

Poids 551,6 g.mol™
moléculaire

Tableau 22. Caractéristiques de P’inhibiteur VIII d’AKkt,
inhibiteur de PKB.

Nom usuel GF-109203X |
Nom bisindolylmaleimide |
Structure i
oNoo0
N N
Me2N/\/, PI1
CI150pkcs 8220nM
classiques
CI5OPKCs nouvelles 100 a 200 nM
Formule CysH,4N,O,
chimique
Poids 412,5 g.mol™
moléculaire
Tableau 23. Caractéristiques de  GF-109203X,

inhibiteur de PKCs.
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largement, le GF-109203X inhibe I’isoforme { de la PKC (CI50 = 5,8 uM) (Toullec et al.,
1991, Heikkila et al., 1993, Martiny-Baron et al., 1993).

Concernant la PKN, aucune étude a ce jour n’a pu mettre en évidence un inhibiteur

pharmacologique spécifique.

7 CA?*'CALMODULIN-DEPENDENT PROTEIN KINASE Il

La CaMKII est ubiquiste mais abondamment exprimée dans le cerveau. La CaMKI|I
est un complexe hétérotétramérique composé de 4 sous-unités a, B, vy et 6. Ces sous-unités
sont codées par des génes localisés dans les loci 5932, 7p14 (Wang et al., 2000), 10922 (Li
et al., 1994b) et 4926, respectivement. La CaMKIIl phosphoryle un motif consensus
KXXS/T. La liaison de calcium ou de calmoduline au niveau du domaine régulateur de la
CaMKII provoque ’autophosphorylation activatrice en T286 sur la sous-unité a (Means,
2000). La phosphorylation et la déphosphorylation en T286 sont respectivement contr6lées
par la PKA et la PP1 (Makhinson et al., 1999). La CaMKII phosphorylée en T286 se lie aux
récepteurs NMDA (cible de la mémantine, un médicament préconisé contre la maladie
d’Alzheimer) jusqu’a dissociation du calcium ou de la calmoduline (Griffith, 2004). Les
sites T305 et T306 de la CaMKII sont dits inhibiteurs car ils empéchent la fixation de novo
du calcium ou de la calmoduline, diminuant ainsi le degré d’activation maximal de la

CaMKIl.

» TAU, SUBSTRAT DE LA CAMKII

Dix motifs KXXS/T (ressemblant au motif consensus, KXGS, contenu dans les
MBDs) sont retrouvés dans la protéine tau (Figure 38). La CaMKII phosphoryle tau sur les
S262 et S356 (Litersky et al., 1996, Singh et al., 1996). Les S131, T135, T212, S214 et S416
sont également phosphorylées par la CaMKII (Yoshimura et al., 2003, Yamamoto et al.,
2005).

$131 T212  s214

! It}

. -

T135 $262 $356 S416

Figure 38. Localisation des sites de phosphorylation de tau par la CaMKII
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» CAMKII, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

La CaMKII intervient dans 1’apoptose neuronale. En effet, 1’induction d’apoptose par
I’acide rétinoique dans des cellules P19 transfectées de maniéere stable avec 1’isoforme la
plus longue de tau (441 a.a.) est bloquée par I’inhibition de la CaMKII par le KN93
(Tsukane and Yamauchi, 2009).

Dans les cerveaux Alzheimer, les neurones comportant des PHFs expriment la
CamKIl (Simonian et al.,, 1994, Wang et al., 2005). L’utilisation d’inhibiteurs
pharmacologiques spécifiques de la CaMKII tels que I’AIP (« Autocatmide-related
Inhibitory Peptide ») ou le KN93 réduisent la toxicité induite par les peptides AB (Lin et al.,
2004). Ces données suggérent I’intérét d’utiliser des inhibiteurs de la CaMKI|I.

» INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DE LA CAMKII

L’inhibition pharmacologique de la CaMKII est réalisée principalement par le KN93
(Tableau 24), cependant son action spécifique pour la CaMKII reste controversée au profit
des canaux potassiques voltage-dépendants (Rezazadeh et al., 2006). Le KN62 est un
inhibiteur plus spécifique et plus sélectif de la CaMKII (Tokumitsu et al., 1990), mais
affecte les récepteurs purinergiques avec une CI50 de 15 nM (Chessell et al., 1998).

Noms KN93 KN62 \
Noms chimiques N-[2-[N-(4-Chlorocinnamyl)-N- (S)-5-1soquinolinesulfonic acid 4-[2-[(5-
methylaminomethyl]phenyl]-N-(2- isoquinolinylsulfonyl)methylamino]-3-
hydroxyethyl)-4- oxo0-3-(4-phenyl-1-
methoxybenzenesulfonamide piperazinyl)propyl]phenyl ester, 1-[N,O-
phosphate salt, N-[2-[[[3-(4"- bis(5-1soquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-
Chlorophenyl)-2- tyrosyl]-4-phenylpiperazine

propenyl]methylamino]methyl]phenyl]-
N-(2-hydroxyethyl)-4'-
methoxybenzenesulfonamide
phosphate salt

OCHs ~N
Structures ©
0=8=0 * HPO, I\Q\
/ >
: N\/\OH (\D N/\ 0~ o

H3C

CI150 1uM 0,9 pM
Formule brute CosH29CIN,O,S - H3PO, CsgH35N506S,
Masse molaire 599,0 g.mol™ 721,9 g.mol™

Tableau 24. Caractéristiques des inhibiteurs de la CaMKII : KN-93 et KN-62.

L’utilisation de la séquence d’acides aminés KKALRRQEAVDAL nommeée peptide
AIP inhibe encore plus spécifiquement la CaMKII (CI50 = 100 nM).
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[C. TYROSINE-SPECIFIC PROTEIN KINASES

La protéine tau est également phosphorylée au niveau de ses 5 résidus tyrosine (Lee
et al., 1998, Lebouvier et al., 2009) situés en position Y18 (Lee et al., 2004a), Y29, Y197
(Vega et al., 2005), Y310 (Sato et al., 2006) et Y394 (Derkinderen et al., 2005). Peu de

protéines Kinases spécifiques des tyrosines ont été identifiees, mais, parmi elles :

- Les kinases de la famille Src (SFKs : « Src Family Kinases ») : Src (Lee,
2005), Lck (Williamson et al., 2002), Syk (Lebouvier et al., 2008), Fyn
(Lee et al., 2004a),

- Lakinase c-Abl (Derkinderen et al., 2005).

1 SRC FAMILY KINASES

Parmi les protéines SFK exprimées dans le cerveau, seulement 4 ont été identifiées
comme impliquées dans la maladie d’Alzheimer : Src (60 kDa), Lck (56 kDa), Syk (72 kDa)
et Fyn (59 kDa), respectivement codées par les génes situés dans les loci 20q12-q13 (Le
Beau et al., 1984), 1p35-p34.3 (Marth et al., 1986, Volpi et al., 1994), 9922 (Ku et al., 1994)
et 6021 (Popescu et al., 1987, Boyle et al., 1992). Ces SFKs sont généralement associées aux

processus immunologiques d’activation de la microglie.

Les kinases Src et Fyn sont régulées par 2 phosphorylations : 1’une, activatrice, en
Y416 au niveau de la boucle d’activation du domaine kinase, 1’autre, inhibitrice, en Y527 au
niveau de I’extrémité C-terminale (Hunter, 1987). La phosphorylation activatrice résulte
souvent d’une autophosphorylation (Chiang and Sefton, 2000, Roskoski, 2004, 2005). Des

sites équivalents en Y416 et Y527 existent chez les autres membres des SFKs (Tableau 25).

La phosphorylation activatrice de Lck est en Y394 et celle inhibitrice est en Y505 (Chow et
al., 1993). Les phosphorylations de Syk sont en Y323 (Deckert et al., 1998, Rao et al.,
2001), Y352 (association avec la phospholipase Cyl) (Law et al., 1996), Y525 et Y526
(Zhang et al., 2000).

Protéines Phosphorylations activatrices Phosphorylations inhibitrices
Src Y416 Y527
Fyn Y416 Y527
Lck Y394 Y505
Syk Y323 et Y352 Y525 et Y526

Tableau 25. Sites de phosphorylation activateurs et inhibiteurs des SFKs.
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» TAU, SUBSTRAT DES KINASES DES SFKS

Src, Fyn et Lck se lient a la protéine tau grace a leur domaine SH3 (Lee et al., 1998).
La phosphorylation de la protéine tau en T231 réduit ces interactions (Zamora-Leon et al.,
2001). Les protéines Src et Fyn sont présentes au niveau du cone de croissance des neurones
(Maness et al., 1988, Helmke and Pfenninger, 1995). Chez les souris KO pour les protéines
Src et Fyn, la croissance neuritique est inhibée (Beggs et al., 1994, Ignelzi et al., 1994).

Dans les cellules COS-7 (« African Green Monkey SV40-transfected kidney
fibroblast cell line ») co-transfectées avec une protéine tau tronquée, Fyn phosphoryle tau en
Y18 (Figure 39). Cette phosphorylation est retrouvée dans les NFTs (Lee et al., 2004a,
Lebouvier et al., 2008). L’interaction de tau avec le domaine SH3 de Fyn, mais pas de Src,
est augmentée par la présence de 1’exon 10 (codant pour le domaine R2) dans la protéine tau
(Bhaskar et al., 2005). La présence d’une phosphorylation en Y18 sur la protéine tau
empéche la fixation de Fyn a tau (Bhaskar et al., 2005). Fyn se lie également aux régions de
tau autour des résidus 213-221 et 230-246 (Zamora-Leon et al., 2001, Lebouvier et al.,
2009). Tout comme la phosphorylation en Y18, celle en T231 par la GSK3p est essentielle
pour la fixation de Fyn a tau (Reynolds et al., 2008).

Comme Fyn, Syk phosphoryle tau en Y18, et ceci, selon la méme cinétique
(Lebouvier et al., 2008). Cette phosphorylation est présente dans les NFTs et le traitement de
cellules de neuroblastome humain SH-SYSY par le peptide AP induit une
hyperphosphorylation de la protéine tau au niveau du résidu Y18 (Hernandez et al., 2009b).

Aucune interaction entre tau et Lck n’est décrite & ce jour. Cependant, par des
méthodes de phosphorylation in vitro et de spectrométrie de masse, Lck et Fyn ont été
montré comme phosphorylant préférentiellement la Y18 et que Lck pouvait toutefois
phosphoryler les autres résidus tyrosine de tau, et ceci mieux que Fyn (Lebouvier et al.,
2009).

Y29

] 110

Figure 39. Localisation des sites de phosphorylation de tau par les SFKs.

I

Y18
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» SFKS, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

Les SFKs sont reliées a 1’apoptose via la tyrosine kinase 1A associée a 1’apoptose,
AATYKI1A (« Apoptosis-Associated TYrosine Kinase 1A »). Lorsque PAATYKIA est
palmitoylée sur les résidus C4, C6 ou C7 (La palmitoylation est une modification
post-traductionnelle consistant en I’ajout de palmitate, un acide gras saturé de 16 carbones,
au niveau d’un résidu cystéine via un pont thioester), les kinases Src et Fyn phosphorylent
AATYKI1A aux Y25 et Y46 (Tsutsumi et al., 2008). La fonction des SFKs activées est de
promouvoir la mobilité, la progression et la survie cellulaire (Zalewska et al., 2005, Mitra
and Schlaepfer, 2006, Ziemka-Nalecz and Zalewska, 2007)

L’implication des SFKs dans la maladie d’Alzheimer semble étre liée a la cascade
neuro-inflammatoire que 1’on observe dans ce cas. L’activation de la microglie induirait

I’activation de molécules d’adhésion et de surface avec un recrutement des SFKs (Ho et al.,

2005).

La kinase Fyn est co-localisee avec la protéine tau dans les NFTs des cerveaux
Alzheimer (Shirazi and Wood, 1993, Ho et al., 2005). De plus, dans les neurones contenant
des protéines tau hyperphosphorylées, les protéines Fyn sont sur-exprimées (Shirazi and
Wood, 1993, Ho et al.,, 2005). Chez les souris KO pour Fyn, la déficience en Fyn est
neuroprotectrice vis-a-vis de la toxicité induite par le peptide AB (Lambert et al., 1998). Les
mémes résultats sont observés contre la toxicité du peptide AP25-35 sur des cultures
organotypiques de coupes de cerveaux de souris KO pour Fyn (Pena et al., 2009).
A contrario, la sur-expression de Fyn entraine une augmentation de la cytotoxicité du
peptide AP, une perturbation des fonctions synaptiques et des troubles cognitifs chez les
souris sur-exprimant la protéine APP humaine (Chin et al., 2004, Chin et al., 2005). Le
peptide AP active la protéine Fyn (Derkinderen et al., 2005). Cette derniére peut activer les
kinases GSK3p (Lesort et al., 1999) et CDKS5 (Kawarabayashi et al., 2004).

L’expression de Lck est diminuée dans les cerveaux Alzheimer comparés aux
cerveaux témoins (Hata et al., 2001). Le polymorphisme du géne Lck a également été décrit

comme facteur de risque pour la maladie d’Alzheimer (Zhong et al., 2005).

Trouver des inhibiteurs spécifiques des SFKSs, pouvant empécher d’une part
I’activation microgliale ainsi que la phosphorylation de la protéine tau pourrait donc étre

d’un intérét thérapeutique.
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» INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DES SFKS

Du fait, de I’'implication des SFKs dans I’activation des lymphocytes T, les études
visant & geénerer des inhibiteurs hautement spécifiques et sélectifs des SFKs se sont
succédées. Parmi les nombreux inhibiteurs des SFKs, I’AP23846 (Tableau 26), un dérivé de
purine substitué aux positions 2, 6 et 9 (Summy et al., 2005) montre une grande spécificité
(0,2nM < CI50 < 0,5 nM) pour les SFKs (Tableau 26), par rapport a la protéine c-Abl
(C150 = 21 nM). Le Dasatinib (Tableau 26 ; aussi connu sous le nom de BMS-354825), est
également un inhibiteur des protéines Src (CI50 =0,55nM) et c-Abl (CI50 =3 nM)
(Lombardo et al., 2004). Le troisieme inhibiteur de Src est le SKI-606 (également connu
sous le nom de bosutinib ; Tableau 26) (Golas et al., 2003). Cet inhibiteur est moins

specifique que les 2 précédents (CI50 = 1,2 nM).

Noms AP23846 Dasatinib SKI-606
Noms - N-(2-chloro-6-méthylphényl)- 4-anilino-
chimiques 2-(6-(4-(2-hydroxyethyl)- 3-quinolinecarbonitrile
pipérazin-1-yl)-
2-méthylpyrimidin-4-ylamino)
thiazole-5-carboxamide
o N \N/\
Structures Neha ) NQNuNKOH Kl i NS
o dﬁ/[}” RS
N "l'\ , I N
¢ CIJ\/LCI
CI150Src 0,5nM
CI150Lck 0,6 nM 0,55 nM 1,2nM
CI150Syk Non testé
CI50Fyn 0,2 nM
CI150c-Abl 21 nM 3nM -
Formules C,1H34NsPO C22H25C|N7023 C26H29C|2N503
brutes
Masses 403,5 g.mol™ 488,0 g.mol™ 530,5 g.mol™
molaires

Tableau 26. Caractéristiques des inhibiteurs des SFKs : AP23846, Dasatinib et SKI1-606.

2. C-ABL

Le géne codant pour la kinase c-Abl est situé dans le locus 9g34.1 (Heisterkamp et
al.,, 1982, Jhanwar et al., 1984). La kinase c-Abl est directement concernée par le
« chromosome Philadelphie », qui est une translocation réciproque des chromosomes 9 et
22, t1(9; 22). Le point de cassure du chromosome 9 posséde la particularité de toujours se
situer au niveau de I’exon 1 du géne Abl alors que celle du chromosome 22 se situe au
niveau d’une région du gene BCR (BCR : Breakpoint Cluster Region). La recombinaison du

chromosome 9 avec une partie du chromosome 22 genére un gene BCR/AbI qui est le
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marqueur recherché pour I’identification de leucémie myéloide chronique (Melo et al., 1993,
Faderl et al., 1999, Zheng et al., 2009).

C-Abl a une localisation a la fois nucléaire et cytoplasmique. Elle controle
principalement la prolifération cellulaire (Van Etten, 1999) et 1’apoptose (Wang, 2000). En
effet, c-Abl contrdle la fonction de la protéine p73, un analogue de la protéine p53, qui
active I’expression de génes pro-apoptotiques en réponse a un stress génotoxique (Tsai and
Yuan, 2003). En réponse a des facteurs de croissance, la c-Abl est activée par les SFKs
(Plattner et al., 1999). La phosphorylation activatrice de c-Abl est en Y245 (Brasher and
Van Etten, 2000). Une autre phosphorylation en Y412 dans la boucle d’activation est

nécessaire pour I’activité kinasique (Pluk et al., 2002).

» TAU, SUBSTRAT DE C-ABL

La protéine c-Abl phosphoryle tau en Y18 et en Y394 (Figure 40). Elle est présente
dans les NFTs des cerveaux Alzheimer (Lee et al., 2004a, Derkinderen et al., 2005,

Lebouvier et al., 2009), ou elle co-localise avec la protéine tau (Shirazi and Wood, 1993, Ho

et al., 2005).
I I

Y18 Y394

Figure 40. Localisation des sites de phosphorylation de tau par la c-Abl.

» C-ABL, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

Dans les neurones, la kinase c-Abl activée (phosphorylée en Y412) peut se lier
invitro a la p73 (phosphorylée en Y99) induisant ainsi un signal pro-apoptotique. Le
traitement des neurones hippocampiques par A augmente 1’expression des kinases c-Abl et
p73 (Alvarez et al., 2004, Cancino et al., 2008, VVazquez et al., 2009). Ces derniéres se lient
en formant un complexe induisant I’apoptose (Alvarez et al., 2004). Cette action peut étre
bloquée par I’inhibition pharmacologique par le mésilate d’imatinib, un inhibiteur spécifique
de c-Abl, ou par ARNi (Alvarez et al., 2004). Cependant, I’apoptose dépendante de c-Abl

est souvent celle induite en réponse a des lésions de I’ADN (Wang, 2000).

Dans les premieres étapes de la formation des NFTSs, I’expression de la kinase c-Abl

est élevée dans les neurones, suggérant une implication de la protéine c-Abl dans le
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processus d’agrégation de tau (Derkinderen et al., 2005, Lebouvier et al., 2009). Il est
possible qu’une phosphorylation en tyrosine initie le mécanisme et induise directement ou
indirectement 1’activation des kinases a sérines et thréonines (Van Etten, 1999). La c-Abl
peut également phosphoryler une kinase importante de tau, la CDK5 (Zukerberg et al.,
2000).

> INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DE C-ABL

L’inhibiteur Nom Glivec® ou STI571

usuel
de la c-Abl est le Nom 4-[(4-méthyI-1-pipérazinyl)méthyl]-
N-[4-méthyl-3-[[4-(3-pyridinyl)-
2-pyrimidinyllamino]-phényl]benzamide méthanesulfonate

ou STI571 ou encore (\N N
@ Structure \) H H |
Glivec” (Tableau 27). N N\@NTN\ "
0o N =

mésilate  d’imatinib

La CI50 du Glivec® *CH,0,8
- CI50 346 uM
est comprise entre 3 R— N O Griss,
et 6 UM (Podtcheko brute 1
Masse 589,7 g.mol’

et al., 2003, Zhang et molaire
Tableau 27. Caractéristiques du Glivec® ou STI571.
al, 2003). 1l a la 4

particularit¢ d’avoir une AMM pour traiter les patients atteints de leucémie myéloide

chronique ou encore de tumeurs stromales gastro-intestinales (Cancino et al., 2008).
L’apoptose, la phosphorylation de tau et les troubles du comportement induits par les dépots
de peptides AP sont abolis par 'utilisation de cet inhibiteur dans des modeles de souris
« Alzheimer » sur-exprimant I’APP mutée (mutation génique APP*") et la PSEN1 délétée
pour I’acide glutamique 9 (PSEN1AE9) (Cancino et al., 2008).
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D. CONCLUSIONS SUR LES KINASES DE TAU ET
L’HYPERPHOSPHORYLATION DE TAU

La représentation de

la pyramide des kinases de Nombre de sites Nombre de sites
3 ) pathologiques phosphorylés physiologiques ou non
tau permet de determiner sur tau | o th phosphorylés sur tau
plus aisément les Kkinases —
étant majoritairement W s
impliquées dans g onaa g
. B rxNn W
I’hyperphosphorylation de R
tau (Figure 41). Comme on W rxc
peut Iobserver, les kinases B MARKL-S
.. B cavmxn B
principales de tau sont les ] 1
ld TrBK12 Ll
CK10/15/2 et la GSK3p qui B ooxs el
peuvent phosphoryler tau M NK123 i
chacune sur environ 50% e Bl
: . Wl s el
des sites de phosphorylation PR R —
dits  physiologiques. En e 5P
revanche, lorsque 1’on e
. , . [ ] Tau [ T —
s’intéresse aux Sites de tau — : ' : :
80 60 40 20 20 40 60
trouvés hyperphosphorylés
¥ Région acide 4 Région riche en proline

dans les cerveaux

¥ Domaines répétés M Extrémité C-terminale
Alzheimer, on constate que

Figure 41. Pyramide des phosphorylations de tau. A gauche,
la. GSK3p  phosphoryle nombre de sites de phosphorylation dits pathologiques de la protéine
environ 80% des sites dits tau. A droite, nombre de sites de phosphorylation pathologiques et

physiologiques de la protéine tau.

pathologiques, alors que les

CKs en phosphorylent approximativement 60% (Figure 41). En dépit de ces constatations
mathématiques, les autres kinases de tau restent importantes dans la pathologie de tau. En
effet, la DYRKI1A semble d’un grand intérét car elle est présente en 3 exemplaires dans un
« modele » de vieillissement accélére, le syndrome de Down. D’autre part, il est également
possible qu’une kinase mME&me minoritaire puisse étre a [origine d’une cascade

d’hyperphosphorylation de tau.
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IV. PHOSPHATASES DE TAU

Comme ce qui a été évoqué ci-dessus, les voies de signalisation cellulaire sont
principalement régulées par un cycle de phosphorylation-déphosphorylation. Les enzymes
phosphatases sont responsables de la déphosphorylation par hydrolyse du groupement
phosphate des phosphoproteines.

Dans la maladie d’Alzheimer, I’hyperphosphorylation de tau peut étre due soit a une
sur-activation des kinases, soit a une sous-activation des phosphatases, soit aux deux. Les
71 sites phosphorylables de la protéine tau sont la cible de protéines phosphatases dont le
dysfonctionnement peut potentiellement entrainer une hyperphosphorylation aberrante de
tau (Buee et al., 2000, Sergeant et al., 2008). Certaines sont déja identifiées pour avoir une

activité ou une expression perturbée

Expression ou activité dans les cerveaux Alzheimer

dans les cerveaux Alzheimer Diminuge Augmentée
.o PP1 PP2B/Calcineurine

(Chung, 2009): c’est le cas des BP2A N

protéines phosphatases 1, 2A, 2B, 5 PF%PE5N Cdc25B

(PP1, PP2A, PP2B, PP5), PTEN, —
Tableau 29. Phosphatases ayant une activité ou une
Cdc25A/B  (Cell division cycle expression modifiée dans les cerveaux Alzheimer. D’aprés
(Chung, 2009).

25A/B) (Tableau 29).

L’étude des phosphatases Classes des phosphatases
o PPPs PPMs PTPs

de tau est indispensable pour une oo a7 ypa ppoc (42-44kDa)  PTEN (58-60 kDa)

meilleure  compréhension des ~ PP2A (36 kDa) Cdc25A (65 kDa)

PP2B (60 kDa) Cdc25B (53 kDa)
mécanismes physiopathologiques PP4 (35 kDa)
) . PP5 (60 kDa)
de la maladie d’Alzheimer. Les PP6 (30 kDa)

PP7 (75 kDa)

phosphatases sont classées en 3 Tableau 28. Classes des phosphatases. PPPs : Phosphatases a

protéines sérines-thréonines ; PPMs : Phosphatases dépendantes
des métaux; PTPs: Phosphatases a double spécificité

d’a.a., la structure de leur site  sérines/thréonines et tvrosines.

groupes selon leurs séquences

catalytique et leur sensibilité aux inhibiteurs. Ainsi on distingue : les phosphatases a sérine
ou thréonine ou a phosphoprotéines, PPPs (« PhosphoProtein Phosphatases »), les protéines
phosphatases dépendantes des métaux, PPMs (« Protein Phosphatase Metal-dependent ») et
les protéines phosphatases a tyrosine, PTPs (« Protein Tyrosine Phosphatases ») qui peuvent

également déphosphoryler les phosphosérines et phosphothréonines (Tableau 28).
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In vitro, tau est déphosphorylée par les protéines phosphatases PP1, PP2A, PP2B et
non pas par la PP2C (Gong et al., 1993, Gong et al., 1994a, Gong et al., 1994b). Dans les
cerveaux Alzheimer, les activités phosphatases sont diminuées de 20 % (Gong et al., 1993,
Gong et al., 1995). D’autre part, les activités phosphatases dans les cerveaux humains
montrent une prédominance des activités de la PP2A (71 %) en comparaison aux autres
phosphatases (PP2B : 7 % ; PP5 : 11 % ; autres phosphatases (majoritairement PP1) : 11 %)
(Liu et al., 2005a). Cette partie du manuscrit traitera des phosphatases impliquées plus ou
moins fortement dans 1’hyperphosphorylation de tau, a savoir: PP1, PP2A, PP2B, PP5,
PTEN, Cdc25A et Cdc25B. A I’instar des kinases de tau, ces phosphatases seront décrites

ci-dessous.

A. PHOSPHOPROTEIN PHOSPHATASES

l PROTEIN PHOSPHATASE-1

La PP1 est une phosphatase a sérine ou thréonine (Ouimet et al., 1995). Parmi les
isoformes de la PP1 (o, B, y1 et y2), seule ’isoforme y est soumise a un épissage alternatif
(Ceulemans and Bollen, 2004). La PP1 interagit avec d’autres protéines grace au motif
conservé RXVXF. La séquence consensus est RIKXV/IpXF/W dans laquelle X est tout
résidu et pX tout résidu mais phosphorylé (Wakula et al., 2003, Hendrickx et al., 2009). La
PP1 s’associe en plusieurs points de la protéine a déphosphoryler, au niveau des motifs
« MyPhoNE » (« Myosin Phosphatase N-terminal Element ») dont la séquence consensus
est RXXQV/I/LK/RXY/W (Terrak et al., 2004) ou du motif « SILK » dont la séquence
consensus est S/GILK/R (Hendrickx et al., 2009). Dans le cerveau, les régulations
intracellulaires de la PP1 s’effectuent par I’intermédiaire des inhibiteurs 1 (I;) et 2 (I,) via la
phosphorylation de ceux-ci par la PKA ainsi que par la DARPP-32 (« Dopamine and
CAMP-Regulated PhosphoProtein of 32 kDa ») (Huang and Glinsmann, 1976, Huang et al.,
1999). Au niveau neuronal, la PP1 est localisée principalement au niveau des épines
dendritiques ou elle contrdle (Ouimet et al., 1995) via DARPP-32 et la PKA I’action de
plusieurs neurotransmetteurs tels que la dopamine, la sérotonine et le glutamate (Hemmings
et al., 1984, Nairn et al., 2004). Lorsque la DARPP-32 est phosphorylée en T34 par la PKA,
elle se lie a la PP1 et I’inhibe. La DARPP-32 est régulée par plusieurs kinases de tau dont

CK2, qui phosphoryle DARPP-32 en S202, et favorise la phosphorylation en T34 par la
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PKA. A I’inverse, les CDKS5 et CK1 phosphorylent DARPP-32 en T75 et S137 et diminuent
le taux de phosphorylation en T34 (Nairn et al., 2004).

» TAU, SUBSTRAT DE LA PP1

Les sites de tau déphosphorylés par la PP1 sont T212 (40 % des phosphorylations de
ce site), T217 (26 %), S262 (33 %), S396 (42 %) et S422 (31 %) (Rahman et al., 2005). Tau
favorise également I’interaction de PP1 avec les microtubules (Liao et al., 1998).

