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RESUME

La maladie d’Alzheimer (MA) est un probleme majeur de santé publique. L’un des
symptomes le plus précoce et le plus caractéristique de la MA est la perte de mémoire.
Son diagnostic formel est établi par I’examen neuropathologique post-mortem du
cerveau des patients. Il est basé sur la présence conjointe de deux Ilésions
caractéristiques : des dépots extracellulaires composés de peptide b-amyloide, dérivant
du clivage anormal de la protéine APP, et la dégénérescence neurofibrillaire,
caractérisée par une accumulation intraneuronale de protéines Tau hyper- et
anormalement phosphorylées. L’évolution spatio-temporelle de la pathologie Tau dans
le cerveau des patients est corrélée a 1’évolution clinique de la MA.

La MA est une maladie multifactorielle dont I’apparition peut &tre influencée par
divers facteurs génétiques ou environnementaux, tels 1’allele ApoEe4, différents
polymorphismes ainsi que le vieillissement ou la ménopause, par exemple. Depuis une
dizaine d’années des études €pidémiologiques ont mis en évidence 1’existence d’une
relation entre le statut métabolique des individus durant leur vie adulte et
I’augmentation du risque de développer la MA a un age plus avancé. En effet,
I’incidence de la MA est doublée chez les sujets souffrant de diabete de type 2, et le
cerveau des patients présente les caractéristiques d'une résistance a l'insuline. Il a
€galement €té rapporté que la présence d’une obésité ou d’un surpoids a la mi-vie sont
des facteurs de risque importants pour le développement de cette maladie. De facon
intéressante, le facteur de risque s’inverse a un age avancé, faisant du surpoids et de
I’obésité des facteurs protecteurs lorsqu’ils sont présents en fin de vie chez les
individus. D’autre part, la perte de poids peut étre prédictive de la survenue d’une
démence de type MA. Tous ces €léments suggerent 1’existence d’une interrelation
entre le métabolisme et les mécanismes physiopathologiques liés a la MA. Cette
relation physiopathologique qui lie les maladies métaboliques et la MA a été bien
étudiée expérimentalement sur le plan de la pathologie amyloide mais peu investiguée
concernant la pathologie Tau. Précisément, 1’effet d’une obésité établie de maniere
physiologique, donc nutritionnelle, sur le développement et la progression de la
pathologie Tau n’a pas été évalué dans un modele approprié.

Dans ce contexte, les travaux présentés dans cette these visent a étudier I’impact d’un
régime riche en graisse, permettant le développement d’une obésité, sur le
développement physiopathologique d’un modele transgénique mimant le versant Tau
de la MA, la souris THY-Tau22. Cette souris surexprime dans les neurones du cerveau
la protéine Tau humaine mutée en 2 sites favorisant sa phosphorylation et son
agrégation et présente une pathologie Tau hippocampique évolutive qui s'exprime en
parallele d'altérations mnésiques. Ainsi elle constitue un modele particulierement
adapté a I'étude des conséquences comportementales, anatomo-pathologiques,
biochimiques et transcriptomiques de la tauopathie de la MA.

Apres induction d'une obésité et de ses conséquences métaboliques chez la souris
THY-Tau22 de 7 mois, nous avons pu observer une perturbation des performances
d'apprentissage accompagnée d'une aggravation de la pathologie Tau hippocampique.
De facon intéressante, ces modifications pathologiques ont eu lieu en parallele du
maintien d'une bonne sensibilit¢ a l'insuline périphérique et en présence d'une



activation de la voie de signalisation du récepteur a l'insuline dans I'hippocampe. Ces
données remettent en cause le dogme établit dans la littérature, et suggerent que les
conséquences déléteres d'une obésité sur Tau dans la MA peuvent €tre dissociées d'une
résistance a l'insuline périphérique et centrale.

Sur le plan métabolique, lorsque nourries par un régime obésifiant, les souris THY-
Tau22 de 7 mois présentent au contraire de leurs contrles de portées wild-type une
homéostasie glucidique peu détériorée. Afin de contrdler la véracité de ce phénotype
nous avons entrepris la caractérisation métabolique de la lignée de souris THY-Tau22
via une étude longitudinale de 2 a 9 mois. Cette caractérisation a permis de mettre en
évidence le caractere plus maigre de la souris THY-Tau22 comparé aux WT avec des
différences de parametres métaboliques qui s'accentuent au cours de la vie de la souris
THY-Tau22. Afin de décrypter si cette particularité métabolique est le fruit du gain de
fonction 1lié a l'accumulation de protéine Tau phosphorylée, un suivi longitudinal
identique a été réalisé chez la souris Knock-out pour le gene Tau murin (KO-Tau). Les
résultats indiquent que la souris KO-Tau présente un phénotype métabolique inverse a
celui de la souris THY-Tau22, avec poids corporel augmenté et homéostasie
glucidique altérée, suggérant que la protéine Tau puisse posséder un role dans
I'homéostasie métabolique. En conclusion l’ensemble des résultats de cette these
suggere par conséquent qu'une obésité provoque l'aggravation de la pathologie Tau de
la MA, et ce, en l'absence d'une résistance a l'insuline. De plus, nous révélons
l'existence d'une potentielle fonction inédite de la protéine Tau dont l'action au niveau
central aurait des conséquences métaboliques périphériques.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a major public health problem. Memory loss is the most
precocious and characteristic symptom of this disease. The certain diagnosis is
established after post-mortem neuropathological examination of the patient's brain. It
is based on the observation of both histological hallmarks: extracellular deposits made
of amyloid-p peptide derived from abnormal processing of its precursor protein, and
neurofibrillary tangles, characterized by intraneuronal accumulation of hyper- and
abnormally phosphorylated Tau proteins. The spatio-temporal evolution of Tau
pathology in the Alzheimer's brain is correlated to the severity of cognitive symptoms.

AD is a multifactorial disease that can be influenced by several genetic or
environnemental factors, such as ApoEe4 allele, genetic polymorphisms and ageing
and menopause, for instance. Since a decade epidemiological studies have pointed out
the existence of a relationship between the metabolic status of individuals during their
adult's life and an increased risk of developing AD at an advanced age. Indeed, type 2
diabetes doubles the risk to have AD. Mid-life overweight and obesity are also
important risk factors for the development of AD. Furthermore, weight loss may be
predictive of an AD type dementia. These elements suggest a possible relationship
between peripheral metabolism and physiopathological mechanisms related to AD.
This relationship linking metabolic disorders and AD has been extensively studied in
the amyloid part of AD, but few investigations have looked at these relationships with
Tau pathology. Precisely, the effect of a nutritional and physiologically induced
obesity on the development and progression of Tau pathology has not been evaluated
in an appropriate model. In this context, the work presented in this thesis aim at
studying the impact of an obesity induced by a high-fat diet on physiopathological
development of a transgenic mouse model reproducing AD-like Tau pathology, the
THY-Tau22 mouse. This mouse overexpresses in the neurons a human Tau protein,
mutated on two sites favoring its phosphorylation and aggregation and exhibits a
progressive hippocampal Tau pathology in parallel with learning and memory
impairment. This mouse model therefore constitutes an appropriate model to study the
behavioral, anatomo-pathologic, biochemical and transcriptomic consequences of AD-
like Tauopathy.

Diet induced obesity and its metabolic disturbances in 7 months THY-Tau22 mice
impaired learning and induced an aggravation of hippocampal Tau pathology.
Interestingly, this pathological worsening occurred in parallel with healthy peripheral
insulin sensitivity and activation of central insulin signaling. These data question the
current dogma of the literature and suggest that deleterious consequences of obesity on
Tau pathology could happen dissociated from peripheral and central insulin signaling.
On the metabolic point of view, when fed high-fat, 7 months THY-Tau22 mice
present, on the contrary of their littermate controls, a relative healthy glucose
homeostasis. To control this phenotype we undertook the characterization of THY-
Tau22 mice with a longitudinal study from 2 to 9 months. This characterization led us
to underscore the leaner phenotype of THY-Tau22 compared to their WT counterparts,
with increasing differences in metabolic parameters over age. In order to decipher if



this metabolic feature is due to a gain of function induced by the neuronal
overexpression of Tau we realized the same phenotyping on a Tau knock-out mouse
(KO-Tau). The results indicate that, in contrary to THY-Tau22 mice, KO-Tau mice
present a mirrored metabolic phenotype with higher body weight and impaired glucose
homeostasis, suggesting a possible role for Tau in metabolic homeostasis.

In conclusion, all the data presented in this thesis therefore suggest that obesity induce
a worsening of AD-like Tau pathology that occurs dissociated from insulin resistance.
Moreover, our study reveals the existence of a potential unpublished function of Tau
protein whose action at central level could have peripheral metabolic consequences.
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DAB : di-aminobenzidine

Db/db : modele de souris diabétique de type 2, transgéniques
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JNK : Janus kinase

KO : "knock-out", désigne une souris inactivée pour un gene donné

MA : maladie d'Alzheimer

MAPK : mitogen activated protein kinase

MAPT : "microtubule associated protein Tau", protéine Tau associée aux microtubules
MARK : "microtubule affinity-regulating kinase", kinase régulant I'affinité des microtubules.
MC3/4 R : "melanocortin % receptor”, récepteur a la mélanocortine 3 / 4

MT : microtubule, élément du cytosquelette axonal

NeuN : neuronal N

NINCDS-ADRDA : "National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke and the Alzheimer's Disease and Related Disorders Association"

NIRKO : "neuronal insulin receptor knock-out", souris knock-out pour le récepteur a
l'insuline neuronal

NMDA : N-méthyl D-aspartate

NOD : souris non-obese diabétique, modele de diabete de type 1

NPY : neuropeptide Y

NSE : neuronal specific enolase

NSY : souris Nagoya-Shibata-Yasuda, modele de souris diabétique de type 1

Ob/ob : modele de souris obeses transgéniques

OLETF : "Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty", modele de rats diabétiques de type 2.
OMS : organisation mondiale de la santé

PDPK : "proline-directed protein kinase", protéine kinase dirigée contre les prolines.
pH : potentiel hydrogene

PHF : "paired helical filaments", filaments appariés en hélice

PI3K : Phosphatidyl inositol 3 kinase

PKA : protéine kinase dépendante de ' AMPc

PKB : protéine kinase B, nommée également Akt.

PKC : protéine kinase C

PKN : protéine kinase N

POMC : pro-opiomélanocortine

PP1/2A/2B/5 : protein phosphatase1/2A/2B/5

PS1/2 : préséniline 1/2

PTP1B : protein tyrosine phosphatase 1B

RI : récepteur a l'insuline

SAPK : stress activatek protein kinase

SDS-PAGE : "sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide gel electrophoresis", électrophorese
en gel de polyacrylamide — sulfate de sodium dodécyl.

Ser : acide aminé sérine

SNC : systeme nerveux central

Spino : spinophiline

STZ : streptozotocine

SYP : synaptophysine

TO/TT : désigne le début ou la fin d'un suivi ou d'un régime

Tau : tubulin associated unit

TC : souris THY-Tau22 nourries par un régime standard, chow

TG : triglycérides

TH : souris THY-Tau22 nourries par le régime HFD, riche en graisse

Thr : acide aminé thréonine

THY-Tau22 : souris transgénique exprimant la protéine Tau humaine mutée

TNF : tumor necrosis factor



Tyr : acide aminé tyrosine

WC : souris wild-type nourries par un régime chow, standard

WH : souris wild-type nourries par le régime HFD, riche en graisse

WT : souris wild-type, sauvage

xN/yR : composition des isoformes de Tau, présence de x exons facultatifs dans la partie N-
terminale de Tau et de y domaines de liaison aux microtubules dans sa partie C-terminale



INTRODUCTION

La Maladie d'Alzheimer, c'est, en 2010 : 36 millions de personnes atteintes dans
le monde. Les prévisions en 2030 tablent sur un doublement du nombre de cas si
aucun traitement efficace n'est découvert, ni aucun changement de mode de vie
n'est pris. Durant les 40 prochaines années, prés de 700 millions de personnes
seront confrontées dans leur entourage proche a la démence. Outre le cofit
humain, il faut noter que le coft total, en France, d'une prise en charge a
domicile d'un patient atteint de démence s'éleve a 3580 euros par mois, salaires
des aidants et matériel de soin compris. Ces chiffres alarmants montrent

l'urgence d'intensifier 1'effort de recherche.



CHAPITRE I - FACTEURS INFLUENCANT LA
MALADIE D'ALZHEIMER

1. Facteurs de risques

Les études basées sur les cohortes de jumeaux apportent des informations sur
I’influence de composantes génétiques ou environnementales dans les pathologies.
Puisque les jumeaux partagent le méme environnement, on observe, dans le cas de
maladies héréditaires, un taux de concordance de 100% chez les jumeaux
monozygotes alors que chez les dizygotes ce taux tend vers 50%. A I’inverse, pour une
maladie enticrement déterminée par des facteurs environnementaux, les taux de
concordance chez les monozygotes sont identiques a ceux des dizygotes. Rdihd et
collaborateurs en 1997 ont pu mettre en évidence une concordance de 31% de MA
chez les jumeaux monozyogotes alors qu’elle était seulement de 9% chez les jumeaux
dizygotes, proposant ainsi que 1’étiologie de la MA ait une composante génétique

forte, mais également environnementale (Réihi et al., 1997).

Méme si, dans 1% des cas, 1’origine de la maladie est clairement déterminée, 1’origine
des formes sporadiques n’est pas identifiée. La MA semble étre une maladie
multifactorielle mettant en jeu un ensemble de facteurs de risque, a la fois génétiques

et environnementaux.

A. Facteurs de risques génétiques
i. a pénétrance complete : les mutations sur les genes de I’APP, de la

PSENT1 et 2

Un a six pourcents des cas de MA correspond aux formes familiales précoces (voir
pour revues Alonso-Vilatela et al., 2012, Tanzi 2012). On explique I’apparition de ces
formes de la maladie par la présence dans le génome de mutations autosomiques
dominantes sur 3 genes, et qui constituent un facteur de risque a pénétrance complete

avant 50 ans. Ces 3 genes codent pour les présenilines 1 et 2 et 'APP (amyloid



precursor protein, protéine précurseur de I’amyloide) (Chartier-Harlin et al., 1991,

Goate et al., 1991 ; Sherrington et al., 1995 ; Levy-Lahad et al., 1998, Rogaev 1999).

Bien que présents sur 3 différents chromosomes, ces génes codent pour des protéines
impliquées dans une voie biologique commune, celle qui conduit a la production de
peptide -amyloide (Tanzi et Bertram, 2005), celui-ci étant retrouvé dans le cerveau
des patients (Suzuki et al., 1994; Scheuner et al., 1996; Citron et al., 1997). Tres
récemment, une mutation du géne de I'APP a été identifiée dans une cohorte
islandaise, et procure une diminution du risque de MA d'un facteur 5 apres 85 ans. Les
auteurs de cette étude observent in vitro une réduction de production du peptide [3-
amyloide par cette mutation (Jonsson et al., 2012). Ces résultats démontrent ainsi le
role prépondérant joué par le peptide [}-amyloide dans la pathogenese de la maladie
puisqu'une réduction de sa production confere un risque inférieur de développer la

MA.

En opposition aux formes familiales, les formes sporadiques de MA comptent pour 94

a2 99 % des cas et ont des origines étiologiques différentes.

ii. A pénétrance incomplete

a. Le gene de I’Apolipoprotéine E

Les antécédents familiaux constituent un facteur de risque significatif pour la MA,
mais seulement chez les porteurs de l'allele €4 de I'APOE (Huang et al., 2004). Le
principal candidat génétique responsable des formes sporadiques de MA est la
présence d’un des 3 alleles €2, €3 et €4 du gene de I’ Apolipoprotéine E. Selon les
études, le risque de MA est augmenté de 3 a 15 fois pour les détenteurs d’une a deux
copies de l’allele E4, respectivement (Genin et al., 2011 ; Farrer et al., 1997). A
I’inverse, la présence de ’allele €2 serait protectrice (Corder et al 1994 ; Raber et al,
2004 : Genin et al., 2011). Contrairement aux 3 mutations causant la MA a début
précoce, I’allele APOE €4 n’est ni nécessaire, ni suffisant pour causer la MA (Figure
1). En effet, si 58 a 65% des patients ont au moins une copie de 1’allele €4 (Raber et al,
2004, Corder et al 1994), 40% des patients atteints de MA ne sont pas porteurs de

’allele €4, et 30% des homozygotes pour APOE €4 ne développent jamais la maladie



(Raber et al, 2004 ; Schmechel et al., 1993 ; Mayeux et al., 1993). 1l faut cependant
noter que les individus portant le génotype APOE €4/¢4 s'exposent a une probabilité de
1 risque sur 2 de développer une MA apres 85 ans, tandis que chez ceux portant le
génotype €3/e4 cette probabilité est de 1 risque sur 4 environ, compatible avec une
transmission autosomique semi-dominante (Genin et al., 2012). L'allele €4 pouvant
alors étre considéré comme un facteur de risque génétique a pénétrance semi-

complete.

Présence des alléles de I'APO E et fréquence de MA dans un
échantillon de population de plus de 60 ans.
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Figure 1. Comparaison entre fréquence des alléles de I'ApoE et fréquence de MA
apres 60 ans. Moins de 25% de la population posséde au moins un allele E4, pourtant
cette frange de la population présente plus de 50% de MA. Adaptée de Raber et al.,

2004.

Un certain nombre d'études indique que 'allele epsilon4 de ' APOE serait d'une part, le
moins efficace pour assurer le transport pour dégradation vers la périphérie du peptide
beta amyloide (Dodart et al., 2005) et d'autre part, moins affin pour la protéine Tau, la
rendant ainsi disponible a une phosphorylation augmentée (Gibb et al., 2000), ces

deux évenements étant centraux dans la pathogenese de la maladie.
b. Apports des études d’association pangénomiques

Le développement de techniques de criblage a haut débit a permis 1’essor des études

d’association pangénomiques, qui permettent 1’identification de loci modifiés entre le



code génétique de populations contrdles et de populations atteintes d’une maladie. A
ce jour, 695 genes et pres de 3000 polymorphismes ont été testés dans la MA (source :
www.alzgene.org), mais seuls une dizaine de genes se révelent véritablement
impliqués. Parmi ceux-ci, on peut citer les genes CD33, codant pour une protéine
impliquée dans I’immunité innée et ABCA7, codant pour une protéine impliquée dans
le métabolisme lipidique (Hollingworth ez al., 2011). Des mutations sur le géne codant
pour la sortiline SORL1 ou son homologue SORCSI, protéines impliquées dans le
contrdle de la production du peptide beta-amyloide, sont retrouvées associées a un
risque supérieur de MA (Reitz et al., 2011 ; Pottier et al., 2012). Lambert et collegues,
en 2009 ont également identifié des loci associés a CR1 et CLU qui sont impliqués

dans I’inflammation (Lambert et al., 2009).
B. Facteurs environnementaux

Selon I’OMS, les maladies chroniques sont la toute premiere cause de mortalité dans
le monde. L’augmentation de I’espérance de vie des populations et leur s€dentarisation
sont des facteurs qui augmentent le nombre de cas de maladies chroniques li€s au

mode de vie.
i. Santé générale et modes de vie

Les progres de la médecine ont permis I’augmentation de 1’espérance de vie dans les
pays occidentaux. Par ailleurs cela s’est accompagné d’une diminution de la natalité,
aboutissant a un vieillissement de la population. Le principal facteur de risque non
modifiable de la MA est I’age (Coria et al., 1994). La prévalence de MA augmente de
facon exponentielle au cours des années, et est de 0,9% dans la tranche d’age de 60 a
64 ans et apres 85 ans, c’est pres d’une personne sur 4 qui est affectée (Figure 2).

Etude Delphi, Ferri, 2005, Lancet).



Influence de I'dge sur la prévalence de MA en Europe de I'Ouest
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Figure 2. Influence de l'dge sur la prévalence de MA. La prévalence augmente de
Jacon exponentielle aprés 60 ans, si bien qu'une personne sur quatre dgée de 85 ans
est atteinte de MA. Adapté de Ferri et al., 2005.

Outre le vieillissement, un ensemble de facteurs environnementaux semble augmenter
le risque de survenue de MA, parmi lesquels on peut citer I’hypertension artérielle,
I’hypercholestérolémie (Kivipelto et al., 2005), la dépression (Devanand et al., 1996 ;
Jorm et al., 2000) ou la cigarette (Reitz et al., 2007 ; Anstey et al., 2007). En revanche,
certains facteurs semblent bénéfiques et retarderaient 1’apparition de la maladie, tels
que la pratique d’une activité physique, la consommation de caféine (Rosso et al.,
2008), le maintien d’une vie sociale active (Laurin et al., 2001; Stern et al., 1994), le
suivi d'un régime de type méditerranéen, riche en fruits, céréales, poisson, pauvre en
viandes et en produits laitiers (Scarmeas et al., 2006 ; Gu et al., 2010). Par ailleurs, la
consommation d'alcool, et plus particuliecrement de vin, bénéfique pour le systeme
cardiovasculaire (Rimm et al., 1999) est associée a un risque réduit de développer la
MA (Luchsinger et al., 2004 ; Stampfer et al., 2005). Cependant, les interactions entre
l'alcool, l'alimentation et l'activité sociale ne sont souvent pas pris en compte et

peuvent expliquer cette association (Letenneur 2004, 2007).

Une constellation d'autres facteurs de risque importants comportent les désordres
métaboliques et plus précisément, le surpoids / I'obésité, I'hyperinsulinémie, le diabete

de type 2 en sont les composantes principales.

ii. Présentation des maladies métaboliques.



a. Obésité et surpoids

Selon ’OMS, le surpoids et 1’obésité se définissent comme une accumulation

anormale ou excessive de graisse corporelle qui peut nuire a la santé.

La prévalence de I’obésité et du surpoids augmente de facon dramatique dans les pays

occidentaux mais aussi dans les puissances émergentes (Figure 3.).
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Figure 3. Carte représentant la prévalence de l'obésité (IMC >30) dans le monde en
2008. Globalement, les régions les plus touchées sont I'Amérique du Nord, l'Afrique
du Nord, I'Europe, mais la prévalence est en augmentation dans l'ensemble des pays et
notamment dans les pays émergents. Tiré de 'OMS.

L’indice de masse corporelle (IMC) est une mesure anthropologique permettant
d’évaluer le poids corporel en fonction de la taille des individus. L’IMC est le ratio
poids en kg divisé par la taille en cm au carré, et s’exprime en kg/cm2. Un individu est
en surpoids lorsque son IMC est supérieure a 25, et on parle d’obésité lorsque I'IMC
est supérieure a 30. Cette méthode de catégorisation du poids corporel ne tient
cependant pas compte de la musculature, ni de la localisation corporelle des masses de
tissu adipeux, qui peut étre différente entre deux individus ayant la méme IMC, ou qui

varie selon le sexe.

L’adiposité reflete la quantité de masse graisseuse d’un individu, et constitue de ce fait

une mesure appropriée de 1’obésité. On peut ’estimer grace aux mesures de tour de



taille ou parfois au diametre sagittal ou au ratio tour de taille / tour de hanche (RTH
ratio taille hanche). Sont considérés obeses les individus ayant un tour de taille
supérieur a 102 cm pour les hommes et 88 cm pour les femmes (Janssen et al., 2004,
Luchsinger et al., 2008, Eur J pharmacol). L’intérét de ces mesures est qu’elles
prennent en compte 1’état d’adiposité viscérale, en opposition a I’adiposité sous-
cutanée qui est typiquement caractérisée par des replis de peau graisseux. De fait, les
individus présentant une IMC correcte mais avec une distribution abdominale de
graisse sont davantage a risque de maladies métaboliques. On peut expliquer ceci au
fait que la graisse viscérale posseéde une influence importante sur la production
d’adipocytokines et sur 1’insulino-résistance (Rondinone et al., 2006). Enfin, un exces
de tissus adipeux a pour conséquence une production accrue de leptine, hormone
anorexigene (Stanley er al., 2005). Chez les individus obeses, une leptino-résistance

s'installe, et le signal anorexigene véhiculé par la leptine est altéré.

Ainsi, si I’obésité est un facteur important de risque cardiovasculaire, et prédispose au
diabete de type 2, a I’'insulino-résistance, I’hypertension et la dyslipidémie (Wellman
et al., 2002) une distribution abdominale de la graisse corporelle en constitue un
facteur de risque encore plus important (Ramachandran et al., 1997 ; Yarnell et al.,

2001).

L'obésité est caractérisée par de l'inflammation. L'exces d'apport en nutriments et la
résistance périphérique a l'insuline causée par I'exces de masse graisseuse sont connus
pour induire, a la fois au niveau des adipocytes (Hotamisligil et al., 1995) que du
cerveau (DeSouza et al., 2005) une sécrétion de cytokines proinflammatoires et de
chimiokines (Shoelson et al., 2006, 2012), caractérisant ce que l'on appelle une

inflammation de bas grade impliquant les macrophages.

Avec l'augmentation de l'adiposité il y a augmentation du risque de résistance a
l'insuline et de diabete de type 2, d'hypertension artérielle, de dyslipidémie, qui sont

des constituants du syndrome métabolique (Malik et al., 2010).

b. Résistance a l'insuline et DT2.



La sensibilité a I'insuline est caractérisée par la capacité pour le corps entier a capter et
utiliser le glucose en réponse a une sécrétion d'insuline. Au contraire, la résistance a
l'insuline se traduit par l'incapacité pour les tissus cibles (foie, muscles, tissus adipeux)
a répondre a ce signal. Le taux d'insuline a jeun reflete 'insulinorésistance, puisque
des doses croissantes d'hormone deviennent nécessaires pour atteindre |'effet
biologique attendu. D'autres moyens de mesurer l'insulinorésistance comprennent les
tests de tolérance a l'insuline et au glucose. Ces tests sont couramment utilisés pour
établir 1'état insulinorésistant chez les rongeurs et les humains (Muniyappa et al.,
2007). On peut également estimer insulinorésistance d'un organisme via le calcul de
I'HOMA-IR (homeostatic model assessment of insulin resistance), index tenant
compte de l'insulinémie qui est nécessaire pour le bon maintient d'une glycémie
donnée. Cet index est rapporté fidele a la mesure de taux d'infusion de glucose obtenu
lors de tests de clamp, tests plus universels de I'insulinorésistance (Muniyappa et al.,

2009), mais reconnus trop lourds et contraignants a mettre en place.

Dans l'homéostasie, le maintient d'une glycémie normale est rendue possible par
I'équilibre entre la capacité des tissus périphériques (muscles, tissus adipeux, foie) a
capter le glucose au sein de leurs cellules, et a la capacité du pancréas a sécréter
lI'insuline (DeFronzo et al., 2000). De fait, des taux anormalement élevés de glucose
sanguin sont causé€s par une résistance des tissus a l'action de l'insuline et par
l'incapacité du pancréas de sécréter suffisamment d'insuline pour contrer l'insulino-
résistance des tissus. Il s'ensuit une élévation chronique des taux d'insuline, une gluco-

intolérance forte et une insulinopénie, caractéristiques cliniques du diabete de type 2.

iii. Données issues des études basées sur 1'homme reliant MA et

métabolisme
a. Relations entre MA et Adiposité

Un IMC élevé a la mi-vie est associ€ a un risque élevé de démence (Kivipelto et al.,
2005 ; Whitmer et al., 2005). Le risque pour un sujet obése ou en surpoids de
développer la MA est par exemple quantifié respectivement a et 260 et 180% de plus

qu'un individu contrdle (Whitmer et al., 2008). Ces auteurs rapportent méme un risque



augmenté de 80% chez des sujets ayant un IMC normal mais un tour de taille
important, synonyme de répartition abdominale du tissu graisseux. De la pathologie
Tau et amyloide a ét€é observée dans l'hippocampe de sujets obeses morbides sans
antécédents de démence (Mrak 2009). Luchsinger et collaborateurs ont observé dans
une catégorie de population agée entre 65 et 76 ans que 1'association entre 1'IMC et le
risque de MA ressemble a une courbe en U (Luchsinger et al., 2007). En effet ces
auteurs constatent qu'a ces ages, un IMC soit trop faible, soit trop fort est associé a un
risque important de MA. Apres 76 ans, il semblerait qu'un fort IMC soit protecteur de
ce risque. De la méme fagon, des études issues de cohortes différentes ont rapporté un
risque €lévé de développer une démence chez des sujets agés lorsque 1'IMC est faible
(Atti et al., 2009 ; Nourashémi et Vellas., 2008). Bien que ces études ne tiennent pas
compte de la répartition de la masse graisseuse, la notion qu'un faible poids corporel a
un age avancé soit associé a l'approche d'une démence n'est pas nouvelle (Barrett-
Connor et al., 1996 ; Gillette-Guyonnet et al., 2000). Si cette relation entre faible poids
et incidence de MA est une conséquence de la perte d'autonomie (Gustafson et al
2008) ou si elle reflete un mécanisme physiopathologique particulier reste a définir.
Des hypotheses ont cependant été proposées. L'altération de 1'olfaction est un des
premiers symptomes dans la MA (Doty, 2009). La perte de ce sens altere 'attractivité
des plats et peut donc conduire a une baisse de prise alimentaire (Devanand et al.,
2000 ; Doty, 2009). D'autre part, les modifications métaboliques en relation avec la
MA ne sont pas bien connues. On sait cependant que la MA est accompagnée de
perturbations de la voie de signalisation a I'insuline dans le cerveau (Steen et al., 2005,
Talbot et al., 2012) pouvant €tre a l'origine de perturbations du métabolisme central et
périphérique.
b. Relations entre MA, obésité et inflammation

Au cours d'une étude prospective, Yaffe et collaborateurs (Yaffe, 2004, JAMA) ont
mis en évidence l'importance de l'inflammation périphérique dans le risque de déclin
cognitif (Tableau 1). Les individus présentant un syndrome métabolique avec

inflammation périphérique étant plus a risque d'atteinte cognitive. Ces résultats ont par

la suite été confirmés par d'autres études (Roberts et al, 2010).
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Déficits cognitifs, nombre (%)

[ \
Absence du Syndrome Présence du Syndrome

Métabolique Métabolique Facteur de Risque ajusté

(n=1616) (n=1016) (intervalle de confiance a 95%) *
Cohorteentiere 338 (20,9) 260 (25,6) 1,20 (1,02-1,41)
Inflammation levée 57 (21,1) 105 (30,2) 1,66 (1,19-2,32)
Inflammation faible 571 (20,9) 155 (23,2) 1,08 (0,89-1,30)

* La référence est le groupe sans syndrome métabolique. Facteurs de risque ajustés selon les critéres suivants : age, niveau
d’éducation, origine ethnique, score cognitif initial, dépression, consommation d’alcool, antécédent d’AVC et utilisation de statines.

Tableau 1. Risque de développer une démence au regard du statut inflammatoire et
métabolique des individus. Le risque de démence est de prés de 60% uniquement dans
le groupe présentant une inflammation importante. Adapté de Yaffe et al., 2004.

c. Relations entre MA et Dyslipidémie

La dyslipidémie consécutive a une obésité ou un surpoids est caractérisé par des taux
anormalement élevés de cholestérol et de triglycérides. L'hypercholestérolémie est
associée a un risque plus élevé de MA (Kivipelto et al., 2001, 2002, 2005). D'autre
part, les statines, médicaments utilisés dans le traitement de 'hypercholestérolémie ont
été associés a une diminution de la démence (Wolosin et al., 2000 ; Jick et al., 2000)
mais ceci n'a pas toujours €té€ observé (Morley et Banks 2010). Des taux tres €levés de
triglycérides sont associés a la présence de plaques séniles dans le cerveau de patients
atteints de MA (Matsuzaki et al., 2011). Enfin, il est a noter que 1'APOE, dans le
cerveau, intervient dans I'élaboration du transport des TG et du cholestérol en
partenariat avec la protéine ABCA7. L'isoforme Epsilon 4 de I'APOE, la moins
efficace pour jouer ce role, étant le facteur de risque génétique le plus important dans
la MA a début tardif, et un locus génétique sur le gene de ' ABCA7 ayant été associé a

un risque augmenté de MA (Hollingworth et al., 2011).
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d. Relations entre MA et insuline

De nombreuses études montrent 1'existence d'une association entre hyperinsulinémie et
risque augmenté de MA (Razay et Wilcock, 1994 ; Luchsinger et al., 2004) et ce,
méme indépendamment d'un DT2 (Peila et al., 2004). De facon intéressante, hors
contexte pathologique, les taux plasmatiques d'insuline sont positivement corrélés a un
moindre score lors de tests cognitifs (van Oijen et al., 2008), et une infusion d'insuline
au niveau périphérique, tout en maintenant une glycémie acceptable améliore les
scores cognitifs de personnes saines ou atteintes de MA (Craft et al., 1999). Chez les
patients MA, les taux d'insuline plasmatique ont ét€ rapportés supérieurs alors que
ceux du liquide céphalorachidien se sont révélés inférieurs (Craft et al., 1998). Une
hypothese soulevée par cette particularité est la présence d'une insulinorésistance de la
BHE. En effet, en cas d'hyperinsulinémie périphérique, la concentration d'insuline
dans le cerveau commence par étre €levée, mais une chronicité engendre une
diminution du transport d'insuline dans le cerveau (Banks et al., 1997). Les
conséquences de l'incapacité pour l'insuline d'agir au niveau central peuvent Etre
nombreuses. En effet, le récepteur a l'insuline, bien que fortement exprimé a la
périphérie I'est également au niveau central. On le retrouve bien sir localisé dans les
régions du cerveau impliquées dans la régulation de la prise alimentaire, mais pas
seulement puisque le cortex, le bulbe olfactif, I'amygdale et I'hippocampe en
contiennent également (Gerozissis 2008). L'incapacité d'action de 1'insuline au niveau
périphérique est une des caractéristiques du diabete de type 2. La relation entre DT2 et
risque de MA a été tres bien décrite. L'étude de la cohorte de Rotterdam par Ott et
collaborateurs (Ott et al., 1996, 1999) a mis en évidence le risque augmenté de
développer la MA chez les individus atteints de diabete de type 2. De fait, souffrir d'un
DT?2 augmente d'un facteur 2 le risque de développer la MA. Un nombre important
d'autres études épidémiologiques ont ét€é menées et une grande majorité d'entre elles
indiquent que le DT2 augmente le risque de développer la MA (Figure 4 ; Profenno et
al.,2010 ; Luchsinger et al., 2010).
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Figure 4. Représentation de 12 études de population ayant examiné le risque de MA
lorsqu'un DT?2 est présent. La largeur des histogrammes reflete la taille de ['étude (en
milliers d'individus). Leur hauteur indique le facteur de risque. La ligne rouge indique
le facteur 1, c'est a dire l'absence de risque. Adapté de Profenno et al., 2010 ;
Luchsinger et al., 2010.

De facon intéressante, dans des coupes de cerveau de patients, Valente et
collaborateurs ont observé que la présence conjointe d'un DT2 et d'une MA avait un
effet synergétique sur la présence de DNF, renforcant ce lien entre MA et DT2
(Valente et al., 2010). Outre la présence d'un lien entre désordres du métabolisme de
l'insuline périphérique et MA, il faut ajouter qu'au sein de 1'hippocampe de patients
atteints de MA l'expression d'éléments de signalisation pour l'insuline est altérée. On
peut citer une réduction importante de 1'expression (Steen et al., 2005) mais également
de l'activabilité (Talbot et al., 2012) du récepteur a l'insuline et du récepteur a 1'IGF-1

et de leurs molécules de signalisation, I'1RS-1 et I'IRS-2, respectivement.

La notion selon laquelle les maladies métaboliques prédisposent a un risque de MA est
renforcée par des données expérimentales. Les relations physiopathologiques entre

maladies métaboliques et MA sont examinés dans le chapitre 3.
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CHAPITRE 2 - LA MALADIE D'ALZHEIMER

1. Auguste Dieter, premier cas diagnostiqué de Maladie d'Alzheimer.

Le 26 Novembre 1901 le psychiatre et neuropathologiste allemand Alois Alzheimer
examine pour la premiere fois Auguste D, femme de 51 ans, maigre, présentant des
problemes de mémoire et de comportement. Son auscultation révele la présence d'une
désorientation spatiale et temporelle, et de sa difficulté voire incapacité a répondre a
certaines questions simples comme 1'énonciation de son nom ou de la date, tandis que
sa connaissance du nom d'objets demeure intacte. Alzheimer y voit les signes d'une
démence sénile, pourtant peu compatible avec le relatif jeune 4ge de la patiente.
Pendant les 4 années et demi de son internement en institut psychiatrique les médecins
ont constaté 'aggravation des symptomes de Auguste D. Elle mourut peu apres ses 56

ans.

L'examen anatomique du cerveau révele une atrophie généralisée. L'étude histologique
montre tout d'abord une perte massive de cellules, et une coloration a I'argent révele la
présence de 2 1€sions tres différentes. L'une forme des paquets de fibres tres épaisses et
fortement imprégnées d'argent qui envahissent l'intérieur des neurones. Parfois, le
noyau et le cytoplasme ont disparu et seul subsiste ces amas (Figure 5). En I'absence
d'agent contrastant, Alzheimer constate, dispersé dans le cortex cérébral, des amas qui
une fois marqués ressemblent a du millet et couvrent des surfaces plus importantes
(Figure 5). Les neuropathologistes Fisher et Hiibner de 1'époque feront les mémes
observations (voir pour revue Goedert et al., 2009). Ces dépdts, intra cellulaires ou
extracellulaires seront identifiés plus tard comme étant des plaques séniles et de la

dégénérescence neurofibrillaire (Graeber et al., 1999).
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Figure 5. Examen histologique du cerveau de Auguste D par Alzheimer, Nissl et
Perusini, mettant en évidence des dépots amyloides (photographie de gauche) et de la
dégénérescence neurofibrillaire (au milieu ; encart de droite : croquis de Fisher).
Photographies obtenues par microscope Zeiss plana. Adapté de Perusini et al., 1909,
Fisher et al., 2010 (Goedert et al., 2009).

Le cas de Auguste D. remplit certains des criteres cliniques aujourd'hui proposés par le
NINCDS-ADRDA, Figure 6, McKhann et al., 1984) comme permettant le diagnostic
de MA. Parmi ceux-ci on peut citer l'aphasie, 1'agnosie, l'apraxie, dont souffrait
Auguste D (Alzheimer, 1907), mais également la présence de délires et d'illusions.
Enfin, parmi les criteres de diagnostic on peut citer la perte de poids, qui précede et
peut étre révélatrice d'une démence chez le sujet agé (Barrett-Connor et al., 1996 ;

Wang et al., 1997 ; Gillette Guyonnet et al., 2000).

15



1. Les critéres pour le diagnostic clinique de la maladie d’Alzheimer probable sont :

Démence diagnostiquée sur les données de la clinique et documentée par MMS
des altérations d’au moins deux fonctions cognitives

diminution progressive de la mémoire et d’autres fonctions cognitives
I’absence de trouble de la conscience

début entre 40 et 90 ans

2. Le diagnostic de maladie d’Alzheimer probable est basé sur :

La présence d’une aphasie, d’une apraxie, d’une agnosie

Une diminution des activités quotidiennes et des troubles du comportement

Des antécédents familiaux de troubles similaires

Résultats des examens de laboratoire : LCR normal, EEG normal ou anomalies non spécifiques,
atrophie cérébrales au scanner X progressant sur plusieurs examens consécutifs

3. Autres signes cliniques compatibles avec le diagnostic de maladie d’Alzheimer probable aprés
exclusion des autres causes de démence :

Présence de plateaux dans la progression de la maladie

Symptémes associés : dépression, insomnie, incontinence, délire, illusions, hallucinations,
réactions de catastrophe, troubles sexuels, perte de poids

Crises comitiales possibles & un stade avancé

Scanner X normal pour I’dge

Début <40 et 90 ans <

4. Eléments qui plaident contre le diagnostic de maladie d’Alzheimer probable :

Début soudain

Signes neurologiques focaux, troubles de la coordination survenant précocement en cours
d’évolution

Crises d’épilepsie ou troubles de la marche dés le début de la maladie

5. Le diagnostic de maladie d’Alzheimer possible peut étre porté :

Devant un syndrome démentiel en I'absence d’autres affections systémiques, neurologiques,
psychiatriques et en présence de forme atypiques dans leur mode de début, leur présentation
clinique ou leur évolution

En présence d’une autre affection systémique ou cérébrales susceptible de causer une démence
mais qui n’est pas considérée comme la cause de la maladie

Dans le cadre de la recherche clinique ce diagnostic doit étre retenu lorsqu’un déficit cognitif est
isolé et s’aggrave progressivement en 'absence d’une cause identifiable

6. Les critéres pour le diagnostic de maladie d’Alzheimer certaine sont :

Les critéres cliniques pour le diagnostic de maladie d’Alzheimer probable
La mise en évidence d’altérations histopathologiques caractéristiques obtenues par biopsie ou
autopsie

Figure 6. Criteres diagnostics de la MA. D'aprés le NINCDS-ADRDA, 1984.

Enfin, le diagnostic de MA certaine est basé sur la présence conjointe d'altérations
histopathologiques que sont les plaques de dépdts amyloides extracellulaires et la
dégénérescence neurofibrillaire, qui furent tous deux observés dans le cerveau de

Auguste D, et dont les neuropathologistes de 1'époque pensaient responsables de la

démence présénile dont elle souffrait (Fisher, 1907).

2. Les neuropathologies, affections micro et macroscopiques

A. Atrophie du cerveau — aspect macroscopique.

L'atrophie cérébrale importante identifiée par Alzheimer (Alzheimer, 1907) dans cette
maladie est le résultat d'une pathologie évolutive. L'hippocampe est séverement touché

(De Leon et al., 1989). Fox et collaborateurs, en utilisant la technique d'imagerie par
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résonance magnétique ont pu mettre en évidence la fenétre temporelle réduite qui
conduit a l'atrophie du cerveau d'une patiente atteinte d'une forme sévere, génétique de

maladie d'Alzheimer (Fox et al., 2001, Figure 7).

48-year old male control 46-year old woman with familial Alzheimer's disease

Figure 7 : IRM anatomique coronale T1 avec mesure des changements percus dans
une unité de volume (voxel) pendant 11 mois (controle, gauche) et 14 mois (patient,
droite). Le parenchyme apparait en blanc et gris tandis que les liquides apparaissent
en noir. Les couleurs chaudes indiquent une augmentation du volume occupé par les
liquides (et donc une réduction du volume occupé par le parenchyme) pendant la
période et dans le voxel étudié tandis que les couleurs froides indiquent une réduction.
On peut noter chez le cerveau contréle le niveau réduit occupé par les sillons et
ventricules tandis que chez le cerveau de patient celui-ci est plus important. Adapté de

Foxetal. 2001.

L'atrophie est majeure dans la région du lobe temporal et notamment au niveau de
I'hippocampe, de l'amygdale et du cortex entorhinal, régions impliquées dans
I'encodage, le stockage et la restitution de la mémoire alors que les cortex moteur et
sensoriel, le cervelet sont épargnés. Une hypothese expliquant l'atrophie observée
serait d'une part une perte neuronale mais surtout une perte synaptique (Terry et al.,

2000), provenant de la neurotoxicité conséquente aux 1ésions J-Amyloide et Tau.
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B. Les lésions histopathologiques

Dans le cerveau des patients atteints de MA sont retrouvées deux types de 1ésions bien
distinctes provoqués par l'agrégation et le dépot de protéines : Le peptide 3-amyloide

et la protéine Tau.
a. Lésions f}-Amyloide

La séquence de dépot des agrégats de peptide P-amyloide suit une extension
stéréotypée qui commence dans le néocortex cérébral et le cortex puis s'étend aux
régions entorhinale et transentorhinale, a I'hippocampe puis au diencéphale et enfin au
tronc cérébral (Thal et al., 2002). Thal et collaborateurs suggerent qu'elle se produit
séquentiellement en suivant les voies neuroanatomiques. Le séquengage en acides
aminés d'une protéine issue de plaques séniles par Glenner et Wong en 1984 a permis
d'identifier un peptide de 4 KDa organisé en feuillets [3-plissés au sein des plaques. Ce
peptide physiologique de 4 kDa est issu du clivage protéolytique séquentiel de son
précurseur APP (Amyloid Precursor Protein) par deux enzymes : la B-sécrétase (ou
BACE]) et la y-sécrétase, cette derniere consistant en un complexe de protéines dont
les présénilines 1 et 2. L'APP est une protéine transmembranaire dont le gene est
localisé sur le chromosome 21. Bien que le métabolisme de cette protéine soit bien
caractérisé, on sait peu de choses sur la fonction de ses métabolites. Le métabolisme
de I'APP peut avoir lieu selon 2 voies principales, que l'on appelle les voies
amyloidogéniques et non-amyloidogéniques (De Strooper et al., 2000 ; Anderson et
al., 1992). La voie non-amyloidogénique est le résultat du clivage de I'APP par les o-
sécrétases qui conduit a la formation de peptide soluble SAPP a et de C83. Ce dernier
étant ensuite clivé par la v sécrétase en un fragment de 3Kda appelé p3. La voie
amyloidogénique a lieu via le clivage par la -secrétase (appelée BACE-1) qui conduit
a la formation d'un peptide soluble appelé sAPP-3 et de C99, qui a son tour est clivé

par la y-secrétase en peptide [3-amyloide (figure 8).
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Figure 8. Différentes voies du métabolisme de [I'APP. L'APP, protéine
transmembranaire est la cible des sécrétases a, P et y. La voie amyloidogénique
conduit notamment a la formation du peptide [5-amyloide et a la formation de I'AICD

et du sSAPP- /5. La voie non-amyloidogénique conduit a la formation de sAPP-o. de P3
et d'AICD.