» PP1, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

In vitro et in vivo, la PPla interagit avec la protéine pro-apoptotique Bad (Ayllon et
al., 2000). Au niveau neuronal, aucune donnée n’est établie en ce qui concerne une
induction de I’apoptose par la PP1, probablement en raison de son taux relativement faible
d’activité (environ 11 %) dans les cerveaux (Liu et al., 2005a). Dans les substances blanches
et grises des cerveaux Alzheimer, 1’activité de la PP1 est diminuée d’environ 20 % (Gong et
al., 1993, Gong et al., 1995). L’inhibition pharmacologique de la PP1 par la calyculine A
(calyA) stimule la sécrétion d’APP soluble, et réduit la production de peptides Ap (da Cruz e
Silva et al., 1995). A I’inverse, la présence de peptides AP inhibe la PP1 (Vintem et al.,
2009). La PP1 est également impliquée dans les processus de mémorisation a long terme
(Hoeffer et al., 2007).

» INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DE LA PP1

En raison des homologies de Nom Calyculine A
séquences entre la PP1, la sous-unite C Structure >
de la PP2A et la PP2B (Janssens and

Goris, 2001), I’inhibition spécifique de

ces phosphatases est difficile. Pour la

PP1, l’inhibition se fait essentiellement CI150pp; 2 nM
CI150pp2a 0,5a1nM
par la CalyA. Formule CoHuN:OwP
chimique
i T
La CalyA (Tableau 30) est un Poids 1009,2 g.mol
moléculaires

inhibiteur puissant des PP1 et PP2A  Tableau 30. Calyculine A inhibiteur des PP1 et PP2A.

(Ishihara et al., 1989, Resjo et al., 1999). Elle est extraite a partir d’une éponge marine

Discodermia calyx. Les effets dus a I’inhibition de la PP1 ne peuvent se faire qu’aprés
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déduction de I’effet da a I’inhibition spécifique de la PP2A par 1’acide okadaique (OKA) qui

n’a quasiment aucun effet sur la PP1.

2. PROTEIN PHOSPHATASE-2A

L’implication cellulaire de la PP2A est hautement importante puisque 71 % des
activités phosphatases de la cellule sont attribuées a la PP2A (Liu et al., 2005a). Chez tous
les eucaryotes, la PP2A est une phosphatase clé du métabolisme (Millward et al., 1999). Elle
est impliquée dans la régulation de nombreux processus tels que la réplication de I’ADN, la
transcription, la traduction, la progression du cycle cellulaire, la division cellulaire, le
développement, la voie Wnt/B-caténine (par déphosphorylation de la B-caténine) (Li et al.,
2001), I’auto-renouvellement des cellules souches (Wang et al., 2009), la tumorigenése
(Janssens et al., 2005, Arnold and Sears, 2008), la dynamique du cytosquelette (Xu et al.,
2008) et I’apoptose (Van Hoof and Goris, 2003, Janssens et al., 2008).

La PP2A est un hétérotrimere qui comporte une sous-unité catalytique C de 36 kDa,
une sous-unité régulatrice B et une sous-unité structurale A de 65 kDa en forme de croissant
qui coordonne I’assemblage des autres sous-unites. La sous-unité C est trouvee sous deux
isoformes a et B, ayant 97 % d’homologie (Janssens et al., 2008) et codées par le gene
50923-31(Jones et al., 1993). La

Sous-unités Loci Isoformes |
sous-unité A est trouvée également 8p a
_ B 5031-033 B
sous deux isoformes a et B, qui B55/PR55/PPP2R2 4p16 y
. . 3
0 b
possedent  85%  d’homologie 1041 o
(Janssens et al., 2008) et codées par B’ 11913 B
B56/PR61/PPP2R5 3p21 Y
le gene 19913.4 (Ruteshouser et 6021.1 5
iy 14g23.1 £
al.,, 2001). La sous-unité B, RS
hautement variable, régule la B” PR59
PR72/PPP2R3 3q PR72
spécificitt de substrat et la PR130
. B PR93/SG2NA
formation du complexe avec les 2
P PR110/Striatine

autres sous-unités (Westermarck  Tableau 31. Classification des sous-unités de la PP2A.

and Hahn, 2008). A ce jour 4 familles de sous-unités B ont été identifiées (Tableau 31).

La sous-unité structurale A est composée de 15 domaines répétés quasi-identiques
nommés domaines « HEAT » en raison de leur présence dans les protéines suivantes :

I’huntingtine, le facteur d’élongation 3, la sous-unité A de la PP2A et la kinase TOR
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(« Target Of Rapamycin »). Les sous-unités B et C se lient respectivement a la sous-unité A
grace aux domaines répétés 2 a 8 et 11 a 15 (Xu et al., 2006, Cho and Xu, 2007). La
diversité des sous-unités de la PP2A conduit a plus d’une centaine de combinaisons pour le
complexe PP2A (Westermarck and Hahn, 2008).

Indépendamment du type de la sous-unité B, la régulation de la PP2A se fait par

1,PP2A et

phosphorylation, méthylation et aussi par I’action d’inhibiteurs endogénes nommés
1,°P%* (inhibiteur endogéne 1 et 2 de la PP2A) (Li and Damuni, 1998). Sur la sous-unité
catalytique C, la phosphorylation en Y307 ainsi que la carboxyméthylation en L309 sont
respectivement responsables de I’inactivation de PP2A et des échanges de sous-unités B
activatrices (Longin et al., 2007, Perrotti and Neviani, 2008). La méthylation in vivo de la
sous-unité C de la PP2A est estimée a un taux de 70 a 90 % et est nécessaire a I’assemblage
des sous-unités de type B55 au complexe de la PP2A (Yu et al., 2001, Janssens et al., 2008).
Cette meéthylation en L309 est régulée par la LCMTL1 (Leucine Carboxyle
MéthylTransférase 1) (De Baere et al., 1999, Leulliot et al., 2004) et la PME-1 (Phosphatase
MéthylEstérase-1) (Ogris et al., 1999, Longin et al., 2004). La localisation de la LCMT1
dans le cytoplasme et de la PME-1 dans le noyau régulent I’activité de la PP2A dans un
cycle d’activation/inactivation interne ou la PP2A change de compartiment cellulaire en
fonction des besoins propres de la cellule (Longin et al., 2008). Lorsque la méthylation de la
sous-unité catalytique C de la PP2A est insuffisante pour la fixation de la sous-unité B, cela
entraine la dissociation de celle-ci ainsi que I’apoptose (Longin et al., 2007). Tout comme la
phosphorylation en Y307, une phosphorylation en T304 intervient également dans

I’inhibition du recrutement des sous-unités de type B55 (Janssens et al., 2008).

Le troisieme type de régulation de la PP2A intervient via des inhibiteurs endogenes
stables thermiquement, 1,""?* (30 kDa ; CI50 =30 nM) et I,""** (39 kDa ; CI50 = 23 nM)
qui sont respectivement nucléaire et cytoplasmique (Li et al., 1995, Li et al., 1996, Li and
Damuni, 1998, Tsujio et al., 2005). Pour inhiber la PP2A, I,"7%* interagit avec I’extrémité
N-terminale de la sous-unité C de la PP2A (acides aminés 1 a 45) (Chen et al., 2008).

D’autre part, les virus, en particulier le SV40 («Simian Virus 40 ») utilise
I’inhibition de la PP2A pour perturber les voies cellulaires de 1’hote (Arroyo and Hahn,
2005, Arnold and Sears, 2008), d’ou le nom de «cheval de Troie de la signalisation
cellulaire » donné a la PP2A (Sontag, 2001).
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» TAU, SUBSTRAT DE LA PP2A

PP2A est impliquée dans la régulation de 1’état de phosphorylation de tau (Gong et
al., 1993, Bennecib et al., 2000, Kuszczyk et al., 2009). La sous-expression de la sous-unité
B55a de 1a PP2A est corrélée avec I’hyperphosphorylation de tau observée dans la maladie
d’Alzheimer (Sontag et al., 1999, Sontag et al., 2004b). La sous-unité B55a de PP2A se lie
et adresse la PP2A aux microtubules ou elle est idéalement positionnée pour déphosphoryler
tau et réguler I’activité de nombreuses kinases de tau (Hiraga and Tamura, 2000, Xu et al.,
2008, Virshup and Shenolikar, 2009). Par des mutations de divers segments de la protéine
tau, Sontag et al., ont pu mettre en évidence que la PP2A se lie a la protéine tau au niveau
des acides aminés 221 a 396. Ces auteurs ont également montré que la liaison de la PP2A
(hétérocomplexe ABC) a tau eétait hautement dépendante du type de sous-unité B
(AB55aC > AC > AB55BC > C > AB56C), et que la présence des microtubules était
inhibiteur pour la déphosphorylation de tau par la PP2A (Sontag et al., 1999). Du fait que la
PP2A contribue a 71 % des activités phosphatases de la cellule, la PP2A est considérée
comme la phosphatase majoritaire de tau (Liu et al., 2005a). D’autre part, la glycosylation
anormale de tau inhibe la déphosphorylation par la PP2A a des sites tels que S198, S199 et
S202 conduisant a I’hyperphosphorylation de tau (Liu et al., 2002c).

L’OKA, un inhibiteur de la PP2A, provoque I’hyperphosphorylation de tau et, par
conséquent, la dissociation de tau des microtubules provoquant ainsi une déstabilisation du

cytosquelette neuronal (Gong et al., 2000, Nuydens et al., 2000).

» PP2A, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

Comme la PP2A régule la déphosphorylation des facteurs pro- et anti-apoptotiques
de la famille des protéines Bcl-2 (Chiang et al., 2003, Ray et al., 2005), I’inhibition de la
PP2A conduit a I’apoptose neuronale (Ruvolo et al., 2002, Van Hoof and Goris, 2003,
Bertoli et al., 2009). Les déphosphorylations successives et activatrices de Bad (molécule
pro-apoptotique) en S112 et S136 induisent I’apoptose (Chiang et al., 2003). La PP2A
régule également I’induction de I’apoptose via les phosphorylations d’Akt en T308 et S473
(Andrabi et al., 2007). D’autre part, I’inhibition de la PP2A par I'I;" " est impliquée dans
I’apoptose induite par le segment 646-664 de I’APP (Madeira et al., 2005).

Le stress oxydatif généré par le peroxyde d’hydrogene (H,O;) induit également
I’apoptose des cellules de neuroblastome SH-SYS5Y et des neurones corticaux via
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I’inhibition de la PP2A et de la PP5 (Chen et al., 2009). Les isoformes de la sous-unité B55
possedent 80 % d’homologie entre elles et ne différent que par leur queue N-terminale.
L’extrémité N-terminale de 1’isoforme B55f2 suffit a adresser I’hétérocomplexe de la PP2A
a la mitochondrie et accélérer la mort cellulaire (Dagda et al., 2003). De méme, la sous-unité
B56p est identifiée pour favoriser la mort cellulaire en augmentant la fission mitochondriale
(Dagda et al., 2008).

Comme pour la PP1, les substances blanches et grises des cerveaux Alzheimer
montrent une diminution de I’activité enzymatique de la PP2A (Gong et al., 1993, Rahman
et al., 2005). De méme, parmi les activités phosphatases de tau des cerveaux Alzheimer,
I’activité enzymatique de la PP2A est diminuée de pres de 50 % (Liu et al., 2005a). Les taux
de méthylation de la PP2A, de la méthyltransférase et des ARNm de I’holoenzyme ABaC,
une forme majoritaire de la PP2A, sont diminués dans les régions affectées des cerveaux
Alzheimer (Vogelsberg-Ragaglia et al., 2001, Sontag et al., 2004a, Sontag et al., 2007,
Sontag et al., 2008). De plus, I’ajout de I’enzyme PP2A sur des agrégats de tau restaure de
novo la liaison de tau aux microtubules a un niveau similaire & celui des controles

(approximativement 80 % de liaison) (Wang et al., 2007).

Des réductions mineures du taux de méthylation de la PP2A induisent
I’hyperphosphorylation de la protéine tau ainsi que le clivage de I’APP en peptides AP
(Sontag et al., 2007, Zhou et al., 2008). La diminution des niveaux de PP2A peut également
étre due a la présence de peptides AP endogenes ou exogenes (Zhou et al., 2008). D’autre
part, la phosphorylation de la PP2A sur sa sous-unité catalytique en Y307 est présente dans
les cerveaux Alzheimer (Liu et al., 2008).

L’inhibiteur de la PP2A, OKA, stimule I’agrégation du peptide AP, la
dégénérescence neuronale, la perte synaptique ainsi que des troubles de 1’apprentissage
caractéristiques de la maladie d’Alzheimer (Sun et al., 2003). De plus, le traitement de
neurones par I’OKA induit le clivage de la dynéine ainsi que I’accumulation des

microtubules (Yoon et al., 2008)

Dans les cerveaux Alzheimer, une relocalisation cytoplasmique ainsi que des

clivages en N- et C-terminal de I’'L," %"

sont observés (Tanimukai et al., 2005, Igbal et al.,
2009). De plus, I'I;""* et 1'1,°"7** sont augmentés de 20 % dans les neurones des cerveaux
Alzheimer et sont trouvés co-localisés avec la PP2A et les protéines tau hyperphosphorylées

(Tanimukai et al., 2005, Chen et al., 2008). I;""** induit I’hyperphosphorylation de tau aux
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sites T231, S235, S262, S356 et S404, ainsi que la perturbation du cytosquelette neuronal et
de la croissance neuritique (Saito et al., 1995, Chen et al., 2008). Le clivage dans la

PP2A

séquence NLS (« Nuclear Localization Signal ») de [Pinhibiteur I, entraine la

sur-expression des inhibiteurs 1,772 et 1,774

et est responsable de 1’hyperphosphorylation
anormale de tau observée chez les patients Alzheimer (Tanimukai et al., 2005, Kovacech et
al., 2007, Tanimukai et al., 2009). L’inhibition du clivage de I'lL”"** est donc proposée
comme stratégie de neuroprotection possible (Tanimukai et al., 2009). La mémantine est

PP2A

également décrite pour agir sur I’l, et contribuer a la restauration de 1’activité de la

PP2A (Chohan et al., 2006).

Dans les cerveaux Alzheimer, une diminution des hétérocomplexes AB550C dans les
lobes frontaux et temporaux est corrélée avec la diminution d’activité de la PP2A et le
nombre de plaques séniles (Sontag et al., 2004b). De ce fait, la régulation de I’activité de la
PP2A (stimulation) ou le ciblage de la sous-unité B spécifique (Ba) sont proposées comme

approche pour bloquer la pathologie de tau (Deters et al., 2009).

> INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DE LA PP2A

Parmi les inhibiteurs de la PP2A Spécificités relatives
. S de la PP2A
(Tableau 32), la fostriecine (FST) est I’inhibiteur comparées a la PP1
le plus sélectif de la PP2A (CI50=15 a FST ~ 25 000
OKA ~ 100
5,5 nM). Cependant, la FST inhibe de la méme Microcystine-LR ~45
facon la PP2A et la PP4 (Hastie and Cohen, Cantharidine =10
CalyA =1
1998, Honkanen and Golden, 2002). Tautonzycine ~01

Tableau 32. Spécificité des inhibiteurs de la
L’OKA est aujourd’hui Dlinhibiteur le PP2A comparées a la PP1. FST:

. e fostriécine ; OKA : Acide okadaique ; CalyA :
plus utilise pour [Pinhibition de la PP2A  cCalyculine A. D’aprés (Chatfield and

Eastman, 2004).

(Tableau 33). Il est isolé des éponges marines
Halichondria  okadaii et

Nom
Halichondria melanodocia
Structure
(vVale and Botana, 2008).
L’OKA est specifique de la Formule CatHesO s
- e s chimique
PP2A lorsqu’il est utilisé a des Doids 805.0 gmol
concentrations inférieures a | moléculaire

Tableau 33. Caractéristiques de ’OKA, inhibiteur de la PP2A.

100nM (25 a 50 nM)
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(Bennecib et al., 2000). La CalyA, comparée a I’OKA, est considérée comme 5 a 10 fois
supérieure au niveau de la spécificité pour la PP2A, mais cela inhibe la PP1 et la PP2A aux
mémes doses. D’autre part, 1’utilisation de CalyA a des concentrations 10 fois inférieures a
celle de I’OKA affecte deux des principales kinases de tau : GSK3p et CDK5 (Tableau 34).

Sur la lignée de neuroblastome PP2A PPl GSK38 CDK5 Cdc2
humain SH-SY5Y, I’OKA montre 1uM  65% 0% 0% 0% 0%

ey e d’OKA
0 )
100 % d’inhibition de la PP2A sans OLuM  20% 50% 50% 30% 20%

pour autant affecter 1’activité de la de
CalyA
GSK3B (Tanaka et al., 1998). De Tableau 34. Pourcentages d’inhibition des phosphatases

. et des kinases cibles de POKA et de la CalyA sur des
méme, sur des coupes de cerveaux de  coupes histologiques de cerveaux de rats.

rats, I’OKA induit la phosphorylation de plusieurs sites observés dans la maladie
d’Alzheimer, les sites : Tau-1 (S198, S199 et S202), 12E8 (S262 et S356), PHF-1 (S396 et
S404) et R145 (S422) (Pei et al., 2003).

3. PROTEIN PHOSPHATASE-2B

La PP2B, aussi appelée calcineurine ou PP3 (« Protein Phosphatase-3 »), compte
pour 7 % des activités phosphatases du cerveau humain (Liu et al., 2005a). La PP2B est
composée d’une sous-unité catalytique A de 58 a 64 kDa (calcineurine A) et d’une
sous-unité régulatrice B de 19 kDa (calcineurine B) (Rusnak and Mertz, 2000). La
sous-unité A posséde 3 isoformes (o, P, y). La sous-unité B est activée par le calcium et la

calmoduline.

» TAU, SUBSTRAT DE LA PP2B

Comme les phosphatases précédentes, certains sites Sitesdetau  Pourcentages
d’activité de la

de tau sont soumis a I’action de la PP2B (Bennecib et al., PP2B pour le
: site étudié
2000, Liu et al., 2005a). Dans les cultures de neurones, les s g
sites S199, S202, T205, T217, S262, S396, S404 et S422 T217 32%
_ S262 63%
sont soumis a 1’action de la PP2B (Tableau 35) (Saito et al., 5396 78%
S422 32%

1995, Rahman et al., 2006). Tableau 35.  Pourcentages

d’activit¢ de la PP2B en
fonction des sites de
phosphorylation de tau. D’apreés
(Rahman et al., 2006).
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» PP2B, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

Concernant I’apoptose, la PP2B possede des roles opposés: elle est inducteur
d’apoptose lorsqu’elle déphosphoryle Bad en S112 et S136 (libérant ainsi Bad des protéines
14-3-3, association promouvant la survie cellulaire); elle est inhibitrice d’apoptose
lorsqu’elle déphosphoryle Bcl-2 (Shibasaki et al., 2002). L’inihibition de la PP2B par
I’antibiotique FK506 (tacrolimus) bloque I’apoptose de cultures primaires de neurones
(Yardin et al., 1998). De méme, cette inhibition blogue I’apoptose induite par la
sur-expression de la PP2B dans les cellules nerveuses (Asai et al., 1999). La PP2B est
impliquée dans I’apoptose induite par divers composes tels que le glutamate (Ankarcrona et
al., 1996), I’acide docosahéxaénoique (DHA), un acide gras oméga-3 (Siddiqui et al., 2001),
le sélénium (Celik et al., 2007). Elle est également impliquée dans la mort cellulaire induite
par le calcium dépendante de la CaMKII (Shibasaki and McKeon, 1995, Wang et al., 1999,
Olofsson et al., 2008).

Alors que I’ensemble des activités phosphatases est diminuée de 50% dans les
cerveaux Alzheimer, I’activité de la PP2B est augmentée de 2 fois (Liu et al., 2005a).
A contrario, une augmentation des ARNm de I’inhibiteur endogéne de la PP2B, la
calcipressine 1 (ou RCANL1 : « Regulator of CAlciNeurin 1 ») est observée dans la maladie
d’Alzheimer et le syndrome de Down (Cook et al., 2005, Poppek et al., 2006). Cette

augmentation d’expression induit I’hyperphosphorylation et I’accumulation de tau en

bloquant I'activit¢ du protéasome et par conséquent le [ ETFSereTe sy

« turn-over » des protéines tau (Poppek et al., 2006). Ces FiPd L2
PP2A 11,3
données contradictoires peuvent s’expliquer par le fait que PP2B 53,5
PP5 7,6

la constante de Michaélis de la PP2B est 5fois plus Tioieau 36, Constantes de

Michaélis des phosphatases de
tau. D’apres (Liu et al., 2005a).

importante que celle des autres phosphatases de tau
(Tableau 36) (Liu et al., 2005a).

» INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DE LA PP2B

La Cyclosporine A (CsA) et le tacrolimus (FK506) sont les inhibiteurs couramment
utilises de la PP2B (Tableau 37) (Liu et al., 1991). lls sont également utilisés comme
immunosuppresseurs pour les transplantations d’organes. La constante d’inhibition de la
PP2B par la CsA est de 270 nM (Liu, 1993, Etzkorn et al., 1994). Le FK506 est 100 fois
plus puissant que la CsA pour I’inhibition de la PP2B (Kino et al., 1987, Watts et al., 2009).
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Noms CsA

Structures e . |
oS "
Ik [ &
Formules brutes Ce2H111N11012 C14HgoNO 15
Masses molaires 1202,6g.mol™ 804,0g.mol™

Tableau 37. Caractéristiques des inhibiteurs de la PP2B, CsA et FK506.

4. PROTEIN PHOSPHATASE-5

La PP5 (58 kDa) est une phosphatase cytoplasmique (Bahl et al., 2001), hautement
exprimée dans les cerveaux humains et codée par un géne situé dans le locus 19913.3 (Xu et
al., 1996). Elle posséde un domaine catalytique en C-terminal similaire & ceux des
phosphatases PP1, PP2A, PP2B, PP4 et PP7 ainsi qu’une extrémité régulatrice N-terminale
composée de 3 tétratricopeptides répétés (TPR) régulant les interactions protéiques
(Chinkers, 2001). La PP5 est activée par les acides gras insaturés tels que I’acide
arachidonique et le phosphatidylinositol (Chen and Cohen, 1997, Skinner et al., 1997). La
PP5 est un hétérocomplexe composé de sous-unités A et B similaires a la PP2A (Lubert et
al., 2001).

» TAU, SUBSTRAT DE LA PP5

In vitro, la PP5 déphosphoryle la protéine tau normale ou bien celle se trouvant dans
les agrégats de tau de cerveaux Alzheimer (Gong et al., 2004, Liu et al., 2005a). In vivo, la
PP5 interagit avec la sous-unité régulatrice A de la PP2A (Lubert et al.,, 2001). La
glycosylation anormale de tau inhibe la déphosphorylation par la PP5 a des sites tels que
S$198, S199 et S202 conduisant a I’hyperphosphorylation de tau (Liu et al., 2002c).

» PP5, APOPTOSE ET MALADIE D’ALZHEIMER

Suite a un stress par I’H,O,, la PP5, tout comme la PP2A, est inhibitrice de
I’apoptose et ceci via la déphosphorylation de la kinase 1 régulant le signal apoptotique,
ASK1 (« Apoptosis Signal-regulating Kinase 1 »), une MAPKKK activatrice des JNKs
(Morita et al., 2001, Zhou et al., 2004, Chen et al., 2009, Ham et al., 2010). Suite a des
lesions de I’ADN, la PP5 agit sur les voies de réparation de I’ADN via les protéines ATM
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(« Ataxia-Telangiectasia Mutated-kinase »), ATR (« ATM/rad 3 Related kinase ») et
DNA-PK (« DNA-dependent ser/thr Protein Kinase ») et suivant le cas favorise la survie
cellulaire ou 1’apoptose (Zhou et al., 2004, Golden et al., 2008).

Dans les cerveaux Alzheimer, le niveau d’activité enzymatique de la PP5 est diminué
de 20% (Liu et al.,, 2005b). In vitro, la sur-expression de la PP5 protége du stress
apoptotique induit par le peptide Ap (Sanchez-Ortiz et al., 2009). De plus, le taux des acides
gras, stimulant la PP5, est diminué dans les régions du cerveau les plus sérieusement
affectées et présentant des NFTs. Chez les patients atteints du syndrome de Down et
développant précocement la maladie d’Alzheimer, le taux d’activité de la PP5 n’est pas

altéré, et ce, contrairement a la PP2A dont ’activité est diminuée (Liang et al., 2008).

> INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DE LA PP5

Tout comme la PP2A, la PP5 peut étre inhibée par ’OKA. L’effet différentiel entre
la PP2A et la PP5 peut étre déduit en utilisant la FST, un inhibiteur surtout de la PP2A (mais
également de la PP4) (Messner et al., 2006).

B. PROTEIN TYROSINE PHOSPHATASES

1 PHOSPHATASE AND TENSIN HOMOLOG DELETED ON
. CHROMOSOME 10

Le géne codant pour PTEN, également appelé MMAC (« Mutated in Multiple
Advanced Cancers »), est situé sur le locus 10923 (Steck et al., 1997). PTEN est un géne
suppresseur de tumeurs (Cantley and Neel, 1999). La phosphatase PTEN est impliquée dans
I’apoptose, la migration, la croissance et la survie cellulaire. Elle est stabilisée par des
phosphorylations sur les résidus : S370, S380, T382, T383 et S385 situés a son extrémité
régulatrice C-terminale, empéchant sa dégradation par le protéasome (Vazquez et al., 2000,
Torres and Pulido, 2001). PTEN convertit la phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate (PIP3)
en phosphatidylinositol (4,5)-diphosphate (PIP;) (Chalhoub and Baker, 2009) et
déphosphoryle les protéines et lipides sur les résidus sérines/thréonines et tyrosines (Kerr et
al., 2006).
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» TAU, SUBSTRAT DE PTEN

La suppression de PTEN chez la souris induit ’hyperphosphorylation de tau et des
neurofilaments (Nayeem et al., 2007). La déphosphorylation de tau par PTEN semble
indirecte. En effet, PTEN est impliquée dans la voie de régulation Akt et peut
déphosphoryler, et donc inhiber, Akt ce qui léve I’inhibition de GSK3p (cf voies de
signalisations de la GSK3p). Ceci entraine I’hyperphosphorylation de tau (Griffin et al.,
2005, Zhang et al., 2006a).

» PTEN, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

PTEN induit I’arrét du cycle cellulaire Tumeurs Pourcentage de
mutations de PTEN
ainsi que 1’apoptose a travers la voie PI3K/Akt Endométre 38%
) . SNC 20%
(Weng et al., 2001, Li et al., 2009). Au niveau Peau 17%

e tqiie: . Prostate 14%
neuronal, I'inhibition de PTEN est protectrice T 1238, Pourcentages de mutation de

du TNFa (Rickle et al. 2006). Suite 4 une PIEN pour les tumeurs les plus affectées par
' PTEN. D’aprés (Chalhoub and Baker, 2009).

exposition a I’interféron vy, les caestrogenes

réduisent partiellement le niveau de PTEN et protégent les motoneurones de la mort
cellulaire (Smith et al., 2009). PTEN a plus clairement été étudiée dans de nombreuses
tumeurs (Tableau 38) et aussi sur son réle favorisant la voie apoptotique indépendante de la
mitochondrie (Zhu et al., 2006, Chalhoub and Baker, 2009, Peacock et al., 2009).

Le niveau de PTEN est diminué dans les cerveaux Alzheimer (Griffin et al., 2005,
Zhang et al., 2006a). Ces données restent controversées (Rickle et al., 2006). Des études
suggerent méme que PTEN n’est pas associée a la maladie d’Alzheimer et que les données
¢tablies ne sont dues qu’au polymorphisme de PTEN (Blomqvist et al., 2006, Hamilton et
al., 2006). Cependant, dans les cerveaux Alzheimer, PTEN s’accumule au niveau des NFTs
et des astrocytes situés autour des plaques séniles (Sonoda et al., 2010). En fonction des
études a venir sur PTEN, son inhibition sera envisageable ou non pour la maladie
d’Alzheimer.

» INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DE PTEN

Parmi les derives du vanadate (inhibiteur des PTPs), le bpV(bipy) ou le bpV(phen)
sont les plus efficaces pour PTEN (Tableau 39) (Schmid et al., 2004). La sélectivité est 10 a
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100 fois plus importante que pour les autres PTPs: la protéine tyrosine
phosphatase 3 (PTP-B) et la protéine tyrosine phosphatase g1 (PTP-p1) (Tableau 39).

Oxovanadates
bpV (bipy) bpV(phén)
potassium potassium bispéroxo(1,10-
bispéroxo(bipyridine)oxovanadate phénanthroline)oxovanadate
= | = |
. -NH NH
N,
\vqoz),' K /VO{OZ)T' K'
= Nﬁ = |NH
x | A
Formules brutes K[VO(0,),CioHsN;] K[VO(0,),C;,HgN,] + 3H,0
Masses moléculaires 326,2 g.mol™ 350,3 + 54,0 g.mol™
CI150 PTEN 18 nM 38 nM
CI150 PTP-g 60 nM 343 nM
CI50 PTP-p1 164 nM 920 nM

Tableau 39. Caractéristigues des _inhibiteurs pharmacologiques de PTEN. PTP-B: protéine tyrosine
phosphatase 3 ; PTP-B1 : protéine tyrosine phosphatase 1.

2 CELL DIVISION CYCLE 25

Les phosphatases Cdc25

Cdc25A Cdc25B Cdc25C

(« Cell division cycle 25 ») sont Locus 3p21 20p13 5031
Intervention Transition Phase G2 Transition

au nombre de 3: A, B et C dans le cycle G1-S G2-M

] cellulaire
(Demeka and Beach, 1993, Tableau 40. Localisations chromosomiques des genes cdc25
Patterson et al. 2009). Elles et leurs réles dans le contréle du cycle cellulaire.

activent les CDKs via la déphosphorylation de leurs sites inhibiteurs T14 et Y15, permettant

ainsi la progression dans le cycle cellulaire (Tableau 40).

» TAU, SUBSTRAT DE LA CDC25

La déphosphorylation de tau par les Cdc25 n’a pas été mise en évidence. Cependant,
tout comme tau, les Cdc25 peuvent subir la prolyl-isomérisation de Pinl (Lavoie et al.,
2003).

» CDC25, APOPTOSE NEURONALE ET MALADIE D’ALZHEIMER

Divers systemes cellulaires (cellules d’ostéosarcome, cancéreuses rénales, de
leucemie promyélocytaire HL-60, ou encore de carcinome hépatocellulaire) montrent
invariablement que I’inhibition pharmacologique de la Cdc25 induit I’apoptose (Kim et al.,
2003, Mizuno et al., 2005, Iguchi et al., 2007, Kar et al., 2008).
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Dans les cerveaux Alzheimer, les activités des phosphatases a tyrosines Cdc25A et
Cdc25B sont augmentées par rapport a celles constatées dans les cerveaux témoins (Ding et
al., 2000, Vincent et al., 2001).

» INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DE LA CDC25

Le NSC 663284 est un EN6i NSC 663284
. . e Nom scientifique 6-Chloro-7-[[2-(4-
puissant et sélectif inhibiteur des morpholinyl)ethyl]amino]-5,8-
Cdc25 avec des constantes quinolin gd'one
Structure
d’inhibition de D’ordre du o | cl ho
nanomolaire (Tableau 41) (Lazo = Nx\/“‘\)
H
., 2001, Prev I, 2 . g
etal., 2001, Prevost et al., 2003) Formule brute C15H16CIN;O;
En fonction des études ultérieures | Masse moléculaire 321,8g.mol ™
. CI50cgczsa 29 nM
sur les Cdc25 et la maladie [Ci50.,.,.q 95 nM
d’Alzheimer, Dinhibition des LS&120casc 89 nM

Tableau 41. Inhibiteurs pharmacologiques des Cdc25.

Cdc25 sera envisagée ou non.

C. CONCLUSIONS SUR LES PHOSPHATASES DE TAU ET
L’HYPERPHOSPHORYLATION DE TAU

Dans les cerveaux Alzheimer, les activités phosphatases sont réduites de moitié (Liu
et al., 2005a). En effet, les activités des PP1, PP2A et PP5 sont respectivement diminuées de
20 %, 50 % et 20 % (Gong et al., 1995, Liu et al., 2005a, Liu et al., 2005b). De plus,

PP2A ot 1,""2A trouvés dans les cerveaux Alzheimer

I’augmentation de 20 % des inhibiteurs Iy
pourrait contribuer a I’hyperphosphorylation de tau (Tanimukai et al., 2005, Chen et al.,
2008). D’autre part, chez les patients atteints du syndrome de Down et développant
précocement la maladie d’Alzheimer, D’activit¢ de la PP2A est diminuée, et cecli,
contrairement a I’activité de la PP5 (Liang et al., 2008). Une diminution des taux de
méthylation de la PP2A et des ARNm de la PP2A est également observée dans les régions
affectées des cerveaux Alzheimer (Vogelsberg-Ragaglia et al., 2001, Sontag et al., 20044,

Sontag et al., 2007, Sontag et al., 2008).

A contrario, les phosphatases PTEN (Blomgvist et al., 2006, Hamilton et al., 2006) et
Cdc25A/B (Lavoie et al., 2003) ne semblent pas étre impliquées (majoritairement) dans

I’hyperphosphorylation de tau.
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Si I’on considére ces données, et si I’on sait que les activités phosphatases de la
cellule sont essentiellement attribuées a la PP2A, il semblerait que la réduction des activités
phosphatases observées dans la maladiec d’Alzheimer soit essentiellement due a la

phosphatase PP2A, voire a la PP5.
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V. KINASES ET PHOSPHATASES DE TAU : INTERCONNECTIONS

La maladie d’Alzheimer est une pathologie multifactorielle. Il est aujourd’hui clair
que cette pathologie découle de perturbations de I’homéostasie cellulaire ainsi que de
facteurs environnementaux. Bien que certains sites de phosphorylation de tau sont
clairement impliqués dans 1’agrégation de tau (T181, S199, S202, T212, S396, T403 et
S404) et d’autres pour générer le caractére toxique de tau (T231, S262),
I’hyperphosphorylation de tau observée dans la maladie d’ Alzheimer est vraisemblablement
due a la perturbation d’activité d’une ou plusieurs kinases et/ou phosphatases (Wang et al.,
2007).

Diverses études ont montré des interconnections possibles entre les kinases et les
phosphatases de tau. 1l a été montré que les protéines GSK3p, CK1, CDK5, PKA et PP2A
sont co-localisées au niveau d’agrégats de tau (Flaherty et al., 2000, Planel et al., 2001), que
la PP2A agissait en amont de la GSK3p (Lin et al., 2007) et que 1’hyperphosphorylation de
tau était un médiateur clé de la dégénérescence neuronale. Beaucoup de kinases de tau sont
liées a la kinase majoritaire de tau, la GSK3p. En effet, les PKCs (Wang et al., 2006), PKN
(Isagawa et al., 2000), p38 (Thornton et al., 2008) et Fyn (Lesort et al., 1999) peuvent
réguler I’activité de la GSK3p. Les MARKS sont, quant a elles, des substrats de la GSK3
(Timm et al., 2008). D’autres kinases sont indirectement reliées a la GSK3p, les kinases
CDKS5 (Sengupta et al., 1997), PKA (Liu et al., 2004b), TTBK2 (Tomizawa et al., 2001,
Noble et al., 2005) et DYRK1A (Woods et al., 2001) phosphorylent la protéine tau et en font
un meilleur substrat pour la GSK3p. La GSK3p induit également 1’activation de la CK2 qui,
a son tour, inhibe la phosphatase PTEN (Arevalo and Rodriguez-Tebar, 2006). D’autre part,
la GSK3p fait partie des enzymes capables d’induire la phosphorylation en T668 de 1’APP
et, par conséquent, son clivage en peptides AP (Lee et al., 2003). Ces données suggeérent un

réle prépondérant de la GSK3p dans la dégénérescence neuronale.

D’autre part, la GSK3p et la CDKS5 tendent a augmenter les niveaux de peptides AP
et la CDKS5 régule, via Akt, 1’activité de la GK3p et, par conséquent, la phosphorylation de
tau (Wen et al., 2008). La CDKS5 serait un modulateur de 1’hyperphosphorylation de tau
alors que la GSK3p serait un acteur clé¢ de I’hyperphosphorylation de tau (Plattner et al.,
2006). Tout comme pour Cdc2, PP1 régule les activités de la GSK3pB et de la CDK5
(Bennecib et al., 2000).
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La PKA, via DARPP-32, peut inhiber I’activité de la PP1 (Hemmings et al., 1984,
Nairn et al., 2004). L’activité de DARPP-32 est, quant a elle, contrdlée par les kinases CK2
(activateur), CK1 et CDKS5 (inhibiteurs) (Nairn et al., 2004). D’autre part, I’activation de la
PKA entraine une augmentation de I’activit¢ de la PP2A (Tian et al., 2009) et la
dérégulation de la PP2A peut conduire a la phosphorylation prolongée des MAPKs (Pei et
al., 2003, Zhao et al., 2003). La PP2A régule également les activités de la CaMKIlI
(Bennecib et al., 2001). De plus, la GSK3p agit de fagon antagoniste a la PP2A au niveau
synaptique (Viquez et al., 2009).

En ce qui concerne les autres kinases de tau, il a été montré que les kinases Fyn et
c-Abl peuvent activer la kinase CDK5 (Zukerberg et al., 2000, Kawarabayashi et al., 2004)
et que les PKCs pouvaient activer les MAPKSs Erk1/2 (Alkon et al., 2007).

En conclusion, toutes ces données montrent des inter-relations d’une part entre les
différentes protéines kinases de tau et, d’autre part, entre les protéines phosphatases et les
protéines kinases. En se basant sur ces interconnections, la meilleure stratégie pour bloquer
la pathologie de tau consisterait a agir sur plusieurs cibles a la fois sans perturber autant que

possible le fonctionnement normal de la cellule.
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VI. OBJECTIFS DE L’ETUDE

Les données que nous venons de présenter suggerent une forte implication de la
GSK3p et de la PP2A dans la maladie d’Alzheimer (Hooper et al., 2008, Liu and Wang,
2009) dans laquelle ces activités kinases et phosphatases seraient perturbées. Les résultats
précédents du laboratoire montrent que 1’exposition de cultures de neurones corticaux au
chlorure de lithium entrainait une diminution de niveaux de tau (Rametti et al., 2008). Celle-
Ci etait corrélée a une protection des neurones contre la toxicité de I’Ap. Comme le lithium
est un inhibiteur faible de la GSK3p (CI50 = 2 mM) (Klein and Melton, 1996) et qu’il peut
agir sur plusieurs voies de signalisation cellulaire, la diminution des ARNm de tau observée
préalablement au laboratoire ne pouvait pas étre attribuée avec certitude a 1’inhibition de la
GSK3p par le lithium (Rametti et al., 2008). Le premier objectif de cette thése était donc
de determiner si la diminution des niveaux de tau par le lithium est due a I’inhibition
spécifique de la GSK3p ou a I’inhibition d’une autre enzyme. Puisque nous agissions sur
un niveau protéique, il était nécessaire de déterminer comment il était possible d’inverser
cette diminution des niveaux de tau induite par le lithium afin de pouvoir agir sur la balance
de régulation des niveaux de tau. Afin de déterminer si la protéine tau elle-méme est un
médiateur de la mort neuronale, nous avons étudié les effets d’une suppression de tau

dans un modéle in vitro de tauopathies.

Le second objectif était de créer un modele de tauopathie in vitro, reproduisant
I’hyperphosphorylation de tau et ’apoptose neuronale. Ce modele est basé sur
Pinhibition de la PP2A par I’OKA. Il permettra d’identifier la ou les kinases(s)
impliquée(s) dans I’hyperphosphorylation de tau et 1’apoptose neuronale. D’autre part, il
était nécessaire de déterminer si la présence de la protéine tau, dans sa forme

hyperphosphorylée, était nécessaire a 1’apoptose neuronale.

Aprés avoir déterming, la ou les Kinases(s) impliquée(s) dans
I’hyperphosphorylation de tau et I’apoptose neuronale, le troisiéme objectif était de
cribler des inhibiteurs de kinases de tau qui auraient un potentiel neuroprotecteur

accru contre notre modéle in vitro.

Pour répondre a ces objectifs, nous avons utilisé des approches pharmacologique et
moléculaire au niveau de neurones en culture, de lignées de neuroblastome ou de souches de

souris.
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MATERIEL ET METHODES

112




Toutes les concentrations mentionnées sont des concentrations finales.

l. CULTURES CORTICALES D’EMBRYONS DE RATTES ET DE
SOURIS

Les supports de cultures ont été préalablement (minimum 2 h) mis en présence de
poly-L-lysine (5104 g.L™, Sigma) afin de faciliter 1’adhésion des cellules par des

interactions de charge.

Les embryons, agés de 17,5 jours provenant de rattes Wistar (Elevage DEPRE,
France) ou de souris C57BI6/J agés de 14,5 jours in utero ont été extraits de leurs sacs
embryonnaires et placés dans du PBS-glucose stérile (Phosphate Buffered Saline (Biowest),
18 mM de Glucose (Lavoisier, France)). Les cortex embryonnaires ont été préleves,
dépourvus des méninges, puis isolés. Une dissociation enzymatique a été réalisée sur les
fragments corticaux récoltés par 1/3 de trypsine 0,05 %-EDTA (Ethyléne Diamine
TétraAcétique, Gibco) et 2/3 de PBS-glucose pendant 15 minutes a 37°C. Toutes les
3 minutes, les cellules fraichement dissociées ont été libérées par agitation. L’action de la
trypsine a été bloquée par 4 % de SVF (Sérum de veau feetal, Biowest). Le surnageant
contenant les cellules individualisées a été récupéré et les fragments corticaux restants ont
été dissociés par trituration légeére a la pipette Pasteur rétrécie a la flamme. L’ensemble des
cellules récoltées a été centrifugé a 400 g pendant 15 minutes a température ambiante

I™ Medium

(Centrifugeuse Sigma 3-18K). Le culot cellulaire a été repris dans du Neurobasa
(Gibco) complémenté en B-27 (Gibco) et en 2 mM de L-glutamine (Gibco) contenant 5 %
de SVF. Les cellules ont été dénombrées a la cellule de Malassez, puis ensemencées en
fonction du support de culture (boites de culture de 35 mm de diametre (BD Falcon) pour
réaliser des western-blots et des puits de plaque 24 puits (BD Falcon) contenant des lamelles
de 12 mm de diamétre (Invitrogen) aux densités mentionnées dans le tableau ci-dessous
(Tableau 42). Les cellules corticales dans leurs supports ont été placées dans une atmosphére

a 37°C contenant 5 % de CO, pendant 7 jours.

Support de culture Boite de 35 mm de Plaque 24 puits
diameétre
Volume 1,5mL 0,5mL/puit
d’ensemencement
Densité cellulaire 1,510° de cellules 310° de cellules

Tableau 42. Densités cellulaires lors de I’ensemencement des cultures corticales.
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1. CULTURES DES NEUROBLASTOMES

A. NEUROBLASTOME DE RAT B104

Les cellules adhérentes de neuroblastome B104 de rat ont été rincées par du
PBS-glucose stérile pendant 5 minutes. Aprés avoir 6té le PBS-glucose, la trypsine
0,05 %-EDTA a été ajoutée pendant 10 minutes a 37°C. L’action de la trypsine
0,05 %-EDTA a été bloquée par 4% de SVF. Les cellules ont été récoltées, puis
centrifugées a 400 g pendant 10 minutes. Le culot cellulaire a été repris dans du milieu
Dulbecco’s Modified Eagle Medium/F12 (DMEM/F12) complémenté en glucose 18 mM
(DMEM/F12-Glucose). Les cellules ont été dénombrées par comptage a la cellule de
Malassez, puis ensemencées en fonction du support de culture aux densités mentionnées
dans le tableau suivant (Tableau 43). Les cellules ont ensuite été mises a proliférer dans du
DMEMY/F12-Glucose en présence de 10 % de SVF dans une atmosphére a 37°C contenant
5% de CO, pendant 2 jours au minimum. Aprées 2 jours de croissance, les traitements

pharmacologiques ont été effectués.

Support de culture Flasques de 75cm? Boite de 35 mm de Plaque de 24 puits

diametre
Densité cellulaire 410" de cellules 510 de cellules 110" de cellules
Tableau 43. Densités cellulaires lors de ’ensemencement du neuroblastome B104.

B. NEUROBLASTOME HUMAIN SH-SY5Y

Le protocole appliqué est identique & celui utilisé pour le neuroblastome de rat a
I’exception du fait que le milieu DMEM/F12 a été remplacé par du RPMI 1640 (Gibco).
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I11.  TRANSFECTIONS DES LIGNEES DE NEUROBLASTOMES

A. VECTEURS UTILISES

1 VECTEURS PERMETTANT
. MOLECULAIRE DE GSK3B

Les vecteurs contenant la séquence codante
pour la GSK3p nous ont été fournis par le Docteur T.
Hagen (Allemagne), et contiennent les séquences de
la GSK3p mutée (pcDNA3-V5-GSK3B-S9A) ou non
(vecteur pcDNA3-V5-GSK3B-WT). Le vecteur
pcDNA3 seul a été utilisé comme contréle (Figure
42). Pour plus de simplicit¢é dans 1’écriture,
I’ensemble de ces 3 vecteurs: pcDNA3 seul;
PcDNA3-V5-GSK33-WT ; PcDNA3-V5-
GSK3B-S9A sera référencé comme

PCDNA3-V5-GSK3 ».

« vecteurs

LA SUR-EXPRESSION

* There is an ATG upsiream
of the ba | site Bsml

Figure 42. Vecteurs pcDNAS3. Le vecteur
pcDNA3 (5,4 kb) contient un géne de
résistance a ’ampicilline, un geéne de
résistance a la néomycine, des promoteurs
T7 et Sp6 ainsi qu’un site de
polyadénylation tardif SV40.

Les séquences de la GSK3f (mutée ou non) ont été insérées au niveau des sites de

restriction enzymatique BamHI et Xbal (Figure 42 et Figure 43).

GSK3B-WT 1 ATGTCAGGGCGGCCCAGAACCACCTCCTTTGCGGAGAGCTGCAAGCCGGTGCAGCAGCCT 60

GSK3B-S9A 1 ATGGCAGGGCGGCCCAGAACCACCEBLLCTTTGCGGAGAGCTGCAAGCCGGTGCAGCAGCCT 60

GSK3B-WT 61 TCAGCTTTTGGCAGCATGAAAGTTAGCAGAGACAAGGACGGCAGCAAGGTGACAACAGTG 120
GSK3B-S9A 61 TCAGCTTTTGGCAGCATGAAAGTTAGCAGAGACAAGGACGGCAGCAAGGTGACAACAGTG 120
GSK3B-WT 121 GTGGCAACTCCTGGGCAGGGTCCAGACAGGCCACAAGAAGTCAGCTATACAGACACTAAA 180
GSK3B-S9A 121 GTGGCAACTCCTGGGCAGGGTCCAGACAGGCCACAAGAAGTCAGCTATACAGACACTARA 180
GSK3B-WT 181 GTGATTGGAAATGGATCATTTGGTGTGGTATATCAAGCCAAACTTTGTGATTCAGGAGAA 240
GSK3B-S9A 181 GTGATTGGAAATGGATCATTTGGTGTGGTATATCAAGCCAAACTTTGTGATTCAGGAGAA 240
GSK3B-WT 241 CTGGTCGCCATCAAGAAAGTATTGCAGGACAAGAGATTTAAGAATCGAGAGCTCCAGATC 300
GSK3B-S9A 241 CTGGTCGCCATCAAGAAAGTATTGCAGGACAAGAGATTTAAGAATCGAGAGCTCCAGATC 300
GSK3B-WT 301 ATGAGAAAGCTAGATCACTGTAACATAGTCCGATTGCGTTATTTCTTCTACTCCAGTGGT 360
GSK3B-S9A 301 ATGAGAAAGCTAGATCACTGTAACATAGTCCGATTGCGTTATTTCTTCTACTCCAGTGGT 360
GSK3B-WT 361 GAGAAGAAAGATGAGGTCTATCTTAATCTGGTGCTGGACTATGTTCCGGAAACAGTATAC 420
GSK3B-S9A 361 GAGAAGAAAGATGAGGTCTATCTTAATCTGGTGCTGGACTATGTTCCGGAAACAGTATAC 420
GSK3B-WT 421 AGAGTTGCCAGACACTATAGTCGAGCCAAACAGACGCTCCCTGTGATTTATGTCAAGTTG 480
GSK3B-S9A 421 AGAGTTGCCAGACACTATAGTCGAGCCAAACAGACGCTCCCTGTGATTTATGTCAAGTTG 480
GSK3B-WT 481 TATATGTATCAGCTGTTCCGAAGTTTAGCCTATATCCATTCCTTTGGAATCTGCCATCGG 540
GSK3p-S9A 481 TATATGTATCAGCTGTTCCGAAGTTTAGCCTATATCCATTCCTTTGGAATCTGCCATCGG 540
GSK3B-WT 541 GATATTAAACCGCAGAACCTCTTGTTGGATCCTGATACTGCTGTATTAAAACTCTGTGAC 600
GSK3B-S9A 541 GATATTAAACCGCAGAACCTCTTGTTGGATCCTGATACTGCTGTATTAAAACTCTGTGAC 600

115



GSK3B-WT 601 TTTGGAAGTGCAAAGCAGCTGGTCCGAGGAGAACCCAATGTTTCGTATATCTGTTCTCGG 660

GSK3B-S9A 601 TTTGGAAGTGCAAAGCAGCTGGTCCGAGGAGAACCCAATGTTTCGTATATCTGTTCTCGG 660
GSK3B-WT 661 TACTATAGGGCACCAGAGTTGATCTTTGGAGCCACTGATTATACCTCTAGTATAGATGTA 720
GSK3B-S9A 661 TACTATAGGGCACCAGAGTTGATCTTTGGAGCCACTGATTATACCTCTAGTATAGATGTA 720
GSK3B-WT 721 TGGTCTGCTGGCTGTGTGTTGGCTGAGCTGTTACTAGGACAACCAATATTTCCAGGGGAT 780
GSK3B-S9A 721 TGGTCTGCTGGCTGTGTGTTGGCTGAGCTGTTACTAGGACAACCAATATTTCCAGGGGAT 780
GSK3B-WT 781 AGTGGTGTGGATCAGTTGGTAGAAATAATCAAGGTCCTGGGAACTCCAACAAGGGAGCAA 840
GSK3B-S9A 781 AGTGGTGTGGATCAGTTGGTAGAAATAATCAAGGTCCTGGGAACTCCAACAAGGGAGCAA 840
GSK3B-WT 841 ATCAGAGAAATGAACCCAAACTACACAGAATTTAAATTCCCTCAAATTAAGGCACATCCT 900
GSK3B-S9A 841 ATCAGAGAAATGAACCCAAACTACACAGAATTTAAATTCCCTCAAATTAAGGCACATCCT 900
GSK3B-WT 901 TGGACTAAGGTCTTCCGACCCCGAACTCCACCGGAGGCAATTGCACTGTGTAGCCGTCTG 960
GSK3B-S9A 901 TGGACTAAGGTCTTCCGACCCCGAACTCCACCGGAGGCAATTGCACTGTGTAGCCGTCTG 960
GSK3B-WT 961 CTGGAGTATACACCAACTGCCCGACTAACACCACTGGAAGCTTGTGCACATTCATTTTTT 1020
GSK3B-S9A 961 CTGGAGTATACACCAACTGCCCGACTAACACCACTGGAAGCTTGTGCACATTCATTTTTT 1020
GSK3B-WT 1021 GATGAATTACGGGACCCAAATGTCAAACATCCAAATGGGCGAGACACACCTGCACTCTTC 1080
GSK3B-S9A 1021 GATGAATTACGGGACCCAAATGTCAAACATCCAAATGGGCGAGACACACCTGCACTCTTC 1080
GSK3B-WT 1081 AACTTCACCACTCAAGAACTGTCAAGTAATCCACCTCTGGCTACCATCCTTATTCCTCCT 1140
GSK3B-S9A 1081 AACTTCACCACTCAAGAACTGTCAAGTAATCCACCTCTGGCTACCATCCTTATTCCTCCT 1140
GSK3B-WT 1141 CATGCTCGGATTCAAGCAGCTGCTTCAACCCCCACAAATGCCACAGCAGCGTCAGATGCT 1200
GSK3B-S9A 1141 CATGCTCGGATTCAAGCAGCTGCTTCAACCCCCACAAATGCCACAGCAGCGTCAGATGCT 1200
GSK3B-WT 1201 AATACTGGAGACCGTGGACAGACCAATAATGCTGCTTCTGCATCAGCTTCCAACTCCACT 1260
GSK3B-S9A 1201 AATACTGGAGACCGTGGACAGACCAATAATGCTGCTTCTGCATCAGCTTCCAACTCCACT 1260
GSK3B-WT 1261 AGTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCAAGCTTGGGTGGTCCCAACTAG 1311
GSK3B-S9A 1261 AGTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCAAGCTTGGGTGGTCCCAACTAG 1311

Figure 43. Séquence nucléotidique de la GSK3B-WT et de la GSK3f-S9A insérées dans le vecteur
pcDNA3. Pour la GSK3B-S9A, le triplet nucléotidique « TCC » surligné en jaune de la GSK3B-WT et codant
pour une sérine en position 9 est remplacé par le triplet « GCC » surligné en vert et codant pour une alanine.
Cette mutation dirigée fait de la GSK3B-S9A un dominant actif.

2. VECTEURS PERMETTANT L’INHIBITION MOLECULAIRE DE
. GSK3B

Les vecteurs permettant 1’inhibition moléculaire de la GSK3p contiennent des
séquences codantes pour des « hairpin short interference RNA » (hsiRNA) cibles de la
GSK3p. Ces vecteurs nous ont été fournis dans le cadre d’une collaboration avec le Docteur
D. Turner (Université du Michigan, U.S.A.). Les données sur ces vecteurs sont disponibles

sur le site web : http://sitemaker.umich.edu/dlturner.vectors/ué shrna vectors for rnai).

Ces hsiRNA ont éte insérés dans le vecteur mU6pro (composé d’un squelette de type
pBluescript 1) (Figure 45).La GFP a été remplacée dans le vecteur précédent au profit des
hsiRNA suivants : GSK3BHP1 et GSK3BHP2 (HP pour hairpin). L’ensemble des vecteurs
contenant ces constructions et le vecteur vide seront références par le nom de « vecteurs
mU6-pro-GSK3p ». Ces hsiRNA exprimés présentent deux brins complémentaires qui sont
reliés par une courte séquence en boucle et ont une séquence complémentaire a celle de

I’ARNm a dégrader. Le clivage des hsiRNA est réalisé par I’enzyme DICER, puis ces
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hsiRNA sont pris en charge par le
complexe RISC qui va alors les
positionner et les aligner de fagon
I’ARN
messager cible de la GSK3p, puis

séquence-spécifique  sur
réaliser un clivage. Les différentes

constructions insérées ont été

répertoriées dans la Figure 44.

Contrairement aux vecteurs

permettant la sur-expression

BbsI - 4140 - GAAGACnn'nnnn_

PromoteurU6

Xbal - 765 -T'CTAG_A

SV40polyA
Vecteur mU6pro
4143 bp

Xmnl -2884 - GAAnn'mnTTC

Ampicilline

% de GC par blocs de 10 pb
[[0]/10 20 30 40 50 60 70 [80)/90]H60

Figure 45. Vecteur mU6pro contenant la séguence GFP. Le
vecteur mU6pro est composé de 4143 paires de bases (pb). La
séquence GFP (Green fluorescent protein) est située entre les
sites de restriction uniques Bbsl et Xbal. Ces sites interviennent
respectivement aprés le promoteur U6 et avant la queue

moléculaire de la GSK3pB, ces

vecteurs ne possédent qu’un seul Pampicilline.
géne de résistance : I’ampicilline. Pour utiliser
ces constructions, 2 possibilités ont été
envisagées : I’insertion d’un second géne de
résistance a un antibiotigue dans ces
constructions, ou bien la co-transfection de ce
vecteur avec un second comportant un gene de

résistance a un antibiotique. Nous avons choisi

polyadénylée SV40. Ce vecteur contient le géne de résitance a

U6-GSK-3PHP1
57 GAUCUGGAGCUCUCGGUUCU

3’ uuuuCUAGACCUCGAGAGCCAAGA

U6-GSK-3PHP2
5° GUGUUGCUGAGUGGCACUCA

LECEREEEEE TEEre

3’ uuuuCACAACGACUgACCGUGAGG
Figure 44. hsiRNA cibles de la GSK3p.

d’adopter la seconde solution en raison de la facilité et de la rapidité d’expérimentation.