Dans les formes génétiques de la maladie, les mutations des genes de 1'APP ou des
PS1 et PS2 ont pour effet I'augmentation soit de la production des peptides AP} 1-40 et
1-42 soit l'augmentation du ratio AP 1-42 / 1-40 (Selkoe et Podlisny, 2002). Le peptide
A-f} peut étre long de 36 a 43 acides aminés. Les formes majoritaires de A sont les
AP 1-40 et AP 1-42 qui comptent respectivement pour pres de 90 et 10% des formes
totales d'Af3. Le peptide AP 1-42 posséde deux aminés hydrophobes supplémentaires

qui lui conferent un potentiel pro-agrégatif supérieur.

Dans la MA, les monomeres de peptides -amyloides sont donc produits en plus
grande quantité, et leur clairance vers la périphérie est altérée, ce qui a pour
conséquence l'augmentation de leur quantité dans le cerveau (Selkoe et al., 2000).
Cette concentration conduit a la formation d'agrégats solubles, qui d'abord sont des
oligomeres, formés d'une dizaine de monomeres. S'ensuit leur agrégation en
protofibrilles de moins en moins solubles qui finissent pas se déposer sous forme de
fibrilles, les constituants des plaques (Figure 9.). Des données indiquent que les
oligomeres de AP, au contraire de leurs monomeres et fibrilles, seraient responsables

de la neurotoxicité et la dysfonction synaptique présente dans la MA (Lambert et al.,
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1998 ; McLean et al., 1999 ; Walsh et al., 2002).

Figure 9. Oligomérisation du peptide B-amyloide. Les monomeres de A-f3, solubles,

s'agrégent en oligomeéres puis en protofibrilles et fibrilles.

Cette hypothese est corroborée par I'établissement récent d'une lignée transgénique de
souris exprimant une pathologie amyloide exclusivement composée d'intermédiaires
oligomériques de peptide amyloides (Tomiyama et al., 2010). Ces souris présentent
des altérations mnésiques sans que des plaques ne soient présentes dans leur cerveau.
L'ensemble de ces données suggere que les plaques servent de réservoirs de peptides
amyloides, qui sous forme soluble, oligomériques sont bien plus toxiques (Walsh et

Selkoe, 2004).
B. Dégénérescence neurofibrillaire

Dans les années 1960 1'analyse par microscopie €lectronique de sections de cerveau a
permis de mettre en évidence l'ultrastructure en double hélice de la dégénérescence
neurofibrillaire (DNF) (Kidd 1963, 1964). La nature moléculaire exacte de la DNF ne
fut élucidée que dans les années 1980. Ainsi, par l'utilisation d'anticorps spécifiques on
y détecta de la protéine Tau (Brion et al., 1985, Delacourte et Défossez 1986). Une
preuve additionnelle indiquant la nature exacte de la protéine constituante des PHF fat
apportée par Goedert et al. 1988; Wischik et al. 1988a,b qui séquencerent des

fragments de protéines isolées du noyau des PHF et découvrirent que les ADNc
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dérivés de ces fragments codaient pour la protéine Tau.

Les filaments appari€és en hélice, constituants de la dégénérescence neurofibrillaire
sont retrouvés dans une vingtaine de pathologies neurodégénératives appelées
tauopathies (Sergeant et al., 2008). Certaines tauopathies présentent la caractéristique
de contenir également de la pathologie amyloide comme la MA, le syndrome de
Down, la démence pugilistique, ou bien en étre exempt, comme pour la maladie de
Niemann-Pick de type C, la démence frontotemporale avec syndrome parkinsonien
liée au chromosome 17 (FTDP-17) ou la dégénérescence corticobasale (Buée et al

2000, Higuchi et al., 2000).

En 1991, Braak et Braak soulevent l'hypothése selon laquelle 1'évolution de la
dégénerescence neurofibrillaire dans les différentes structures du cerveau pourrait
expliquer le déclin cognitif (Braak et Braak, 1991). Delacourte et collaborateurs
confirment cette hypothese en 1999, via une étude basée sur I'analyse de 60 cerveaux
de patients non-déments et 70 cerveaux de patients déments. Ces auteurs observent
que les filaments appariés en hélice constitués de protéine Tau se répandent de facon
stéréotypée, sequentielle et hiérachique au sein des structures du cerveau et ont établi
une classification en stades reflétant 1'envahissement progressif des différentes régions

du cerveau (Figure 10).
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Figure 10. L'évolution stéréotypée de la pathologie Tau au cours de la MA commence
par la région hippocampique puis s'étend a l'ensemble des régions corticales. Adapté

de Delacourte et al., 1999.

De fagon intéressante, bien que cette classification en stades a été faite sans inclure la
notion de statut cognitif, les auteurs ont remarqué que l'intégralité des cerveaux de
patients non-déments étaient aux stades SO a S5, tandis que la totalité des cerveaux de
patients de MA étaient aux stades S7 a S10 (Figure 10). D'autres auteurs ont également
fait I'observation d'une bonne corrélation entre la DNF et les perturbations mnésiques

(Duyckaerts et al., 1997).
3. L'inflammation dans la MA

L'inflammation est une caractéristique importante dans de nombreuses pathologies
neurologiques dont la Sclérose en plaques, la sclérose latérale amyotrophique, la
maladie de Parkinson (Wyss-Coray et Rogers, 2012), et la MA (Mandrekar-Colucci et
Landreth, 2010). Des données épidémiologiques indiquent que la consommation
chronique d'anti-inflammatoires non stéroidiens diminue le risque de développer la
MA (McGeer et al., 1996). De la microglie activée (Rogers et al. 1988) et des
astrocytes (Sofroniew et Vinters, 2010) sont retrouvés aux abords des plaques séniles,
et le cerveau des patients atteints de MA comprend des niveaux de médiateurs

inflammatoires supérieurs a ceux de contrdles du méme age (Sastre et al., 2008).

Le role protecteur ou délétere de la neuroinflammation reste a définir, cependant on
sait par exemple que la microglie est capable de phagocyter les dépdts amyloides in
vitro (Bard et al., 2000). Les microglies sont capables également de sécréter des
médiateurs inflammatoires (Lue et al., 2001a,b; Wyss-Coray et al., 2006; Cameron et
Landreth, 2010) dont la cytokine TNFa, des chimiokines comme CCL3, CCLA4,
CCLS, et d'autres (Wyss-Coray et Rogers, 2012). Une expression locale de ces
médiateurs peut avoir des conséquences déléteres pour les neurones (voir pour revue
in Akiyama et al. 2000). Les chimiokines CCL3, 4 et 5 sont connues pour étre chimio-
attractantes envers les lymphocytes T et les macrophages (Akiyama et al., 2000),
tandis que le TNF a peut avoir des conséquences cytotoxiques envers les neurones.

Bien que les dépoOts amyloides soient connus pour participer a l'inflammation
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chronique qui a lieu dans la MA, certaines preuves aussi existent du role de la
dégénérescence neurofibrillaire dans celle-ci. Sheng et collaborateurs ont montré la
présence de microglies activées et d'astrocytes aux abords de la DNF (Sheng et al.,
1997). Des preuves expérimentales vont en ce sens. Ainsi, la souris THY-Tau22, qui
surexprime une pathologie Tau hippocampique est aussi atteinte par de l'inflammation
caractéristique d'une activation des macrophages, de la microglie et des astrocytes
(Belarbi et al., 2011, travail de master 2 et de these de Cyril Laurent, 2009 a 2013).
L'administration de Lipopolysaccharide, composé fortement pro-inflammatoire, a des
rongeurs reproduisant ou non les pathologies amyloides et Tau de la MA potentialise
I'hyperphosphorylation de Tau (Bhaskar et al. 2003; Kitazawa et al., 2005; Kitazawa
etal., 2008 ; Lee et al., 2010 ; Roe et al., 2011 ; Tweedie et al., 2012). De plus, des
données expérimentales obtenues par immunosuppression d'une lignée de souris
transgéniques exprimant la protéine Tau humaine mutée en P301S indiquent une
diminution de la pathologie Tau, suggérant le rdle délétere que ces processus

inflammatoires puissent jouer dans cette pathologie (Higuchi et al., 2007).

23



CHAPITRE III - LA PROTEINE TAU

En 1975, Weingarten et collaborateurs ont mis en évidence un facteur essentiel dans la
conversion des dimeres de tubuline en anneaux qui, des lors peuvent s'assembler en
microtubules. Ce facteur, protéique, est nommé Tau pour tubulin associated unit. La
découverte d'une part de la nature protéique de la DNF (Brion ef al., 1985, Delacourte
et Défossez, 1986), et le clonage de cette protéine (Goedert ef al. 1988; Wischik et al.,
1988) dans la DNF ont été les points de départ de l'effort de recherche sur la protéine

Tau.
1. Génétique de Tau

La protéine Tau humaine est codée par le gene MAPT en position 17g21 et est
constitué de 16 exons. Neve et collaborateurs en 1986 observent que ' ARN messager
de cette protéine est principalement exprimé dans les neurones du cerveau. On la
trouve en moindre importance dans les astrocytes et oligodendrocytes (Ahmed et al.,
2011), et également dans le cceur, le muscle squelettique, les poumons et les testicules,
et en de plus faibles proportions dans l'estomac et le foie (Gu et al., 1996). Dans le
cerveau on retrouve 6 isoformes différentes (Figure 11.), générés par épissage
alternatif (Andreadis et al., 1992; Neve et al., 1986). L'inclusion ou I'exclusion des
exons 2, 3 et 10 conduit a la formation de ces 6 isoformes dont la taille varie de 352 a
441 acides aminés (Goedert et al., 1989). Une isoforme plus longue, appelée big Tau
comprend un exon supplémentaire et est exprimée dans le systtme nerveux

périphérique (Goedert 1992, Couchie 1992).
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Figure 11 : Les différentes isoformes de Tau obtenues par l'épissage alternatif du gene
MAPT se distinguent par l'absence (ON) la présence d'un (IN) ou de deux (2N) inserts
dans la partie acide N-terminale, et de l'inclusion (4R) ou non (3R) de l'exon 10,
domaine supplémentaire de liaison aux microtubules. Adapté de Martin et al 2011 .

Tau est constituée de 2 domaines majeurs : un domaine d'association aux microtubules
en C-terminal contenant 3 a 4 séquences de 18 acides aminés hautement similaires
(nommés R : Repeat domains, Goedert et al., 1989; Himmler, 1989, Lee et al 1989) et
un domaine N-Terminal appelé domaine de projection et dont la fonction est peu
connue. Ce domaine N-terminal est lui méme composé d'une extrémité acide et d'une

région riche en proline.

Tau remplit de nombreuses fonctions physiologiques, dont la régulation de la

dynamique microtubulaire et intervient dans des cascades de transduction du signal.
2. Structure et fonctions de la protéine Tau.

La protéine Tau est globalement hydrophile, et de ce fait possede la particularité

d'avoir une conformation plutot linéaire (Figure 12. Mukrash et al 2009).
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Figure 12. Eléments structuraux de Tau. La majorité de la chaine protéique est
dépliée (ligne noire). On retrouve quelques éléments adoptant une structure
secondaire en feuillets 3, hélice a ou domaine polyproline 1. Adapté de Mukrash et al
2009.

Tau est une protéine intracellulaire. Au sein du neurone, elle occupe principalement
les axones, mais est retrouvée également au niveau synaptique, nucléaire ou

membranaire (Buée et al., 2000). En fonction de son emplacement subcellulaire, Tau

Jjouera un rdle différent, et adapté a sa localisation.

La fonction la plus connue et la plus caractérisée de Tau est la liaison aux

microtubules, qui a lieu dans les axones.
A.Tau : protéine d'association aux microtubules

Tau est une MAP, une protéine d'association aux microtubules (Cleveland et al.,
1977). Les MT forment, de concert avec les filaments d'actine et les neurofilaments, le
cytosquelette neuronal. Ils interviennent de ce fait dans de nombreux processus
cellulaires. Dans le cerveau, une fonction importante des MT est celle permettant le
transport intracellulaire de protéines, de vésicules et d'organites entre le soma des
neurones et les extrémités axonales et dendritiques, jusque et depuis les synapses, bien
souvent éloignées du site de synthese des protéines et neurotransmetteurs. Le transport
vers la périphérie ou vers le soma fait intervenir les protéines motrices kinésines ou
dynéines, respectivement (Hirokawa et Takemura 2005). Tau, en tant que stabilisateur
des MT participe donc au bon fonctionnement de ces mécanismes de transport. Par
ailleurs, la surexpression de Tau dans un modele in-vitro s'est soldée par une réduction

drastique du transport kinésine-dépendant, menant a I'accumulation des organites et
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vésicules au niveau du noyau (Ebneth et al., 1998). La notion que Tau puisse
empécher le bon fonctionnement du transport kinésine-dépendant a été confirmé par
d'autres (Lapointe et al., 2009, McVicker et al., 2011) mais les mécanismes restent
incertains. Il est probable que dans un contexte physiologique, le bon fonctionnement
du réseau de transport microtubulaire requiert une labilité entre fixation et

détachement de Tau aux microtubules.

Les MT, en peuplant l'intérieur des prolongements neuronaux, permettent aussi de
maintenir le diametre et la polarité axonaux. Tau, de par sa liaison aux microtubules
permet le maintien des MT a distance les uns des autres (Figure 13. Hirokawa et al.,

1988).

3 k _'-_ 2

Figure 13. La protéine Tau se fixe aux microtubules et permet leur maintien a distance

les uns des autres. A gauche, une préparation de microtubules polymérisés
artificiellement en utilisant du taxol montre des microtubules en rang serré. A droite
une préparation polymérisée en présence de protéine Tau montre la formation de
ponts (fleches) maintenant les MT a l'écart les uns des autres. Adapté de Hirokawa
1988.

Deux modifications sur la protéine Tau peuvent moduler son efficacité de liaison aux
MT. D'une part, les isoformes de Tau contenant 4 domaines de répétitions (4R) ont
une plus grande affinité pour les microtubules et sont plus efficaces pour promouvoir
leur assemblage que les isoformes en contenant 3 (3R, Butner and Kirschner, 1991;

Goedert and Jakes, 1990; Gustke et al.,1994). D'autre part, l'affinité de Tau pour les

microtubules est régulée par son €tat de phosphorylation. Globalement déphosphorylé

27



Tau se lie aux microtubules et permet leur polymérisation. Davantage phosphorylée

elle s'en détache (Buée et al., 2000) (Figure 14.).

Stabilisation

Dépolymérisation

Figure 14. Régulation de la dynamique microtubulaire par Tau. Sous forme
globalement déphosphorylée, Tau lie et stabilise les micrtoubules. Sous l'action de
kinases (groupements phosphate représentés par un disque rouge), Tau davantage
phosphorylé a une affinité réduite pour les microtubules, et s'en détache, menant a
leur dépolymérisation. Adapté de Buée et al., 2000.

Ainsi, l'état de phosphorylation de Tau est un point primordial dans la balance

d'assemblage et de désassemblage des microtubules (voir chapitre consacré aux

modifications post-traductionnelles de Tau).

Outre sa fonction de liaison et de stabilisation des microtubules, de nombreux autres

partenaires de liaison a Tau ont été identifiés.
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B. Autres partenaires et fonctions rapportées de la protéine Tau.

Un nombre important d'autres partenaires de Tau a été identifié (Buée et al. 2000,
Mandelkow et al., 2012). La fonction potentielle de tau dans ces partenariats

commence a étre investiguée.

Ainsi, Tau peut interagir avec des éléments du cytosquelette dont les filaments d'actine
(Correas et al., 1990, Fulga et al 2007), les neurofilaments (Aamodt et Williams
1984), la dynactine (Magnani et al 2007), la kinésine (Utton et al., 2005). Tau peut
aussi se lier a des kinases comme la GSK3-3 (Sun et al., 2002), la sous unité P85-a de
la PI3K (Reynolds et al., 2008), les tyrosine kinases Fyn (Lee et al., 1998, Reynolds et
al., 2008, Ittner et al., 2010), Src (Burnouf et al., 2012) et Lck (Reynolds et al., 2008).
Elle peut également se lier aux membranes plasmiques (Brandt et al., 1995, Maas et
al., 2000, Ittner et al., 2010, Pooler et al., 2012) sous forme déphosphorylée (Maas et
al., 2000, Pooler et al., 2012) et indépendamment de ses domaines répétés (Brandt et
al., 1995). La protéine Tau interagit également avec la protéine 14-3-3 (Sluchanko et
al.,2009, Chen et al., 2011), impliquée dans la régulation du métabolisme de 1'insuline

(Dubois et al., 2009, Neukamm et al. 2012, Kleppe et al., 2011).

Dans un contexte physiologique, il semblerait que la protéine Tau puisse se localiser
au niveau synaptique, se fixer aux protéines d'assemblage PSD-95 et, sous forme
phosphorylée y jouer un role clé dans la signalisation du récepteur NMDA

(Mondragon-Rodriguez et al., 2012) en modulant son activité.

Par ailleurs, la protéine Tau est capable de se lier a 'ADN (Hua et He, 2003; Krylova
et al., 2005). Dans des neurones de souris KO-Tau en culture soumis a un stress
thermique (heat shock stress), 'ADN nucléaire subit une dégradation qui est rétablie
par la ré-expression de Tau ciblée au noyau (let al., 2010). En conséquence Tau
confere le maintien de 1'intégrité de I' ADN nucléaire, et ceci est rendu possible grace a

la translocation de Tau au noyau.
3. Modifications post-traductionnelles de Tau : La phosphorylation

Tau peut subir une dizaine de modifications post-traductionnelles différentes parmi
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lesquelles la O-Glycosylation, la glycation, la prolyl-isomérisation ou la troncation
(Buée et al., 2000 ; Sergeant et al., 2008, Martin et al., 2011). La modification post-
traductionnelle la plus importante en terme de résidus touchés et la plus importante en
terme de pertinence physiopathologique est la phosphorylation. Cependant, la
troncation  apparait aussi comme un mécanisme aux  conséquences
pathophysiologiques importantes, puisqu'il servirait a la nucléation en faveur de la

formation de DNF (de Calignon et al., 2010, Kovacech et Novak., 2010).

N-Term 151 244 275 306 337 369 C-Term

T176T39€  T6YOV S113K  T1750MS S1QQGPKMC  T22QGP  T2456PKAPSS285GK* T319  S341K S3966KMCS T414K
S46CKMST71A $129  T181GMCS §2020PMCS  T23{GPAVCS S5BGPKA S28QGKA S320PM S3526PK  S400CKA  S416°PK
T506KM TQ5K S131%K  T184GKS  T2056PMCS  S23ECPANCS SDE2C*PKA SDQ3PM  S324CPAS3EECPKAVS T403A  S422+PM

T52K T101K T135* T185P S208KA S2376K T263K S3056PKAM S361K S404CKMC  5433K
S56K  T102K T1496K S195GPAC  §21QGPK S238K T373GKA  S409G*PVS S435P
T111  T1536MCS T212G+PKNCS  §241GKA T377° S412PK
T16QKM S198GK  S214G*EPKAC T3BEKA  S4136°K
T217GPKMS
* CaMKII
M MAPK (ERK, P38, JNK) B Akt/PKB
G GSK3 € CDK5 PPKA, PKC, PKN
S SAPK K Caseine Kinase
A AMPK family
PDPK Non-PDPK

Figure 15. Diagramme non exhaustif des différents sites de phosphorylation de Tau
par ses kinases. Ne sont représentés que les sites dont on a éventuellement identifié les
kinases qui les phosphorylent (les kinases potentielles de 15 des 85 sites de
phosphorylation de Tau n’ont pas été identifies). Adapté de Buée et al., 2000, Sergeant
et al., 2008, Mandelkow et Mandelkow 2012 et

http://cnr.iop .kcl.ac.uk/hangerlab/tautable.

Il existe 85 sites potentiels de phosphorylation de la protéine tau (Figure 15). La
majorité des sites de phosphorylation sont situés autour des domaines d'interactions
aux microtubules, le domaine riche en proline qui le précede, et la région C-terminale
de tau. On distingue deux types de phosphorylations. L'hyperphosphorylation consiste
en la présence de plusieurs résidus phosphorylés sur une méme protéine Tau, et / ou
une augmentation du nombre de protéines tau phosphorylées sur un résidu (Kopke et
al., 1993; Ksiezak-Reding et al., 1992), ces résidus pouvant &tre retrouvés

phosphorylés en conditions physiologiques. La phosphorylation anormale est
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constituée de résidus phosphorylés sur des sites qui, en conditions physiologiques ne le

sont jamais (Buée et al., 2000 ; Delobel et al., 2002).

L'étude de la phosphorylation de Tau est considérablement facilitée par les nombreux
outils immunologiques permettant la détection des épitopes phosphorylés ou non de

Tau (figure 16).

N-Term 151 244 275 306 337 369 C-Term
T17 T39 T69 S113  T175 S199 T220 T245 S285 T319  S341 S396 T414
Y18 S46 T71  S129 T181 S202 T231 S258 S289 S320 S352 S400 S416

T50 T95 S131 T184 T205 S235 S262 S293 S324 S356 T403 |S422
T52  T101 T135 | T185 S208 S237 T263 S305 S361 S404 S433
S56  T102 T149 S195 S210 S238 Y310 T373 S409 S435
T111 T153 | Y197 T212 S241 T377 S412
T169 S198 S214 T386 S413
T217 Y394
* *
AT270 | = AT100* || TG3* || P-Ser262 P-Sera04
AT8 P-Thr231
Tau-1 (s195, s198, 5199, P-Ser396 AP422
S202 déphosphorylées) P_Se r214

Figure 16. Quelques anticorps reconnaissant les épitopes hyperphosphorylés de Tau
(en vert), anormalement phosphorylés (en rouge) et déphosphorylés (en orange).
L'étoile * indique que l'anticorps reconnait un épitope conformationnel. Adapté de

Buée et al., 2000 ; Martin et al., 2011 .
L'état de phosphorylation de Tau est sous le contrdle fin de I'action de kinases et de

phosphatases.
A. Kinases

Une vingtaine de kinases ont été identifiées, et composent 4 groupes distincts

(Sergeant et al., 2008) (Figure 15.).