3 VECTEUR PERMETTANT LA CO-TRANSFECTION

En raison de la présence d’un

Origine de >
réplication puC

by

géne de résistance a un antibiotique
supplémentaire et de la présence de la
GFP permettant de repérer in vitro
I’efficacité de la transfection et de la
pPEGFP-N1

sélection, le vecteur

ApalLl - 4361 - G'TGCA_C

Néomycine

Kanamycine

Origine de

/ réplication pCMV

GFP

PEGFP-N1
4733 bp

/ SV40polyA

% de GC parblocs de 11 pb
10710 20 30 40 50 60 70 ‘80 901NN

Figure 46. Vecteur de co-transfection pEGFP-N1. Ce

(Biolabs) a été choisi comme vecteur de

co-transfection (Figure 46).

vecteur de 4733 pb contient la séquence codante pour
la GFP ainsi que celles codant pour deux génes de
résistances aux antibiotiques, ceux de la kanamycine et

de la néomycine. A [Dintérieur de 1’origine de
réplication bactérienne, le site unique de restriction
ApalLl est présent.
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B. TRANSFORMATIONS VECTORIELLES

La transfection cellulaire nécessite des quantités relativement importantes (environ
1 g) de vecteurs. L’amplification de ces vecteurs a été réalisée a travers des bactéries
rendues compétentes pour le choc thermique ou I’¢électroporation. La bactérie Escherichia

coli DH5a a été choisie pour ces 2 techniques.

1. VECTEURS PCDNA3-V5-GSK3B: TRANSFORMATION PAR
. CHOC THERMIQUE

La transformation des vecteurs pcDNA3-V5-GSK3p a été réalisée par choc
thermique. Afin de les rendre compétentes pour le choc thermique, des bactéries Escherichia
coli DH5a ont été mises a proliférer sous agitation a 37°C pendant 12 h dans 2 mL de Luria
Broth (LB) 25 g.L™". 1 mL de la culture obtenue a été placé dans 10 mL de LB 25g.L™
durant 4 h & 37°C. 1 mL de culture bactérienne a été introduit dans 100 mL de LB 25 g.L™*
pendant 4 h a 37°C. Lorsque la densité optique (DO) était comprise entre 0,3 < DO < 0,4, le
milieu de culture contenant les bactéries a été centrifugé a 1000 g pendant 10 minutes a 4°C.
Apres avoir placé les culots sur glace, ceux-ci ont été repris dans 10 mL de tampon TSS
(« Transformation on Storage Solution », composé de 500 uL de DMSO (DiMéthyl
SulfOxide), de 50 mM de Mg** et de 1 g de polyéthyléne-glycol), puis aliquotés sur glace et

conservés a -80°C pendant 24 h au moins et 6 mois maximum.

Aprés décongélation sur glace, les bactéries compétentes ont été mises en présence
des vecteurs pcDNA3-V5-GSK3p. Les tubes contenant les mix de transformation ont été
placés pendant 45 secondes dans un bain-marie a 42°C, avant d’étre placés immeédiatement
sur glace pendant 5 minutes. Ensuite, 2, 4 et 10 uL du mix de transformation ont été étalés
sur des 3 géloses différentes (Agar 15 g.L™; LB 25g.L™ ; Ampicilline 50 ug.mL™). Les 3
types de géloses ont été placés dans une étuve a 37°C jusqu’a ce que les colonies

bactériennes soient individualisées (1 nuit dans les conditions habituelles).

2. VECTEURS MU6-PRO-GSK3B : TRANSFORMATION PAR
. ELECTROPORATION

Pour les vecteurs mU6-pro-GSK3p, la technique d’électroporation a été choisie en

raison de son gain de temps et de matériel qu’elle représente.
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Apres avoir décongelé des VSRR G Constantes de temps

, . i . mU6-pro 55ms
bactéries Escherichia coli DH5a sur mU6-pro-GSK3BHP1 5.5ms
glace, celles-ci ont été introduites dans mUG-pro-GSK3HP2 5,5 ms

pEGFP-N1 5,6 ms

- -1 PN
un milieu LB 25 g.L™ durant une nuit @  Tableau 44. Constantes de temps obtenues lors des
. différentes électroporations. Ces constantes de temps
o]
37°C sous agitation. 200 uL de la reflétent 1’efficacité de la transformation bactérienne.

solution bactérienne ont été mis dans le ~ Celle-ci doit étre comprise entre 5 et 6 ms.

milieu LB 25g.L™" jusqu’a la fin de la phase de croissance exponentielle (environ
2 h 40 min). Apres une centrifugation a 4000 g durant 7 min, le culot bactérien a été repris
dans 5 mL d’eau stérile froide a 4°C afin de rendre les bactéries électro-compétentes. Cette
étape a été répétee 2 fois. Le nouveau culot cellulaire a ensuite été repris dans « 40n » pL
d’eau stérile froide a 4°C (avec n=nombre de transformations a effectuer).
L’électroporation a €té réalisée en présence de 40 pL de bactéries electro-compétentes et de
0,5 a 2puL de plasmides dans une cuve d’électroporation (conservée a -20°C).
L’électroporation a été générée par un pulse de courant. Lorsque la constante de temps

obtenue était comprise entre 5 et 6 ms, I’expérimentation était poursuivie (Tableau 44).

Les bactéries néo-transformees ont été mises a proliférer pendant 1 h & 37°C dans
900 pL de LB stérile & 25 g.L™. Ensuite, 20 et 100 pL du mix de transformation ont été
étalés sur 4 géloses différentes (Agar 15 g.L™"; LB 25 g.L™ ; Ampicilline 50 pg.mL™). Les
géloses ont été placées dans une étuve a 37°C jusqu’a génération de colonies bactériennes

individualisées comme précédemment.

Comme les vecteurs fournis ne contenaient pas de genes de résistance a un
antibiotique chez les Eucaryotes, le vecteur pEGFP-N1 de co-transfection contenant le gene

de résistance a la kanamycine a été transformé par ce méme protocole.

C. AMPLIFICATION ET EXTRACTION DES ADN PLASMIDIQUES

1 VECTEURS PCDNA3-V5-GSK3B

Une colonie individualisée et isolée de chaque vecteur pcDNA3-V5-GSK3p a été
prélevée, puis mise & proliférer pendant 8 h & 37°C sous agitation dans 5 mL de LB 25 g.L*
contenant 1’antibiotique de résistance (Ampicilline : 50 ug.mL™). Ensuite, 1 mL de la
solution bactérienne a été introduit dans 100 mL de milieu de culture bactérienne
(LB 25 g.L™": Ampicilline 50 pg.mL™). L’extraction de ’ADN plasmidique a ensuite été
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réalisée selon les
recommandations du
fournisseur du kit de
maxipréparation

plasmidique (Qiagen). Les
différentes étapes du Kit

étaient une lyse

Vecteurs Concentrations Rapport de
transformés (ng.mL™) pureté
A260/A280
pcDNA3 3199,3 1,88
pcDNA3-GSK3B-WT 1850,8 1,87
pcDNA3-GSK3B-S9A 1796,9 1,85

Tableau 45. Concentrations plasmidigues obtenues aprés extraction

par_maxipréparation. Le rapport de pureté correspond au rapport des
valeurs d’absorbance de I’ADN a 260 nm (A260) sur la valeur
d’absorbance des protéines a 280 nm (A280). Ce rapport reflete la
qualité de la purification en ADN et doit étre compris entre 1,5 et 2.

bactérienne, une neutralisation du tampon de lyse bactérienne et une élution sur colonne de

I’ADN plasmidique. La précipitation de I’ADN plasmidique a été suivie d’une dissolution

de celui-ci dans 200 puL de tampon d’extraction, TE (Trizma base 10 mM, EDTA 1 mM,

pH=8,5). Les quantitts d’ADN plasmidiques obtenues ont été mésurées par le

NanoDrop 2000 (NanoDrop), et répértoriées dans le Tableau 45.

2 VECTEURS MUG6-PRO-GSK3B ET DE CO-TRANSFECTION

Le méme
protocole a été utilisé
avec la kanamycine
comme antibiotique de

sélection pour les

vecteurs de type

muU6-pro 918,2 1,93
muU6-pro-GSK3gHP1 1081,7 1,91
mU6-pro-GSK3HP2 1436,1 1,90

pEGFP-N1 293,1 1,87
Tableau 46. Concentrations d’ADN __plasmidiques obtenues aprés

extraction par le kit de maxipréparation. Le rapport de pureté correspond

au rapport des valeurs d’absorbance de I’ADN a 260 nm (A260) sur la valeur
d’absorbance des protéines a 280 nm (A280). Ce rapport refléte la qualité de

mUG6-pro-GSK3p et

PEGFP-N1. Les quantités d’ADN plasmidiques obtenues ont été mesurées par

la purification en ADN, et doit étre compris entre 1,5 et 2.

NanoDrop 2000 (NanoDrop) et répertoriées dans le Tableau 46.

le

D. RESTRICTION ENZYMATIQUE DES ADN PLASMIDIQUES

Afin  que les ADN
Enzymes NEB 1 NEB 2 NEB 3 NEB 4
plasmidiques puissent s’insérer de
, . restriction

dans le génome de la cellule hote, ApaLl 100 % 100 % 10 % 100 %
ceux-ci ont du étre linéarisés. Pour Pvul 10 % 5% 100 % 10 %

fect it <rati Xmnl 100 % 100 % 50 % 100 %
efiectuer cetie — operation, —nhous Tableau 47. Pourcentage d’activité des enzymes de
avons pris les précautions de restriction dans les tampons NEB.

choisir une enzyme ayant un site unique de restriction dans la construction plasmidique

circulaire, et de ne pas cliver le plasmide entre 1’origine de transcription T7, le transcrit
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GSK3p et la queue polyadénylée. Pour répondre a cette derniere recommandation, nous
avons choisi une enzyme clivant dans le géne de sélection bactérien. Les taux des activités
enzymatiques, donnés par notre fournisseur (New England Biolabs, NEB), ont été

répertoriés dans le Tableau 47 en fonction des enzymes de restriction choisies.

1 VECTEURS PCDNA3-V5-GSK3B

Pour les vecteurs pcDNA3-V5-GSK3p, nous avons utilisé 1’enzyme de restriction
Pvul (New England Biolabs ; Tableau 47). Pour chacune des constructions plasmidiques
extraites, la digestion enzymatique a été réalisée dans du tampon NEB 3 (Tris-HCI 50 mM ;
NaCl 100 mM ; MgCl, 10 mM ; DTT 1 mM ; pH =7,9 a 25°C ; New England Biolabs) en
présence de BSA (Bovine Serum Albumine ; New England Biolabs) & 0,1 mg.mL™, de
25 pg de la construction plasmidique et de 3 uL de I’enzyme de restriction Pvul. Le mix de
restriction enzymatique a été placé pendant 4h a 37°C. Ensuite, 3 uL d’enzyme de
restriction Pvul ont été ajoutés de novo au mix de restriction enzymatique pendant 3 h a
37°C.

Afin de vérifier I’efficacit¢ de la
digestion enzymatique par Pvul, 10 pL du

mix ont été prélevés et mis en présence de

2 UL de tampon de charge 6X (New
England Biolabs). L’ensemble a ensuite
migré a 100 V pendant 20 min dans un gel
d’agarose 0,5% dilué dans un tampon
TAE 0,5X (Tris-Acétate-EDTA 0,5X) et
contenant 1% de BET (Bromure

d'EThidium. La photographie du gel Figure 47. Photographie, sous lumiére UV, du gel

) : TV IR T d’agarose apres migration des vecteurs
0
d"agarose 0,5% (Figure 47) a éte realisee PCDNA3-GSK3B. Hind IlI: marqueur de taille. C:

par la G-box (Syngene) a I’aide du logiciel vecteur sous sa forme circulaire. D : vecteur apres
digestion par I’enzyme de restriction Pvul.

5,4 kb

GeneSnap (Syngene).
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2 VECTEURS MUG6-PRO-GSK3B ET DE CO-TRANSFECTION

Comme précédemment, les différentes constructions ont été digérées par une enzyme
de restriction appropriée. Les vecteurs de type mU6-pro-GSK3 ont été digérés dans un
tampon NEB 2 (NaCl 50 mM ; Tris-HCI 10 mM ; MgCl, 10 mM ; DTT1mM ; pH=7,9 a
25°C ; New England Biolabs) en présence de BSA et par I’enzyme de restriction Xmnl

clivant dans le gene de résistance a I’ampicilline (Tableau 47).

Le vecteur pEGFP-N1, quant a lui, a été digéré dans un tampon NEB 4 (Tris-acétate
20 mM; Acétate de potassium 50 mM ; Acétate de magnésium 10 mM ; DTT 1mM;
pH =7,9 a 25°C ; New England Biolabs) en présence de BSA et par I’enzyme de restriction

ApaLl clivant au niveau de I’origine de réplication bactérienne (Tableau 47).

Les gels d’agarose contenant du BET ont permis de vérifier 1’efficacit¢ de la
restriction enzymatique. Les photographies ont été realisées par la G-box (Syngene) a 1’aide

du logiciel GeneSnap (Syngene ; Figure 48).

4,7 kb
4,4 kb

Figure 48. Photographie, sous lumiére UV, du gel d’agarose aprés migration des 3 vecteurs
mU6-pro-GSK3 et du vecteur pEGFP-N1. C: vecteur sous sa forme circulaire. D1 : vecteur
aprés digestion par I’enzyme de restriction Xmnl (pour les vecteurs mU6-pro-GSK3) ou ApalLl
(pour le vecteur pEGFP-N1) (ler échantillon). D2 : vecteur aprés digestion par ’enzyme de
restriction Xmnl (pour les vecteurs mU6-pro-GSK3) ou ApaLl (pour le vecteur pEGFP-N1) (2eme
échantillon).
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E. EXTRACTION ET PRECIPITATION DES ADN PLASMIDIQUES
LINEARISES

L’extraction des ADN plasmidique a été réalisée par la méthode d’extraction au

phenol-chloroforme.

Aprés la restriction enzymatique, 200 puL de phénol saturé en Tris ont été ajoutés a
200 uL du mix de restriction enzymatique. Apres homogénéisation vigoureuse, une
centrifugation & 14 000 g pendant 3 min a été réalisée, puis la phase supérieure a éte
prélevée et ajoutée a 200 uL de chloroforme. Cette étape a été répétée 1 fois. 20 pL
d’acétate de sodium 3 M, pH =52 ont été ajoutés a la phase supérieure ainsi que
2,5 volumes d’éthanol absolu (500 pL). Apres homogénéisation, I’ensemble a été placé a
-20°C pendant 30 min. Une centrifugation a 15 000 g a été réalisée pendant 10 min. Le culot
d’ADN a été repris dans 500 puL d’éthanol & 70 %, puis une nouvelle centrifugation a
15000 g a été réalisée pendant 10 min. Le culot a été séché pendant 15 min, puis dissous
dans 200 pL de PBS stérile.

1 VECTEURS PCDNA3-V5-GSK3B

Les vecteurs pcDNA3-V5-GSK3p linéarisés et dilués dans du PBS ont ensuite eté
conservés a -20°C.

2 VECTEURS MUG6-PRO-GSK3p ET DE CO-TRANSFECTION

Afin de procéder aux transfections selon les recommandations du fournisseur
(Invitrogen) avec des rapports ADN : Lipofectamine 2000 convenables (1 pg d’ADN pour
2,5 UL de Lipofectamine 2000), nous avons mixe chacun des vecteurs mU6-pro-GSK3p
avec une faible fraction de vecteurs pEGFP-N1 linéarisé. Les rapports entre vecteurs
pPEGFP-N1 et vecteurs mU6-pro-GSK3p étaient de 1 pour 10 (considérant que nous avions
1 copie de vecteur pEGFP-N1 pour 10 copies de vecteurs mU6-pro-GSK3p). Comme
plusieurs copies de vecteurs peuvent s’intégrer au génome d’une cellule, ce rapport des
vecteurs nous a permis de limiter statistiguement le nombre de faux positifs, a savoir les
cellules qui n’ont incorporé que le vecteur pEGFP-N1. Ces mix de transfection ont ensuite

été conservés a -20°C.
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F. TRANSFECTIONS STABLES ET TRANSITOIRES DES LIGNEES
DE NEUROBLASTOME

Lorsque les cellules de neuroblastome de rat B104 ou humain SH-SY5Y atteignaient
80 a 90 % de confluence, la transfection par des vecteurs linéaires a été réalisée. Un premier
mix de transfection, nommé « A », a été réalisé en mélangeant 4 ug de vecteur linéarisé avec
80 pL de milieu de culture (DMEM/F12 ou RPMI 1640). Le second mix de transfection,
nomme « B » a été réalisé en mélangeant 10 uL de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) avec
80 pL de milieu de culture. Les mélanges de transfection « A » et « B » ont été incubés
pendant 5 minutes a température ambiante. Le mélange « B » a été ajouté au mélange « A »,
puis incubé pendant 20 minutes a tempeérature ambiante. Parallelement, les cellules de
neuroblastome ont été lavées 2 fois par du PBS-Glucose, 800 pL de milieu de culture ont été
ensuite ajouté dans chacun des puits. Le mélange de transfection « A + B » a été placé dans
les boites de 35 mm contenant les cellules a transfecter et incubé pendant 24 h dans une

atmosphére a 37°C contenant 5 % de CO..

Apres 24 h d’incubation, les cellules ont été lavées par 2 lavages successifs au PBS,
puis remises dans leur milieu de culture originel complémenté en glucose 18 mM et
SVF 10 %. Au milieu de culture a été ajouté 1g.L™" de Généticine/G418, antibiotique
permettant de sélectionner positivement les cellules ayant intégré les vecteurs linéaires.
Cette dose létale aprés 7 jours de traitement par la G418 avait été préalablement déterminée
sur des cellules saines. Pendant 10 jours, le milieu de culture a été remplacé chaque jour par
du milieu frais contenant 1 g.L™* de G418 afin d’éliminer les cellules non transfectées. Aprés
ces 10 jours de sélection, des populations polyclonales pour le vecteur considéré ont été
obtenues. Ces expérimentations ont été répetees pour chacun des types de vecteurs
pcDNA3-V5-GSK3p et les mix des vecteurs mU6-pro-GSK3p (contenant une fraction de
vecteurs pEGFP-N1 : 1/10).

Les transfections cellulaires transitoires ont éte réalisées selon le méme protocole aux

différences pres que :

- les vecteurs utilisés étaient circulaires (et non linéarisés) ;

- la sélection par le G418 n’a été réalisée que partiellement (pendant 3 jours).

Les extraits ont ensuite été analysés par western-blot.
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G. LIGNEES MONOCLONALES STABLES

Les différents types de T R T T T T B ™

lignées  cellulaires  adhérentes OO L)L

7 yoe - B 50 25 13 6 ) 3 2 1 0 0 0 0 0
générées, sur-exprimant et

invalidant la GSK3p, ont été soumis —ip—p——
a ce protocole. Les cellules d’une
population polyclonale ont été r @& () )0 )0 )0 )0 )(o)( o

rincées par du PBS-glucose stérile ¢ @ )\ ) ) )L

H 1 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0 0

pendant 5 minutes. Aprés avoir 6té
. Figure 49. Schéma théorique de la dilution limite effectuée
le  PBS-glucose, la  trypsine  dans une plaque 96 puits. Initialement, une centaine de
s s g cellules sont déposées dans le puit numéroté Al puis de
0,05 %-EDTA a été ajoutée pendant gauche a droite et de haut en bas, des dilutions de coefficient 2
10 minutes a 37°C. L’action de la ont été appliquées. Chacun des puits est symbolisé par un
) cercle de couleur, les chiffres figurés indiquent le nombre
trypsine 0,05 %-EDTA a ét¢ theorique de cellules devant étre presentes dans ce puit. En
rouge, les populations polyclonales, en bleu, les populations

bloquée par 4% de SVF. Les théoriques monoclonales, en vert les puits vides de cellules.

cellules ont été récoltées, puis centrifugées a 400 g pendant 10 minutes. Le culot cellulaire a
été repris dans du milieu de culture approprié complémenté en glucose 18 mM, en
SVF 10 % et en 1 g.L™* de G418. Aprés comptage & la cellule de Malassez, les cellules ont
été ensemencées par dilution limite dans des plaques composées de 96 puits (Figure 49),
puis placées dans une atmosphére a 37°C contenant 5 % de CO,. Chaque semaine, le milieu

de culture a été remplacé par du milieu frais contenant 1 g.L™ de G418.

Lorsqu’une population monoclonale a été obtenue, I’expansion de cette colonie
cellulaire a été réalisée par des passages successifs dans des supports de culture ayant une
surface d’adhésion croissante. La caractérisation de ces populations dites monoclonales a

ensuite eté realisee par western-blots.
IV. TRAITEMENTS PHARMACOLOGIQUES

Les inhibiteurs pharmacologiques de kinases utilisés ont été le chlorure de lithium
(Sigma-Aldrich), le 6-B1O (Alexis Biochemicals), le 6-BIBEO
(6-bromoindirubin-3’-(2-bromoéthyl)-oxime), le 6-BIDECO
(6-bromoindirubin-3’-[O-(N,N-diéthylcarbamyl)-oxime), le 6-BIMYEO (hydrochlorure de
6-bromoindirubin-3'-[O-(2-morpholin-1-yléthyl)-oxime]), la (R)-roscovitine, le (R)-CR8 et

125



I’harmine (fournis par le Docteur L. Meijer). Les inhibiteurs pharmacologiques de

phosphatases utilisés ont été 1’acide okadaique (Fluka) et le FK506/tacrolimus.

V. WESTERN-BLOTTING

A. EXTRACTION PROTEIQUE

Apres le traitement pharmacologique, les cellules placées dans les boites de 35 mm
ont été lavées par du PBS froid. Puis 150 pL de tampon de lyse modifié de Laemmli
(Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) 2% (Sigma), Glycérol 10% (Euromedex), Trizma base
(pH =6,8) 60 mM, Eau distillée) ont été ajoutés par boite. Les échantillons lysés ont été
récupérés par « scrapping », puis soniqués pendant 20 pulsations de 6 secondes chacune
avec un maximum d’amplitude a 40 Watts. Les échantillons ont été ensuite centrifugés a
12 000 g a 20°C pendant 15 minutes. Le surnageant de chaque échantillon a été récupéré

afin d’étre dosé.

B. DOSAGE ET DENATURATION PROTEIQUES

Le dosage protéique a été réalisé par le kit « D¢ Protein Assay (BioRad) » selon les
recommandations du fournisseur sur les échantillons préalablement récupérés et par analogie
a une gamme de BSA dont les concentrations étaient connues (0 ; 250 ; 500 ; 750 ; 1000 ;
1500 et 2000 ug.mL™). La DO a été mesurée au pic d’absorbance des protéines. Lorsque le
dosage protéique a été réalisé, du DTT 0,1 M (1,4-DiThioéryThritol ; Sigma-Aldrich) et du
Bleu de Bromophénol 0,01 % (Sigma) ont été ajoutés aux échantillons. Ensuite, la
dénaturation a éte effectuée pendant 10 min a 90°C. Les échantillons ont été conservés a 4°C

en attendant d’étre utilisés pour les électrophoréses protéiques sur gel de polyacrylamide.

C. ELECTROPHORESE PROTEIQUE SUR GEL DE
POLYACRYLAMIDE

La détermination du pourcentage du gel de séparation a été réalisée en fonction du

poids moléculaire apparent de la proteine recherchée (Tableau 48).

Aprés polymeérisation des gels de séparation (Tableau 49), un gel de concentration a
4 % a été réalisé afin de permettre aux échantillons protéiques d’entrer simultanément dans

le gel de séparation. L’électrophorése protéique (réalisée dans la cuve Mini PROTEAN
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Tetra Cell, Bio-Rad) a eté effectuée a

Poids moléculaire Pourcentage
voltage constant (150 V; PowerPac de la protéine recherchée d’acryli[lmlde du
0,9) gel de séparation
Basic, Bio-Rad) et jusqu’a la limite
o o X < 25 kDa 15 %
inférieure du gel de séparation dans un 25 kDa< X < 50 kDa 12 %
) X . 50 kDa< X < 70 kDa 10 %
tampon d’électrophorése (Trizma base
P P ( X > 70 kDa 8%

25 mM ; Glycine 192 mM ; SDS 0,1 % ; Tableau 48. Pourcentage du gel de séparation en
fonction _du _poids moléculaire _de la protéine

pH = 8,3). recherchée.
Pourcentages
d’acrylamide 15% 12% 10% 8% 4%
du gel
Eau distillée 1,2 1,7 2,0 2,3 3,4
Acrylamide 2,5 2,0 1,7 1,3 0,85
30%
Trizma base 1,3 1,3 1,3 1,3 0,65
15M
(pH = 8,8)
SDS 10% 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
APS 10% 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
TEMED 0,002 0,002 0,002 0,003 0,004

Tableau 49. Composition des gels de polycarylamide. Acrylamide 30 % : Acrylamide 4,11 M (Aldrich),
N,N’-méthylénebisacrylamide 0,09 M (Aldrich); APS : Ammonium Per Sulfate (Sigma); TEMED :
N,N,N’,N’-tétraméthyléthylénediamine (Sigma). Les chiffres sont donnés en millilitres.

D. TRANSFERT PROTEIQUE SEMI-SEC SUR MEMBRANE DE
POLYFLUORURE DE VINYLIDENE

Apres séparation par électrophorese, les membranes de polyfluorure de vinylidéne
(PVDF) avec des pores de 0,45 um (Millipore) ont été régénérés dans du méthanol pur
pendant 1 minute. Ensuite, pendant 15 minutes, les membranes de PVDF, 6 feuilles de
papier chromatographique Whatman (3MM Chr, Whatman) par membrane de PVDF a
transférer ainsi que les gels de polyacrylamide ont éte équilibrés dans du tampon de transfert
(Trizma base 48 mM ; Glycine 38,6 mM ; Méthanol 20 %). Un transfert semi-sec a été
réalisé en plagant, respectivement dans 1’appareil de transfert (Trans-blot SD, Semi-Dry
Transfer Cell, Bio-Rad) 3 feuilles de papier Whatman, 1 membrane de PVDF, 1 gel de
polyacrylamide et 3 feuilles de papier Whatman. Le transfert a été réalisé a 14 V et a voltage

constant (PowerPac HC) pendant 120 minutes.

Apres le transfert protéique, les membranes ont été placées dans du rouge Ponceau
(Ponceau S 0,1 % (Sigma), Acide acétique 5 % (Sigma)) afin de vérifier qualitativement
I’efficacité du transfert protéique. Les membranes ont ensuite été lavées par 2 bains rapides

au méthanol pur et 2bains a I’eau distillée et au TBS (Tris Buffered Saline :

127




Trizma base 20 mM ; Chlorure de sodium 137 mM (Sigma); Acide hydrochlorique
3,8 mM (Sigma) ; pH =7,6).

E. SATURATION DES SITES ANTIGENIQUES ASPECIFIQUES ET
IMMUNOMARQUAGE

La saturation des sites antigéniques aspécifiques des membranes PVDF a été réalisée
par un bain dans du lait écremé a 4 % (Régilait, Carrefour) pendant 1 h. Aprés un lavage
rapide au TBS, I’incubation de I’anticorps primaire (Tableau 50) a été effectuée durant la

nuit a température ambiante.

Apres 1 ringage au TBS pH = 7,6, I’anticorps secondaire couplé a la HRP (HRP :
« Horse Radish Peroxidase »), choisi en fonction de I’anticorps primaire (Tableau 51), a été

incubé pendant 1 h a température ambiante.

Anticorps primaire Fournisseur Facteur de Hote
dilution

AT-8 (pS202 et pT205) Innogenetics (BR3-3) 2000 Souris
Tau-1 (S198, S199 et S202) Cedarlane (CLT9007) 1000 Souris
12E8 (pS262 et pS356) Fourni par le Pr Seubert 5000 Souris
T212 (pT212) Abcam (ab4842) 2000 Lapin
AT-180 (pT231 et pS235) Innogenetics (BR-07) 1000 Souris
Tau-46 / Tau-G (tau totale) Sigma (T9450-200UL) 2000 Souris
Tau-5 (tau totale) Cedarlane (10R-T101ax) 2000 Souris
GSK3p pS9 Cell Signaling (#9323) 1000 Lapin
GSK3p totale Cell Signaling (#9315) 1000 Lapin
Caspase-3 clivée (D175) Cell Signaling (#9664) 2000 Lapin
PARP clivée (D214) BD Pharmingen (51-9000017) 1000 Souris
PARP (Ab-2) Calbiochem (D10133-1) 1000 Souris
PARP Cell Signaling (#9532) 1000 Lapin
PARP clivée (D214) Abcam (ab32064-100) 1000 Lapin
Actine Cell Signaling (#4967) 10000 Lapin
GAPDH Santa Cruz (sc-25778) 1000 Lapin

Tableau 50. Tableau des anticorps primaires utilisés pour le western-blotting. Entre parenthéses, sont
précisés les sites de phosphorylations (pS, pT) reconnus sur la protéine tau par les anticorps AT-8, 12E8, T212,
AT-180 et non phosphorylé (-) pour ’anticorps Tau-1. La phosphorylation sur la S9 de la GSK3p (pS9) a
également été recherchée.