Le groupe des kinases qui ciblent les prolines (PDPK en anglais) phosphorylent tau sur
les sérines ou thréonines qui sont suivies d'un résidu proline. Ce groupe inclus les
kinases dépendantes des cyclines (CDK), les Mitogen Activated Protein Kinases
(MAPK) et plusieurs protéines kinases activées par le stress (SAPK/JNK). Les non-
PDPK incluent notamment les MARK, la protéine calcium-Calmoduline kinase de
type II (CaMKII), la protéine Kinase dépendante de ' AMPc (PKA), la PKB/AKT, les

PKC et PKN. Le troisieme groupe est constitué d'une kinase phosphorylant tau sur des
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résidus sérine ou thréonine suivi ou non par une proline. C'est le cas de la GSK3-f3. Le
quatrieme groupe correspond aux tyrosines kinases tel que les Src kinases dont fait
partie Fyn (Sergeant et al., 2008). Les mécanismes conduisant a la phosphorylation de
Tau par ses kinases sont complexes, pouvant mettre en jeu des phénomenes
d'amorcage (Singh et al., 1997 ; Wang et al., 2007) ou d'isomérisation (Hamdane et
al.,20006).

B. phosphatases

Si les kinases de Tau ciblent des résidus particuliers, les phosphatases, au contraire
sont moins spécifiques. La déphosphorylation de Tau est menée par l'action des
phosphatases dont PP1, PP2A, PP2B et PP5 (Liu et al., 2005). Ces phosphatases sont
capables de déphosphoryler Tau en Ser199, Ser202, Thr205, Thr212, Ser214, Ser235,
Ser262, Ser396, Ser404 et Ser409. PP2A est la phosphatase majeure de Tau, et son
action compte pour 70% de 1'activité phosphatase de Tau dans le cerveau (Torrent et
Ferrer, 2012). Pinl, la prolyl-isomérase de Tau, en agissant sur le site Thr231 conduit
a un changement conformationnel, permettant 'acces facile de Tau a PP2A (Hamdane

et al.,20006) et de ce fait peut contribuer a la déphosphorylation de Tau.

4. Mécanismes par lesquels Tau pourrait contribuer au phénotype mémoire de
la MA

La protéine Tau est indéniablement en cause dans la MA. Au cceur des filaments
appariés en hélice, constituants de la DNF, Tau est abondamment phosphorylée
(Sergeant et al 1995, Grundke-igbal et al., 1986), et ce, a raison de 2 a 3 fois plus de
moles de phosphate par mole de protéine Tau que dans le cerveau de patients non-
atteint de MA (Kopke et al., 1993). Ce lien de cause a effet entre Tau et la MA est
corroboré par la notion que les tauopathies comme la FDTP-17 sont causées par des
mutations sur le gene Tau, et conduisent a sa phosphorylation et son agrégation
(Spillantini and Goedert, 1998), de pair avec différents troubles moteurs et cognitifs.
Cependant, chez les patients atteints de MA, le gene de Tau ne présente pas de
mutation. L’étude des mécanismes conduisant a ’agrégation de Tau dans la MA

souleve par conséquent plusieurs hypotheses, parmi lesquelles on peut citer les
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dérégulations de la phosphorylation (Buée et al., 2000).

L'hyperphosphorylation et la phosphorylation anormale de Tau sont au cceur des
hypothéses mettant en avant Tau dans les désordres cognitifs dont souffrent les
patients atteints de MA. Cette phosphorylation abondante sur Tau peut agir dans la

pathologie selon trois schémas.
A.La perte de fonctions physiologiques de Tau

La perte de fonction liée a un exces de phosphorylations, qui dans leur proportion et
leur localisation ne sont pas physiologiques amenera a 1'incapacité de Tau de mener a
bien ses nombreuses fonctions cellulaires et subcellulaires. Par exemple, la
phosphorylation de Tau en Ser262, Ser293, Ser324 et Ser356, occupant
respectivement les domaines R1 a R4 a ét€ montrée comme réduisant l'affinité de Tau
pour les microtubules (Dickey et al., 2007; Drewes et al., 1995). 1l en va de méme
pour la phosphorylation sur les résidus Thr231, Ser235 et Ser262 (Sengupta et al.,
1998). De maniere générale, un exces de phosphorylation conduit a une
désorganisation du cytosquelette microtubulaire (Alonso et al., 1994; Li et al., 2007)

et perturbe le transport axonal (Bramblett ez al., 1993).

Ensuite, au vu des nombreuses fonctions accessoires de Tau, et notamment au niveau
de son implication dans diverses voies de signalisation comme celle du récepteur
NMDA a la synapse (Mondragon-Rodriguez et al., 2012), son rodle protecteur de
I'ADN (Sultan et al., 2011), on peut supposer qu'une perte de fonction de Tau aura des

conséquences sur l'ensemble de ses fonctions.

L'hypotheése de la perte de fonction, bien que séduisante, est en fait réfutée par les
données issues des modeles inactivés pour la protéine Tau. En effet, ces modeles KO-
Tau sont viables et peu d'entre eux présentent des altérations cognitives ou autres
anomalies (Harada et al., 1994 ; Dawson et al., 2001 ; Fujio et al., 2007 ; Yuan et al.,
2008).
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B.Perte de fonctions pathogéniques de Tau

Curieusement, la délétion de Tau, réalis€e dans les modeles KO-Tau peut avoir des
conséquences protectrices dans certains cas. Plusieurs études rapportent le potentiel
protecteur de la délétion de Tau sur la toxicité de AP (Rapoport er al., 2002, Roberson
et al., 2007, Vossel et al., 2010, Leroy et al., 2012). Roberson et collaborateurs en
2007 ont par exemple montré qu'une déficience en protéine Tau rétablit les déficits
cognitifs induits par le transgene APP humain dans un modele de souris (souris hAPP :
Mucke et al. 2000) (Figure 17), et ce, sans modifier la quantité de pathologie amyloide

de la souris.

Tau** hAPP/Tau** hAPP/Tau™

Figure 17. Tracés représentatifs lors du test de la piscine de Morris, permettant
l'évaluation de la mémoire spatiale. La plateforme ayant été retirée a ce moment de
l'expérience, une souris ayant retenu l'emplacement de la plateforme séjournera
davantage dans le cadran cible (souris controle, tracé de gauche), lieu ou se trouvait
la plateforme pendant la phase d'apprentissage. Une souris exprimant la protéine
APP humaine peine a se souvenir de l'emplacement de la plateforme (tracé du milieu).
La déficience en protéine Tau, chez la souris exprimant la protéine APP humaine
rétablit les déficits cognitifs (tracé de droite). Tiré de Roberson et al., 2007 .

Ittner et collaborateurs, en 2010, ont observé que la surexpression de Tau dépourvu de
sa partie C-Terminale (Atau) conférait a ce méme modele de souris hAPP une
protection typique de celle produite par le Knock-out de Tau (Roberson et al., 2007).
La protéine Atau, dépourvue de ses domaines de liaison aux microtubules mais
conservant son potentiel de liaison a Fyn entrant alors en compétition avec la protéine

Tau endogene. Ils ont ainsi pu montrer que la toxicité du peptide f-amyloide dans le
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modele de souris hAPP est potentialisée par un mécanisme excitotoxique régi par

l'interaction entre Tau et Fyn a la synapse.

La notion que Tau puisse jouer un role pathogénique a été par ailleurs illustré par
Fulga et collaborateurs, en 2007. Ces auteurs ont montré que la fonction de Tau de
liaison aux filaments d'Actine induisait la formation d'agrégats d'actine potentiellement

neurotoxiques (Fulga et al., 2007).

Ces données soutiennent ainsi I'hypothese selon laquelle, dans la physiologie normale,
Tau joue plusieurs roles dont certains sont discrets (absence de phénotype majeur de la
KO-Tau), mais qui deviennent pathogéniques lorsque le contexte pathologique lié a la

protéine B-Amyloide commence a ceuvrer.
C.Gain de fonction anormale de Tau

L'hypotheése prédominante commence par 1’hyperphosphorylation, qui conféere a Tau
un gain de fonction toxique (Steinhilb et al., 2007; Nishimura et al., 2004; Khurana et
al., 2006 ; Xu et al., 2010). L hyperphosphorylation de Tau semble favoriser son
détachement des MT, puis son assemblage sous forme de PHF (Goedert, 1996 ; Liu et
al., 2007) et induire le recrutement de protéines Tau normales afin de former des
agrégats (Alonso et al., 1996; Sato et al., 2002). D'autres facteurs et notamment
certaines autres modifications post-traductionnelles de Tau peuvent influencer
l'agrégation de Tau, comme la troncation (de Calignon et al., 2010, Kovacech et

Novak., 2010), la glycation ou la O-glycosylation.

Récemment, des preuves suggerent que les formes solubles de protéines Tau agrégées
possedent un pouvoir toxique plus important que les formes non solubles et déposées.
Chez la souris P301L, qui surexprime de la protéine Tau mutée et agrégée, 1'utilisation
d'un inhibiteur de kinases a réduit substantiellement le phénotype moteur de cette
souris. Ceci s'est produit en parallele d'une diminution de la quantité de protéines Tau
hyperphosphorylées, sans pour autant réduire la quantit¢é de DNF (Le Corre et al.,
2006). De méme, dans un modele de souris permettant une expression controlée dans

le temps d'un transgene Tau humain pathologique (P301L) I'arrét d'expression de Tau
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conduit a une diminution des formes solubles agrégées de Tau, sans diminuer le
nombre de DNF, et cela s'accompagne d'améliorations cognitives (Santacruz et al.,
2005). Enfin, la DNF a elle seule ne semble pas provoquer de mort neuronale (de
Calignon et al., 2010). Ainsi, tout comme dans le domaine de la recherche sur le
peptide -amyloide, il est suggéré que les formes hautement agrégées de protéines Tau

puissent €tre des réservoirs de protéines Tau sous forme peu toxique.
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CHAPITRE 4 MODELES D'ETUDES DE LA
RELATION METABOLISME - MA

Le lien épidémiologique reliant les désordres métaboliques et la MA a été bien étudié,
et a fourni de nombreux résultats. L'obésité, le surpoids, le diabete de type 2, et plus
généralement le syndrome métabolique sont des facteurs de risque importants de
survenue de la MA, le risque pouvant s'inverser a un age avancé dans le cas de
'obésité ou de 1'hypertension, par exemple (voir pour revue : Mayeux et Stern, 2012).
Les relations entre ces pathologies métaboliques sont étroitement liées, ainsi, un
individu obese sera a risque pour le DT2, et présentera probablement des
manifestations caractéristiques du syndrome métabolique, avec répartition abdominale
de la masse graisseuse et/ou dyslipidémie, hyperinsulinémie, hyperglycémie,
intolérance au glucose et a l'insuline. Le décryptage du rdle joué par les diverses
composantes susmentionnées dans la pathophysiologie de la MA n'est pas aisé€ dans les
études basées sur 'homme. Une maniere efficace de répondre a ces questions est
l'utilisation de modeles animaux reproduisant les aspects de désordres métaboliques,
dans un contexte initialement pathologique ou non. Nous verrons ici un apercu des

résultats publiés dans ce domaine.
1. Modeles basés sur l'injection de Streptozotocine

Un modele expérimental de diabete tres fréquemment utilisé est le modele basé sur
l'utilisation de la streptozotocine (STZ). Ce composé, analogue du glucose, est ciblé
par le transporteur Glut2 présent sur les cellules § des ilots de Langerhans. A
lI'intérieur de celles-ci, la STZ provoque la mort des cellules pancréatiques. Ainsi,
injectée en périphérique elle provoque une abolition de la sécrétion d'insuline et de ce
fait reproduit les caractéristiques du diabete de type 1. Bien que les données
épidémiologiques peinent a établir un lien entre diabete de type 1 et MA (Heitner et
Dickson, 1997 ; Brands et al., 2005), les expérimentations STZ ont été couramment
employées, probablement de par leur mise en place aisée. Cependant, ils donnent une

quantité d'informations non négligeables. Une hyperphosphorylation de Tau et sa
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baisse d'affinit€é pour les microtubules sont retrouvés chez des rongeurs non-
transgéniques injectés a la STZ (Planel et al., 2007 ; Jolivalt et al., 2008, 2009. ; Ke et
al., 2009 ; Kim et al., 2009 ; Qu et al., 2011 ; Yoon et al., 2010; Kim et al., 2012 ;

Zhang et al.,2012). Les sites affectés peuvent varier (Figure 18.).
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Figure 18. Diagramme non exhaustif représentant les sites de phosphorylation de Tau
affectés dans les études basées sur des désordres métaboliques. Les modeles STZ
touchent le plus de sites, notamment du fait de ['hypothermie et de l'activation des
phosphatases qui en découle. Les modeles génétiques reproduisant une
insulinorésistance périphérique ou centrale touchent souvent les sites ATS,
(Ser202/Thr205) et PHF-1 (Ser396/Ser404), mais aucune regle ne domine.

L'origine de ces modifications differe selon les études. Certains les attribuent a une
activation de kinases, y compris la GSK3-f3, kinase majeure de Tau (Jolivalt et al.,
2008). D'autres les attribuent a une dérégulation conjointe de 1'état d'activation de
kinases et de phosphatases (Planel et al., 2007 ; Qu et al., 2011) parmi lesquelles on
peut citer GSK3-f3, INK, CaMKII et PP2A. Cependant, I'nypothése majeure est que le
désordre métabolique engendré par le STZ conduit a une hypothermie sévere chez les
souris, et cause une forte diminution de 1'activité de phosphatases (Planel et al., 2007 ;
2004). Une particularité de ces modeles basés sur l'injection périphérique de STZ est
que leurs effets centraux peuvent €tre dus a une diminution de Il'insulinémie
périphérique, retrouvée dans le diabeéte de type 1, mais également dans les formes
séveres de diabete de type 2 non-traités, ou alors aux conséquences de 1'hypothermie
générée par ce composé (Planel et al., 2007). La STZ est incapable de passer la BHE,

cependant son transporteur intracellulaire Glut2 est présent dans le SNC. Plusieurs
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auteurs se sont intéressés aux conséquences d'une injection intra cérébroventriculaire
de STZ sur les caractéristiques physiopathologiques de la MA. L'avantage de
l'injection ICV est 1'absence d'effets métaboliques périphériques — les doses injectées
étant jusqu'a 100 fois inférieures a celles utilisées en périphérie. Ainsi, 'administration
1.c.v. de STZ provoque une pléthore d'effets centraux ayant des répercutions sur la
pathologie de la MA. Précisément, au niveau central, les niveaux d'insuline, et de son
récepteur ont été retrouvés diminués (Salkovic-Petrisic et al., 2006 ; Deng et al.,
2009), un des signes distinctifs retrouvés dans le cerveau des patients (Steen et al.,
2005 ; Talbot et al., 2012). Une hyperphosphorylation de Tau a également été
observée dans ces études (Santos et al., 2010 ; Deng et al., 2009 ; Salkovic-Petrisic et
al., 2006), sur davantage de sites que dans les modeles d'injection périphérique de
STZ. Les modeles murins de STZ n'apportent cependant pas d'information claire sur la
pathologie amyloide. Seule une étude rapporte la présence subtile d'agrégats de
peptide amyloide (Salkovic-Petrisic et al., 2006). Enfin, dans des modeles injectés en
ICV ou IP a été rapporté l'existence de déficits mnésiques (Salkovic-Petrisic et al.,
2006 ; Jolivalt et al., 2008 ; Haider ef al., 2012 ; Santos et al., 2010). Les modeles
basés sur le STZ, bien que reproduisant certaines caractéristiques de la MA restent peu
physiologiques. Bien que les effets périphériques de ce composé soient bien
caractérisés (Szkudelski, 2001), il n'en va pas de méme pour ses effets centraux. La
majeure partie de l'insuline du cerveau provient de la périphérie, cependant quelques
études indiquent qu'une synthese locale existe (Clarke et al., 1986 ; Devaskar et al.,
1994 ; Woods et al., 2003) mais cela reste controversé chez les mammiferes (Banks et
al., 2012). Le STZ, une fois internalisé dans toute cellule exprimant le transporteur
Glut2 induira des dommages a I'ADN de cette cellule. Il est admis que le STZ agit sur
les cellules neuronales productrices d'insuline, cependant aucune démonstration claire
n'est proposée. En conséquence les effets centraux de la STZ restent flous et il a par
exemple été rapporté une importante atrophie causée par une mort neuronale
généralisée, une inflammation et la présence de stress oxydatif (Salkovic-Petrisic et
al., 2006). D'autres modeles d'études existent, et se rapprochent plus des

caractéristiques physiologiques de désordres métaboliques.
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2. Modéeles de diabéte mono ou polygéniques.

Les rats BB/Wor et les souris NOD (non-obese mice) sont des modeles polygéniques
de diabete de type 1. Ces rongeurs présentent une hyperphosphorylation massive de
Tau dont l'origine provient soit d'une réduction de l'activité des phosphatases (Papon et
al., 2012), soit d'une augmentation de celle de la GSK3-f3 (Li et al., 2007). Chez les
rats BB/Wor, des signes de pathologie amyloide ont été signalés (L1 et al., 2007) en
parallele d'altérations de mémoire montrés au cours du test du labyrinthe de la piscine
de Morris (Li et al., 2002). De méme, les modeles polygéniques de diabete de type 2,
présentent une pathologie de type MA. Les rats BBZdr/Wor par exemple présentent
une hyperphorylation de Tau accompagnée d'une massive activation de la GSK3-3 (Li
etal.,2007), les rats OLETF (Kim et al., 2012), les souris db/db, modele monogénique
de diabete de type 2 (Kim et al., 2009), présentent elles-aussi une
hyperphosphorylation de Tau, mais la encore il n'existe pas de consensus concernant
les mécanismes conduisant a cette augmentation. L'hypothese prédominante est celle
mettant en jeu la GSK3-f3. Cette hypotheése est étayée par le fait que les sites de
phosphorylation mis en jeu sont des €pitopes que cible cette derniere (pSer396, Kim et
al., 2009, Li et al., 2007). La GSK3-f3 se retrouve étre la kinase située en aval du
récepteur a l'insuline. Une activation tonique du RI conduit a I'activation de la PI3K
via les substrats IRS1 et 2, puis Akt phosphoryle la Ser9 de la GSK3-§ menant ainsi a
son activation. Il est alors logique que la perte du signal insuline — rendue possible par
la réduction de la concentration du ligand, de son récepteur ou par une moins bonne
efficacité de la transmission du signal conduise a une désinhibition de la GSK3-f3 et
aie les conséquences sur Tau que l'on sait. Certains modeles sont basés sur une
inactivation génétique de I'un ou l'autre des éléments de la signalisation a l'insuline et

tentent de répondre a cette question.
3. Modeles basés sur une invalidation génique

Les souris NIRKO (Knock-out pour le RI neuronal) ont été créées initialement dans le
but d'étudier le role joué par le RI dans la régulation du métabolisme au niveau central

(Briining et al., 2000). Ces souris, qui modélisent une insulinorésistance centrale
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sévere, présentent logiquement une forte diminution de la phosphorylation des acteurs
en aval du RI, c'est a dire de la PI3K, de Akt et de 1'épitope inhibiteur de la GSK3-f3.
En conséquence, une hyperphosphorylation de Tau en Thr231 a été€ observée dans le
cerveau de ces souris (Schubert al al., 2004). Curieusement, aucune modification de la
phosphorylation de 1'épitope Ser202 n'a été observée, alors que ces 2 épitopes sont des
cibles de la GSK3-f3. En outre, ces souris ne présentent pas d'altération de leurs
capacités mnésiques lors du test du labyrinthe de la piscine de Morris. La souris
IRS2KO, au contraire, présente une phosphorylation augmentée en Ser202/Thr205,
Ser235, Thr231, Ser396/Serd04 (Killick ef al., 2009 ; Schubert et al., 2003). En outre,
cela s'est produit en parallele d'une inhibition de la GSK3-p et d'une diminution de
l'expression de la sous-unité catalytique de la PP2A, suggérant cette fois que
I'hyperphosphorylation de Tau dans ce modele d'insulinorésistance centrale soit causée
davantage par une diminution de l'activité des phosphatases plutot qu'une activation de
kinases. Ces différences restent inexpliquées et viennent renforcer la complexité des
phénomenes conduisant la résistance a l'insuline a provoquer la phosphorylation de

Tau.
4. Les modéeles expérimentaux combinant MA et métabolisme

Les modeles décrits plus haut permettent d'évaluer 1'impact de désordres métaboliques
sur la genese de caractéristiques typiques de la MA que sont les pathologies amyloides
et Tau. Cependant ces modeles ne permettent pas de considérer leur role dans une
éventuelle interaction ou aggravation de symptomes déja présents ou dans des modeles
susceptibles de développer une pathologie de type humaine. C'est pourquoi de
nombreux auteurs se sont intéressés a soumettre plusieurs modeles transgéniques

emblématiques de la MA a des désordres métaboliques.
A.MA et STZ

La souris Tg2576, qui surexprime la prot€éine APP humaine mutée sur 2 sites
(mutations "swedish"), reproduit une pathologie amyloide qui commence avec une
expression de protéine AP soluble dés 3 mois et évolue avec, a 9 mois l'apparition de

plaques séniles. Ces souris présentent une mémoire spatiale progressivement dégradée
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(Hsiao et al., 1996). Soumises a une injection i.c.v. de STZ, elles présentent une
augmentation de la quantité de plaques et une aggravation de leurs déficits de mémoire
spatiale (Plaschke er al., 2010). Ces modifications ont eu lieu en parallele d'une
diminution des formes inactives de la GSK3-f3. Cependant aucune phosphorylation de
Tau n'a été observée en Ser202/Thr205 chez ce modele STZ. Le paradigme STZ a
également été testé chez la souris pRS5, un modele de souris surexprimant la protéine
Tau humaine mutée en P30IL. Cette souris, de base, présente une
hyperphosphorylation de Tau sur de nombreux épitopes physiologiques comme
pathologiques. De facon similaire a d'autres études, 1'injection de STZ chez les souris
contrdles a provoqué une hyperphosphorylation de Tau en de multiples épitopes, y
compris Thr181, Ser202/Thr205, Thr212/Ser214, Ser262/Ser356, Ser396/Ser404 et
Serd22 (Ke et al., 2009). Chez les souris P301L, l'injection de STZ, au contraire
d'induire une augmentation massive de la phosphorylation n'a induit qu'une
hyperphosphorylation de Tau en Ser422, ainsi qu'une augmentation de la quantité de
DNF dans le cerveau. Aucune étude comportementale n'a été faite dans ce paradigme,
du fait des probléemes moteurs que cette souris présente. Enfin, le modele 3xTg
(P301L-Tau, K670N et M671L APP, M146V-PS1) qui présente de la pathologie Tau
et AP, lorsque injecté par de la STZ montre des signes d'augmentation de la charge
amyloide, mais pas de modifications de la pathologie Tau (Li et al., 2010). Cependant

les auteurs n'ont pas étudié de fagon exhaustive cette derniere.
B.MA et diabete mono ou polygénique

La souris APP23, modele surexprimant au niveau neuronal la protéine APP humaine
mutée sur 2 sites, présente des altérations de 1'apprentissage et de la mémoire spatiale
corrélées au développement de plaques de peptide AP dans le cortex et 'hippocampe.
Croiser ces souris avec le modele d'obésité monogénique ob/ob ou de diabete
polygénique NSY conduit a une accélération du phénotype d'apprentissage sans pour

autant affecter les taux de AP solubles ou agrégés (Takeda et al.,2010).
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C.MA et invalidation génique

Certains modeles d'invalidation génique des éléments de la signalisation du récepteur a
l'insuline ont été combinés avec quelques modeles reproduisant la pathologie de la
MA. Cela concerne par exemple la souris Tg2576 invalidée pour IRS2. Logiquement,
I'immunoréactivité pour les épitopes Ser396/Ser404, Ser235, et Thr231 s'est montrée
supérieure. En revanche, la charge amyloide dans ce modele est significativement
inférieure a celle des Tg2576 controles (Killick er al., 2009). Cette notion selon
laquelle une invalidation d'un élément de la voie de signalisation du récepteur a
lI'insuline engendre une amélioration de la pathologie amyloide a également été
observée dans un modele hétérozygote pour le récepteur a I'IGF-1 et croisé avec le
modele de souris APP/PS1 (APPswe et PS1 A9) (Cohen et al., 2009). Les souris
APP/PS1 présentent classiquement une pathologie amyloide sous forme de plaques de
AP et des altérations de la mémoire spatiale. Lorsqu'invalidés d'une copie du récepteur
a I'IGF1, ces souris présentent une diminution de la quantité d'Af} soluble. De facon
intéressante, la quantité de plaques est augmentée, et celles-ci sont physiquement plus
stables. Ceci a lieu en parallele d'une amélioration du phénotype mémoire de ces
souris, suggérant la encore que les plaques séniles puissent jouer un role protecteur en
retirant du cytoplasme les espéces solubles plus toxiques de AP. Talbot et
collaborateurs ont démontré l'existence d'un défaut d'activabilité des récepteurs a
l'insuline et a I'lGF-1 dans I'hippocampe issu de patients atteints de MA (Talbot et al.,
2012). Au regard du cOté neuroprotecteur que la réduction génétique de la
signalisation IGF-1R/IRS2 peut avoir chez des modeles amyloides, ces auteurs
supposent que cette résistance a 1'GF-1/IRS2 puisse refléter un mécanisme adaptatif

consécutif a 1'élévation de la charge amyloide.
D.MA et nutrition riche en graisse ou en sucres

Une derniere catégorie de modeles d'étude des relations entre MA et métabolisme
comprend les modeles basés sur l'établissement physiologique d'une altération
métabolique. En effet, bien que les modeles précédemment décrits apportent des

informations intéressantes sur les modalités d'action de telle ou telle composante sur la
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pathophysiologie, il n'en reste pas moins que ces modeles sont complétement non-
physiologiques. Les modeles STZ modélisent davantage un diabete de type 1 alors que
peu de preuves indiquent une interrelation entre cette affection métabolique et le
risque de MA. Les modeles géniques d'obésité ou de diabete ne refletent pas la réalité
des maladies qu'elles modélisent. En effet, aucune forme de diabete génique n'existe
dans la pathologie humaine, et les mutations du récepteur a la leptine chez 'homme ne
représentent qu'une fraction des cas (Rankinen et al., 2005). Enfin, tous ces modeles
ne suivent pas I'évolution physiologique progressive menant a une obésité, un diabete
ou une insulinorésistance. Les régimes riches en graisse et/ou en sucres sont
couramment utilisés dans 1'étude des complications métaboliques que la nutrition dite
occidentalisée peut produire. Généralement ces régimes apportent une part majoritaire
de calories sous forme de graisse végétale ou animale. La contribution des sucres est
parfois étudiée. Par exemple, la souris Tg2576 soumise a un régime HFD présente une
insulinorésistance périphérique et une inhibition de la voie de signalisation PI3K / Akt
centrale. Il s'ensuit une activation de la GSK3-f3 et de la phosphorylation sur Tau en
Thr231. De plus, la charge amyloide est exacerbée et les souris présentent en outre des
déficits d'apprentissage et de mémoire (Ho et al., 2004). De fagon analogue, un régime
HFD appliqué chez la souris 3xTg conduit a des manifestations similaires (Julien et
al., 2010). Enfin, supplémenter I'eau de boisson des souris APP / PS1 avec 10% de
saccharose, sans modifier la nature des croquettes a des effets déléteres sur la
pathologie amyloide, avec augmentation de la quantité d'AP42 et de plaques dans
I'hippocampe (Cao et al., 2007). Les souris abreuvées de sucre présentent, d'une part,
une gluco-intolérance et d'autre part perdent completement la capacité d'apprentissage
et de mémorisation spatiale. De plus, il a été mis en évidence qu'une
hypercholestérolémie induite par un régime accélere la pathologie amyloide dans des
modeles de type APP (Refolo et al., 2000 ; Shie et al., 2002) tandis qu'une réduction
de la charge amyloide (Refolo et al., 2001) ou de la pathologie Tau (Boimel et al.,
2009) se produisent consécutivement a une intervention pharmacologique de nature a
réduire les taux plasmatiques de cholestérol. Enfin, des rats nourris par un régime riche

en cholestérol performent moins bien lors de tests de mémoire spatiale (Granholm et
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al., 2008), suggérant qu'un exces de cholestérol puisse activer l'inflammation de type

microglie.

L'ensemble de ces études nous indique l'existence d'un lien mécanistique entre
changement métabolique et développement accéléré d'une pathologie de type MA.
Cependant, a ce jour, aucune étude ne s'est intéressée aux conséquences d'une obésité

induite de facon nutritionnelle sur la pathologie Tau humaine retrouvée dans la MA.

D'autre part, au travers de quelques une de ces études, il semblerait que les
manifestations pathologiques relatives a la MA puissent modifier le métabolisme,
notamment via une altération centrale de voies de signalisation ou par la modification

de prise alimentaire dans certains paradigmes.
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CHAPITRE 5 - MECANIMES DE REGULATION DE LA
PRISE ALIMENTAIRE

La régulation de la prise alimentaire et de la dépense énergétique fait partie des
mécanismes physiologiques indispensables au maintien d'un poids corporel stable au
cours du temps. Le cerveau sonde en permanence 1'état énergétique global du corps
humain via une lecture des signaux hormonaux ou électriques issus du tractus gastro-

intestinal et des tissus adipeux et les integre puis les traduit en comportements adaptés.

L'obésité et I'anorexie mentale sont des pathologies dans lesquelles une dérégulation
de ces mécanismes a lieu. Pres de 120 médiateurs périphériques, hormonaux, relatifs a
I'humeur ou aux systemes de récompense ont été identifiés comme étant associés a
I'anorexie mentale (Rask-Andersen et al., 2009). Concernant 1'obésité ce sont 408
genes qui sont potentiellement impliqués (Rankinen et al., 2006), illustrant la
complexité des mécanismes qui gouvernent un comportement aussi anodin que celui

de manger.

Le point ici n'est pas de traiter de fagon exhaustive ces mécanismes, mais d'apporter

une vision simple de leurs modes de fonctionnement.

A tout instant, le corps émet des signaux hormonaux qui informent le systéme nerveux
central de 1'état des réserves énergétiques et/ou de la présence du bol alimentaire. Par
exemple, l'insuline est sécrétée par le pancréas en réponse a une élévation de la
glycémie consécutive a une prise alimentaire, la leptine est produite par le tissu
adipeux de facon proportionnelle a la quantité de réserves énergétiques qu'il contient,
la ghréline est sécrétée en réponse a un état énergétique réduit et le GLP-1 est relargué
suite au passage du bol alimentaire dans les intestins. Ces messagers sont interprétés
au niveau central notamment via l'hypothalamus et conduisent a une réponse
comportementale adaptée (voir pour revue Stanley et al., 2005 ; Schwartz et al., 2000 ;

Coll et al. 2008) (Figure 19.).
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Figure 19. Représentation simple des modes de régulation de la prise alimentaire par
le cerveau. Les signaux hormonaux périphériques rejoignent l'hypothalamus via la
circulation sanguine au niveau de l'éminence médiane. lls transmettent leur signal
grdce a la fixation sur leurs propres récepteurs présents sur les neurones exprimant
des neuropeptides a action soit orexigéne, soit anorexigénes (stimulation ou
suppression de l'appétit, respectivement). Le noyau du tractus solitaire intervient dans
la satiété en modulant des signaux a la fois issus du nerf vague ou d'effecteurs
hormonaux comme le GLP-1 et la cholescystokinine (CCK). Adapté de Coll et al.,
2008.

1. Insuline

Les récepteurs a l’insuline sont présents sur presque tous les tissus chez les
mammiferes, non seulement dans les tissus répondant au signal insuline périphérique

(foie, tissu adipeux, muscle) mais également dans le cerveau. L’insuline agit au niveau
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du SNC et transmet un signal anorexigene. L’administration d’insuline ou d’un
mimétique de I’insuline au niveau du SNC diminue la prise alimentaire et le poids
corporel (Air et al., 2002) et altere ’expression des genes hypothalamiques connus
pour réguler la prise alimentaire. On observe une diminution dose-dépendante de la
prise alimentaire chez des rongeurs ayant recu une infusion d'insuline dans le
ventricule latéral (Ikeda e al., 1986) ou dans I'hypothalamus (Menendez et al., 1991),
ce qui se solde par une perte de poids. A l'inverse, une injection d’anticorps anti
insuline dans I’hypothalamus de rats a stimulé leur prise alimentaire (Strubbe et al.,
1977). De facon similaire, la délétion neurone spécifique du récepteur a I’insuline
(NIRKO) conduit des souris a une hyperphagie menant a I’obésité, I’hyperinsulinémie
et la dyslipidémie (Bruning et al., 2000). De facon intéressante, l'inactivation
spécifiquement centrale ou périphérique du récepteur a l'insuline aura des répercutions
de magnitude différente sur l'index de résistance a l'insuline, les invalidées pour le RI
cérébral étant plus gluco-intolérantes que celles invalidées pour le RI périphérique
(Koch et al., 2010). Enfin, l'inactivation du RI dans les neurones hypothalamiques
exprimant les neuropeptides orexigenes AgRP et anorexigenes POMC ne cause pas de
modifications de la prise alimentaire comme celles retrouvées chez les NIRKO
(Konner et al., 2007), suggérant ainsi que le récepteur a l'insuline central et ses
éléments de signalisation jouent un rdle important dans la régulation du métabolisme

périphérique, et ce, indépendamment de I'hypothalamus.

L’insuline propage sa signalisation via le RI, et on le retrouve largement distribué dans
le cerveau (Havrankova et al., 1978), et particuliecrement dans les noyaux
hypothalamiques impliqués dans la prise alimentaire, le noyau arqué, le noyau dorso-
médian, le noyau paraventriculaire, les régions suparchiasmatiques et
périventriculaires (Corp et al., 1986, Marks et al., 1990). L’activation du RI passe par
les IRS. Bien que les données issues des souris IRS1 KO ont donné des résultats
contradictoires (poids corporel identique aux WT : Araki ef al., 1994 ; poids réduit :
Gazdag et al., 1999), les souris IRS2 KO présentent une prise alimentaire et des

réserves lipidiques augmentées (Burks et al., 2000 ; Hashimoto et al., 2007). L’ARNm
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de I'IRS-2 est hautement exprimé dans le noyau arqué, et de ce fait les actions
centrales de 1’insuline peuvent passer par 'IRS2 (Burks et al., 2000). Chez le rat, lors
d’une expérience de jeune, une injection ICV d’insuline a évité 1’augmentation
d’ARNm de NPY dans le NPV et le noyau arqué suggérant que le NPY
hypothalamique soit un effecteur de 'insuline (Schwartz er al., 1992). Les systemes a
mélanocortine ont aussi été impliqués en tant que médiateurs des actions centrales de
I’insuline. Les RI sont présents sur les neurones a POMC du noyau arqué, et
I’administration d’insuline dans le 3e ventricule augmente 1’expression en ARNm de
POMC (Benoit et al., 2002). L'utilisation d'un antagoniste de POMC bloque les effets
anorexigenes de I’insuline (Benoit et al., 2002). Ainsi, I’expression du NPY, peptide
orexigene et de POMC, peptide anorexigene sont régulés a la baisse ou a la hausse,
respectivement, par I’insuline et de ce fait permettent a cette derniere de transmettre un
signal anorexigene, ce qui conduit a l'inhibition de la prise alimentaire observée

consécutivement a un repas.
2. Leptine

Le tissu adipeux n’est pas un organe uniquement dédié au stockage d’énergie sous
forme de graisse, c’est aussi un organe endocrine. Une de ses hormones les plus
importantes est la leptine, un peptide dont I’action influence I’homéostasie énergétique
et la fonction neuroendocrine. La leptine est le produit du gene ob, exprimé
principalement dans les adipocytes (Zhang Y et al., 1994). Les taux circulants de
leptine refletent le contenu énergétique stocké mais également la balance énergétique
au niveau aigu. En effet, bien que les taux plasmatiques de leptine sont hautement
corrélés avec la masse de tissus adipeux (Maffei et al., 1995), dans le cas d’une
restriction alimentaire on observe 1’abolition de la leptine circulante (Frederich et al.,
1995, Maffei et al., 1995), ce qui est rétabli apres réalimentation. L’administration
exogene de leptine a la fois au niveau central et périphérique réduit I’hyperphagie
spontanée ou habituellement observée apres un jeune (Ahima et al., 1996) tandis
qu’une administration chronique réduit la prise alimentaire ce qui a pour conséquence

une perte de masse grasse et une baisse du poids corporel (Halaas et al., 1995).
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La leptine transmet son signal anorexigéne via son récepteur a un seul domaine
transmembranaire. Ce récepteur est couplé a une signalisation JAK et STAT3 (Stanley
et al., 2005). Le récepteur Ob-Rb est exprimé largement dans I’hypothalamus. Les
neurones a peptides orexigenes NPY et AgRP (Mercer et al., 2000) ainsi que ceux a
peptides anorexigenes POMC et CART (Cheung et al., 1997) expriment le récepteur a
la leptine. La leptine inhibe I’activité des neurones orexigenes tandis qu'elle active les
neurones anorexigenes (pour revue, Schwartz et al., 2000 ; Stanley et al., 2005). On
observe ainsi, en conditions de faibles quantités circulantes de leptine, comme celles
retrouvées en conditions de restriction alimentaire, une augmentation de I’expression
des peptides NPY et AgRP et une activation de ces neurones, tandis qu’en conditions
d’exces de prise alimentaire et de fortes quantités circulantes de leptine, les voies

anorexigenes régulées par POMC et CART sont activées.

L’absence de leptine a des effets forts sur le poids corporel. L’absence de leptine
circulante, due a une mutation sur le géene ob meéne a une hyperphagie et une obésité
mais aussi a des désordres neuroendocrinien et immunitaires chez la souris ob/ob. De
facon similaire, une déficience en leptine chez les enfants ou les adultes est une des
causes de 1’obésité monogénique (Rankinen et al., 2006). De méme, une signalisation
défectueuse du récepteur a la leptine altere le poids corporel et la fonction endocrine.
En effet, une mutation au niveau du domaine intracellulaire de Ob-Rb, empéchant la
transmission du signal dans la cellule conduit a 1’obésité et au diabete chez la souris

db/db (Chen et al., 1996 (cell)).

A part dans les cas d’obésité monogénique chez ’homme ou chez la souris ob/ob, ou
les taux de leptine sont faibles ou nuls, la majorité des cas d’obésité humaine ou
animale se traduit par des taux élevés en leptine circulante (Considine et al., 1996,

Maffei et al., 1995), ce qui suggere la présence de résistance aux actions de la leptine.

La résistance a la leptine résulte en la combinaison de plusieurs facteurs, comprenant
un transport réduit de la leptine dans le cerveau et une signalisation a 1’insuline altérée

dans les neurones répondants a la leptine.

De facon intéressante 1’infusion cérébrale de leptine réduit I’expression en ARNm de
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NPY, mais I’expression retourne a un état similaire a celui des animaux normaux
(Sahu et al., 2002), suggérant 1’établissement moléculaire d’une résistance a la leptine.
La résistance a la leptine pourrait ainsi €tre une conséquence de 1’obésité, mais

pourrait aussi en €tre une cause.

En conclusion, bien qu’une déficience en leptine ait des effets tres forts sur la prise
alimentaire, les taux de leptine retrouvés élevés dans les cas d’obésité ne semblent pas
efficaces pour rétablir un poids normal, suggérant que la leptine soit davantage une
hormone ayant un effet dans I’initiation de la prise alimentaire, lorsque ses taux sont

faibles.
3. Ghréline

La ghréline est I’agoniste endogene du récepteur sécrétagogue de I’hormone de
croissance (GHS-R), et possede un effet orexigenique puissant. Il est produit et
relargué par l'estomac et par le duodenum, iléon, cecum et colon (Date et al., 2000).
Les taux de ghréline plasmatique sont régulés a la fois par le rythme endogene diurne
(Murakami et al., 2002) et par la prise alimentaire (Olszewski et al., 2008). Chez les
rongeurs, la ghréline plasmatique et les taux d’ARNm de ghréline gastrique retombent
aprés ingestion de graisse ou de glucides. Les niveaux de stockage énergétique
régulent aussi la ghréline. La ghréline circulante est inversement corrélée a 1’adiposité.
Des taux paradoxalement élevés de ghréline ont €té trouvés chez les personnes
atteintes d’anorexie mentale (Usdan et al., 2008), mais cela est interprété comme un
mécanisme compensatoire de 1’organisme pour tenter de stimuler 1’appétit. A
I’inverse, les individus obeses ont des taux réduits de ghréline, qui retournent a la
normale apres une perte de poids induite par une restriction calorique (Hansen et al.,
2002). L’effet de la ghréline sur la prise alimentaire passerait par les neurones a NPY /

AgRP du noyau arqué (Chen et al., 2004 ; Tamura et al., 2002).
4. Indices reliant pathologie amyloide et susceptibilité métabolique

Dépourvue de leptine, la souris ob/ob affiche une prise alimentaire tres augmentée et

ainsi, de base, est caractérisée par un état insulinorésistant important et une obésité.
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Curieusement, le double mutant APP23 x ob/ob présente une exacerbation de ce
phénotype métabolique avec insulinorésistance et gluco-intolérance encore plus
prononcées. De fagon similaire, lorsque les souris APP23 sont cette fois croisées avec
le modele NSY polygénique de diabete de type 2, elles présentent des caractéristiques
métaboliques qui laissent penser a une sensibilit€ accrue de ces souris a l'obésité
(Takeda et al., 2010). Chez les souris Tg2576 une telle susceptibilité a
l'insulinorésistance est également observée de base, et est amplifiée lorsque ces souris
sont soumises a un régime HFD (Kohjima et al., 2010). Enfin, chez les souris 3xTg a
été observé une prise alimentaire supérieure a celle des souris contrdles (Adebakin et
al., 2012). Des hypotheses émergent pour expliquer ces phénotypes. Dans le cerveau
de patient atteint de MA, la signalisation a l'insuline est défectueuse (Talbot et al.,
2012). Plus particulierement, les taux d'ARNm de 1'insuline sont diminués (Steen et
al., 2005), l'expression du RI est réduite au niveau dendritique in vitro (Zhao et al.,
2008), la phosphorylation en Serine sur les protéines IRS1 connue pour constituer une
des bases de l'insulinorésistance centrale, est augmentée dans I'hippocampe a la fois
des patients mais aussi de souris 3xTg (Ma et al., 2009). Compte tenu du r6le majeur
que joue la signalisation a l'insuline centrale dans les processus de régulation du poids
corporel et de la prise alimentaire, on peut se demander quelles conséquences cette
insulinorésistance centrale jouera sur le métabolisme périphérique et sur la prise
alimentaire. La souris NIRKO, embleme de I'insulinorésistance centrale, est
hyperphagique et obese (Briining et al., 2000), tout comme les souris IRS2 KO
(Hashimoto et al., 2007). Ces effets périphériques semblent provenir d'un mécanisme
spécifiquement central mais déconnecté de I'hypothalamus (Koch et al., 2010, Konner
et al., 2007). Ainsi, dans les modeles reproduisant la pathologie amyloides de la MA,
on peut supposer que la présence d'une insulinorésistance périphérique, mais surtout
centrale aura des répercutions potentiellement significatives sur la régulation du
métabolisme périphérique. Bien qu'une étude dénote le caractere hyperphagique du
modele 3xTg, combinant les deux pathologies amyloide et Tau (Adebakin et al.,

2012), le role spécifique de Tau dans ces mécanismes n'a pas été élucidé.
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En conclusion, I'ensemble de ces études nous indique que la pathologie est capable de
causer des modifications périphériques et centrales du métabolisme. En outre les

modalités de cette interaction restent a élucider.
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OBJECTIFS

L'objectif de ce travail de these est d'étudier les relations bidirectionnelles existant

entre la protéine Tau et le métabolisme périphérique.

La MA sporadique est une maladie influencée par de nombreux facteurs
environnementaux. Bien qu'une grande quantité de ces facteurs aient €t€ mis en
évidence par le Dbiais d'études basées sur l'homme, les mécanismes
physiopathologiques entourant cette susceptibilité sont assez peu connus. L'obésité,
qui prédispose a bon nombre d'autres affections métaboliques, en est un facteur de
risque important. Une affection métabolique, et donc périphérique peut donc avoir des

conséquences neurologiques, et donc centrales.