Anticorps secondaire Fournisseur Facteur de
dilution
HRP BioRad (170-6516) 2000 Chevre
anti-anticorps de souris
HRP BioRad (170-6515) 2000 Chevre
anti-anticorps de lapin

Tableau 51. Tableau des anticorps secondaires utilisés pour le western-blotting.
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F. IMMUNODETECTION

Apres 3 ringages au TBS, la membrane a été révélée en présence du réactif Luminol
(SantaCruz). La détection des bandes a été réalisée a I’aide de la G-box (Syngene) et
I’acquisition des images a ¢été effectuée a 1’aide du logiciel GeneSnap (Syngene). La densité
de bande a été quantifiée par le logiciel GeneTools (Syngene). Les résultats ont ensuite été
normalisés par Microsoft Office Excel 2007. L’intensit¢ de I’immunomarquage de
phosphoTau a été normalisée par rapport a ’'immunomarquage de tau totale (la protéine tau
détectée indépendamment de son état de phosphorylation). Les niveaux de la protéine tau

totale ont été normalisés par rapport au controle de charge protéique, 1’actine ou la GAPDH.
VI. IMMUNOFLUORESCENCE

Aprés le traitement pharmacologique, les cellules placées dans des puits de plaque

24 puits ont été lavées par du PBS froid, puis fixées par de la paraformaldhéhyde a 4 %

(Sigma) diluée dans du PBS pendant 20 minutes a température ambiante.

Anticorps primaire Fournisseur Facteur de
dilution

AT-8 (pS202 et pT205) Innogenetics (BR3-3) 2000 Souris
12E8 (pS262 et pS356) Fourni par le Pr Seubert 5000 Souris
AD-2 (pS396 et pS404) BioRad 5000 Souris
Tau-46 (totale tau) Sigma (T9450-200UL) 1000 Souris
Tau-5 (totale tau) Cedarlane (10R-T101ax) 1000 Souris
GSK3p pS9 Cell Signaling (#9323) 1000 Lapin
GSK3p totale Cell Signaling (#9315) 1000 Lapin
Caspase-3 clivée (D175) Cell Signaling (#9664) 2000 Lapin
PARP clivée (D214) BD Pharmingen (51-9000017) 1000 Souris

Tableau 52. Tableau des anticorps primaires utilisés en immunofluorescence. Entre parenthéses sont
précisés les sites de phosphorylations (pS, pT) reconnus sur la protéine tau par les anticorps AT-8, 12ES8,
AD-2. La phosphorylation sur la S9 de la GSK3p (pS9) a également été recherchée.

Apres 3 ringages au PBS, les cellules ont été permeéabilisées par du Triton X-100 a

0,1 % (Sigma) pendant 15 minutes. La saturation des sites aspécifiques a été réalisée par
10% de sérum de chévre (Biowest) pendant 1 h. La solution de saturation a ensuite été
remplacée par celle qui contient les anticorps primaires dilués dans du PBS (Tableau 52)
selon les recommandations des fournisseurs et spécifiquement dirigés contre les protéines
recherchées. Apres 3 lavages successifs dans du PBS, les anticorps secondaires (Tableau 53)
et spécifiquement dirigés contre les anticorps primaires ont été incubés pendant 1 h. Apres
1 lavage au TBS, une contre-coloration du noyau par le DAPI 0,001 % (Sigma) a été
réalisée pendant 3 minutes. Aprés 3 lavages de 5 minutes, les lamelles ont été montées sur
lames par du mowiol (Aldrich). Les lamelles ont été observées au microscope a
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épifluorecence et I’acquisition des images a été effectuée a 1’aide du logiciel VisioLab

(Biocom). Les lames ont été conservées a 4°C pour des observations ultérieures.

Anticorps primaire Fournisseur Facteur de
dilution
AlexaFluor® 488 Invitrogen (A11001) 1000 Chévre
anti-Anticorps de souris
AlexaFluor® 594 Invitrogen (A11012) 1000 Chévre

anti-Anticorps de lapin
Tableau 53. Tableau des anticorps secondaires utilisés en immunofluorescence.

VII. SOURIS INVALIDEES POUR TAU

A. PRODUCTION DES SOURIS

Durant cette thése, et dans le cadre d’une collaboration avec le Pr A. Harada, nous
avons importé au sein du laboratoire 3 couples d’un modé¢le de souris C57B16 hétérozygotes

pour tau. Chez ces souris, I’inactivation du gene tau est générée en remplacant le premier

exon codant de la protéine tau par

une cassette de néomycine. La

Male hétérozygote Femelle sauvage

convention utilisée dans cette thése S Taus- T
sera: Tau+/- (Tau+ : présence de la m

F1

protéine Tau sur un allele du géne ;

Tau+/+; Tau+/-

Tau- : présence de la néomycine, et

Sélection des souris Tau*/- par génotypage

donc absence d’une protéine tau

fonctionnelle sur un alléle du géne). G ‘ S I ‘

2 Taut/- 2 Tau+/- 5
Afin de générer des souris S &
réaliser des cultures d’embryons de souris
Tau-/-, les souris males et femelles " ‘ g

Tau+/-

e - Tau-/-

Tau+/- ont ét¢ mises en B
Tau+/-
Tau-/-

accouplement. Apres 3 semaines de

Sélection des souris Tau-/- par génotypage

gestation, les 3 femelles

hétérozygotes dont nous disposions F2xF2 ﬂ X ‘
sont décédées. Nous avons donc du 2 Tau- ¢ Tau-
faire des accouplements en utilisant a—

d’une part, les males hétérozygotes e &

Tau+/- dont nous disposions, et e =

Figure 50. Accouplements des souris en fonction de la
d’autre part, des femelles sauvages. présence ou non de protéines tau.
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Cet évenement nous a contraints a prendre du retard sur les échéances que nous nous étions

fixées pour obtenir des résultats significatifs.

A partir de ces souris, nous avons successivement obtenu des générations F1, F2 afin
d’obtenir des embryons Tau-/- a la génération F3. Pour tenter de combler une partie du
retard que nous avions pris, nous avons choisi de prélever trois souris gestantes (sur une

dizaine) et de réaliser des cultures corticales pour chaque embryon (Figure 50).

B. GENOTYPAGE DES SOURIS INVALIDEES POUR TAU

Pour réaliser le génotypage des souris, nous avons choisi une méthode permettant de
prélever une petite portion de queue afin d’extraire I’ADN de la souris. Ces portions de

queue de souris peuvent étre conservés a 4°C dans de 1’éthanol a 70 %.

1. EXTRACTION D’ADN

Les experimentations suivantes ont été réalisees en conditions non stériles mais avec

du matériel stérilisé.

Les portions de queues de souris prélevées ont €té mises a incuber une nuit
(minimum 6 & 8 h) & 56°C dans 500 pL du tampon d’extraction d’ADN (NaCl 200 mM ;
Tris 100 mM, pH =8,5; EDTA 5mM) complémenté en SDS 0,2% et en protéinase K a
400 ug.mL™ de. Une centrifugation & 14 000 rpm pendant 5 min a été réalisée, puis le
surnageant a été récupéré. Un volume (500 pL) d’éthanol absolu a été ajouté au surnageant
afin de précipiter ’ADN. Le tube a ensuite été homogénéisé par 2 ou 3 retournements
successifs. L’ADN (sous forme de pelote) a été récupéré et rincé par immersion dans
I’éthanol a 70 %. La pelote a ensuite été placée dans 200 puL de TE. Les tubes contenant les
ADN ont ensuite été placé a 56°C pendant 4 h. La conservation des ADN a été réalisée
a4°C.

2 REACTION EN CHAINE PAR POLYMERASE : PCR

Nous avons ensuite amplifié les fragments de génes tau ou néomycine pour

distinguer la fonctionnalité ou non de la protéine tau dans le phénotype de ces souris.

Pour chaque ADN extrait d’une portion de queue de souris, nous avons préparé
50 pL d’un « mix de PCR » (40,8 uL d’H,O dépourvue de DNAse ; 5 pL de Tampon 10X ;
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1 uL de dNTP ; 1 uL de chacun des primers ; 0,2 uL de Taqg polymérase). Une fois le mix
préparé, 1 uL de I’ADN de queue de souris a été ajouté. Les mix ont été homogéneisés puis
les programmes de PCR appliqués ont éte référencés dans le Tableau 54.

Températures - Temps

Nombre de cycles Etapes Tau Néomycine
1 Activation de I’enzyme 94°C — 2 min 94°C — 5 min
Dénaturation 94°C—-30s 94°C—-30s
40/35 Hybridation 60°C —30 s 60°C -30's
Elongation 72°C—-30s 72°C—-30s
1 Terminaison 72°C -5 min 72°C -5 min
1 Fin 4°C - o0 4°C - o0

Tableau 54. Cycles de PCR pour Pamplification des génes tau et néomycine. Tempeératures, temps et
nombres des différents cycles de PCR pour les amorces tau et néomycine.

Les produits de PCR ont été conservés a
4°C, puis ils ont été migrés en présence de
tampon de charge dans des gels d’agarose a
1,2 % contenant du BET. Les photographies ont

579 pb
éte réalisées par la G-box (Syngene) a 1’aide du

logiciel GeneSnap (Syngene) (Figure 51).
124 pb
Aprés lecture du gel d’agarose, les

souris ont été réparties en fonction de leur fond
Figure 51. Photographie, sous lumiére UV, du
gel d’agarose aprés migration de 3 extraits de
PCR de souche de souris A, B et C invalidée
ou non pour tau. La bande a 579 pb correspond
invalidées pour tau. Sur la photographie de gel — au géne codant pour la protéine tau ayant insérée
une cassette de neomycine (alléle tau KO). La
d’agarose présentée (Figure 51), les génotypes  bande a 124 pb correspond au géne codant pour
la protéine tau native (allele sauvage).

génétique afin de séparer ces derniers et de

réaliser des cultures corticales de souris

des souris A, B et C sont respectivement Tau-/-,

Tau+/+ et Tau+/-.
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RESULTATS
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1°™ partie

I. LA REGULATION DES NIVEAUX DE TAU DANS LES CULTURES
CORTICALES PRIMAIRES DE RATS EMBRYONNAIRES EST
DEPENDANTE DE LA GSK3B

Les données expérimentales obtenues dans cette partie ont fait 1’objet d’un article
(voir annexe) paru dans «Brain Research », intitulé: «Inhibition of GSK3p
downregulates total tau proteins in cultured neurons and its reversal by the blockade
of protein phosphatase-2A » (Brain Res. 2009 Feb 3;1252:66-75) (Martin et al., 2009).

Dans cette partie, seuls les résultats obtenus avec I’approche pharmacologique ont
¢été publiés. Les données établies par 1’approche moléculaire n’ont pas été publiées mais

elles ont confirmé les résultats obtenus par I’approche pharmacologique.
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Comme le lithium est un inhibiteur faible de la GSK3p (CI50 = 2mM) (Klein and
Melton, 1996) et qu’il agit sur plusieurs voies de signalisation cellulaire, la diminution des
ARNmM de tau observée préalablement au laboratoire ne peut étre attribuée avec certitude a
I’inhibition de la GSK3p par le lithium (Rametti et al., 2008). Pour répondre au premier
objectif : « La GSK3p est-elle impliquée dans la modulation des niveaux de tau ? », nous
avons utilisé le 6-BIO, un inhibiteur puissant et sélectif de la GSK3p (CI50 = 1,5 uM)
(Meijer et al., 2003) dans des cultures de neurones corticaux d’embryons de rat agés de
17,5 jours. Afin de montrer I’implication préférentielle de la GSK3p dans la régulation du

niveau de tau, nous avons inhibé la CDKS5 une autre kinase de tau par la (R)-roscovitine.

A. LE LITHIUM ET LE 6-BIO DIMINUENT DE FAGCON
DOSE-DEPENDANTE LE NIVEAU DE PROTEINES TAU TOTALES

L efficacité du lithium et du 6-BlO dans I’inhibition de la GSK3p a été vérifiée par
I’analyse, par western-blots de la phosphorylation de tau sur plusieurs sites (connus pour
étre phosphorylés par la GSK3p ; Figure 52A). 1l s’agit des sites reconnus par 1’anticorps
Tau-1 (S195, S198, S199 et S202 lorsqu’elles ne sont pas phosphorylées), le site reconnu
par ’anticoprs AT-8 (5202 et T205 lorsqu’elles sont phosphorylées) et ceux reconnus par
I’anticorps 12E8 (S262 et, dans une moindre mesure, S356 lorsqu’elles sont phosphorylées).
Les western-blots réalisés avec ces anticorps montrent que 1’exposition des cultures de
neurones corticaux au lithium (chlorure de lithium; 1,25-7,5mM, 8h) ou au 6-BIO
(2,5-10 uM, 8 h) entraine une diminution dose-dépendante des immunoréactivités des
anticorps anti-phospho-tau AT-8 et 12E8. Inversement, les niveaux de tau détectés par
I’anticorps Tau-1 étaient augmentées (Figure 52A). Ces données indiquent que le lithium et
le 6-BIO aux concentrations que nous avons utilisées inhibent la GSK3p. L’étude
morphologique et I’analyse de la caspase-3 clivée, comme indicateurs d’apoptose neuronale,
montrent que, dans nos conditions expérimentales, le lithium (1,25-7,5 mM, 8 h) et le 6-BIO
(1,25 - 10 uM, 8 h) n’induisent pas de maniere significative la mort neuronale (Figure 53).
Pour détecter la protéine tau totale, les immunoblots ont été effectués a 1’aide des anticorps
qui détectent tau indépendamment de son état de phosphorylation (tau global) : Tau-5 et
Tau-G. L’anticorps Tau-G est développé chez le lapin immunisé par de la protéine tau

entiére de bovin. Tau-5 détecte la protéine tau dans sa partie moyenne (résidus 210 - 230).
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Figure 52. Le lithium et le 6-BI1O diminuent de facon dose-dépendante la phosphorylation ainsi que les
niveaux totaux de la protéine tau. (A) Détection de tau par les anticorps reconnaissant tau phosphorylée (P+),
non phosphorylée (P-) et totale (P+/-) par western-blots dans des cultures exposées au lithium (LiClI) (& gauche,
colonne de gauche) ou au 6-BIO (& gauche, colonne de droite). (B) et (C) Analyse semi-quantitative des
immunoréactivités de la protéine tau totale dans les cultures exposées pendant 8 h au LiCl (B) ou au
6-BIO (C). Les niveaux de la protéine tau totale (P+/P-) ont été déterminés par les anticorps Tau-5 et Tau-G.
Les immunoréactivités de tau phosphorylée ou non phosphorylée ont été détectées par les anticorps Tau-1
(S195, S198, S199 et S202 non phosphorylées), AT-8 (S202 et T205 phosphorylées) et 12E8 (S262 et, dans
une moindre mesure, S356 phosphorylées). Les immunoréactivités de tau totale ont été normalisées par rapport
aux immunoréactivités de 1’actine **p<0,01 et ***p<0,001 par comparaison aux controles.

L’analyse semi-quantitative des immunoréactivités de la protéine tau totale
normalisées par rapport a I’actine montrent que 1’exposition au lithium ou au 6-BlO diminue
de fagcon dose-dépendante les niveaux de la protéine tau totale (phosphorylée et non
phosphorylée). Les immunoréactivités relatives que nous avons obtenues pour la protéine
tau avec Tau-5 étaient de 73,6 £ 4,9 %, 56,0 + 2,5 %, 54,2 =+ 7,8 % (p<0,001 par rapport aux
contréles) et de 50,6 £ 7,7 % respectivement dans les cultures exposés a 1,25; 2,5; 5 et
7,5 mM de lithium (Figure 52A et B). Les immunoréactivités relatives détectées par Tau-G
étaient 62,7 +4,1 %, 61,8 +2,0%, 61,6 £5,6 % (p<0,001 par rapport aux contrdles) et

50,4 £ 3,9 % respectivement dans les cultures exposées a 1,25 ; 2,5; 5 et 7,5 mM de lithium
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(Figure 52A et B).
immunoréactivités détectées
par  Tau-5 de
69,9 £ 2,8 %, 58,6 + 5,6 %, et

Les

étaient

46,8+6,4% (p<0,001 par
rapport aux cultures
controles), respectivement

dans les cultures exposees a
2,5, 5 et 10uM de 6-BIO.
Des résultats similaires ont

été obtenus avec I'anticorps
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Figure 53. Le lithium et le 6-BIO n’induisent pas d’apoptose

neuronale dans nos conditions expérimentales. (A) et (B) Détection
par western-blots de la caspase-3 clivée, utilisée comme indicateur
d’apoptose neuronale, dans les cultures corticales exposées au
lithium (A) ou au 6-BIO (B), pendant 8 h. 0,5 UM de staurosporine
(Stau 0,5 uM, 24 h) a été utilisée comme contrble positif de détection
de la caspase-3 clivée.

anti-phospho-tau-indépendant Tau-G (Figure 52A et C).

B. LE LITHIUM INHIBE DE FACON DOSE-DEPENDANTE L’ACTIVITE
DE LA GSK3B VIA LA PHOSPHORYLATION EN S9

Afin de vérifier que le
lithium inhibait 1’activité de la
GSK3p sans pour autant altérer
les niveaux totaux de la
protéine GSK3f, nous avons
analysé I’effet du lithium sur la
GSK3p totale et la GSK3p

phosphorylée en S9 (forme

inactive de la  GSK3p).
L’analyse par western-blot des
niveaux de GSK3p totale

(phosphorylée et non

phosphorylée) normalisées par
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Figure 54. Le lithium augmente de facon dose-dépendante la
phosphorylation de GSK3B en S9. (A) Western-blots de GSK3p
phosphorylée en S9, de GSK3p totale pour des cultures corticales
exposées au lithium pendant 8 h. (B) Analyses semi-quantitatives de
la GSK3p totale normalisée par rapport a I’actine et de GSK3p
phosphorylée en S9 normalisée par rapport a la GSK3p totale.
NS :non significatif ; **p<0,01 et ***p<0,001 par rapport aux
controles.

rapport a I’actine montre que I’exposition des cultures corticales au lithium (1,25 - 7,5 mM,
8 h) ne modifie pas significativement les niveaux de la protéine GSK3p totale (Figure 54A
et B). Toutefois, le lithium (1,25 - 7,5 mM, 8 h) induit et ceci, de fagon dose-dépendante,
une augmentation de la phosphorylation du résidu S9 de la GSK3p. Les niveaux de
phospho-S9-GSK3B  normalisés GSK3p totale étaient de

par rapport a la
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150,8 £ 4,0 % (p<0,01 par rapport aux témoins), 203,9 £+ 3,1 % (p<0,001), 264,4 + 5,2 % et
355,7 £ 7,3 %, respectivement dans les cultures exposées a 1,25; 2,5; 5 et 7,5 mM de

lithium (Figure 54B).

C. L’INHIBITION DE

LA CDK5

PAR LA (R)-ROSCOVITINE

DEPHOSPHORYLE TAU SANS AFFECTER LE NIVEAU TOTAL DE

PROTEINES TAU

CDKS5 est également impliquée dans 1I’hyperphosphorylation de tau (Baumann et al.,

1993, Flaherty et al., 2000). L’exposition de cultures corticales a la (R)-roscovitine
(1 - 10 uM, 24 h), un inhibiteur sélectif de la CDKS5, induit la déphosphorylation de tau aux

sites 12E8 et non Tau-1 (qui est déphosphorylé par le lithium et le 6-BIO) sans affecter le

niveau de protéines tau totale (Figure 55). Cependant, une diminution significative de tau a

été observee lorsque nous avons

appliqué 25 uM de
(R)-roscovitine  aux  cultures
corticales. L’analyse par

western-blots de la dégradation
de tau et du clivage de la
caspase-3 en utilisant,
respectivement, les anticorps
anti-tau déphosphorylée Tau-1
2004) et

anti-caspase-3 clivée montre une

(Rametti et al.,

diminution du niveau total de tau
pour 25 uM de (R)-roscovitine,
probablement due au caractére
toxique de la (R)-roscovitine a de
Ces
données indiquent que parmi les
GSK3p est

fortes concentrations.

kinases de tau,
preférentiellement impliquée
dans la régulation des niveaux

protéiques de tau.
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Figure 55. L’inhibition de la CDKS5 par la (R)-roscovitine
déphosphoryle tau sans affecter les niveaux protéiques de tau.
(A) Détection par western-blot de tau phosphorylée (P+) au site
12E8, de tau non phosphorylée (P-) au site Tau-1 et de la protéine
tau indépendamment de son état de phosphorylation (P+/-; tau
totale) dans les cultures corticales exposées a la (R)-roscovitine
(1 - 25 uM) pendant 24 h. La protéine tau totale a été détectée par
I’anticorps Tau-G et la caspase-3 clivée a été détectée avec
I’anticorps anti-caspase-3 clivée. (B) Analyse semi-quantitative
des immunoréactivités de tau totale normalisées par rapport a
I’actine. NS : non significatif, **p<0,01 par rapport aux contréles.
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[D. L’INHIBITION DE LA PP2A PAR L'OKA PREVIENT LA
DIMINUTION DE TAU INDUITE PAR LE LITHIUM

La GSK3p a été rapportée pour agir en aval de la PP2A (Lin et al., 2007), celle-ci
pouvant étre modulée a son tour par la PP2A (Tsuji et al., 2003). Afin de déterminer si la
PP2A est impliquée dans la diminution des niveaux de tau induite par le lithium, des
cultures corticales ont été exposées simultanément @ 5 mM de lithium en présence de
concentrations croissantes d’OKA (6,25 - 25 nM), I’inhibiteur sélectif de la PP2A lorsqu’il

est utilisé a des concentrations de I’ordre du nanomolaire.

L’analyse de la phosphorylation de tau par western-blot utilisant plusieurs anticorps
anti-phospho-tau (AT-8, 12E8 et Tau-1) montre que I’exposition de cultures de neurones a
I’OKA entraine une augmentation de la phosphorylation de tau sur tous les sites examinés
(Figure 56A). Une augmentation nette de la phosphorylation de tau (une diminution de
I’immunoréactivité détectée par Tau-1 et une augmentation des immunoréactivités détectées
par AT-8 et 12E8) ont été observées a partir de 6,25 nM d’OKA pour le site 12ES, et a
12,5nM d’OKA pour les sites AT-8 et Tau-1. Ces résultats suggerent une variabilité de
I’affinit¢ de la PP2A pour les différents sites de phosphorylation de tau. L’analyse
semi-quantitative de la protéine tau totale détectée par les anticorps Tau-5 et Tau-G montre
que la présence d’OKA seul augmente les niveaux protéiques de tau (Figure 56). De plus,
I’OKA a 12,5 nM et 25 nM inverse la diminution de tau induite par le lithium. Le lithium a
5mM de lithium induisent une diminution de tau totale de 100 % (contrGles ; valeur
arbitraire) a 54,2 + 7,8 % et a 61,6 + 5,6 % quand tau est détectée respectivement par Tau-5
et Tau-G. L’OKA, a 12,5nM et 25nM (des concentrations capables d’induire la
phosphorylation de tau), et pas a 6,25 nM, inversent la diminution de tau induite par 5 mM
de lithium. Les immunoréactivités de la protéine tau totale normalisées par rapport a ’actine
étaient de 66,0 +4,5% (avec Tau-5) et de 68,7 £ 4,6 % (avec Tau-G) dans les cultures
exposées a 5mM de lithium en présence de 12,5nM d’OKA respectivement. Les
immunoreéactivités de tau obtenues avec 5 mM de lithium en présence de 25 nM d’OKA
(p<0,001 par rapport a 5 mM de lithium) etaient proches de celles des cultures contrdles
(100 %). Sans surprise, 12,5nM et 25 nM d’OKA bloquent la déphosphorylation de tau
induite par le lithium aux sites AT-8, 12E8 et Tau-1 (Figure 56).

139



A LiCI5mM, 8h

S&e S &
P A O S & &V & o
L o N W L & O N W
FeF SIS
& O © 0 S T F & O
55kDa a— T | T Te———p—" =
| AT-8 (P+) | | AT-8 (P+) I B = Tau-G/Actine
Tau-5/Actine
55kDa —-.- -----‘ =
#
| 12884 ]| [ 12E8(P+) | - =2
o = s
-
55KDa fu — g - 4
E-E il
[ Tau1py) | Tau-1 (P-) S S
_— D 3
g3 1
CLTT-EE (R—— RS E&—
E
| Tau-G (P+/-) | | Tau-G (P+/-) |
T 1 ] O T 1
S&QsS
STLLY (p———— FF &Y
. -—.-’-I > v-N g
: & .& ©
| Tau-5 (P+/-) | [ Tau-5(P+) | LiCI5mM, 8h
40KD 2 | e v —— o

| Actine I | Actine |

Figure 56. L’inhibition de la PP2A par ’OKA blogue la diminution de tau induite par le lithium.
(A) Détection par western-blot de tau phosphorylée (P+), de tau non phosphorylée (P-) et de la protéine tau
totale indépendamment de son état de phosphorylation (P+/- ; tau totale) dans les cultures corticales exposées
pendant 8 h a I’'OKA seul (a gauche, colonne de gauche) et en présence ou non de 5 mM de lithium (& gauche,
colonne de droite). Les niveaux protéiques de tau ont été détectés par les anticorps Tau-5 et Tau-G. Les
niveaux de phosphorylation de tau ont été détectés par les anticorps AT-8 (P+), 12E8 (P+) et tau-1 (P-).
(B) Analyse semi-quantitative des immunoréactivités totales de tau normalisées par rapport a I’actine. NS : non
significatif, **p<0,01 et ***p<0,001 par rapport aux controles. “p<0,05, “*p<0,001 par rapport & 5 mM de
lithium.

E. L’INHIBITION DE LA PP2B PAR LE FK506 NE BLOQUE PAS LA
DIMINUTION DE TAU INDUITE PAR LE LITHIUM

Afin de determiner si la PP2A est préférentiellement impliquée dans la diminution de
tau induite par le lithium, nous avons testé les effets de I’inhibition d’une autre phosphatase
de type 2, la PP2B/Calcineurine fortement exprimée dans le SNC. Pour cela, les expositions
au lithium ont été réalisées en présence ou non de FK506 (2,5 - 5uM, 8 h), un inhibiteur
spécifique de la PP2B. Comme indiqué précédemment, 1’exposition a 5 mM de lithium

induit une diminution du niveau de tau totale détectée par les anticorps Tau-5 et

140



A LiCl15mM, 8h

S N
R
@ A '«.»g ¢ & (\?q °>§
L & & L & © ©
N S QO
N *{:’ ~&°-’ °° £ *‘9 ~l‘9
O LK & O vV K K
55kDa'— P — —_—
| ATs(Ppy) | | AT8(PH) | B
LLLALE R [ S m—— i Tau-G/Actine
L4 Tau-5/Actine

| 12e8(P+) | | 12E8(P+) | NS NS

-] NS ﬁ NS
2 100 1 —
55kDa | == e | | = i wn L
[ Tauapy [ | Tau-1(py) | ZE 60|
Q
.g g 40
55KD { gy P = &
Tau-G (P+/-) Tau-G (P+/-) = o ‘é* O ‘é ‘é ]
I | I | \{& R R 'é& E QR
s Vv & &£ NN $
0 o S 0 Y o S
55kDa - CSE VS E
1 — R —
& &
| Tau-5(P+-) | | Tau-5(P+-) | LiCI5mM, 8h
40kDa =

| Actne [ | Actine

Figure 57. L’inhibition de la PP2B par le FK506 ne blogue pas la diminution de tau induite par le
lithium. (A) Détection par western-blot de tau phosphorylée (P+), de tau non phosphorylée (P-) et de la
protéine tau totale indépendamment de son état de phosphorylation (P+/-) dans les cultures corticales
exposées pendant 8 h au FK506 seul (a gauche, colonne de gauche) et en présence ou non de 5 mM de
lithium (a gauche, colonne de droite). Les niveaux protéiques de tau ont été détectés par les anticorps Tau-5
et Tau-G et les niveaux de phosphorylation de tau ont été détectés par AT-8 (P+), 12E8 (P+) et Tau-1 (P-).
(B) Analyse semi-quantitative des immunoréactivités de tau totale normalisées par rapport a I’actine.
NS : non significatif, ***p<0,001 par rapport aux contrdles.