L'étude des mécanismes fondamentaux formant la connexion entre la pathologie
métabolique périphérique et la pathologie neurologique est facilitée par l'utilisation de

modeles expérimentaux.

Les connaissances fournies par les modeles expérimentaux d'étude des relations entre
affections métaboliques et MA au regard de la pathologie amyloide sont nombreuses
et fournies. En revanche, les conséquences d'une obésité sur Tau ont été bien moins
étudiées. La majorité des €tudes se focalisant sur Tau se sont intéressées a I'impact de
phénomenes métaboliques non physiologiques et donc peu pertinents au regard de la

pathologie humaine.

En conclusion, les conséquences physiopathologiques d'une obésité n'ont pas été
investigués dans un modele approprié de pathologie Tau de type Alzheimer. C'est
l'objectif de la premiere partie de ce travail de these. Le modele choisi pour cette étude
est la souris THY-Tau22, un modele transgénique mimant le versant Tau de la MA.
Cette souris surexprime dans les neurones du cerveau la protéine Tau humaine mutée
en 2 sites favorisant sa phosphorylation et son agrégation et présente une pathologie
Tau hippocampique évolutive qui s'exprime en parallele d'altérations mnésiques. Ainsi

elle constitue un modele particulicrement adapté a 1'étude des conséquences
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comportementales, anatomo-pathologiques, biochimiques et transcriptomiques de la

tauopathie de la MA.

A l'inverse, quelques données semblent indiquer que la pathologie centrale puisse

avoir des conséquences métaboliques périphériques.

Dans une seconde partie, je me suis donc intéressé€ a cette relation, c'est a dire au role
joué par la protéine Tau neuronale dans la régulation du métabolisme périphérique.
Afin de décrypter cette problématique, deux modeles de souris ont été choisis. La
souris THY-Tau22 permet I'étude de I'impact d'une surexpression de protéine Tau dans
le métabolisme périphérique. A l'inverse, la souris KO-Tau permet d'évaluer de facon

convaincante les conséquences éventuelles d'une absence de Tau dans ces paradigmes.
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Présentation des modeles
THY-Tau22

Afin de progresser dans la compréhension de la MA, plusieurs modeles murins de
pathologie Tau ont été créés et reproduisent certaines caractéristiques
neuropathologiques, biochimiques et cliniques de la pathologie humaine. Bon nombre
d'entre eux sont basé€s sur la surexpression d'isoformes humaines de protéine Tau,
mutées ou non en des sites retrouvés dans les formes héréditaires des tauopathies. Les
modeles arborant I'une ou l'autre des mutations G272V, P301L/S, V337M, R406W
sont les plus répandus, et tous montrent une hyperphosphorylation et la présence de
DNF dans les structures du cerveau. Chez plusieurs de ces modeles la caractérisation
du phénotype mémoire est rendue difficile par des problemes moteurs li€s a
l'expression de Tau au niveau de la moélle épiniere. La souris THY-Tau22,
développée au sein de notre équipe surexprime (10 copies) I'isoforme 1N/4R mutée sur
les sites G272V et P301S, et possede l'avantage d'€tre exempte de déficits moteurs
(Figure 20.), au contraire de la plupart des autres modeles (Denk et Wade-Martins

2010 ; Schindowski et al., 2006).

Thy1 promoter G272V P301S

Xho | Xhol

E human tau 412 amino acids R1| 3R2 EI @ s—l—

THY- Tau30 THY-Tau22

Figure 20 : Représentation du transgéne Tau IN4R surexprimé chez la souris THY-
Tau??2 sous contrdle du promoteur neuronal Thyl.2. Les deux mutations P301S et
G272V se trouvent localisées au niveau de la région des domaines répétés,
d'association aux microtubules (numérotation basée sur l'isoforme la plus longue). A
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10 mois, l'absence d'expression au niveau spinal confére a la souris THY-Tau22 un
phénotype moteur similaire a la souris WT, permettant d'évaluer pertinemment son
phénotype mémoire. A l'inverse, la THY-Tau30, qui présente de la protéine Tau dans
la moélle épiniére ne présente pas de phénotype moteur normal. Tiré de Schindowski
etal., 2006.

La THY-Tau22 présente une accumulation progressive de protéines Tau hyper et
anormalement phosphorylées, principalement au niveau de [’hippocampe, de
I’amygdale et du cortex. Les premicres l€sions se manifestent vers 3 mois dans la
région CAl (Corne d’Ammon) de I'hippocampe puis s’étendent progressivement vers
la CA3 (Figure 21). Les sites de phosphorylation physiologiques Ser202/Thr205
(AT8), Thr231/Ser235 (ATI180), Ser396/Ser404 (PHF-1/AD2) et pathologiques
Thr212/Ser214 (épitope conformationnel AT100), Ser422 sont notamment exprimés

chez cette souris.

12 mois

3 mois

Extraits totaux d’hippocampe
de souris THY-Tau22

3 6 9 12 mois

o - s Phospho-Tau
A I S R Tau total
—— — W Témoin de charge

Figure 21. Progression de la pathologie Tau au cours de [’dge au sein de
I’hippocampe de souris THY-Tau22. Haut : La phosphorylation pathologique de Tau,
visualisée grdce au marquage pathologique pSer422 s'étend progressivement de la
région CAl a la région CA3 de l'hippocampe. Barre = Imm. Bas : La pathologie Tau
hippocampique, visualisée par Western blot grdce a l'anticorps AT100 ciblant les
épitopes phosphorylés en pThr212/Ser214, est de plus en plus importante au cours de
I’dge.

En parallele de la pathologie Tau évolutive observée dans le modele, ces souris
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présentent des déficits cognitifs, eux aussi évolutifs. L'apprentissage et la mémoire
spatiaux ont été étudiés grace au test du labyrinthe de la piscine de Morris et montrent
que les souris THY-Tau22 de 3 et 7 mois présentent un subtil retard d’apprentissage
visible au cours du 2e jour. Les troubles de l'apprentissage s'intensifient a un age

avancé (Figure 22).
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Figure 22. Apprentissage retardé et mémoire diminuée chez les souris THY-Tau22.
Les altérations de l'apprentissage spatial sont subtils a 3 et 7 mois et s'accentuent a 9-
10 mois (* : p < 0,05, *** : p < 0,001 en utilisant 'ANOVA two-way, n=8/groupe).
Dans l'encadré a 9-10 mois sont indiqués des trajets représentatifs de nage des souris

dans la piscine au cours de la phase de mémorisation. Tiré de la thése de Sylvie
Burnouf, 2010.

En dépit de ces altérations de la mémoire et de 'apprentissage, aucune mort neuronale
ni perte synaptique (VanDerJeugd et al., 2011) ne vient expliquer ce phénotype jusqu'a
l'age de 12 mois. En revanche, le modele présente de discretes modifications de la

réponse synaptique a 7 mois et notamment une modification de la neurotransmission

dépendante des récepteurs NMDA (Figure 23, a droite. Burnouf et al., 2012)
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Figure 23. Absence de perte neuronale chez la souris THY-Tau22. A gauche :
coloration au crésyl violet de I’hippocampe de souris dgées de 12 mois, montrant
I’absence d’altération majeure de la morphologie hippocampique chez les THY-Tau22
(droite). Le marquage NeuN, représentant les noyaux des neurones de la couche CAl
de I’hippocampe, indique également I’absence de perte neuronale majeure dans cette
région chez les souris THY-Tau22. A droite : profil électrophysiologique en potentiel
de champ suite a une application exogéne de BDNF sur des tranches de souris THY-
Tau22 et WT dgées de 7 mois, montrant une différence de réponse. Adaptée de Van
der Jeugd et al., 2011, Burnouf et al., 2012.

Enfin, il a été mis en évidence l'existence d'une inflammation dans I'hippocampe des
souris THY-Tau22, et notamment une astrogliose (Belarbi er al., 2011 ; Schindowski
et al., 2006). Ces observations ont ét€¢ le point de départ d'une caractérisation plus
globale du phénotype inflammatoire hippocampique de ces souris (travail de these de
Cyril Laurent, 2013). Pour cela une analyse transcriptomique globale (Figure 24.) a été
réalisée dans I'hippocampe des souris THY-Tau22 agées de 12 mois et a révélé une
régulation positive de plusieurs marqueurs pro- inflammatoires (CD52, C3, Clec7a,
CCl4, CCL3, CCLS5, H2Abl, CD74...). Un certain nombre de ces marqueurs, et
d'autres ont été validés par qPCR, et indiquent une inflammation de type astrocytaire,
microgliale et faisant intervenir les lymphocytes T. L’ensemble de ces résultats révele

la présence de phénomenes inflammatoires dans le modele THY-Tau22.
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Figure 24. Analyse transcriptomique globale dans l'hippocampe de souris THY-Tau2?2
de 7 mois indiquant une surexpression importante de marqueurs inflammatoires de
type chimiokines, lymphocytaire, du complément, etc.

Ainsi, le modele THY-Tau22 présente une pathologie Tau bien caractérisée et
séquentielle, avec une dérégulation de la phosphorylation de Tau et une agrégation de
Tau sans perte neuronale massive. En outre, ces souris présentent des déficits cognitifs
précoces en I’absence de déficits moteurs. Le modele THY-Tau22 est donc un modele
pertinent pour 1’étude des conséquences physiopathologiques d'une obésité induite par

régime.
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KO-Tau

Les modeles de souris KO-Tau généralement utilisés dans la littérature sont issus d'une
recombinaison homologue d'un élément placé dans la région de l'exon 1 de Tau.
Quatre modeles différents ont été décrits (Harada et al., 1994 ; Dawson et al., 2001 ;
Tucker et al., 2001 ; Fujio et al., 2007). Tous ces modeles sont viables et ne présentent
pas de phénotype particulier apparent a un age jeune (Tableau 2). Ceci peut s'expliquer
par le fait que d'autres protéines d'association aux microtubules puissent remplacer la
protéine Tau. Il a de fait ét€ montré une augmentation de l'expression d'autres
protéines d'association aux microtubules dans ces modeles (Dawson et al., 2001 ;
Harada et al., 1994). Quelques altérations comportementales subtiles ont cependant été

décrites (Ikegami et al., 2000) mais arrivent tardivement.

Viabilité Aspect Aspect
macroscopique/ microscopique
comportement

Harada et al., 1994 oui . Jeunes : normal Densité MT — Jeunes : MAP1A +++
Ikegami et al., 2000 Agées : faiblesse musculaire  Pontages entre MT-MT et Agées : MAP1A +

et conditionnement de peur MT-membrane : — MAP1B normal

contextuel altéré. Background 93%
Hétérozygotes présentent C57BL/6

phénotype similaire.
Mémoire spatiale normale.

Tucker et al., 2001 ; oui normal Non étudié Background 50/50%:
Andorfer et al., 2003 C57BL/6 et129/SvJae.
Dawson et al., 2001 oui Mémoire spatiale normale. En culture primaire : Jeunes : MAP1A +++
Dawson et al., 2010 Perturbations cycle veille/ développement axonal Agées : MAP1A =
Cantero et al., 2010 sommeil perturbé. Backcross répétés sur
C57BL/6 depuis un
fond mixte BL6/SvJ
Fujio et al., 2007 oui Non rapporté Non étudié MAP1A +++
Background 93%
C57BL/6

Tableau 2. Phénotypes rencontrés chez les différents modéles de souris Tau knock-out.
On peut noter que lorsque le fond génétique s'approche d'un C57BL/6 pur le
phénotype mémoire et moteur est affecté.

La souris Knock-out de Tau que nous avons utilisé a été initialement développée par
Tucker et collaborateurs en 2001 (Mapttm1(EGFP)KIt, hétérozygote ou homozygote,
description disponible a l'adresse http://jaxmice.jax.org/strain/004779.html). Ces
auteurs ont inséré une séquence codant pour 1'eGFP dans l'exon 1 du gene de Tau,

produisant ainsi une protéine fusion contenant les 31 premiers acides aminés de Tau
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suivis de I'eGFP (Tucker et al., 2001). La majeure partie des modeles de souris KO-
Tau utilisés 1'est dans le but de définir les effets de la perte de la fonction stabilisatrice
des MT sur les conséquences comportementales, ainsi le phénotype plus global de ce
type de modele n'a ét€é que peu ou pas investigué, méme si aucune différence

macroscopique ne semble avoir été observée dans ces modeles.
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MATERIELS ET METHODES

Protocoles animaux - généralités. Toutes les souris utilisées sont des males. Les
souris ont été hébergées a 3 individus par cage dans des cages standard et ont disposé
d’eau et de nourriture ad libitum. Au fond de cage ont été ajoutées des boules de coton
servant a la confection d’un nid. Les locaux de l'animalerie sont soumis a un cycle
d’éclairage jour/nuit de 14h/10h. L'animalerie et les projets expérimentaux sur
animaux ont été approuvés par un comité d’éthique (AF 06/2010, CEEA). Tous les
protocoles de nutrition ont été réalisés comme suit. Les groupes expérimentaux ont été
congus de sorte a ce que, au début du régime, les groupes, en respect a leurs génotypes
respectifs, soient homogenes au niveau du poids, de 'insulinémie et de la glycémie.
De cette facon les différences métaboliques observées apres le début du régime sont le
reflet de la nutrition plutdt que de 1’évolution des différences individuelles. Les souris
ont été nourries soit avec une alimentation classique dite CHOW (RM1A, Special
Diets Services, Essex, Great Britain) soit avec une alimentation riche en graisse dite
HFD (H; 59% de calories issues du gras; Ssniff, D12331, Figure 25). Le poids des
souris ainsi que la prise alimentaire ont ét€ mesurés chaque semaine, le méme jour.

Les unités de poids sont exprimées en grammes.

ssniff* EF RM D12331 mod.* / Surwit Minerals [%]  Aminoacids  [%]  Vitamins per kg
Experimental diet with very high fat content (hydrogenated coconut oil) / DIO gﬁf;::mus ggg II:/Iyestlt?i?)nine ;21 x:}:g:zg 1?ggg :B
. . 5 E
Description Sodium 0.34 Cystine 0.19 Vitamin E 154 mg
The experimental diet is characterized by extremely high amounts of fat with middle-chain, saturat- Magnefsmm 0.20 MeHCYS 1.00 x:}:ml‘: Pé(as menadione) 28 zg
ed fatty acids (coconut oil); because of its high fat content the feed will quickly induce obesity and - 0tassium 0.90 Threonine 0.89 Thiamin (8,) 16 mg
and may promote the development of Metabolic Syndrome with diabetes type 2 (NIDDM). The Fatty acids [%] TWPIQPha” 0.26 Ribofl ‘B 16 9
feeding period until first clinical symptoms might be observed depends largely on the rat or mouse . o Arginine 0.73 ibotiavin (B,) mg
strain and the previous dietary history (fat supply). s gg 252 Histidine 0.63 z{)ﬁiﬁ’:&‘i ((BBG)) ;Z) ’Bg
. - Valine 1.36 12
: C10:0 2.00 : Nicotinic acid 46 mg
Crude Nutrients 1%l Energy [MJkg] Cc12:0 14.96 :_soleycme }gg Pantothenic acid 55 mg
Dry matter . 97.1 Gross Energy (GE) 25.1 C14:0 5.75 Pehiﬂnlzlanine 1«07 Folic acid 19 mg
Crude protein (Nx6.25)  21.6 Metabolizable Energy (ME) C16:0 3.14 Ph 1.1_ 2‘13 Biotin 310 ug
Crude fat 35.7 C1641 0.02 e+Iyr - Choline-Chloride 1,050 mg
Crude fibre 0.1 o 26 % from 20 % from Ci7:0 - Glycine 0.42 Inositol 80 mg
Crude ash 5.2 22.6 Carbohydrates Protein . Glutamic acid 4.49
N free extracts 34.1 C18:0 1.05 Aspartic acid 1.48 Trace elements per kg
Starch 0'9 54 % Cc18:1 2.86 Proline 2.29 Iron 151 mg
b 17'1 from Fat C18:2 1.82 Alanine 0.65 Manganese 90 mg
Duga.r by c18:3 0.15 Serine 119 Zinc 60 mg
extrines 6.5 26 % from 15% €200 0.01 ’ Copper 13 mg
22.82 Carbohydrates from Protein C20:1 0.01 lodine 1.05 mg
" ME calculated according to the pig formu- o C20:5 J— Selenium 0.14 mg
Ia, Annex 4 of the German feed regulation 59 % G226 _ Cobalt 0.14 mg

2 ME calculated with the Atwater factors from Fat

Cholesterol [mg/kg] —

Figure 25. Composition du régime riche en graisse D12331 donné aux souris des
groupes HFD. Le contenu élevé en graisses (35,7 g / 100 g) et la valeur énergétique
importante (544 Kcal / 100g) favorisent l'apparition d'une obésité. Tiré du catalogue
ssniff ®.
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Paradigmes expérimentaux (Figure 26.)

Paradigme nutrition THY-Tau22 de 2 — 7 mois. L’ objectif de ce paradigme est
I’étude de D'influence d’un régime hyper gras conduisant a une obésité sur la
pathologie Tau de la maladie d’Alzheimer. 42 souris hétérozygotes THY-Tau22
(Tau22) et 42 souris sauvages (WT) agées de 2 mois ont suivi un régime soit standard
(CHOW) soit hyper gras (HFD) pendant 5 mois jusqu’a I’age de 7 mois. A 1’age de 2
mois, la pathologie Tau dans le modele de souris THY-Tau22 n’a pas encore débuté.
Démarrer le protocole a ce stade permet d’étudier les éventuels effets d’une obésité
précoce dans la vie sur I’évolution de la pathologie dans le modele. A 1’age de 7 mois,
la pathologie dans le modele de souris THY-Tau22 n’a pas atteint son maximum, nous
permettant ainsi d’observer une éventuelle aggravation de ses caractéristiques

physiopathologiques.

Paradigme portées normalisées en régime standard THY-Tau22 0-9 mois.
L’objectif de ce paradigme est d’étudier les caractéristiques métaboliques basales du
modele. Pour cela, I’environnement postnatal des nouveau-nés de 11 souris WT et 12
souris THY-Tau22 a été normalisé au sein de leurs portées, avec 6 petits par mere, et
le poids des souris ainsi que leur prise alimentaire ont été mesurés chaque semaine

pendant 9 mois.

Paradigme nutrition KO-Tau 2-7 mois. L'utilisation de modeles de souris invalidées
pour un geéne est une démarche couramment utilisée afin d'investiguer le role joué par
ce gene. Dans le domaine de la recherche fondamentale, les souris KO-Tau ont été
notamment utilisées afin d'évaluer le role de Tau dans la protection de ' ADN nucléaire
(Sultan et al., 2011), dans la synaptotoxicité du peptide Beta-amyloide (Roberson et
al., 2007, Ittner et al., 2010), mais en regle générale, le phénotype de la souris KO-Tau
a été peu étudié. L’ objectif de ce paradigme est d’étudier le role de la protéine Tau
dans le métabolisme périphérique en utilisant un modele de souris invalidées pour la
protéine Tau, et ce, en soumettant ces souris a un régime standard Chow et en réalisant

une caractérisation métabolique.
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induite par un régime =+
sur la pathologie Tau :

THY-Tau22 - suivi longitudinal sous nutrition CHOW

Influence de Tau

sur le métabolisme ‘- i ' '
E KO Tau — Nutrition CHOW

Figure 26. Paradigmes expérimentaux de nutrition réalisés pendant ce travail de

these. La frise chronologique démarre a la naissance des animaux (0). A l'issue de
chacun des protocoles, une caractérisation métabolique a été effectuée, incluant
notamment un suivi longitudinal du poids corporel et de la consommation calorique,
des mesures de glycémies, des dosages hormonaux, des évaluations de l'index
d'insulino-résistance. Dans le cas de la souris THY-Tau22, une évaluation complete de
la pathologie Tau a été effectuée.

Mesures de la glycémie. Les mesures de la glycémie chez les souris ont été réalisées
apres 6 heures de jeune. Une goutte de sang, obtenue apres incision de la veine caudale
est appliquée sur une bandelette OneTouch (Lifescan, Issy les Moulineaux, France)

reliée a un glucometre Accu-Chek Performa (Roche Diagnostics, GMBH, Allemagne).

Le résultat s’affiche en milligramme de glucose par décilitre de sang.

Test de tolerance au glucose et a l'insuline. L'TPGTT permet de mesurer la capacité
du systeme de I'homéostasie glucidique a, d'une part détecter la hausse massive de
glycémie et de faire revenir la glycémie a son €tat de base via d'une part la sécrétion
d'insuline, son action et la capture du glucose par les tissus périphériques (foie,
muscles, tissus adipeux). Pendant I'ITT, I'insuline administrée artificiellement va agir

au niveau des tissus cibles et provoquer une recapture de glucose. De ce fait elle
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permet d'évaluer la sensibilité a l'insuline, l'inverse de 1'insulinorésistance. Les tests de
tolérance sont couramment utilisés pour établir 1'état insulinorésistant chez les
rongeurs et les humains (Muniyappa et al., 2007). Apres 6 heures de jeune, du D-+-
glucose (1g/kg; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ou 0,75 U/kg d’insuline rapide
(Actrapid Penfill, Novo Nordisk) a été¢ injecté(e) en intra péritonéal (IP), et des
échantillons de sang ont €té prélevés a la queue avant et 15, 30, 60, 90, et 120 min
apres I’injection de glucose ou d'insuline. La glycémie a ét€é mesurée en utilisant un

glucometre a bandelettes Accu-Chek Performa.

Prélevements de plasma. Pour les dosages de I’insuline, leptine, ghréline, lipides et
tau plasmatique, le plasma a ét€ récolt¢ a jeun de 6 heures avant et pendant les
différents protocoles depuis une coupure dans la veine caudale en utilisant les tubes
Microvette (Sarstedt, Niimbrecht, Germany) recouverts d’EDTA. En vue des dosages
de lipides, la quantité de plasma nécessaire étant plus importante, la queue des souris a
été exposée au rayonnement d’une lampe rouge afin de provoquer une vasodilation de
la veine caudale. En vue du dosage de ghréline, les échantillons, aussitdt prélevés, ont
été supplémentés en inhibiteurs de protéases Pefabloc SC (Sigma). Les échantillons
ont ensuite ét€ placés sur glace et centrifugé a 4000 g pendant 10 min a 4°C. Le
plasma a été récupéré et aliquoté puis congelé a -20°C (excepté dosage de ghréline, -

80°C).