Tau-G (Figure 57A). Les immunoréactivités de tau normalisées par rapport a I’actine
représentaient 61,6 + 5,6 % des contréles (avec Tau-G) et 54,2 + 7,8 % (avec Tau-5) (Figure
57B). L’inhibition de la PP2B par le FK506 n’inverse pas la diminution de tau induite par le
lithium, mais semble au contraire potentialiser celle-ci. Les immunoréactivites de tau étaient
diminuées a 47,0 £ 3,9 % (avec Tau-G) et a 33,8 £ 6,8 % (avec Tau-5) (p<0,05) dans les
cultures exposés a 5 mM de lithium en présence de 5 uM de FK506. Cependant, nous avons

constaté a 1’aide des immunoblots réalisés avec les anticorps phospho-dépendants AT-8,
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12E8 et Tau-1 que le FK506 inversait la déphosphorylation de tau induite par le lithium
(Figure 57A). Comme attendu, I’exposition au FK506 seul augmente de facon
dose-dépendante la phosphorylation de tau (Figure 57A). Ces données indiquent que
I’inhibition de la PP2B par le FK506 prévient la déphosphorylation de tau sans inverser la

diminution de tau induite par le lithium.

F. L’INHIBITION MOLECULAIRE DE LA GSK3B PAR HSIRNA INDUIT
LA DIMINUTION DES NIVEAUX DE TAU

Suite aux résultats obtenus avec 1’approche pharmacologique et afin de confirmer
I’implication de la GSK3p dans la régulation de 1’expression de tau, nous avons testé
I’impact d’une sur-expression et d’une suppression de 1’activité GSK3p par des hsiRNA sur
des lignées de neuroblastomes de rat B104 et d’humain SH-SY5Y.

Aprés vérification par immunofluorescences et western-blots que les 2 lignées de

neuroblastomes considérées, exprimaient les protéines d’intérét GSK3p et tau (Figure 58),

A B104 SH-SYS5Y B

DAPI

GSK3p

Tau

Actine

Superposition

Figure 58. Vérification de la présence des protéines d’intérét GSK3B et tau dans les lignées de
neuroblastomes B104 et SH-SY5Y. (A) : Immunofluorescences des lignées de neuroblastome de rat B104
et humain SH-SY5Y. (B) : Western-blots réalisés a I’aide des anticorps anti-GSK3p, Tau-46 et anti-actine.
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nous avons développé des lignées dans lesquelles la GSK3f a été sur-exprimée ou invalidée
par hsiRNA. Bien que la protéine tau soit présente dans les 2 lignées cellulaires, nous avons
observé que I’immunoréactivité de tau dans la lignée B104 était détectée au niveau de

I’isoforme de tau de plus haut poids moléculaire (74 kDa).

Les vecteurs de type mU6-pro-GSK3p (voir materiel et méthodes) ont été construits
par homologie avec les séquences codantes pour la GSK3 du rat et de la souris. Nous avons
donc opté pour une transfection dans un neuroblastome de rat, le neuroblastome B104.
Apres avoir realisé des co-transfections stables a 1’aide du vecteur pEGFP-N1, nous avons
vérifié respectivement, par immunofluorescences (Figure 59) et western-blots (Figure 60), le
taux et I’efficacité des transfections. Apres sélection, les immunofluorescences montre une
efficacité de transfection de pres de 100 % pour chacune des populations polyclonales
transfectées par les vecteurs mU6-pro-GSK3p (Figure 59). Par western-blots et pour chaque
type de hsiRNA (hairpin 1 et 2, HP1 et HP2), nous avons sélectionné 5 populations
polyclonales (Figure 60A et B). La diminution du niveau global de GSK3[ par rapport aux
vecteurs contrdles mU6-pro était de 44, 63, 56, 62 et 87 % pour le vecteur
mU6-pro-GSK3BHP1 (Figure 60C), et de 82, 67, 75, 89 et 91 % pour le vecteur
mU6-pro-GSK3pHP2  (Figure 60D). Ces résultats montrent que le vecteur
mU6-pro-GSK3BHP2 est approximativement 20 % plus efficace que le vecteur
mUG6-pro-GSK3BHP1dans I’inhibition moléculaire de la GSK3p. Aucune détection de la
protéine tau a 1’aide de I’anticorps Tau-5 n’a été observée dans les populations transfectées

par les vecteurs mU6-pro-GSK3BHP1 et mU6-pro-GSK3BHP2 (Figure 60).

mU6-pro

Figure 59. Co-transfection des vecteurs mU6-pro-GSK3p et pEGFP-N1 dans la lignée de
neuroblastome B104.
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Comme les séquences protéines de la GSK3p de rat, de souris et humaine possedent
plus de 90 % d’homologie (les hsiRNA sont dirigés spécifiquement contre les ARNm codant
pour la protéine GSK3p de rat et de souris), nous avons transfecté de maniere transitoire les
vecteurs mU6-pro-GSK3p dans la lignée de neuroblastome humain SH-SY5Y. Nous avons
considérés une population contréle contenant le vecteur mU6-pro et 3 types de populations
polyclonales. L’une contenant le vecteur de type mU6-pro-GSK3BHP1, ’autre contenant le
vecteur mUG6-pro-GSK3BHP2 et une derniére contenant les deux types de vecteur
mU6-pro-GSK3BHP1 et mU6-pro-GSK3BHP2 afin d’identifier un éventuel effet synergique
des 2 types de hsiRNA. La quantification des immunoréactivités relatives des western-blots
réalisés a 1’aide des anticorps anti-GSK3f et Tau-46, normalisées par rapport & la GAPDH,
montre une réduction des niveaux de GSK3p de 24, 46 et 20 % pour les populations
transfectées respectivement avec les vecteurs mU6-pro-GSK3pHP1, mU6-pro-GSK3pHP2
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Figure 60. Taux d’efficacité de la réduction de la GSK3p aprés transfections par les vecteurs
mU6-pro-GSK3B dans la lignée de neuroblastome de rat B104. (A) et (B): Western-blots des
populations  polyclonales transfectées a laide des vecteurs mUB-pro-GSK3pBHP1 (A) et
mU6-pro-GSK3BHP2 (B). Sont figurés entre parentheses, les numéros affectés aux populations polyclonales
co-tranfectées. (C) et (D) : Immunoréactivités relatives GSK3B/GAPDH dans les différentes populations
polyclonales transfectées avec les vecteurs mU6-pro-GSK3BHP1 (C) et mU6-pro-GSK3BHP2 (D).
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et mUG6-pro-GSK3pBHP1 + mU6-pro-GSK3BHP2, par rapport aux vecteurs contrbles
mUG6-pro (Figure 61A et B), ce qui confirme D’intégration des vecteurs au sein des
populations polyclonales. De méme, la normalisation des immunoréactivités réalisées a
I’aide de I’anticorps Tau-46 par rapport a la GAPDH montre une réduction de 28, 36 et
39 %, pour chacune des populations polyclonales (Figure 61A et C).
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Figure 61. Taux d’efficacité de la réduction de la GSK3p aprés transfections par les vecteurs
mU6-pro-GSK3p dans la lignée de neuroblastome humain SH-SY5Y et impact de la réduction de la
GSK3p sur le niveau de tau. Immunoblots (A) et quantifications des immunoréactivités relatives de
GSK3p (B) et de Tau-46 (C) des lignées polyclonales transfectées par les vecteurs mU6-pro-GSK3p.

Ces données indiquent que 1’inhibition moléculaire de la GSK3p par hsiRNA dans la
lignée de neuroblastome humain SH-SY5Y induit une diminution du niveau global de tau,

ce qui confirme ainsi les résultats précédemment obtenus a 1’aide des inhibiteurs
pharmacologiques de la GSK3p (lithium et 6-B10O).

VG. LA SUR-EXPRESSION MOLECULAIRE DE LA GSK3B INDUIT UNE
AUGMENTATION DES NIVEAUX DE TAU

Pour envisager des comparaisons, nous avons souhaité déterminer 1’effet d’une
sur-expression moléculaire de la GSK3f dans ces mémes lignées de neuroblastome B104 et
SH-SY5Y. Pour cela, nous avons utilisé les vecteurs pcDNA3-V5-GSK3p: pcDNA3,
pPcDNAS3-V5-GSK3B-WT et pcDNA3-V5-GSK3B-S9A (dominant actif ; V5 étant le tag).
Dans chacune des transfections des vecteurs de type pcDNA3-V5-GSK3pB, nous avons
obtenu, aprés 1 semaine de sélection par la G418, des populations polyclonales avec pres de
100 % de cellules transfectées.
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Figure 63. Immunofluorescences des lignées de neuroblastome B104 transfectées par les vecteurs
pcDNA3—V5-GSK3p. Marquage du noyau cellulaire par le DAPI. Détection en rouge de la protéine
GSK3p, détection en vert du tag V5.

Superposition

Par immunofluorescences des lignées de neuroblastome B104, nous avons constaté
que les cellules transfectées par les vecteurs pcDNA3-V5-GSK3B-WT et
pcDNAS3-V5-GSK3B-S9A exprimaient le tag V5, indiquant ainsi la présence des vecteurs
comportant la séquence codante pour la protéine GSK3p exogéne humaine. De plus, nous
avons observé un marquage plus intense dans les lignées de neuroblastome B104
transfectées par les vecteurs pcDNA3-V5-GSK3B-WT et pcDNA3-V5-GSK3-S9A (Figure
63), ce qui suggére une augmentation de I’expression de la GSK3p. Cette analyse a été

complétée par une approche
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rapport a la GAPDH montre respectivement de faibles diminution (3 %) et augmentation
(5%) des niveaux de GSK3p totale dans les lignées polyclonales transfectées par les
vecteurs pPcDNA3-V5-GSK3B-WT et pcDNA3-V5-GSK3B-S9A (Figure 62B). Les
experiences ont été réitérées plusieurs fois avec des résultats similaires. Nous avons donc
choisi de transfecter ces vecteurs pcDNA3-V5-GSK3B dans une autre lignée de

neuroblastome, la lignée de neuroblastome humain SH-SY5Y.

Apres transfection dans le neuroblastome humain SH-SY5Y, la quantification des
immunoréactivités de la GSK3p normalisée par rapport a la GAPDH met en évidence une
augmentation des taux de GSK3p de 22 et 16 %, repectivement pour les populations
polyclonales  transfecttes  par  les  vecteurs  pcDNA3-V5-GSK3B-WT et
pcDNA3-V5-GSK3B-S9A (Figure 64A et B). De méme, les immunoréactivités normalisées
de Tau-46 par rapport a la GAPDH ont montré respectivement une augmentation de 12 et

34 % comparé a la population contréle (Figure 64A et C).

Les résultats obtenus sur les lignées de neuroblastome considérées montrent que la
sur-expression de la GSK3B (WT et S9A) semble augmenter les niveaux de tau. De plus,
cette augmentation des niveaux de tau, serait due a un exces intracellulaire de protéines

GSK3p mais également a la présence de protéines GSK3[ activées.
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Figure 64. Effets d’une sur-expression de la GSK3p dans la lignée de neuroblastome
humain SH-SY5Y sur les niveaux de la protéine tau. Immunoblots (A) et
quantifications (B) des immunoréactivités GSK3p et Tau-46 normalisées par rapport a la
GAPDH des lignées polyclonales SH-SY5Y ftransfectées par les vecteurs
pcDNA3-V5-GSK38.
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H. CONCLUSIONS : LA GSK3B ET LA PP2A SONT SELECTIVEMENT
IMPLIQUEES DANS LA REGULATION DES NIVEAUX PROTEIQUES
DE TAU

Par cette étude, nous avons mis en évidence dans des cultures corticales de neurones
que P’inhibition spécifique pharmacologique ou moléculaire de la GSK3p entraine une
diminution des niveaux protéiques de tau. A I’inverse, nous avons montré, dans la lignée
de neuroblastome humain SH-SY5Y, que la sur-expression moléculaire de la GSK3p induit

une augmentation des niveaux de tau.

D’autre part, comme I’inhibition de CDKS5 non toxique n’a aucun effet sur les
niveaux de tau, les données obtenues indiquent que la GSK3p était preférentiellement
impliquée dans la diminution induite par le lithium des niveaux de tau. Cette diminution

nécessitait également 1’intervention de la PP2A par ’OKA et non celle de PP2B.

Ces données montrent que la GSK3p agit non seulement sur la phosphorylation de
tau mais également sur son niveau protéique. Comme la protéine tau, indépendamment de
son état de phosphorylation, peut étre impliquée dans la dégénérescence neuronale, la
modulation de D’expression de tau pourrait représenter une cible thérapeutique des

tauopathies.
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. LA SUPPRESSION ENDOGENE DE TAU BLOQUE
L’APOPTOSE INDUITE PAR L’OKA

Nous avons ensuite cherché a savoir si la protéine tau était directement ou non
impliquée dans 1’apoptose neuronale. Pour cela nous avons exposée a I’OKA des cultures de
neurones corticaux d’embryons issus d’accouplements de souris hétérozygotes tau (+/-)
entre elles. Compte tenu de la distribution mendelienne, ces accouplements devraient donne
naissance a 25 % d’embryons tau (+/+), 50 % d’embryons tau (+/-) et 25 % d’embryons
tau (-/-). Chaque cerveau d’embryon a été mis séparemment en culture et les cultures ont été
exposées a I’OKA a J7. Le phénotype et le génotype de tau a chaque embryon ont été
déterminés a posteriori (voir matériel et méthodes). L’apoptose a été analysée par

western-blot de la caspase-3 et de la PARP clivées (formes actives).

L’exposition des cultures de neurones corticaux a I’OKA (12,5 - 25 nM, 8 h) entraine
une augmentation dose-dépendante du clivage de ces deux marqueurs de 1’apoptose (Figure
65). Les résultats sont exprimés en nombre de fois le niveau observé dans les cultures non
traitées (contrdles auxquels nous avons attribué la valeur arbitraire de 1). Dans les cultures,
issues de cerveaux sauvages (tau+/+ ; exprimant des niveaux normaux de tau) exposes a
12,5 et 25 nM d’OKA (Figure 65A et C), les immunoreactivités relatives obtenues pour la
caspase-3 clivée étaient respectivement de 2,4 £ 0,6 (p<0,05) et 4,6 + 0,7 fois (p<0,01).
Celles de la PARP clivée étaient respectivement de 2,7 + 0,3 (p<0,01) et 3,7 £ 0,4 (p<0,01)
fois (Figure 65A et D). Dans les cultures issues de cerveaux invalidés pour la protéine tau
(tau-/-), les immunoréactivités relatives obtenues pour la caspase-3 clivée étaient de
1,8 +0,3 (*p<0,05) et 2,1 + 0,4 respectivement dans les cultures exposés a 12,5 et 25 nM
d’OKA (Figure 65A et D). Celles de la PARP clivée étaient de 1,5+ 0,2 et 1,9 £ 0,3 fois
(NS, p=0,053; Figure 65A et D). La comparaison des cultures de neurones sauvages aux
cultures invalidees pour tau montre que le clivage de la caspase-3 et de la PARP étaient plus

prononcés dans les cultures sauvages lorsque les cultures sont traitées par ’OKA 12,5 et

149



25nM ( Figure 65C et D). Ces résultats indiquent que les neurones invalidés pour la
protéine tau étaient plus résistants que les neurones sauvages (dosage normal de tau) a
I’apoptose induite par 1’inhibition de la PP2A par I’OKA.
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Figure 65. Effets de la suppression de tau sur ’apoptose induite par POKA. Immunoblots représentatifs
réalisés avec des anticorps anti-caspase-3 clivée et PARP clivée dans des cultures de neurones
« sauvages » (A) et des cultures invalidées pour tau (B). Quantification des immunoréactivités de la caspase-3
clivée (C) et de la PARP clivée (D) normalisées par rapport a I’actine. NS : non significatif, *p<0,05 et
**n<0,01 par rapport aux controles. “p<0,05, par rapport aux cultures sauvages.

Cependant, ces premiers résultats ont été obtenus sur un petit nombre d’embryons
(n =4 pour chaque phénotype). Néanmoins, ils montrent déja une différence significative en
fonction du dosage de tau quant a la sensibilité des neurones a 1’apoptose induite par
I’inhibition de la PP2A. Ainsi ces résultats méritent d’étre confirmés par des techniques de
quantification in situ de I’apoptose neuronale. De plus, I’efffet d’une suppression partielle de

tau (neurones hétérozygotes tau+/-) sur 1’apoptose induite par I’OKA devra étre analysé.

150



2°™ partie

Im. LA PHOSPHORYLATION DE TAU ET L’APOPTOSE
NEURONALE INDUITES PAR LE BLOCAGE DE LA PP2A
IMPLIQUENT SELECTIVEMENT LA GSK3B, ET NON LA
CDK5 OU LA DYRKI1A

Les données obtenues dans cette partie ont fait 1’objet d’un article (voir annexe) qui a
été soumis et intitulé : « Tau phosphorylation and neuronal apoptosis induced by the
blockade of PP2A selectively involve GSK3p, but not CDKS5 or DYRKI1A ».

Ces données ont également fait I’objet de 3 communications écrites présentées lors

des congres suivants :

2¢8me journée de I'IFR GEIST de I’universit¢ de Limoges, France. Ce
poster a été récompensé par le 1% Prix Poster (29 janvier 2009) ;

o 9" International Conference, Alzheimer’s and Parkinson’s Diseases 2009
(AD/PD), Prague, République Tcheque (11 au 15 mars 2009);

o 7" Forum of European Neuroscience (FENS), Amsterdam, Pays-Bas (3

au 7 juillet 2010).
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A. L’OKA INDUIT LA PHOSPHORYLATION DE TAU ET
L’APOPTOSE NEURONALE

L’inhibition de la PP2A par ’OKA induit la phosphorylation de tau et I’apoptose
neuronale dans les cultures corticales et les neuroblastomes (Arias et al., 1993). Afin de
déterminer, dans notre modele, les conditions expérimentales optimales (concentration et
temps d’exposition des cultures) dans lesquelles I’OKA est capable d’induire la
phosphorylation de tau et I’apoptose, les cultures de neurons corticaux d’embryons de ratte
ont été exposées a des concentrations croissantes d’OKA (1, 3, 6,25, 12,5, 25 et 50 nM
pendant 8 h). L’efficacité de I’'OKA dans I’inhibition de la PP2A a été vérifiée par I’analyse
de la phosphorylation de tau sur plusieurs sites par western-blots (connus pour étre
déphosphorylés par la PP2A ; Figure 66A). Les résultats sont exprimés en nombre de fois le
niveau observé dans les cultures non traitées (contréles auxquels nous avons attribués la
valeur arbitraire 1). Les western-blots réalisés a 1’aide des anticorps qui détectent tau en
fonction de son état de phosphorylation (12E8, AT-8 et Tau-1) montrent que I’OKA induit,
de facon dose-dépendante, une augmentation de la phosphorylation de tau (augmentation
des immunoréactivités de tau aux sites 12E8 et AT-8, et diminution de I’immunoréactivité
de Tau-1) a partir de 6,25 nM. La phosphorylation de tau augmente nettement a 25 nM pour
tous les sites de phosphorylation détectés par ces anticorps. Dans les cultures exposées a
25 nM d’OKA, les immunoréactivités de tau phosphorylée détectées avec les anticorps 12E8
et AT-8 sont respectivement de 4,0 (p<0,001) et 2,1(p<0,001; Figure 66B).
L’augmentation de la phosphorylation de tau est saturée aux sites Tau-1 et AT-8 dans les
cultures de neurones corticaux exposees a 25 nM d’OKA. Cependant, la phosphorylation de
tau a 1’épitope 12E8 continue d’augmenter a 50 nM. Cela pourrait étre d a I’inhibition, par
50nM d’OKA, d’autres phosphatases, spécifiquement celles impliquées dans la
déphosphorylation de tau sur les sites détectés par 12E8. L’augmentation de la
phosphorylation nette de tau a été confirmée par I’analyse des immunoréactivités de tau
déphosphorylée, détectée en western-blot par I’anticorps Tau-1. L’analyse semi-quantitative
de Tau-1 montre que ’OKA (6,25 a 50 nM) induit une diminution dose-dépendante des
immunoreéactivités de tau déphosphorylées. Ces immunoréactivités étaient de 0,7 (p<0,05,
par rapport a I’immunoréactivité de Tau-1 dans les contrdles), 0,4 (p<0,01), 0,3 (p<0,001) et
0,2 (p<0,001) dans les cultures exposées respectivement & des concentrations de 6,25, 12,5,
25 et 50 nM d’OKA. L’augmentation de la phosphorylation de tau est corrélée avec la

présence d’une apoptose neuronale. Celle-ci a été mise en évidence par I’augmentation des
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niveaux de caspase-3 et PARP clivées. L’analyse par western-blots de ces deux marqueurs
de I’apoptose indiquent que I’augmentation maximale de la caspase-3 et de la PARP clivées
est obtenue & 25nM d’OKA (Figure 66A et C). L’analyse semi-quantitative des
western-blots montre que, dans les cultures exposées a 25nM d’OKA, les
immunoreéactivites de la caspase-3 et de la PARP clivées étaient respectivement de
3,5 (p<0,001) et 3,8 (p<0,001). Cependant, dans les cultures exposées a 50 nM d’OKA (par
rapport au traitement par 25nM d’OKA), une apparente diminution de ces
immunoréactivités a été observée. Celle-ci pourrait résulter d’une apoptose neuronale
massive qui provoque le détachement de cellules du support de culture. Ceci est suceptible
d’entrainer une Ssous-estimation du niveau de ces deux marqueurs d’apoptose dans les
cellules restantes sur lesquelles les analyses ont été effectuées. Cette possibilité est soutenue
par le fait que les niveaux de tau globale, détectée par les anticorps Tau-46 et Tau-5, sont
nettement diminués dans les cultures exposées & 50 nM d’OKA. L’évaluation quantitative
in situ du niveau d’apoptose par des doubles immunofluorescences de la caspase-3 et la
PARP clivées, combinées a la détection de la fragmentation de la chromatine par un
marquage nucléaire par le DAPI, confirme les données obtenues par western-blots. L’OKA
augmente significativement et de maniére dose-dépendante le pourcentage de cellules
positives pour la caspase-3 et la PARP clivées, ainsi que le pourcentage des cellules avec un
noyau fragmenté (Figure 66D). Par conséquent, la concentration de 25 nM d’OKA pendant
8 h a été retenue pour la suite des expérimentations en raison de son efficacité pour induire
la phosphorylation de tau et 1’apoptose, et surtout pour produire, selon la littérature, une

inhibition spécifique de la PP2A.
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Figure 66. L’inhibition de la PP2A par OKA induit de facon dose-dépendante I’hyperphosphorylation
de tau et ’apoptose neuronale. Les cultures primaires corticales ont été exposées a des concentrations
croissantes d’OKA (1,25 jusqu’a 50 nM). La phosphorylation de tau a été analysée par western-blot a 1’aide
d’anticorps anti-phospho- tau. L’apoptose a été analysée par la détection de la caspase-3 clivée (D175) et de la
PARP clivée (D214), par western-blots et immunofluorescences avec les mémes anticorps. L’apoptose a
également été quantifiée par I’analyse de la fragmentation du noyau révélée par un marquage du noyau au
DAPI. (A) Analyse par western-blots de la phosphorylation de tau et de 1’apoptose. Tau phosphorylée (+) et
tau non phosphorylée (-) ont été détectées par les anticorps anti-phospho-tau 12E8 (tau phosphorylée sur S262
et, dans une moindre mesure, sur S356), AT-8 (tau phosphorylée sur S202 et T205) et Tau-1 (tau
déphosphorylée sur S195, S198, S199 et S202). Tau globale (phosphorylée et non phosphorylée) a été détectée
par Tau-5 et Tau-46 qui reconnaissent, respectivement, les épitopes entre les résidus 210-230 et 404-441.
L’apoptose a été analysée par la détection de la caspase-3 et de la PARP clivées. (B) Analyse semi-quantitative
des immunoréactivités phospho-tau. Les niveaux de tau ont été normalisés par rapport a la protéine tau totale.
(C) Analyse semi-quantitative par western-blot de la caspase-3 et la PARP clivées. La B-actine a été utilisée
comme témoin de charge. (D) Quantification in situ de I’apoptose neuronale détectée par immunofluorescence
de la caspase-3 et de la PARP clivées, combinée a ’analyse de la fragmentation nucléaire détectée par le
DAPI. Cont : Contréle. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 comparé aux contrdles. NS: non significatif.
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B. LE LITHIUM PREVIENT LES AUGMENTATIONS DE LA
PHOSPHORYLATION DE TAU ET L’APOPTOSE NEURONALE
INDUITES PAR L’OKA

GSK3p a été montrée pour agir en aval de la PP2A (Lin et al., 2007). Afin de
déterminer si la GSK3p est impliquée dans la phosphorylation de tau ainsi que la mort
neuronale induites par ’OKA, nous avons testé I’effet du lithium dans notre modéle
cellulaire. Le lithium previent de fagon dose-dépendante la phosphorylation de tau induite
par ’OKA sur tous les sites de phosphorylation examinés (12E8, AT-8 et Tau-1) (Figure
67A et B). Le niveau de phospho-tau aux sites 12E8 est de 4,0 dans les cultures exposées a
25 nM d’OKA seul. Ce niveau est réduit a 3,1 (p<0,05) et 2,4 respectivement lorque le
traitement par ’OKA est effectué en présence de 5 et 10 mM de lithium. A I’inverse, le
lithium prévient la diminution, induite par ’OKA, de I’immunoréactivit¢ de tau non
phosphorylée détectée par Tau-1. Celle-ci est de 0,3 dans les cultures exposées a ’OKA
seul, 0,6 (p<0,05) et 1,0 (p<0,001) dans les cultures exposées a I’OKA en présence de 5 et
7,5 mM de lithium respectivement. Le lithium bloque également de fagon dose-dépendante
les clivages induits par I’OKA de la caspase-3 et de la PARP. Par exemple, la présence de
5 mM de lithium réduit respectivement les clivages de la caspase-3 et de la PARP de 3,5 et
3,84 1,7 (p<0,001) et 2,2 (p<0,05; Figure 67A et C). Ces données sont confirmées par la
quantification in situ aussi bien des pourcentages de cellules positives pour la caspase-3 et la
PARP clivées que le nombre de cellules avec une chromatine fragmentée (Figure 67D). Par
exemple, le pourcentage de cellules positives pour la caspase-3 est significativement
augmenté dans les cultures exposées a 25 nM d’OKA seul (p<0,001 comparé aux contrdles).
La présence de lithium a 7,5 et 10 mM réduit, partiellement mais significativement,
I’augmentation de la proportion de cellules (p<<0,001 par rapport aux cultures exposées avec
de ’OKA seul). Des résultats similaires ont été obtenus en ce qui concerne le pourcentage
de cellules positives pour le clivage de la PARP et de la fragmentation du noyau (Figure
67D).
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Figure 67. L’inhibition de la GSK3p par le chlorure de lithium inverse I’hyperphosphorylation de tau et
I’apoptose neuronale induites par ’OKA. Les cultures primaires corticales ont été exposées & 25 nM d’OKA
seul et en présence de concentrations croissantes de LiCl (5, 7,5 et 10 mM, 8 h). La phosphorylation de tau a
été analysée par western-blot a 1’aide d’anticorps anti-phospho- tau. L’apoptose a été analysée par la détection
de la caspase-3 clivée (D175) et de la PARP clivée (D214), par western-blots et immunofluorescences.
L’apoptose a également été quantifiée par I’analyse de la fragmentation du noyau révélée par un marquage au
DAPI. (A) Analyse par western-blots de la phosphorylation de tau et de I’apoptose. Tau phosphorylée (+) et
tau non phosphorylée (-) ont été détectées par les anticorps anti-phospho- tau 12E8 (tau phosphorylée sur S262
et dans une moindre mesure sur S356), AT-8 (tau phosphorylée sur S202 et T205) et Tau-1 (tau
déphosphorylée sur S195, S198, S199 et S202). Tau totale (phosphorylée et non phosphorylée) a été détectée
par Tau-5 et Tau-46 qui reconnaissent, respectivement, les épitopes entre les résidus 210-230 et 404-441.
L’apoptose a été analysée par la détection de la caspase-3 et la PARP clivées. (B) Analyses semi-quantitatives
des immunoréactivités phospho-tau détectées par western-blots. Les niveaux de tau ont été normalisés par
rapport a tau totale. (C) Analyses semi-quantitatives par western-blots de la caspase-3 et la PARP clivées. La
B-actine a été utilisée comme témoin de charge. (D) Quantification in situ de I’apoptose neuronale détectée par
immunofluorescence de la caspase-3 et la PARP clivées, combinée & I’analyse de la fragmentation nucléaire
détectée par le DAPI. Cont: contrdle. ***p<0,001 par rapport aux controles. “p<0,05, #p<0,01, **p<0,001 par
rapport a I’OKA seul. NS: statistiquement non significatif.
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C. LE 6-BIO PREVIENT LES AUGMENTATIONS DE LA
PHOSPHORYLATION DE TAU ET L’APOPTOSE NEURONALE
INDUITES PAR L’OKA