Dosages d’hormones périphériques et lipides. L’insuline et la leptine ont été
mesurées en utilisant, respectivement, le kit ELISA Rat insulin (Mercodia AB,
Uppsala, Suede) et le kit enzymatique mouse/rat Leptine immunoassay kit (SPIBIO,
Montigny le Bretonneux, France) d’aprés les instructions des fabricants. Les
cholesterol HDL et total, ainsi que les triglycerides ont été mesurés par 1’utilisation de
kits enzymatiques préts a ’emploi (Biomérieux, Craponne, France). Les taux de
cholestérol non-HDL ont été calculés par soustraction des taux de cholesterol HDL

aux taux de cholesterol total.

Calcul de l'index HOMA-IR. Le calcul de I'index HOMA-IR (homeostatic model

assessment of insulin resistance) permet I'évaluation du caractere insulinorésistant d'un
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organisme. Chez les rongeurs, une bonne corrélation de ce marqueur avec les tests plus
universels de mesures du taux d'infusion de glucose a été mise en évidence

(Muniyappa et al., 2009). Le calcul de 'HOMA-IR est le suivant :

Glycémie X Insulinémie
(mg/dL) (mU/L)

405

Dosage de protéine Tau plasmatique. La protéine Tau humaine a été détectée dans le
plasma de souris THY-Tau22 comme montré précédemment (Troquier et al., 2012) en
utilisant le kit ELISA Innotest hTau Ag (Innogenetics, Les Ulis, France) en suivant les
recommandations du fabricant. L’anticorps de capture est I’AT120 et les anticorps de

détection sont HT7 et BT2 (Schraen-Maschke & al., 2008).

Etude de Dapprentissage spatial — Le Labyrinthe de la piscine de Morris. Le
labyrinthe de la piscine de Morris (Morris, 1984) permet [’évaluation de
I’apprentissage et de la mémoire spatiaux des rongeurs (D'Hooge and De Deyn 2001)
(Figure 27). Ce test, particulierement sensible aux atteintes hippocampiques (Goddyn
et al., 20006), a été utilisé dans la caractérisation initiale du modele (Schindowski et al.,
2006), montrant des altérations d'apprentissage et de mémorisation a 1'age de 3 mois,
et progressivement jusqu'a 12 mois. A 7 mois, le phénotype mnésique de la THY-
Tau22 n'étant pas encore a son maximum, nous permettant de pouvoir constater une
éventuelle accélération du phénotype. Nous avons donc réalisé ce test dans ce
paradigme THY-Tau22 2-7 mois afin d'évaluer si le régime HFD altere le phénotype
mnésique déja présent dans le modele. Dans ce test, les animaux sont placés dans une
piscine circulaire d'un metre de diametre remplie d’eau opaque a 21°C et doivent
localiser une plate-forme cachée a 1 cm sous la surface pendant 4 jours, a raison de 4
essais par jour. Le coté aversif de la situation motive les rongeurs a trouver une issue
ou un refuge. Des indices visuels sont présents autour de la piscine et permettent a la
souris de s’orienter. Au fur et a mesure des 4 jours d’apprentissage, les souris
apprennent a localiser la plateforme et a s’y réfugier de plus en plus rapidement. La
mesure du temps ("escape latency") et de la distance parcourue ("path length") pour

atteindre la plateforme a chaque essai ont été enregistrés grace au systeéme Ethovision
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XT (Noldus). Le Ces mesures refletent la capacité d’apprentissage de I'animal. Vingt
quatre heures apres cette phase d'apprentissage, lors d'un nouvel essai ("probe test") la
plate-forme est retirée et une préférence pour I’endroit ou se trouvait la plate-forme
reflete la mémoire spatiale de la souris. Les souris qui présentent un thigmotactisme ou
tentent d'atteindre la plateforme par le biais de stratégies indépendantes de la mémoire

sont exclues de l'analyse.
S
&t

Jour 1 Jour 4 Jour 5
Plateforme cachée Plateforme cachée  Plateforme retirée

Apprentissage Mémorisation

Figure 27. Schématisation de la procédure du Morris Water Maze. Le premier essai
du premier jour, la souris tombe par hasard sur la plateforme. A raison de 4 essais
par jour et apres 4 jours d'apprentissage, la distance et le temps avant d'atteindre la
plateforme diminuent, synonyme d'un apprentissage efficace. Le cinquiéme jour, la
plateforme est retirée, et l'on mesure le temps passé dans le cadran dans lequel se
trouvait la plateforme, reflet de la mémoire spatiale.

Sacrifice

Préparation des échantillons de tissus périphériques. A L’issue du protocole de
nutrition les souris ont été sacrifiées par décapitation et le sang du tronc a été récupéré
dans des tubes contenant de ’EDTA (Terumo EDTA-K3, Terumo), puis centrifugés a
4000 g, 10 min, 4°C. La phase supérieure contenant le plasma a été récupérée et
congelée a -20°C jusqu’a utilisation. Le corps de la souris a été disséqué et le foie, les

tissus adipeux épididymal, sous cutané et brun ont été pesés et récupérés.

Préparation des échantillons de cerveau. Le cerveau a été retiré de la boite
cranienne. Une randomisation a été effectuée de facon a répartir les hémispheres

cérébraux, de sorte a obtenir des parametres métaboliques homogenes dans chaque
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groupe d’analyse (immunohistochimie, transcriptomique et biochimie). Pour
I’immunohistochimie, les hémispheres ont ét€ post-fixés dans 4% de
paraformaldéhyde pendant 7 jours. Les hémispheres sont ensuite incubés dans une
solution de cryoconservation contenant 20% de saccharose pendant 24 heures puis
finalement congelés dans I’isopentane refroidi a -30°C et conservés ensuite a -80°C
jusqu’a leur utilisation. Les hémispheres restant ont été disséqués a 4°C en utilisant
une matrice coronale en acrylique (Delta Microscopies, France) et les hippocampes
ainsi récupérés ont €té stockés a -80°C jusqu’a utilisation, soit en analyse biochimique,

soit transcriptomique.

Immunohistochimie. Les coupes sagittales sériées flottantes (40pum) ont été obtenues
en utilisant un cryostat (Leica Microsystems GmbH). L’immunohistochimie a été
réalisée sur des séries de coupes en utilisant les anticorps primaires anti Tau
phosphorylé (ATS8; pSer202/205; Pierce) et anormalement phosphorylé (AP422;
pSer422; Biosource). Un anticorps secondaire couplé a une peroxydase est utilisé et
permet la révélation via une réaction utilisant le composé chromogene DAB. Les
coupes ont ensuite été montées sur des lames puis vernies (Schindowski et al., 20006).
Des microphotographies ont été prises en utilisant un microscope photonique Leica.
Le comptage de pixels bruns représentatif de la fixation des anticorps a été réalisé a
I’aveugle sur 6 coupes d’hippocampe par souris séparées par 280 mm en ajustant le
seuil, d’apres la méthode de Belarbi ef al., 2011, en utilisant le logiciel ImageJ (Scion).

Les quantifications représentent les moyennes de 4 a 5 animaux par groupe.

Analyses biochimiques.

Préparation des tissus. Les tissus ont ét€ homogénéisés dans 200 mL de tampon
contenant 10% de saccharose pour la cryopréservation, 10 mM Tris HCl pH 74,
800mM NaCl, ImM EGTA et des inhibiteurs de protéase (Complete EDTA-free,
Roche, France) et soniqués. Les concentrations en protéines totales des homogénats

ont été déterminées par le kit BCA (Pierce, Perbio Sciences, Brebieres, France).

Electrophorése monodimensionnelle. Les extraits totaux de protéines ont ensuite été
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dénaturés a 95°C dans un tampon contenant 1% lithium dodécyl sulfate comme
détergent et SOmM dithiothreitol (en concentrations finales) comme réducteur (Life
Technologies, Grand Island, NY) pendant 10 minutes. Ces conditions entrainent une
solubilisation et une linéarisation des protéines €vitant la formation de ponts disulfure,
notamment, et rendant un maximum d'épitopes accessible aux anticorps. Ensuite, de
10 a 15 mg de protéines ont été chargées sur des gels de 4-12% d’acrylamide (NuPage
Novex gels, Life Technologies) puis un courant électrophorétique de 200 Volts a été
appliqué permettant la séparation des protéines dans le gel. Les gels contenant les
protéines ont ensuite subi un transfert a 30 Volts sur membrane de nitrocellulose. Les
membranes ont ensuite été incubées avec les anticorps primaires correspondants (cf.
Tableau 3). Les anticorps secondaires adaptés, couplés a la peroxidase du raifort (HRP
antibodies), ont ensuite été incubés sur les membranes. Le signal chimio-luminescent
provenant de la réaction entre ’ECL (Amersham GE Healthcare, Buckinghamshire,
United Kindom) et la peroxidase a ét€ obtenu en utilisant le systeme d’aquisition
LAS3000 et son logiciel (Fujifilm, Saint Quentin en Yvelines, France). Imagel
Software a servi a la quantification densitométrique des images ainsi obtenues. Les
valeurs de densitométrie pour chaque protéine étudiée ont été rapportées a celles de
I’actine ou de la GAPDH des mémes membranes. Lorsqu’un anticorps ciblant une
forme phosphorylée d’une protéine a été utilisé, la valeur quantifiée de densitométrie a
été rapportée a celle de la protéine totale. Les rapports ainsi obtenus ont ensuite été

comparés a la moyenne du groupe controle.
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Classes Epitope (hnom commercial) Intérét biologique Source
pThr181 (AT270) P° physiologique Pierce
pThr212/pSer214 (AT100) P° pathologique, épitope conformationnel Pierce
= pThr231 (AT180) P° physiologique Pierce
t pThr202/pSer205 (AT8) P° physiologique Pierce
% pS262 P° physiologique Invitrogen (Life Technologies)
ol pSer396 P° physiologique Invitrogen (Life Technologies)
O pSer404 P° physiologique Invitrogen (Life Technologies)
pSer422 P° pathologique épitope non-conformationnel Invitrogen (Life Technologies)
total Tau Cter cible Tau murin et tau humain U837 N. L. Buée et N. Sergeant
Ciblant des NeuN ‘ marqueur nuclféaire netlJronaI Mﬁllﬁpore
marqueurs sypapto_p_hysm marqueur pré-synaptique Millipore
iy - spinophilin marqueur post-synaptique Millipore
NSE marqueur nucléaire Enzo LifeScience
Akt / PKB Akt est activée en aval du récepteur a l'insuline via IRS et Cell Signaling Technologies
pSerd73 Akt / PKB PI3K Cell Signaling Technologies
CaMKiIl CaMKIl posséde un réle important dans les mécanismes Cell Signaling Technologies

Ciblant des Kinases ou
phosphatases de Tau

moléculaires a la base de la mémoire

pThr286 CaMKiI|
p42/44 ERK-MAPK
pThr286 ERK-MAPK
GSK3 a/f

pSer9 GSK3p
pTyr216 GSK3B

ERK MAPK est activée en aval du récepteur a l'insuline via
la voie Grb2-Sos

GSK3 est inhibée en aval du récepteur a l'insuline via la
voie IRS/PI3K/Akt, et est la kinase majeure de Tau

Cell Signaling Technologies
Cell Signaling Technologies
Cell Signaling Technologies
SantaCruz BioTechnologies
Cell Signaling Technologies
Cell Signaling Technologies

P38 MAPK - ) X ) Cell Signaling Technologies
pThr180/pTyr182 P38 MAPK P38 MAPK est activée en réponse a des stress, cytokines Csl Signaling Technalogies
PKA PKA est activée par 'AMPC en réponse a pléthore de Cell Signaling Technologies
pThr197 PKA signaux. Cell Signaling Technologies
SAPK/JNK Cell Signaling Technologies

pThr1 83/pTyr1 85 SAPK/JNK JNK et SAPK sont des MAPK activées par des stresseurs et
notamment des voies de signalisation dépendantes des

Cell Signaling Technologies

SAPK4 cytokines Cell Signaling Technologies
SAPK3 SantaCruz BioTechnologies
CDK5 Le clivage de P35 en P25 permet I'approche de CDK5 vers SantaCruz BioTechnologies
p25-p35 ses cibles, dont fait partie Tau. SantaCruz BioTechnologies
AMPK AMPK est une kinase activée en aval du récepteur & la Cell Signaling Technologies
pThr172 AMPK leptine Cell Signaling Technologies
PP2A-C La PP2A est la phosphatase majeure de Tau, et son activité Millipore

pTyr307 PP2A-C est réduite dans les cerveaux MA. Abcam

) g Insulin Receptor Domaine transmembranaire du récepteur Cell Signaling Technologies
k= 8 IRS-1 IRS-1 et 2 sont les protéines adaptatrices du Rl et Cell Signaling Technologies
> g =] Ser612 IRS-1 transmettent le signal insuline aux effecteurs situés en aval, Gelll St peine Tedinaleaies
&= 2 P et notamment & PI3K, Akt et GSK3B. La phosphorylation en !g ! 9 g!
€ g £ IRS-2 Ser612 d'IRS-1 blogue la signalisation Cell Signaling Technologies
g ‘O O Bl PI3K est une kinase située en amont de Akt et GSK3p cal S!gnal!ng Technolog!es
ow®° pThrd58 PI3K/P85 Cell Signaling Technologies
© PTP1B PTP1B déphosphosporyle et inhibe les IRS-1 et 2 Abcam
marqueur de charge  B-Actin permet le contréle de charge protéique Sigma-Aldrich

Tableau 3. Liste des anticorps primaires utilisés dans les analyses biochimiques et
bref descriptif de leur intérét biologique dans le cadre de cette étude.

Electrophoreése bi-dimensionnelle. Cette technique combine deux approches de
séparation des protéines. La premiere dimension exploite les différences de point
isoélectrique des protéines. En effet, la séquence primaire et les modifications post-
traductionnelles déterminent leur point isoélectrique, raison pour laquelle ce pl peut
différer entre 2 protéines issues d'un méme gene. La premiere dimension s'effectue sur
une bandelette constituée d'un gradient de pH. Ainsi, pendant la premiere dimension,
les protéines vont aller s‘immobiliser a l'endroit de la bandelette correspondant au pH
ou leur charge est neutre. La seconde dimension correspond a une électrophorese en

SDS-PAGE classique, ou les protéines sont séparées en fonction de leur poids
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moléculaire. (Fernandez-Gomez et al., 2012). Cette technique permet 1'étude de 1'état
d'acidité de la protéine Tau, qui résulte quasi exclusivement de son état de
phosphorylation, comme l'atteste un prétraitement d'échantillons a I'aide d'une

phosphatase (Figure 28.) (Bretteville et al., 2009).

Sans pré-traitement Pré-traitement a la y-Phosphatase
Extrait protéique . .
contenantde la 2¢ dimension :
protéine Tau p’0|ds .
humaine 3N/4R moléculaire

pl

1ére dimension : point isoélectrique

Figure 28. Electrophorése bi-dimensionnelle controle (immunoempreinte de gauche)
ou pré-traitée a gamma-phosphatase (a droite), montrant l'impact de la
phosphorylation sur le profil obtenu. Adapté de Bretteville et al., 2009.

Pour cette technique, les homogénats de protéines ont été précipités au
méthanol/chloroforme. 15 mg de protéines ont été dissoutes dans un tampon contenant
™ urée, 2M thiourée, 4% CHAPS et 0,6% pharmalytes. Les lysats ont ét€ chargés sur
des bandes de gel présentant un gradient de pH de 3 a 11 (ReadyStrip, Amersham GE)
et ont subi I’électroisofocalisation dans une cuve Protean IEF (Amersham GE),
conformément aux données du fabricant. Les bandelettes ont ensuite été appliquées sur
un gel de polyacrylamide a 4-12% puis un courant électrophorétique a ét€ appliqué. Le
gel a ensuite été transferé sur membrane de nitrocellulose. Les membranes ainsi
obtenues ont été incubées en présence d’anticorps ciblant une forme totale de la

protéine Tau (anticorps TauCter) (Figure 28.).

Préparations fractions sarkosyl-solubles/insolubles. Les homogénats de protéine
dans le tampon contenant 10% de saccharose, 10 mM Tris HCI pH 7.4, 800mM NaCl,
ImM EGTA et des inhibiteurs de protéase (Complete EDTA-free, Roche, France) ont
été centrifugés a 12000 g pendant 10 minutes a 4°C. Les surnageants, repris et incubés
1 heure dans une solution contenant 1% de sel de N-Laurylsarkosine de sodium
(Sigma) a température ambiante et sous agitation ont été a centrifugés a 100 000 g

pendant 1 heure a 4°C, donnant ainsi le surnageant et le culot contenant les especes de
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Tau solubles ou insolubles dans le sarkosyl, respectivement. Du LDS 2X a été ajouté
au culot sec et au surnageant. Les 2 fractions ont également recu du tampon réducteur
SRA. Les échantillons ainsi préparés ont ét€ mis a migrer en gels Novex avec un ratio

insoluble:soluble de 1:12.

Dosage de I'activité des phosphatases PP2A. Les phosphatases sont impliquées dans
le controle de la balance de phosphorylation et déphosphorylation de Tau (Buée et al.,
2000, Sergeant et al., 2008). La PP2A est spécifiquement la phosphatase majeure de
Tau et est retrouvée dérégulée dans le cerveau des patients atteints de MA (Torrent et
Ferrer, 2012). Des travaux récents suggerent l'implication des phosphatases, et plus
spécifiquement de PP2A dans la phosphorylation de Tau dans un modele de souris
diabétiques (Papon et al., 2012). Dans ce contexte nous avons voulu contrdler l'activité
de la PP2A dans notre modele. Les mesures d’activités de phosphatases ont été
réalisées en utilisant le kit Serine/Threonine phosphatase, adapté d’apres les
instructions du fabricant. Brievement, 50 mg de protéines issues des homogénats
totaux d’hippocampes ont été centrifugés a 16000 g puis les surnageants ont été filtrés
dans des colonnes qui retiennent 90 a 95% des phosphates endogenes. Une partie du
filtrat a ensuite ét€ incubée pendant 30 minutes en présence d’un tampon spécifique
aux phosphatases PP2A (contenant 250 mM Imidazole pH 7.2, 1 mM EGTA, 0,1 % B-
Mercaptoethanol, 0,5 mg/mL BSA) et d’un phosphopeptide spécifique des
Serine/Threonine phosphatases 2A, 2B et 2C. Les phosphates libérés apres I’action des
phosphatases de I’échantillon sur les phosphopeptides réagissent avec un composé
chromogénique contenant du molybdate. Des expériences controles dans lesquelles on
omet les échantillons de protéine ou le phosphopeptide ont été réalisées. La
concentration en protéines du filtrat est déterminée en utilisant un kit BCA. L’activité
s’exprime alors en picogrammes de phosphates libérés par microgramme de protéines

et par heure.
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Analyses transcriptomiques. L’extraction des ARNs totaux d'hippocampe a été
réalisée avec le kit RNeasy Lipid Tissue (Qiagen, Courtaboeuf, France) suivant les
instructions du fabricant. Les ARNs ont été dosés par mesure de 1’absorbance a 260
nm a l'aide du Nanodrop N-1000 Spectrophotometer (LabTech). La rétrotranscription
a été effectuée a partir de lug d'ARN pour chaque échantillon avec le kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Pour 1’étude de
I’expression des genes par analyse de réaction de polymérisation en chaine (RPC) en
temps réél, la technologie SYBR Green (Applied Biosystems) couplée a I'utilisation
de 'appareil ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems) a été choisie. Les conditions du
thermo-cycleur ont été les suivantes : 10 min a 95°C, suivi de 45 cycles de RPC a 2
étapes consistant en une étape a 95°C pendant 15 s suivie d’une étape a 60°C pendant
25 s. Les amplifications ont été faites en triplicats (n = 12-13 par groupe) et
I’expression en ARNm des différents genes a été réalisée en utilisant la méthode du
AACT, et est rapportée au géne de référence, la cyclophiline (Liste des amorces :

Tableau 4.).
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Classes Geéne ciblé
CCL3

CCL4

CCL5

TNFa

CD68

Inflammation

TNFa

Tau humaine

T

>
c

Tau murine

ABCA1

CD68

HMGCoAR

CYP4aA1

ApoE

LDLR

NPC1

NPC2

CAVEOLINE

Génes de I'homéostasie lipidique

ABCG1

Geéne controle S/ECRIES

amorce
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens
sens
antisens

séquence
5'GTG GAATCT TCC GGC TGT AG 3'
5'TGC CCTTGC TGT TCT TCT CT 3'
5' GAG GGT CAG AGC CCATTG 3'
5'GCC CTC TCT CTC CTC TTG CT 3'
5'CCG AGC CAT ATG GTG AGG CAG G 3'
5' CTC ACT GCA GCC GCC CTC TG 3'
5' GAG GCCATT TGG GAACTTCT 3'
5'TGC CTATGT CTCAGC CTC TTC 3'
5'CGC CAT GAATGT CCACTG 3
5' GAC CTA CAT CAGAGC CCGAGT 3
5' GAG GCCATT TGG GAACTTCT 3'
5'TGC CTATGT CTCAGC CTC TTC 3'
5'CCC GGT TCC TCAGAT CGC TC 3'
5' GTACGG GTT GGG GGA CAG GA 3'
5'AGC AGG CAT CGG AGA CAC 3'
5'CATTTC CTG TCC TGT CTT TGC 3'
5'ACA CCT GAC ACACCA GCTACAAGG C 3
5'TGAGTT CTT CCCACATGC CCTCC 3'
5' CGC CAT GAATGT CCACTG 3
5' GAC CTA CAT CAG AGC CCG 3'
5' GCT GAG CAG CGA CAT CATCA 3
5'AGG CCA GCAATA CCC AGAATG 3
5'GCG CGC TTCAGACTGTGTT 3'
5'GCG CCC ATAGTC ACATTC AG 3'
5'CCGACATGG AGG ATC TAC G 3'
5'ACA GCT AGG CGC TTC TGC AG 3'
5' GGA GTC AGG AAT GCATCG GC 3'
5' CAG GCA GCA GGAACGAGT TC 3'
5'CTT AGT GCA GGAACT CTG TCC AGG 3'
5'TCC ACATCA CGG CAG GCATTG TAC 3'
5'AGT TTC CAT TCC ACC ACCAG 3'
5' CAC TCAGTC CCAGAACAGCA3
5' CCA GGG AAA CCT CCT CAG A3
5' CCG GAT GGG AAC AGT GTAGA 3
5' GGGTCT GAACTG CCC TACCT 3
5'TAC TCC CCT GAT GCCACTTC 3'
5'TTC ACC TTC CCAAAGACCAC 3
5'AGC ATA CAG GTC CTG GCATC 3'

indicatif ncbi
NM_011337.2

NM_013652.2

NM_013653.3

NM_013693.2

NM_009853.1

NM_013693.2

NM_005910.4

NM_001038609.1

NM_013454.3

NM_009696.2

NM_008255.1

NM_010010.1

NM_009696.2

NM_010700.2

NM_008720.2

NM_023409.4

NM_007616.4

NM_009593.2

NM_008907.1

Tableau 4. Liste et séquence des amorces utilisées dans les analyses de RT-qgPCR.