Puisque le lithium (LiCl) est un large inhibiteur de la GSK3p (CI50 = 2 mM) (Klein
and Melton, 1996) et afin d’apporter de nouvelles preuves quant a la possible implication de
la GSK3p dans I’hyperphosphorylation de tau et 1’apoptose neuronale induites par ’OKA,
nous avons analysé I’effet du 6-BIO, un inhibiteur plus puissant de la GSK3p
(C150 = 1,5 uM) (Meijer et al., 2003, Zahler et al., 2007). Les cultures de neurones corticaux
ont été exposees pendant 8 h a de I’OKA seul ou en présence de concentrations croissantes
de 6-BIO (1,25, 2,5 et 5 uM). Comme attendu, le 6-BIO blogue de fagon dose-dépendante
I’augmentation de la phosphorylation de tau induite par I’OKA. Méme a 1,25 uM, 6-BlO est
significativement efficace dans le blocage de la phosphorylation de tau induite par I’OKA
aux sites AT-8 (p<0,01) et 12E8 (p<0,05). Ces donneées sont corrélées avec celles obtenues
pour 1’apoptose qui a été analysée par la détection de la caspase-3 et de la PARP clivées (par
western-blot et immunofluorescence) ou par quantification de la fragmentation nucléaire
révélée par le marquage au DAPI du noyau (voir Figure 68A pour les western-blots ; Figure
68C pour I’analyse semi-quantitative de la caspase-3 et de la PARP clivées ; Figure 68D
pour la quantification des immunofluorescences). L’exposition prolongée des cultures
corticales au 6-BIO induit une neurotoxicité (données non présentées), ce qui est en accord
avec les résultats obtenus chez les cellules du neuroblastome humain SH-SY5Y. En effet,
ces derniers montrent que le 6-BIO est toxique a des concentrations relativement
faibles (9 uM) (Meijer et al., 2003, Vougogiannopoulou et al., 2008). Ceci limite 1’'usage
thérapeutique du 6-BIO, il est donc important de developper de nouveaux inhibiteurs plus

puissants et sélectifs pour la GSK3p, et dénués de toute toxicité cellulaire.
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Figure 68. L’inhibition de la GSK3p par le 6-BIO inverse ’hyperphosphorylation de tau et I’apoptose
neuronale induites par ’OKA. Les cultures primaires corticales ont été exposées a 25 nM d’OKA seul et en
présence de concentrations croissantes de 6-BIO (1,25, 2,5 et 5 uM, 8 h). (A) Analyse par western-blot de la
phosphorylation de tau et de I’apoptose. Tau phosphorylée (+) et tau non phosphorylée (-) ont été détectées par
les anticorps anti-phospho- tau 12E8, AT-8 et Tau-1. Tau totale (phosphorylée et non phosphorylée) a été
détecté par Tau-5 et Tau-46. L’apoptose a été analysée par la détection de la caspase-3 et la PARP clivées.
(B) Analyse semi-quantitative des immunoréactivités phospho-tau détectées par western-blots. Les niveaux de
tau ont été normalisés par rapport a tau totale. (C) Analyse semi-quantitative par western-blots de la caspase-3
et de la PARP clivées. La B-actine a été utilisée comme témoin de charge. (D) Quantification in situ de
I’apoptose neuronale détectée par immunofluorescence de la caspase-3 et de la PARP clivées, combinée a
I’analyse de la fragmentation nucléaire détectée par le DAPI. Cont: contrfle. ***p<0,001 par rapport aux
contrdles. *p<0,05, #p<0,01, **p<0,001 par rapport 4 ’'OKA seul. NS : statistiquement non significatif.
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D. LE 6-BIBEO, UN DERIVE NON TOXIQUE DE 6-BIO, PREVIENT
LES AUGMENTATIONS DE LA PHOSPHORYLATION DE TAU ET
L’APOPTOSE NEURONALE INDUITE PAR L’OKA

Récemment, Vougogiannopoulou et collaborateurs ont synthétisé plusieurs composés
dérivés du 6-BIO différant entre eux par leurs constantes de sélectivité et de specificité pour
la GSK3p (Vougogiannopoulou et al., 2008). Nous avons testé 26 derives pour leur capacité
a réduire la phosphorylation de tau dans les cultures de neurones (données non présentées).
Parmi Cceux-ci, nous avons sélectionné, le compose 6-BIBEO
(6-bromoindirubin-3’-(2-bromoéthyl)-oxime) qui, par rapport au 6-BIO, est plus spécifique
pour la GSK3p que pour la CDK1 (> 10 fois) et la CDK5 (> 10 fois). Ce produit possede
¢galement 1’avantage d’étre beaucoup moins cytotoxique (> 100 uM) que le 6-BIO (9 uM).
L’analyse de la phosphorylation de tau par western-blot avec plusieurs anticorps montre que
6-BIBEO inverse de fagcon dose-dépendante I’augmentation de la phosphorylation de tau
induite par ’OKA aux sites 12E8, AT-8 et Tau-1 (Figure 69A et B). L’analyse
semi-quantitative des western-blots (Figure 69B) montre que 6-BIBEO, par exemple a
2,5 UM, réduit les immunoréactivités de phospho--tau de 4,0 a 1,7 (p<0,01) pour le site
12E8 et de 2,1 a 1,5 (p<0,05) pour le site AT-8. A Pl’inverse le 6-BIBEO augmente
I’'immunoréactivité de Tau-1 (tau déphosphorylée) de 0,3 & 1,3 (p<0,001). A 5uM,
6-BIBEO restaure les niveaux de phosphorylation de tau a un niveau similaire a celui des
cultures controles, et bloque pratiquemment totalement 1’apoptose induite par I’OKA,
comme le montrent les western-blots (Figure 69A et C) et [I’analyse des

immunofluorescences des clivages de la caspase-3 et de la PARP (Figure 69D et E).

Les analyses semi-quantitatives des western-blots de la caspase-3 et de la PARP
clivées montrent respectivement des réductions des clivages pour ces deux protéines dans
les cultures traitées par I’OKA en présence de 5 UM de 6-BIBEO de 3,5 et 3,8 a
1,0 (p<0,001) et 1,2 fois du contréle (p<0,01) (Figure 69C). Ces données sont confirmées
par ’analyse in situ de la mort cellulaire apoptotique a I’aide des anticorps anti-caspase-3
clivée et anti-PARP clivée, combinée a la détection de la fragmentation de la chromatine par
le marquage nucléaire au DAPI. L’OKA seul augmente nettement les proportions de cellules
positives pour la caspase-3 et la PARP clivées ainsi que celles de la fragementation
nucléaire (Figure 69D). L’analyse quantitative de ces paramétres apoptotiques montre que le

6-BIBEO a 5 uM réduit significativement les pourcentages de cellules positives pour
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caspase-3 clivée (p<0,001) et la PARP clivée (p<0,001), ainsi que ceux des noyaux
fragmentés (p<0,01) (Figure 69E).
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Figure 69. L’inhibition de la GSK3p par le 6-BIBEO inverse I’hyperphosphorylation de tau et ’apoptose
neuronale induites par ’OKA. Les cultures primaires corticales ont été exposées a 25 nM d’OKA seul et en
présence de concentrations croissantes de 6-BIBEO (1,25, 2,5 et 5 uM). La phosphorylation de tau a été
analysée par western-blot a ’aide d’anticorps anti-phospho-tau. L’apoptose a été analysée par la détection de la
caspase-3 clivée (D175) et de la PARP clivée (D214), par western-blots et immunofluorescences avec les
mémes anticorps. L apoptose a également été quantifiée par ’analyse de la fragmentation du noyau révélée par
un marquage au DAPI. (A) Analyse par western-blots de la phosphorylation de tau et de ’apoptose. Tau
phosphorylée (+) et tau non phosphorylée (-) ont été détectées par les anticorps phospho-dépendants anti-tau
12E8, AT-8 et Tau-1. Tau totale (phosphorylée et non phosphorylée) a été détectée par Tau-5 et Tau-46 qui
reconnaissent, respectivement, les épitopes entre les résidus 210-230 et 404-441. L’apoptose a été analysée par
la détection de la caspase-3 et la PARP clivées. (B) Analyse semi-quantitative des immunoréactivités
phospho-tau détectées par western-blots. Les niveaux de tau ont été normalisés par rapport a tau totale. (C)
Analyses semi-quantitatives par western-blot de la caspase-3 et la PARP clivées. La B-actine a été utilisée
comme témoin de charge. (D) Photomicrographies des doubles immunofluorescences de la caspase-3 clivée
(Casp-3 cl, en rouge) et de la PARP clivée (PARP cl, en vert) combinées au marquage du noyau par le DAPI
(en bleu). (E) Quantification in situ de I’apoptose neuronale détectée par immunofluorescences de la caspase-3
et de la PARP clivées, combinée a I’analyse de la fragmentation nucléaire détectée par le DAPI. Cont:
controle. ***p<0,001 par rapport aux contrdles. “p<0,05, #p<0,01, *p<0,001 par rapport & ’OKA seul.
NS : statistiguement non significatif.
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E. LES INHIBITIONS DE DYRK1A PAR L’HARMINE ET CELLES DE
CDK5 PAR LA (R)-ROSCOVITINE OU PAR SON DERIVE (R)-CR8
NE BLOQUENT PAS L’APOPTOSE NEURONALE INDUITE PAR
L’OKA

DYRKI1A est directement et indirectement impliquée dans la phosphorylation de tau,
en particulier sur les T212, S202 et S404 (Woods et al., 2001, Ryoo et al., 2007) et dans
I’apoptose (voir introduction) (Kang et al., 2005, Seifert et al., 2008). L’harmine est un
alcaloide isolé d’une liane tropicale de 1’Amazonie (voir introduction, encart sur
I’Ayawasca), préalablement décrit comme inhibiteur puissant des MAO A (Kim et al.,
1997). Récemment, il a été démontré que I’harmine pouvait inhiber fortement la
phosphorylation d’un substrat spécifique de DYRKIA dans les cultures cellulaires
(IC50 = 48 nM), sans compromettre la viabilité cellulaire. Cependant, son effet sur la
phosphorylation de tau n’est pas encore documenté. Contrairement aux autres CDKS, CDK5
n’est pas régulée par les cyclines et est principalement active dans les neurones. CDKS5 et
son co-activateur p25, qui est hautement exprimé dans le cerveau, induit la phosphorylation
de tau et I’apoptose neuronale. Ces deux processus, sont bloqués par la (R)-roscovitine, un
inhibiteur connu de la CDK5 (Zheng et al.,, 2005). (R)-CR8, un nouveau dérivé de la
(R)-roscovitine, est trois fois plus puissant que la (R)-roscovitine dans 1’inhibition de la
CDKS5 (Bettayeb et al., 2008).

Dans cette étude, nous avons cherché a déterminer si DYRKIA et CDKS5, d’autres
kinases de tau, étaient impliquées dans la phosphorylation de tau et, surtout, dans 1’apoptose
neuronale induite par I’OKA. Avant cela, étant donné qu’il n’existe pas de données
disponibles pour I’effet de I’harmine sur la phosphorylation de tau, nous avons déterminé au
préalable la concentration optimale efficace sur la phosphorylation de tau sans affecter la
viabilité cellulaire. Pour cela, des cultures de neurones corticaux ont été exposées a des
concentrations croissantes d’harmine (0,01 a 10 uM, 8 h). L’analyse des western-blots de la
phosphorylation de tau en T212 montre que I’harmine induit une diminution de la
phosphorylation de tau a partir de 1 uM (Figure 70A). L’analyse par western-blot de la
caspase-3 clivée montre que méme a 10 UM, elle n’est pas cytotoxique (Figure 70A). Ces
données montrent que dans notre modé¢le cellulaire neuronal, 1’inhibition de DYRKIA

affecte la phosphorylation de tau sans altérer significativement la viabilité cellulaire.
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Figure 70. Inhibition de DYRKI1A par I’harmine, de CDK5 par la (R)-roscovitine ou par le (R)-CR8 inverse
I’hyperphosphorylation de tau a des sites spécifiques mais ne préviennent pas ’apoptose neuronale induite par
I’OKA. (A) L’harmine est un inhibiteur puissant de DYRKZ1A qui diminue de fagon dose-dépendante la phosphorylation
de tau au site T212. Les cultures primaires corticales ont été exposées a des concentrations croissantes d’harmine (0,001 ;
0,01;0,03;0,1; 0,3; 1; 3 et 10uM, pendant 8 h). La phosphorylation de tau et I’apoptose ont été analysées par
western-blots a 1’aide respectivement a 1’aide des anticorps anti-tau phosphorylée sur la T212 et anti-caspase-3 clivée
(D175) et anti-PARP clivée. (B, C, D et E) Les cultures primaires corticales ont été exposées a 25 nM d’OKA seul et en
présence d’harmine (5 et 10 uM), de (R)-roscovitine (5 et 10 uM) ou de (R)-CR8 (1 et 5 uM). La phosphorylation de tau
a été analysée par western-blot a 1’aide d’anticorps anti-phospho-dépendants de tau. L’apoptose a été analysée par la
détection de la caspase-3 clivée (D175) et de la PARP clivée (D214), par western-blots et immunofluorescences avec les
mémes anticorps. L’apoptose a également été quantifiée par 1’analyse de la fragmentation du noyau révélée par un
marquage au DAPI. (A) Analyse par western-blots de la phosphorylation de tau et de I’apoptose. Tau phosphorylée (+) et
tau non phosphorylée (-) ont été détectées par les anticorps anti-phospho-tau 12E8, AT-8 et Tau-1. Tau totale
(phosphorylatée et non phosphorylée) a été détectée par Tau-5 et Tau-46 qui reconnaissent, respectivement, les épitopes
entre les résidus 210-230 et 404-441. L’apoptose a été analysée par la détection de la caspase-3 et de la PARP clivées.
(B) Analyse semi-quantitative des immunoréactivités phospho-tau détectées par western-blots. Les niveaux de tau ont été
normalisés par rapport a tau totale. (C) Analyse semi-quantitative par western-blot de la caspase-3 et de la PARP clivées.
La B-actine a été utilisée comme témoin de charge. (D) Analyse semi-quantitative par western-blots de la caspase-3 et de
la PARP clivées. La B-actine a été utilisée comme témoin de charge. (E) Quantification in situ de ’apoptose neuronale
détectée par immunofluorescences de la caspase-3 et de la PARP clivées, combinée a I’analyse de la fragmentation
nucléaire détectée par le DAPI. Cont: contrble. Ros. : (R)-roscovitine. CR8: (R)-CR8. ***p<0,001 comparé aux
controles. "p<0,05, #p<0,01, #*p<0,001 comparé a I’OKA seul. NS: statistiquement non significatif.
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Nous avons ensuite testé¢ les effets de I’inhibition de CDK5 et DYRKIA dans
I’induction de la phosphorylation de tau et de la mort cellulaire par ’OKA. L’inhibition de
CDKS5 soit par la (R)-roscovitine (5 et 10 uM) ou par (R)-CR8 (1 et 5 uM) aussi bien que
celle de DYRKIA par I’harmine (5 et 10 uM) reéduisent significativement la
phosphorylation de tau induite par I’OKA aux sites AT-8 et T212 (Figure 70B et C). De
méme, ’inhibition de DYRKI1A par I’harmine réduit significativement la phosphorylation
de tau induite par I’OKA au site Tau-1 (Figure 70B et C). Toutefois, a I’inverse de ce qui a
été observé avec I’inhibition de la GSK3B, ni I’inhibition de la CDKS5, ni celle de la
DYRKI1A ne sont capables de bloquer 1’augmentation de la phosphorylation de tau induite
par I’OKA au site 12E8. L’analyse par western-blot et immunofluorescence des caspase-3 et
PARP clivées montre nettement que la (R)-roscovitine, le (R)-CR8 et 1’harmine n’apportent

pas de protection neuronale contre 1’apoptose induite par I’OKA (Figure 70B, D et E).

F. L’INHIBITION MOLECULAIRE DE LA GSK3B PAR HSIRNA
INDUIT LE BLOCAGE DE L’APOPTOSE NEURONALE INDUITE
PAR L’OKA

Afin d’apporter de nouvelles preuves quant a I’effet neuroprotecteur de 1’inhibition
de la GSK3p, nous avons testé par western-blots 1’effet de 1’inhibition moléculaire de la
GSK3p par hsiRNA sur notre modele d’induction de 1’apoptose neuronale par I’OKA. Pour
cela, nous avons exposé deux populations polyclonales de neuroblastome humain SH-SY5Y
ont été exposées a 25 nM d’OKA ou non. Nous avons vérifié les niveaux de GSK3, puis
ceux de la caspase-3 clivée comme marqueur d’apoptose (Figure 71A). La quantification des
immunoréactivités relatives de la GSK3p montre une réduction significative du taux de
GSK3p de 43,5 +5,7 % (p<0,01 par rapport a la population polyclonale transfectée par le
vecteur mU6-pro ; Figure 71A et B). L’exposition de ces deux populations polyclonales a
25nM d’OKA entraine une augmentation du clivage de la caspase-3 de 1,9 pour la
population ayant intégrée le vecteur mU6-pro et a 1,4 fois du contrdle pour la population
ayant intégrée le vecteur mU6-pro-GSK3BHP2 (Figure 71C). Ces données montrent un
blocage partiel (environ 56%) de 1’apoptose induite par I’OKA. Comme les expériences
n’ont pu étre réalisées qu’en duplicate, aucune donnée n’a encore montrée de significativité

(Figure 71B et C).
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Figure 71. L’inhibition moléculaire de la GSK3f par hsiRNA bloque partiellement I’apoptose

neuronale induite _par I’OKA. Les populations polyclonales de neuroblastome humain SH-SY5Y

mU6-pro et mU6-pro-GSK3BHP2 ont été exposées a 25 nM d’OKA pendant 16 h. (A) Western-blots de la

GSK3p totale et de la caspase-3 clivée, comme marqueur d’apoptose.

(B) Quantification des

immunoréactivités relatives de la GSK3p. (C) Quantification des immunoréactivités relatives de la
caspase-3 clivée. Cont: contrdle ; OKA : OKA 25 nM. **p<0,01 par rapport au controle. #p<0,01 par
rapport a la population polyclonale transfectée par le vecteur mU6-pro. NS : non significatif.

A T’aide de ces experiences, nous avons observé que I’utilisation de 25 nM d’OKA

pendant 16 h sur la lignée de neuroblastome SH-SY5Y entraine une augmentation de

30,7 £ 10,0 % (**p<0,01 par rapport au contrdle) du niveau de GSK3p totale dans la lignée

polyclonale transfectée par le vecteur mU6-pro seul (Figure 71A et B).
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G. CONCLUSIONS : LA GSK3B EST SPECIFIQUEMENT IMPLIQUEE
DANS L’APOPTOSE NEURONALE INDUITE PAR L’OKA

Par cette étude, nous avons demontré dans des cultures corticales de neurones que
I’inhibition spécifique pharmacologique de la GSK3p bloque la phosphorylation de tau
et bloque 1’apoptose neuronale induites par ’OKA. De méme, I’inhibition moléculaire de
la GSK3p par hsiRNA bloque I’apoptose induite par ’OKA.

Comme I’inhibition de CDKS5 par la (R)-roscovitine ou par le (R)-CR8, ou celle de
DYRKIA par I’harmine, a des concentrations non toxiques et agissant sur la
phosphorylation de tau, ne protegent pas contre 1’apoptose induite par I’OKA, nous avons
mis en évidence que la GSK3p était sélectivement impliquée dans la neuroprotection

neuronale contre I’apoptose induite par I’OKA.

Nous avons également mis en évidence le potentiel neuroprotecteur d’un nouvel
inhibiteur de la GSK3p, le 6-BIBEO, un dérivé du 6-BIO qui est beaucoup moins toxique
que ce dernier. Les propriétés neuroprotectrices de cet inhibiteur méritent d’étre testées dans

un modele de tauopathie in vivo.
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3*™ partie

IV. 6-BIDECO ET 6-BIMYEO, DEUX NOUVELLES
INDIRUBINES BLOQUENT LA PHOSPHORYLATION DE
TAU ET L’APOPTOSE INDUITE PAR L’INHIBITION DE LA
PP2A

Les donnés expérimentales obtenues dans cette partie feront 1’objet d’un article qui
est en cours de préparation et qui s’intitulera « 6-BIDECO and 6-BIMYEO two novel
induribins and highly selective inhibitors of GSK3p block tau phosphorylation and

apoptosis induced by okadaic acid in cultured neurons ».
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A la suite de nos précédents résultats, nous avons cherché a déterminer si d’autres
indirubines parmi les 25 restantes ciblent plus spécifiquement la GSK3f que le 6-BIBEO et
sont moins toxiques que le 6-BIO, possédent un potentiel neuroprotecteur plus intéressant.

Parmi ces dérivés d’indirubines synthétisés par Vougogiannopoulou et collaborateurs
(Vougogiannopoulou et al., 2008), nous en avons choisi deux en se basant sur leur
sélectivité vis-a-vis de la GSK3p par rapport aux kinases CDK1 et CDKS5 et de leur faible
toxicité sur le neuroblastome SH-SY5Y (Tableau 55).

Composés Toxicité SH-SY5Y
6-BIO
6-BIBEO

6-BIDECO
6-BIMYEO

Tableau 55. Constantes d’inhibition du 6-BIO et de ses dérivés. Les constantes d’inhibition sont exprimées

en uM. 6-BIDECO : 6-bromoindirubin-3'-[O-(N,N-diéthylcarbamyl)-oxime. 6-BIMYEO : Hydrochlorure de
6-bromoindirubin-3'-[O-(2-morpholin-1-yléthyl)-oxime].

A. 6-BIDECO BLOQUE L’HYPERPHOSPHORYLATION DE TAU ET
L’APOPTOSE NEURONALE INDUITES PAR L’OKA

L’efficacité du 6-BIDECO (6-bromoindirubin-3'-[O-(N,N-diéthylcarbamyl)-oxime),
dans I’inhibition de la GSK3p, a été vérifiée par 1’analyse par western-blot (Figure 72A) de
la phosphorylation de tau (Figure 72A) sur plusieurs sites phosphorylés par la GSK3p : les
sites AT-180 (reconnaissant les S231 et T235), 12E8 (S262 et dans une moindre mesure
S356 lorsqu’elles sont phosphorylées), AT-8 (S202 et T205 lorsqu’elles sont phosphorylées)
et Tau-1 (reconnaissant les S195, S198, S199 et S202 lorsqu’elles ne sont pas
phosphorylées). L’analyse de la phosphorylation de tau par western-blot par plusieurs
anticorps anti-phospho-tau (AT-180, 12E8, AT-8 et Tau-1) montrent que 1’exposition de
cultures de neurones corticaux a I’OKA entraine une augmentation de la phosphorylation de
tau a tous les sites examinés (Figure 72A). Ces western-blots réalisés avec les anticorps
anti-phospho-tau montrent que I’exposition des cultures de neurones corticaux a I’OKA en
présence de concentrations croissantes de 6-BIDECO (1,25-5 uM, 8 h) entraine une
diminution dose-dépendante des immunoréactivités de tau phosphorylées sur les sites
AT-180, 12E8 et AT-8. En revanche, aucune différence significative n’a été trouvee pour les
immunoréactivités de D’anticorps Tau-1 (Figure 72B). Une diminution nette des
immunoréactivités est observée a partir de 1,25 uM d’OKA pour les sites AT-180 et AT-8,

et a 5uM pour le site 12E8 (Figure 72B). Les immunoréactivités relatives de tau
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phosphorylées détectées par AT-180 étaient de 5,0 £0,3 (p<0,001) dans les conditions
OKA 25 nM seul. Elles étaient de 2,7 £ 0,3 (p<0,001, par rapport a ’OKA 25nM seul),
1,8+0,3 et 1,8+0,3 respectivement dans les conditions OKA 25nM en présence de
6-BIDECO 1,25, 2,5 et 5 uM (Figure 72B). Celles détectées par 1’anticorps 12E8 étaient de
3,5+0,3 (p<0,001) pour I’OKA seul. Elles étaient de 2,4 £0,3, 1,7 £0,3 (p<0,01, par
rapport au traitement a I’OKA 25 nM seul) et 1,8 + 0,4 fois le niveau contréle. Pour les sites
détectés par I’anticorps AT-8, les immunoréactivités phospho-tau étaient de 3,7 £0,3
(p<0,001) pour ’OKA seul et de 3,0 + 0,3 (p<0,01), 2,8 £ 0,4 et 2,0 + 0,4 (p<0,05) dans les
conditions OKA 25 nM en présence de 6-BIDECO 1,25, 2,5 et 5 uM. Les immunoréactivés
de tau déphosphorylée détectée par 1’anticorps Tau-1 étaient similaires entre les différentes
conditions de traitement (Figure 72B). Ces résultats suggérent que méme a 1,25 uM,
6-BIDECO est efficace sur la phosphorylation de la protéine tau, au moins pour le site
AT-180.

L’analyse semi-quantitative de la caspase-3 clivée montre que pour la présence
d’OKA seul, le niveau de clivage de la caspase-3 est de 3,4 + 0,4 (p<0,001 ; Figure 72A et
C). 6-BIDECO bloque 1’augmentation de I’immunoréactivité de la caspase-3 clivée induite
par 25nM d’OKA. Les immunoréactivités de la caspase-3 clivée obtenues avec des
concentrations croissantes de 6-BIDECO (1,25 - 5 uM, 8 h) en présence de 25 nM d’OKA
étaient 1,8 + 0,2 (p<0,05, par rapport au traitement a I’OKA 25nM seul), 1,6 £ 0,3 (p<0,01,
par rapport au traitement a I’OKA 25nM seul) et 1,6 £ 0,3 (Figure 72C).

Ces données indiquent que le 6-BIDECO aux concentrations que nous avons
appliquees (1,25-5puM, 8h) est efficace pour I’inhibition de la GSK3p. L’étude
morphologique et I’analyse de la caspase-3 clivée, comme indicateurs d’apoptose neuronale,
montre que dans nos conditions expérimentales, le 6-BIDECO bloque significativement

I’apoptose neuronale induite par I’OKA.

168



A B 61 = AT-180/Tau-46

¥

= 12E8/Tau-46
5 wAT-8/Tau-46
® OKA 25nM, 8h Tau-1/Tau-46
¢'° + 6-BIDECO (uM)
3y —_—— = 4

1,25 2,5 5
Ns

H#EH#
##
#

(T231+ et S235+)

Immunoréactivité relative
(Fois du contréle)
w

55kDa

12E8
(S262+ et S356+)

1
0 l e

Controle Seul

2,5 5
+6-BIDECO (uM)
OKA 25nM, 8h

55 kDa

AT-8

(S202+ et T205+)

55kDa

au-1
(S198-, S199- et $202-)

¥

w Caspase-3 clivée/Actine

(résidus 404-441)

Immunoréactivité relative
(Fois du contréle)

17 kDa * 3* 3*
2 * *
aspase-3 clivée 1
(Clivage D175)
1
42 kDa J
B-actine 0 -
Contréle Seul 1,25 2,5 5
+6-BIDECO (uM)
OKA 25nM, 8h

Figure 72. L’inhibition de la GSK3p par le 6-BIDECO inverse I’hyperphosphorylation de tau et
P’apoptose neuronale induites par ’OKA. Les cultures primaires corticales ont été exposées & 25 nM d’OKA
seul et en présence de concentrations croissantes de 6-BIDECO (1,25, 2,5 et 5 uM). La phosphorylation de tau
a été analysée par western-blots a 1’aide d’anticorps anti-phospho-tau. L’apoptose a été analysée par la
détection de la caspase-3 clivée (D175) par western-blots. (A) Analyse par western-blots de la phosphorylation
de tau et de I’apoptose. Tau phosphorylée (+) et non phosphorylée (-) ont été détectées par les anticorps
phospho-dépendants anti-tau AT-180 (tau phosphorylée sur les T231 et S235), 12E8 (tau phosphorylée sur
S262 et dans une moindre mesure sur S356), AT-8 (tau phosphorylée sur S202 et T205) et Tau-1 (tau
déphosphorylée sur S195, S198, S199 et S202). Tau totale (phosphorylée et non phosphorylée) a été détecté
par Tau-46. L’apoptose a été analysée par la détection de la caspase-3 clivée. (B) Analyse semi-quantitative
des immunoréactivités phospho-tau détectées par western-blots. Les niveaux de tau ont été normalisés par
rapport a Tau-46. (C) Analyse semi-quantitative par western-blot de la caspase-3 clivée. La B-actine a été
utilisée comme témoin de charge. ***p<0,001 par rapport aux controles. *p<0,05, #p<0,01, *p<0,001 par
rapport a I’OKA seul. NS: non significatif.

A. 6-BIMYEO BLOQUE L’HYPERPHOSPHORYLATION DE TAU ET
L’APOPTOSE NEURONALE INDUITES PAR L’OKA

L’efficacit¢ ~ du composé  salin 6-BIMYEO (Hydrochlorure  de
6-bromoindirubin-3'-[O-(2-morpholin-1-yléthyl)-oxime], pour inhiber I’activit¢é de la
GSK3p, a été vérifiée de la méme maniére que pour 6-BIDECO par western-blot (Figure

73A). L’analyse de la phosphorylation de tau par western-blot a 1’aide des mémes anticorps

169



anti-phospho-tau (AT-180, 12E8, AT-8 et Tau-1) montre que 1’exposition de cultures de
neurones a I’OKA provoque une augmentation de la phosphorylation de tau sur les sites
AT-180, 12E8 et AT-8 (Figure 73A). Le 6-BIMYEO (1,25 -5 uM, 8 h) bloque de fagon
dose-dépendante la phosphorylation de tau sur les différents sites analysés. Comme
précédemment, aucune différence significative n’a été trouvée pour les immunoréactivitées
de D’anticorps Tau-1 (Figure 73B) Une diminution nette des immunoréactivités de
phospho-tau est observée a partir de 1,25 uM d’OKA pour le site AT-180, et 5 uM pour les
sites 12E8 et AT-8 (Figure 73B). Les immunoréactivités relatives détectées par AT-180
étaient 4,7 + 0,2 (p<0,001) pour I’OKA seul et de 2,3 + 0,5 (p<0,01), 1,5 £ 0,1 (p<0,001) et
1,6 £ 0,5 dans les conditions OKA 25 nM en présence de 6-BIMYEO 1,25, 2,5 et 5 uM.
Celles détectées par I’anticorps 12E8 étaient de 3,5 + 0,3 (p<0,001) pour I’OKA seul. Elles
étaient de 2,8+0,3, 2,.3+0,3 et 2,1+£0,4 fois le niveau contrble (p<0,05) dans les
conditions OKA 25 nM en présence de 6-BIMYEO 1,25, 2,5 et 5 uM. Pour I’anticorps
AT-8 elles étaient de 3,6 £0,1 (p<0,001) pour I’OKA seul et de 2,8+0,3, 2,1+0,3
(p<0,01) et 1,9 + 0,3 fois le niveau contrdle (p<0,05) lorsque nous avons ajouté des doses
croissantes de 6-BIMYEO (1,25, 2,5 et5 uM, 8 h) a ’OKA 25 nM. Les immunoréactivé
détectées par I’anticorps Tau-1 étaient similaires pour les conditions présentant 25 nM
d’OKA (Figure 73B). Ces résultats suggeérent que 6-BIMYEO est efficace sur la
phosphorylation de la protéine tau a la premiére concentration utilisée (1,25 uM), au moins
pour le site AT-180.

L’analyse semi-quantitative de la caspase-3 clivée montre que la présence d’OKA
seul est de 3,4 + 0,4 fois le niveau des contrbles (p<0,001 ; Figure 73A et C). De plus,
I’ajout de 6-BIMYEO prévient 1’augmentation induite par 25nM d’OKA de
I’immunoréactivité de la caspase-3 clivée. Les immunoréactivités de la caspase-3 clivée
obtenues avec des concentrations croissantes de 6-BIMYEO (1,25, 2,5 et5uM, 8h) en
présence de 25 nM d’OKA étaient de 1,5+0,4 (p<0,01), 1,3+0,4 et 1,3+ 0,4 fois du
contréle (Figure 73C).

Ces données indiquent que le 6-BIMYEO aux concentrations que nous avons
appliquees (1,25-5puM, 8h) est efficace dans I’inhibition de la GSK3p. L’étude
morphologique et I’analyse de la caspase-3 clivée, comme indicateurs d’apoptose neuronale,
montrent que dans nos conditions expérimentales, le 6-BIMYEO bloque 1’apoptose

neuronale induite par ’OKA.
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Figure 73. L’inhibition de la GSK3p par le 6-BIMYEQ inverse I’hyperphosphorylation de tau et
I’apoptose neuronale induites par ’OKA. Les cultures primaires corticales ont été exposées a 25 nM d’OKA
seul et en présence de concentrations croissantes de 6-BIMYEO (1,25, 2,5 et 5 uM, 8 h). La phosphorylation
de tau a été analysée par western-blot a 1’aide d’anticorps anti-phospho-tau. L apoptose a été analysée par la
détection de la caspase-3 clivée (D175) par western-blots. (A) Analyse par western-blots de la phosphorylation
de tau et de I’apoptose. Tau phosphorylée (+) et non phosphorylée (-) ont été détectées par les anticorps
phospho-dépendants anti-tau AT-180 (tau phosphorylée sur les T231 et S235), 12E8 (tau phosphorylée sur
S262 et dans une moindre mesure sur S356), AT-8 (tau phosphorylée sur S202 et T205) et Tau-1 (tau
déphosphorylée sur S195, S198, S199 et S202). Tau totale (phosphorylée et non phosphorylée) a été détecté
par Tau-46. L’apoptose a été analysée par la détection de la caspase-3 clivée. (B) Analyse semi-quantitative
des immunoréactivités phospho-tau détectées par western-blots. Les niveaux de tau ont été normalisés par
rapport a Tau-46. (C) Analyse semi-quantitative par western-blot de la caspase-3 clivée. La B-actine a été
utilisée comme témoin de charge. ***p<0,001 par rapport aux contrles. “p<0,05, *p<0,01, **p<0,001 par
rapport a ’OKA seul. NS: statistiquement non significatif.

B. 6-BIMYEO EST PLUS EFFICACE QUE 6-BIDECO POUR BLOQUER
L’APOPTOSE INDUITE PAR L’OKA

L’analyse des immunoréactivités de la caspase-3 clivée (Figure 72C et Figure 73C)
montre une meilleure efficacité de I’inhibiteur 6-BIMYEO. Afin de Vvérifier lequel de ces
2 inhibiteurs de la GSK3[ est le plus intéressant pour bloquer I’apoptose induite par I’OKA,
nous avons réalisé des immunofluorescences et quantifié la fragmentation de la chromatine a
I’aide d’un marquage au DAPI, ainsi que le nombre de cellules positives pour la caspase-3

clivée (Figure 74).
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En présence de 25 nM d’OKA pendant 8 h, le taux de cellules avec un noyau
fragmenté est de 5,4 + 0,4 (p<0,001, par rapport aux contr6les auxquels nous avons attribué
de facon arbitraire la valeur 1). Ce taux est respectivement reduit a 2,7 + 0,5 (p<0,01, par
rapport a I’OKA 25 nM), 2,2 + 0,2 et 1,3 £ 0,2 fois le niveau contrdle (p<0,001) en présence
de 1,25, 2,5 et 5 uM de 6-BIDECO (Figure 74B). Lorsque nous appliquons 1’inhibiteur
6-BIMYEO de la méme maniére le taux de cellules avec de la chromatine fragmentée est
réduit a 2,4+0,7 (p<0,01, par rapport a I’OKA 25nM), 2,0+0,4 (p<0,001) et
1,5+ 0,1 (Figure 74C).
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Figure 74. Blocage de I’apoptose induite par ’OKA par les composés 6-BIDECO et 6-BIMYEOQ.
(A) Photomicrographies des doubles immunofluorescencesde la caspase-3 clivée (Casp-3 cl, en rouge) et de la
B-tubuline (en vert) combiné au marquage du noyau par le DAPI (en bleu). (B) et (C) Quantifications in situ de
I’apoptose neuronale détectée par immunofluorescences de la caspase-3 clivée, combinées a I’analyse de la
fragmentation nucléaire détectée par le DAPI. Cont: controle. ***p<0,001 par rapport aux controles. “p<0,01,
##0<0,001 par rapport a ’'OKA seul.

En présence d’OKA 25nM, le taux de cellules positives pour le clivage de la
caspase-3 est de 7,7 £ 0,6 fois le taux contréle (p<0,001). L’ajout de 6-BIDECO a 25 nM

d’OKA réduit respectivement le taux de cellules caspase-3 positives & 3,2 + 0,5 (p<0,001,
par rapport a ’OKA 25 nM), 1,6 + 0,2 et 1,2 + 0,1 pour les concentrations 1,25, 2,5 et 5 uM
de 6-BIDECO (Figure 74A et B). Ces taux étaient de 2,3 + 0,4 (p<0,001, par rapport a
I’OKA 25nM), 1,4 £0,6 et 1,0 £ 0,2 pour les mémes concentrations de 6-BIMYEO (Figure
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74A et C). Ces données indiquent que I’inhibiteur 6-BIMYEO est l1égérement plus efficace
que le 6-BIDECO pour le blocage de I’apoptose induite par I’OKA.

C. CONCLUSIONS : L’UTILISATION DES DERIVES DU 6-BIO,
6-BIDECO ET 6-BIMYEO EST EFFICACE DANS LE BLOCAGE DE
L’APOPTOSE INDUITE PAR L’OKA

Par cette étude, nous avons demontré dans des cultures corticales de neurones que les
petites molécules dérivées du 6-BIO, 6-BIDECO et 6-BIMYEO, spécifiques de la GSK3p et
non toxiques (contrairement au 6-BIO) bloquent la phosphorylation de tau et 1’apoptose
neuronale induites par I’OKA. De plus, en dépit de leurs constantes d’inhibition (voir
Tableau 55), le composé 6-BIMYEOQO est légerement plus efficace dans le blocage de

I’apoptose neuronale induite par ’OKA.
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L’hyperphosphorylation de tau résulte d’un déséquilibre de la balance
kinase-phosphatase. Dans les cerveaux Alzheimer, les activités enzymatiques des
phosphatases PP2A et PP5 sont respectivement diminuées de 50 et 20 % (Gong et al., 1993,
Liu et al., 2005a, Liu et al., 2005b, Chen et al., 2008). Dans ces cerveaux, 1’inhibition des
phosphatases intervient de facons directe et indirecte. La phosphorylation inhibitrice de la
PP2A en Y307 sur sa sous-unité catalytique est présente dans les cerveaux Alzheimer (Liu
et al., 2008) et une augmentation de 20 % du taux des inhibiteurs de la PP2A, 1,77 et 1,724,
est trouvée (Tanimukai et al., 2005, Chen et al., 2008, Tanimukai et al., 2009). A I’inverse,
la dérégulation de kinases entraine I’hyperphosphorylation des protéines tau. En paticulier,
I’activité enzymatique de la GSK3p est augmentée dans les cerveaux Alzheimer (Leroy et
al., 2002, Leroy et al.,, 2007). Dans ces cerveaux, 1’hyperphosphorylation de tau est
positivement corrélée a la sévérité de la démence (Augustinack et al., 2002) et les forts taux
de protéines tau hyperphosphorylées retrouvés dans le LCR des patients Alzheimer
constituent un bon indice pronostique pour évaluer la gravité de la neurodégénérescence
(Hampel et al.,, 2004, Buerger et al.,, 2006, Bain et al., 2007). D’autre part,
I’hyperphosphorylation de tau et la présence de la GSK3pB seraient essentielles a la
neurotoxicité induite par le peptide AP (Takashima et al., 1993, Rapoport et al., 2002). La
GSK3p est requise et suffisante pour induire 1’agrégation de tau (Nuydens et al., 1995,
Rankin et al., 2007, Sahara et al., 2008). La GSK3p et la PP2A co-localisent dans les PHFs
des cerveaux Alzheimer (Planel et al.,, 2001). Ces données montrent que
I’hyperphosphorylation de tau est un médiateur clé dans le mécanisme sous-jacent a la
dégénérescence neuronale observée dans la maladie d’Alzheimer et les autres tauopathies
(Igbal and Grundke-Igbal, 1991, Wittmann et al., 2001, Rapoport et al., 2002, Santacruz et
al., 2005, Roberson et al., 2007). 1l faut cependant signaler qu’il a été suggéré que la
formation des agrégats de tau serait une réponse neuroprotectrice adaptative a

I’hyperphosphorylation de tau (Keck et al., 2003, Ren et al., 2007).

La maladie d’Alzheimer se déroule séquentiellement : I’hyperphosphorylation de tau
est suivie d’une accumulation de tau sous forme d’agrégats, qui sont ensuite ubiquitinylées
et s’accumulent. Pour stopper la maladie d’Alzheimer, les stratégies theérapeutiques
envisagées sont soit de réduire le niveau de protéine tau per se, réduisant ainsi le niveau de
protéines tau pouvant étre phosphorylées et donc pouvant s’agréger; soit de reduire
I’hyperphosphorylation de tau, empéchant ainsi la formation d’agrégats de tau; soit

d’activer un mécanisme de dégradation des agrégats protéiques (Figure 75).
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Figure 75. Stratégies thérapeutigues envisagees contre les tauopathies.

Pour la premicere stratégie thérapeutique, nous avons mis en évidence que I’inhibition
de la GSK3p entrainait une réduction des niveaux de protéines tau (Martin et al., 2009). En
effet, I’inhibition tant pharmacologique que moléculaire de la GSK3p entraine de maniere
spécifique une diminution des niveaux de la protéine tau. A I’inverse, la sur-expression
moléculaire de la GSK3p induit une augmentation des niveaux de tau. De plus, I’inhibition
de la PP2A par ’OKA bloque la diminution des niveaux de tau induite par le lithium. Ces
donnés indiquent que la PP2A est spécifiquement impliquée dans la diminution des niveaux
de tau induite par le lithium. Ces résultats montrent que la GSK3pB régule les niveaux
protéiques et de phosphorylation de tau dans les neurones et que les effets induits par la
GSK3p sont bloqués par la PP2A (Martin et al., 2009). Etant donné que I’inhibition de la
GSK3p entraine une réduction des niveaux de tau, nous avons cherché a savoir si la
suppression endogene de tau bloquait 1’apoptose. Les premiers résultats montrent que cette
suppression chez des souris entraine une réduction de I’apoptose induite par I’OKA de 56 %.
La confirmation de ces résultats par d’autres techniques d’analyse de 1’apoptose, comme
I’immunofluorescence ou la cytométrie en flux, devra étre realisee. Ces données
préliminaires sont en accord avec une étude récente démontrant que la suppression de tau
réduit la dégénérescence hippocampique et les déficits d’apprentissage induit par

la GSK3p (Gomez de Barreda et al., 2010).

La seconde stratégie thérapeutique consiste a bloquer 1’hyperphosphorylation de tau
dans un modele de perte neuronale. Nous avons donc congu un modéle de tauopathie in vitro
utilisant I’OKA, un inhibiteur classique de la PP2A (et de la PP5) (Messner et al., 2006).
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Ces deux enzymes ont des activités réduites dans les cerveaux Alzheimer, et leur inhibition
conduit a I’hyperphosphorylation de tau (Liu et al., 2005b, Bertoli et al., 2009, Chen et al.,
2009, Sanchez-Ortiz et al.,, 2009). 11 a été rapporté que I’OKA stimule également
I’agrégation du peptide AP, la dégénérescence neuronale et la perte synaptique, des traits
neuropathologiques observés dans la maladie d’Alzheimer (Sun et al., 2003). Notre modele
in vitro de pathologie de tau, consistant a exposer des cultures de neurones corticaux in vitro
a 25 nM d’OKA, montre une hyperphosphorylation de tau suivie d’une apoptose neuronale.
Ce mode¢le, bien qu’in vitro, est en accord avec les données obtenues chez les souris
transgeniques exprimant un dominant négatif de la sous-unité catalytique de la PP2A,
montrant une hyperphosphorylation de tau et une dégénérescence neuronale (Kins et al.,
2001).

Ce modeéle in vitro de tauopathie nous a permis d’identifier la GSK3B comme cible
pharmacologique impliquée dans le blocage de I’hyperphosphorylation de tau et 1’apoptose
neuronale induites par I’OKA. De méme, 1’inhibition moléculaire de la GSK3f par hsiRNA
bloque 1’apoptose induite par I’OKA. A contrario, I’inhibition pharmacologique de la CDK5
par la (R)-roscovitine ou par le (R)-CR8, et I’inhibition de DYRKI1A par I’harmine, a des
concentrations agissant sur la phosphorylation de tau, n’ont pas montré de potentiel
neuroprotecteur contre I’apoptose induite par I’OKA. Nous avons donc mis en evidence que
la GSK3p était sélectivement impliquée dans la neuroprotection contre 1’apoptose induite
par I’OKA. Ces donnés sont en accord avec le fait que la sur-expression de la GSK3p
accélére la pathologie de tau (Terwel et al., 2008). D’autre part, nous avons observé que
I’utilisation de 25 nM d’OKA pendant 8 h sur la lignée de neuroblastome humain SH-SY5Y
entraine une augmentation d’environ 30 % du niveau de la GSK3p totale. Ces données
suggerent que la PP2A pourrait agir en amont de la GSK3p en régulant 1’activité¢ de la
GSK3p. L’ensemble de ces résultats confirment 1’implication spécifique et sélective de la
GSK3p dans I’apoptose induite par I’OKA.

Afin de tester des composés a visée thérapeutique et suite a 1’identification de la
GSK3p comme cible thérapeutique, nous avons identifiés trois dérivés d’indirubines
(6-BIBEO, 6-BIDECO et 6-BIMYEO), inhibant la GSK3p et ayant un potentiel
neuroprotecteur accru contre I’apoptose induite par ’OKA. Ces composés ont 1’avantage
d’étre beaucoup moins toxique que le 6-BlO (toxique a 9 UM sur le neuroblastome humain
SH-SY5Y). Le composé 6-BIMYEO semble avoir le potentiel neuroprotecteur le plus

prometteur. Par la suite, le potentiel neuroprotecteur de ces composés dans des modeles in
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vivo devra étre évalué. Ces composeés pourront étre testés dans des modeles de souris
transgéniques possédant des hsiRNA inductibles dirigés spécifiquement contre la sous-unité
catalytique (ou structurale) de la PP2A. Ces deux précautions permettraient de bloquer
spécifiquement 1’action de la PP2A a des taux variables et sur une durée déterminée. Une
étude sur plusieurs mois voire années pourra également étre envisagée afin d’observer les
effets d’une inhibition chronique de la PP2A. La détermination du potentiel neuroprotecteur

de ces composés au long terme sera alors d’un grand intérét.

Finalement, dans notre étude, nous avons toujours observé que la GSK3p agissait de
facon antagoniste a la PP2A, et ce, aussi bien pour la régulation de la phosphorylation de
tau, que pour la régulation des niveaux protéiques de tau. Ces données montrent
I’importance des couplages PP2A-GSK3p, GSK3p-tau et tau-PP2A dans la maladie
d’Alzheimer. Comme des AMMs pour les inhibiteurs de kinases ont déja eté délivrées, et en
raison de la plus grande sélectivité des kinases (comparée aux phosphatases, PP2A régule
71 % des activités phosphatases cellulaires), 1’inhibition spécifique de la GSK3p, par des
petites molécules passant la BHE telles que les dérivés du 6-BIO, est d’un grand intérét.
L’ensemble des données accumulées au cours de cette these soulignent I’importance de
bloquer I’hyperphosphorylation de tau ou de diminuer directement le niveau de protéines
tau. Ces stratégies thérapeutiques devraient réduire considérablement la formation des

agrégats de tau.

En raison de la présence de NFTs et de ’hyperphosphorylation de tau dans les
cerveaux Alzheimer, le niveau de tau est 8 fois plus important que dans les cerveaux
témoins de méme age (Khatoon et al., 1992, Kopke et al., 1993). Si les deux premieres
stratégies thérapeutiques (réduction de 1I’hyperphosphorylation de tau et réduction du niveau
de protéines tau) ne donnent pas de résultats satisfaisants, une troisieme piste devra étre
envisagée. Elle consiste a stimuler la dégradation des agrégats protéiques de tau généres par
la déregulation de la balance cellulaire kinase-phosphatase. Les mécanismes de dégradation
de la cellule sont le systéme ubiquitine-protéasome et 1’autophagie. Les agrégats protéiques
de tau sont ubiquitinylés mais le protéasome, qui voit son activité diminuée au cours du
vieillissement cellulaire normal, ne prend pas en charge ces agrégats (Shaw and Chau, 1988,
Bancher et al., 1989, Cripps et al., 2006, Riederer et al., 2009). La stimulation de ce
processus ne semble pas d’un intérét majeur aux stades ou ces agrégats sont présents. La
stimulation du second processus, 1’autophagie, semble plus prometteuse (Nixon, 2007, Ling

and Salvaterra, 2009). Parmi les inhibiteurs de la GSK3p, le lithium, bien que le moins
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spécifique, en raison de son AMM et la possibilité d’une éventuelle extension, est hautement
étudié et a été montré comme inducteur du processus autophagique (Sarkar et al., 2005).
L’OKA produisant des agrégats de protéines tau, et le lithium les dégradants, cela pourrait
expliquer en partie le r6le neuroprotecteur de la GSK3p. Dans notre modéle in vitro, la
formation des agrégats de tau par ’OKA pourrait étre évaluée, et I’induction de la
dégradation de ceux-ci par les nouveaux composeés, dérivés du 6-BIO, devra étre recherchée.
Dans le cas ou le mécanisme autophagique est identifié pour son réle neuroprotecteur, la
recherche de composés stimulant le processus autophagique pourra également étre envisagé.
La stimulation du processus pourra en particulier s’effectuer par un inducteur connu et

puissant de 1’autophagie, possédant déja une AMM, la rapamycine.

D’autre part, avant son agrégation, la dégradation de tau peut étre réalisée par le
protéasome de facon dépendante (Morishima-Kawashima et al., 1993) ou indépendante de
I’'ubiquitine (Cardozo and Michaud, 2002, Baki et al., 2004). Pour cette derniére, la protéine
tau est phosphorylée par la GSK3p, provoquant la fixation de la protéine chaperonne Hsp70
a tau activant ainsi la dégradation de tau par 1’autophagie dépendante des protéines
chaperonnes (Carrettiero et al., 2009, Kon and Cuervo, 2010). L’¢tude des connections entre
protéines tau, GSK3p et autophagie dépendante ou indépendante (macroautophagie) des
protéines chaperonnes sera la suite logique de ce travail. L’utilisation d’un modéle
inductible d’inhibition de la PP2A permettra de cribler de nouveaux composés dégradant les
agrégats de protéines tau. L’utilisation d’un modele d’inhibition moléculaire de la GSK3[

permettra également d’identifier le role de la GSK3[ dans 1’autophagie.
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En conclusion, nous avons démontré que : la GSK3p et la PP2A agissent sur les
niveaux des protéines tau dans les neurones ; la GSK3p était sélectivement impliquée dans
la neuroprotection contre 1’apoptose induite par I’OKA ; les nouveaux inhibiteurs 6-BIBEO,
6-BIDECO et 6-BIMYEO protégent de 1’apoptose neuronale induite par I’OKA et que la
suppression de la protéine tau protége de I’apoptose induite par I’OKA. Ces donnés
suggérent qu’il serait intéressant de tester d’autres dérivés du 6-BIO afin d’évaluer leur
potentiel neuroprotecteur, et de trouver un inhibiteur bloquant 1’apoptose neuronale
spécifiguement. Si un ou plusieurs inhibiteur(s), inverse(nt) totalement le niveau de
phosphorylation de tau et bloque(nt) I’intégralité de I’apoptose neuronale induite par I’OKA,
cet ou ces inhibiteur(s) pourront étre alors testé dans un modele in vivo de tauopathies.
D’autre part, générer un modele in vivo d’inhibition de la PP2A permettrait de cribler de

nombreux composes pharmacologiques concernant leur potentiel neuroprotecteur.

Ces travaux montrent dans leur globalité 1’implication capitale de la GSK3 dans un
modele in vitro de tauopathie. De plus, cette étude bibliographique associée a celle du
Dr D. Hanger (Hanger et al., 2009) sur les sites de phosphorylations de tau retrouvés
exclusivement chez les patients Alzheimer, montre que les principales kinases de tau sont la
GSK3, la CK1 et la p38.

D’autre part, I’action des peptides amyloides sur les voies de signalisation cellulaire
de I’insuline (Townsend et al., 2007, Lee et al., 2009) ou Wnt/B-caténine (Magdesian et al.,
2008) augmente le niveau de protéines GSK3p actives, et par conséquent la phosphorylation
de la protéine tau (Hernandez et al., 2009a). Ces données indiquent que la GSK3p pourrait
étre le lien entre peptides AP et protéine tau (Hernandez et al., 2009a). Identifier des
composes neuroprotecteurs contre 1’hyperphosphorylation de tau et 1’apoptose neuronale
spécifique impliquant la GSK3[ est d’une grande importance afin de combattre au niveau

cellulaire les nombreuses tauopathies telles que la maladie d’ Alzheimer.

L’¢étape suivant ce travail sera de déterminer d’une part par quels mécanismes
cellulaires s’opére cette neuroprotection contre I’apoptose induite par I’inhibition de la
PP2A. Les premiers mécanismes pouvant ¢étre testés pourront étre 1’autophagie
(macroautophagie et autophagie régulée par les protéines chaperonnes). D’autre part, il
serait intéressant de tester les différentes indirubines neuroprotectrices in vitro dans un

modele in vivo de souris tauopathiques.
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Résumé

La maladie d’Alzheimer est une pathologie dont les étiologies sont encore inconnues. Etroitement liée
au vieillissement de la population, elle est caractérisée par la présence de deux traits neuropathologiques : les
dégénérescences neurofibrillaires (DNFs) et les plaques séniles, des agrégats extracellulaires de peptides
B-amyloides. Les DNFs sont des agrégats intraneuronaux composés essentiellement de protéines tau
anormalement phosphorylées. L’hyperphosphorylation de tau est positivement corrélée a la sévérité de la
démence. Cette hyperphosphorylation résulterait d’un déséquilibre de la balance kinase-phosphatase. Dans les
cerveaux Alzheimer, les activités enzymatiques des phosphatases PP2A et PP5 sont diminuées et 1’activité de la
GSK3p est augmentée. Une des stratégies thérapeutiques dans la maladie d’Alzheimer vise & bloquer la
pathologie de tau et ceci, consiste soit a réduire le niveau de la protéine tau, soit en agissant sur son état de
phosphorylation.

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence que ’inhibition de la GSK3B par le lithium
entrainait une réduction des niveaux de la protéine tau. Cette réduction peut étre bloquée par I’inhibition de la
PP2A. Nous avons ensuite cherché a déterminer si la diminution du niveau de tau bloquait I’apoptose neuronale.
Pour cela, nous avons mis au point un modéle in vitro de ’hyperphosphorylation de tau associée a une apoptose
neuronale. Ce modéle consistait a inhiber la PP2A par I’acide okadaique (OKA) dans des cultures primaires de
neurones corticaux. Les premiers résultats ont montré que la suppression de tau chez des souris (KO) entrainait
une réduction de 1’apoptose neuronale induite par ’OKA. Ce modéle in vitro de tauopathie nous a permis
également d’identifier la GSK3B comme cible pharmacologique privilégiée, impliquée dans
I’hyperphosphorylation de tau et surtout dans 1’apoptose neuronale induites par ’OKA. En effet, I’inhibition de
la CDKS5 et de la DYRK1A n’a pas montré de potentiel neuroprotecteur contre 1’apoptose induite par ’OKA.
Compte tenu de I’implication sélective de la GSK3p, nous avons pu caractériser les propriétés neuroprotectrices
de trois dérivés d’indirubines inhibiteurs de la GSK3p. Les effets de ces dérivées méritent d’étre évalués dans un
modeéle in vivo de tauopathies. Ce travail souligne I’intérét de 1’étude du réle de la GSK3p dans les processus

pathologiques des tauopathies, en particulier la maladie d’Alzheimer.

Mots clés : Tau, GSK3p, PP2A, neuroprotection
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