Pour I’étude de I’expression des genes par la méthode de transcriptomique globale, les
ARN totaux de 6 souris par groupe ont été analysés. La préparation des puces
microarray a été réalisée comme décrit précédemment (Opitz et al., 2010). 50 ng
d’ARN totaux ont été préparés avec le kit 1 couleur Low Input Quick Amp Labeling
Agilent Technologies, USA. Un total de 1650 ng cRNA par échantillon a ensuite été
hybridé sur les puces 8x60K SurePrint G3 Mouse (Agilent Technologies). Toutes les
puces ont ensuite été lues par le scanner Agilent DNA microarray G2505C avec une

résolution d’un micrometre. L’analyse des données a été réalisée avec le logiciel

Agilent's Feature Extraction (FE) version 10.7.3.1.
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Analyses des données et statistiques. Le logiciel GraphPad Prism (GraphPad
Software, La Jolla, USA) a été utilisé pour effectuer la mise en forme et les analyses
statistiques. Les résultats sont présentés en moyenne + écart standard a la moyenne.
Les différences entre les valeurs moyennes ont été déterminées en utilisant le test T de
Student. Les comparaisons multiples entre groupes sont réalisées par la méthode de
I'analyse de variance (ANOVA) a un facteur répété, ou lorsqu’il s’agit d’une mesure
répétée dans le temps (valable pour les suivis de poids et les tests de tolérance) par la
méthode de 1’analyse de variance a deux facteurs répétés, suivi d'une comparaison
post-hoc de Fisher LSD. Les différences observées sont interprétées comme
significatives lorsque p<0.05 (* : p<0,05 ; ** : p<0,005 ; *** : p<0,001 ; ns :
différence non significative). Les symboles * indiquent généralement une comparaison
Wild-Type vs. THY-Tau22 ou KO versus hétéro-ko ou WT sous régime standard. Les

o

symboles ° indiquent une comparaison Chow vs. HFD du méme génotype. Les

symboles # se rapportent a une comparaison WT HFD vs. TAU HFD.
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RESULTATS - IMPACT D'UN REGIME RICHE EN
GRAISSE SUR LA PATHOLOGIE TAU DE LA MA

Un régime hypercalorique et riche en graisse a été donné aux souris de la lignée
THY-Tau22.

Des souris THY-Tau22 (T ; n=21 par groupe) et leurs contrdles de portées wild-type
(W ; n=21 par groupe) agées de 2 mois ont é€t€ soumis pendant 5 mois a un régime soit
contrdole (CHOW, C) soit hypercalorique et riche en gras (HFD, H). A 1’age de 2 mois
le modele THY-Tau22 ne présente qu’une pathologie Tau a peine naissante, tandis
qu’a 7 mois la pathologie Tau s’est bien développée et est présente dans la CAl de
I’hippocampe.

Bien qu’a I’état basal (TO), les souris THY-Tau22 présentent un poids corporel réduit
comparé aux WT (Figure 29. Tau: 20,95 g et WT: 2288 g, p<0,0001 ; test de
Student) les souris WT et les souris TAU nourries au HFD ont développé une obésité
progressive et similaire, atteignant, en pourcentages du poids corporel initial, 18245 et
17445 %, respectivement, a la fin de I’expérience (Tf, Figure 29. WH vs. WC et TH vs.
TC, p<0.001; WH vs. TH, p=0.94 en utilisant ’ANOVA two-way). Le poids des
souris a l'issue du régime est de 30,5+2,40,5+1, 26,3+1,2 et 35,3+1 grammes chez les
souris WC, WH, TC, et TH respectivement, confirmant par ailleurs 1'existence d'une
différence de poids entre les génotypes (*** : p<0,001 WC vs. TC, Test T de Student)
et révélant une obésité bien inférieure en grammes chez les TH comparé aux WH, que

l'on pourrait qualifier de surpoids (### : p<0,001 WH vs. TH, ANOVA one-way).
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Figure 29. Mesures de poids au temps initial (T0) et final (Tf) du régime HFD
indiquant l'établissement progressif d'une obésité chez les WH et un surpoids chez les
TH. On peut noter la différence de poids corporel initial : la souris THY-Tau2?2 est
généralement plus maigre, mais l'élévation de poids en pourcentage est similaire aux
WT. A l'issue du régime l'obésité de la souris TH est cependant bien inférieure en
grammes a celle de la souris WH. Statistiques : *** : p<0,001 WC vs. TC en Test T
de Student. °°° : p<0,001 HFD vs. CHOW respectif et ### : p<0,001 WH vs. TH en
ANOVA-two-way pour les suivis de poids sur la durée, et one-way pour les
comparaisons sur 4 groupes. n=20-21 par groupe.

Nous avons ensuite vérifié que 1'obésité dans notre modele s'accompagne des motifs
métaboliques typiques telle une accumulation de graisse au niveau des tissus adipeux,
d'une hyperleptinémie et d'une hyperlipidémie. Apres 20 semaines de régime, nous
avons mesuré les parametres métaboliques typiques de 1'obésité., Ainsi les souris WH
et TH ont présenté des augmentations similaires en masses de tissus adipeux blanc
(sous-cutané et viscéral), ainsi qu’en triglycérides, cholesterol total, HDL-cholestérol

et non-HDL cholestérol et en leptine circulante, (Figure 30).
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Figure 30. Le régime HFD a induit efficacement une augmentation des parameétres
métaboliques reflétant une adiposité. Statistiques : °°° : p<0,001, °° : p<0,01 HFD vs.
CHOW respectif et # : p<0,05 WH vs. TH en ANOVA one-way. n=20-21 par groupe.

Le régime HFD a conduit a une augmentation importante de la glycémie et de
I’insulinémie chez les souris WT et THY-Tau22. Cependant, alors que la glycémie et
I’insulinémie sont restées similaires entre les souris WC et TC (Figure 31), ces taux
plasmatiques se sont trouvés réduits chez les souris TH comparés aux souris WH
(glucose : WH : 239+8 vs. TH : 20745 mg/dL, p<0.001; insuline: WH : 1.8+£0.2 vs.
TH : 1.440.2 mg/L, p<0.05 en utilisant ’ANOVA one-way). Conséquemment, l'index
de résistance a l'insuline HOMA-IR s'est trouvé significativement augmenté par le
régime HFD (WC vs. WH et TC vs. TH, p<0,001, Test T de Student), mais s'est trouvé
plus faible dans le groupe TH comparé au groupe WH (WH vs. TH, p<0,01, Test T de
Student). De la méme facon, les souris WC et TC ont présenté une tolérance au
glucose (p=0,44) et a 'insuline (p=0,15) similaires lors des tests de tolérance au
glucose et a I’insuline, respectivement (Figure 31). Le régime HFD a affecté
profondément et de facon similaire les groupes de souris nourries au HFD (p<0.001 vs.
leurs groupes Chow ; WH vs. TH, p=0.11 en utilisant ’ANOVA two-way). Cependant,

de fagon surprenante, alors que les souris WH ont présenté une moindre diminution de
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la glycémie apres injection d’insuline comparé aux souris WC (p<0.001), les souris
TH ne I’ont pas fait (p=0.20 vs. TC; p=0.004 vs. WH en utilisant ’ANOVA two-way).
La réduction de l'index HOMA-IR chez les TH comparé aux WH va dans le méme
sens. Ainsi, ces données suggerent qu’au contraire des souris WH, les souris TH n’ont
pas développé d’insulinorésistance périphérique a I’issue du régime (Figure 31). Cela
est compatible avec les données de poids corporel (Figure 29) qui suggerent l'existence

d'une résistance a I'obésité induite par régime chez la souris THY-Tau22.
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Figure 31. Le régime HFD a affecté de facon différente I'homéostasie glucidique chez
les souris THY-Tau22 comparé aux souris WT soumises au régime HFD. La glycémie,
l'insulinémie, l'intolérance au glucose et l'index HOMA-IR ont été augmentés par le
HFD chez les WT comme chez les THY-Tau22. Cependant la tolérance a l'insuline n'a
pas été touchée chez le groupe TH alors que chez le groupe WH elle s'est bien
installée. La glycémie, l'insulinémie, l'index HOMA-IR se sont également trouvés
significativement réduits chez les TH comparés aux WH, suggérant la présence d'une
moindre insulinorésistance chez les TH comparés aux WH. Statistiques °

p<0,05, °° : p<0,01, °°° : p<0,001 HFD vs. CHOW respectif et # : p<0,05, ## :
p<0,01, ### : p<0,001 en ANOVA-two-way pour les tests de tolérance, et one-way

pour les histogrammes sur 4 groupes. n=20-21 par groupe.
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Effets du régime HFD sur D’expression hippocampique de marqueurs
inflammatoires.
Des preuves existent que le régime HFD promeut 1’inflammation hippocampique chez

des animaux WT (Jeon et al., 2012; Pistell er al., 2010). Des études récentes sur le
modele THY-Tau22 ont mis en évidence la présence d’une neuro-inflammation
hippocampique chez ces souris (Belarbi et al., 2011; Laurent et al., 2011, 2013), avec,
a 1’age de 7 mois, une surexpression au niveau ARN et protéine de marqueurs
inflammatoires de type cytokine (TNFa), chimiokines (CCL3, CCL4, CCLS),
marqueur microglial (CD68), astrocytaire (GFAP) et lymphocytaire (CD3). Il a été
suppos€ que les processus neuro-inflammatoires peuvent potentialiser la pathologie
Tau (Lee er al., 2010; Roe et al., 2011; Bhaskar et al., 2012). Nous avons donc évalué,
par la méthode de PCR quantitative, I’expression en ARN de plusieurs de ces
marqueurs. Aucun des marqueurs €tudiés (CD68, Ccl3, Ccl4, CclS5, TNFa, CD3) ne
s’est retrouvé modifié€ par le régime HFD (Figure 32). De facon similaire, au cours de
I’analyse transcriptomique globale aucun autre marqueur inflammatoire ne s’est

retrouvé surexprimé chez les TH comparé aux TC (Tableau 5).
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Figure 32. 5 mois de régime HFD n'a pas engendré d'aggravation de l'inflammation
hippocampique. Bien qu'une inflammation hippocampique soit retrouvée chez la
souris THY-Tau22 comparé aux WT, aucun des transcrits de chimiokines, microglie,
astrocyte ni lymphocyte étudiés ne s'est retrouvé augmenté par le HFD. Statistiques :
* : p<0,05, ** : p<0,01, *** : p<0,001 WC vs. TC en Test T de Student. n=10 a 11
par groupe.
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GeneSymbol Rd Description

Nkd2
Crtac1

Ak4

Ctu2
Adora2b
Gm2936
Cc2d2a
Usp40
Gm3912
Gm2251
B230206F22Rik
CdkI3
Ncrna00085
Lyst

LOC544818
Atf7
E330037G11Rik
Ccny
9030601B04Rik
Prpf38b

A130040M12Rik

Zfpm2

Ptn
Gm3565
LOC676101

D730040F13Rik
Gmb5473
Gm6115
Gm3160
Gm3829
Hmg1l1
Gm6115
Gm5396
Gma8423
LOC100048350
Gm8831
LOC674635
Gm8132
Gm8119
Gm4383
Gm3148
Gm3243
Gm8277
Gm14473
Gm6791
Gm7870
Gm9370
Gm2459
Gm7822
EG626095
Gm12261
Gm14473
Gm7909
Gm5176
LOC674543
Gm7422
LOC676101
Hmg1l1
Gma8554

Mus musculus naked cuticle 2 homolog (Drosophila) (Nkd2), mRNA [NM_028186]
Mus musculus cartilage acidic protein 1 (Crtac1), mRNA [NM_145123]

Mus musculus adenylate kinase 4 (Ak4), nuclear gene encoding mitochondrial protein, transcript variant 1, mMRNA [NM_001177602]

Mus musculus cytosolic thiouridylase subunit 2 homolog (S. pombe) (Ctu2), mMRNA [NM_153775]

Mus musculus adenosine A2b receptor (Adora2b), mRNA [NM_007413]

PREDICTED: Mus musculus hypothetical protein LOC100040737 (LOC100040737), mRNA [XM_001475163]
Mus musculus coiled-coil and C2 domain containing 2A (Cc2d2a), mRNA [NM_172274]

Mus musculus ubiquitin specific peptidase 40 (Usp40), mRNA [NM_001033291]

PREDICTED: Mus musculus similar to 2810047C21Rik protein (LOC100042577), mRNA [XM_001478744]
PREDICTED: Mus musculus similar to gag protein, transcript variant 1 (LOC100039464), mRNA [XM_001472850]
Mus musculus RIKEN cDNA B230206F22 gene (B230206F22Rik), transcript variant 2, non-coding RNA [NR_028381]
Mus musculus cyclin-dependent kinase-like 3 (Cdkl3), transcript variant 2, mMRNA [NM_153785]

Mus musculus 0 day neonate cerebellum cDNA, RIKEN full-length enriched library, clone:C230078D19

Mus musculus lysosomal trafficking regulator (Lyst), mRNA [NM_010748]

germ cell-less homolog 1 (Drosophila) Gene [Source:MGlI (curated);Acc:MGI:1345156] [ENSMUST00000113679]
lincRNA:chr9:20313342-20323517 reverse strand

PREDICTED: Mus musculus hypothetical LOC544818 (LOC544818), mRNA [XM_618937]

Mus musculus activating transcription factor 7 (Atf7), mMRNA [NM_146065]

Mus musculus 2 days pregnant adult female ovary

Mus musculus cyclin Y (Ccny), mRNA [NM_026484]

Mus musculus adult male colon cDNA, RIKEN full-length enriched library, clone:9030601B04

Mus musculus PRP38 pre-mRNA processing factor 38 (yeast) domain containing B (Prpf38b), mRNA [NM_025845]
lincRNA:chr9:20313342-20323517 reverse strand

Mus musculus RIKEN cDNA A130040M12 gene (A130040M12Rik), non-coding RNA [NR_002860]
lincRNA:chr15:61984389-62102500 forward strand

Mus musculus zinc finger protein, multitype 2 (Zfpm2), mRNA [NM_011766]

Mus musculus pleiotrophin (Ptn), mMRNA [NM_008973]

PREDICTED: Mus musculus similar to Ac2-008 (LOC100041886), misc RNA [XR_033328]

PREDICTED: Mus musculus similar to Hmgb1 protein (LOC676101), misc RNA [XR_031492]

nuclear factor, erythroid derived 2, like 3 Gene [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:1339958] [ENSMUST00000061507]
S-adenosylhomocysteine hydrolase-like 2 Gene [Source:MGlI (curated);Acc:MGI:1921590] [ENSMUST00000101611]
RIKEN cDNA D730040F 13 gene Gene [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:2445107] [ENSMUSTO00000107609]
PREDICTED: Mus musculus predicted gene, EG432959 (EG432959), mRNA [XM_484474]

PREDICTED: Mus musculus predicted gene, EG619937 (EG619937), mRNA [XM_884320]

PREDICTED: Mus musculus similar to high-mobility group box 1 (LOC100045714), mRNA [XM_001475214]
PREDICTED: Mus musculus similar to high-mobility group box 1 (LOC100042404), misc RNA [XR_033680]
Mus musculus high-mobility group (nonhistone chromosomal) protein 1-like 1 (Hmg1!1), mRNA [NM_001111282]
PREDICTED: Mus musculus predicted gene, EG619937 (EG619937), mRNA [XM_884320]

PREDICTED: Mus musculus predicted gene, EG385454 (EG385454), mRNA [XM_358238]

PREDICTED: Mus musculus similar to High mobility group box 1 (LOC667019), misc RNA [XR_030685]
PREDICTED: Mus musculus similar to high-mobility group box 1 (LOC100048350), misc RNA [XR_034517]
PREDICTED: Mus musculus similar to hCG26831 (LOC667819), misc RNA [XR_033747]

PREDICTED: Mus musculus similar to hCG26831 (LOC674635), misc RNA [XR_032450]

PREDICTED: Mus musculus similar to Ac2-008 (LOC666491), misc RNA [XR_034623]

PREDICTED: Mus musculus similar to Ac2-008 (LOC666460), misc RNA [XR_031886]

PREDICTED: Mus musculus similar to high mobility group box 1 (LOC100046892), misc RNA [XR_033584]
PREDICTED: Mus musculus similar to high-mobility group box 1 (LOC100045223), misc RNA [XR_031404]
PREDICTED: Mus musculus similar to high-mobility group box 1 (LOC100041270), misc RNA [XR_032546]
PREDICTED: Mus musculus similar to high-mobility group box 1 (LOC666758), misc RNA [XR_030963]
PREDICTED: Mus musculus similar to High mobility group box 1 (LOC668982), misc RNA [XR_002281]
PREDICTED: Mus musculus similar to Ac2-008 (LOC627808), misc RNA [XR_033223]

PREDICTED: Mus musculus similar to high mobility group box 1 (LOC677488), misc RNA [XR_034609]
PREDICTED: Mus musculus similar to high-mobility group box 1 (LOC668806), misc RNA [XR_033535]
PREDICTED: Mus musculus similar to Hmgb1 protein (LOC100039851), mRNA [XM_001473665]

PREDICTED: Mus musculus similar to Ac2-008 (LOC665851), misc RNA [XR_033056]

PREDICTED: Mus musculus similar to high-mobility group box 1 (LOC634880), mRNA [XM_909743]
PREDICTED: Mus musculus similar to high mobility group box 1 (LOC668157), misc RNA [XR_032580]
PREDICTED: Mus musculus similar to High mobility group box 1 (LOC668982), misc RNA [XR_002281]
PREDICTED: Mus musculus similar to high mobility group protein (LOC666055), misc RNA [XR_032555]

Mus musculus predicted gene 5176 (Gm5176), non-coding RNA [NR_033603]

PREDICTED: Mus musculus similar to High mobility group box 1 (LOC674543), misc RNA [XR_033362]
PREDICTED: Mus musculus similar to Hmgb1 protein (LOC664952), misc RNA [XR_030624]

PREDICTED: Mus musculus similar to Hmgb1 protein (LOC676101), misc RNA [XR_031492]

Mus musculus high-mobility group (nonhistone chromosomal) protein 1-like 1 (Hmg1!1), mRNA [NM_001111282]
PREDICTED: Mus musculus similar to high-mobility group box 1 (LOC667280), misc RNA [XR_031765]

M FC______ M|

1,5012598

1,4041501

1,3677881

1,2940979

1,2866851
-1,2549485
-1,2555668
-1,2575179
-1,2578809
-1,2660606
-1,2667127
-1,2688532
-1,2740141
-1,2745421
-1,2750583
-1,2889498
-1,3160388
-1,3229647
-1,3416157
-1,3441503
-1,3604703
-1,3686782
-1,3793203
-1,3989338
-1,4021196
-1,4119205

-1,430645
-1,4509069
-1,5156058

-1,537408
-1,5583806
-1,5596193
-1,5845684
-1,6824303
-1,6947726
-1,7049968

-1,716234
-1,7171178
-1,7236854

-1,724056
-1,7269719
-1,7270911

-1,739498
-1,7477757

-1,749816
-1,7511026
-1,7511207
-1,7519842

-1,755444
-1,7555578
-1,7566112
-1,7673098
-1,7701384
-1,7839956
-1,7841549
-1,7852939
-1,7912022
-1,7997168
-1,8036835
-1,8073344
-1,8314773
-1,8400391

-1,846305
-1,8516343

-1,891277

Tableau 5. Comparaison du profil d'expression d'ARNm chez les souris TH comparé

aux souris TC obtenu en analyse transcriptomique globale. Les génes ou loci

présentés sont ceux qui sont significativement différemment exprimés. Le "fold

change" minimum retenu est de 1,25 en positif et en négatif, et aucune ségrégation en

terme de classes de génes retenus n'a pu étre mis en évidence.

Le régime HFD aggrave I’apprentissage spatial des souris THY-Tau22.

Le labyrinthe de la piscine de Morris permet d'€valuer la capacité pour une souris a se

repérer dans l'espace, puis a mémoriser et retenir la position d'une plateforme. Les

parametres évalués permettent d'identifier si une éventuelle différence observée est
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liée a une performance motrice inférieure (vitesse de nage inférieure), ou a un réel
déficit mnésique. La souris THY-Tau22 présente des altérations d'apprentissage et de
mémorisation qui ont ét€ mis en évidence par 'utilisation de ce test (Schindowski et al.,
2006). Dans notre expérience, tandis que la vitesse de nage (vélocité) ne s’est pas
trouvée différente entre les groupes (p>0,05), les souris TC ont mis significativement
plus de temps pour atteindre la plateforme (escape latency) et ont parcouru
significativement plus de distance que les souris WC (p=0.0013 en utilisant ’ANOVA
two-way) (Figure 33). Alors que le HFD n’a pas exercé d’influence significative chez
les souris WT (p=0.96), le régime a accru ces parametres chez les souris TH (TC vs.
TH, temps pour trouver la plateforme p=0.037 en utilisant ’ANOVA two-way). L'aire
sous la courbe confirme ces données (** : p<0,01 WC vs. TC ; p<0,05 TC vs. TH en
utilisant 1'ANOVA one-way). Ainsi, |’apprentissage spatial a donc été
significativement altéré chez les souris TH comparés aux souris WH (p<0.001). Le
probe test, qui mesure I'index de mémorisation, 24 heures apres le dernier test, montre
que les souris WC passent plus de temps dans le cadran cible (p<0,01, premier
histogramme) que dans les autres cadrans (moyenne du temps passé dans les autres
cadran, deuxieme histogramme). Les souris WH présentent le méme profil (p<0,01).
En revanche les souris TC s'approchent du facteur chance. Les souris TH montrent un
profil similaire aux TC, et il est difficile de statuer sur leur capacité de mémorisation
puisque le profil des TC ressemblé déja a un profil généré par le hasard de rencontrer
la plateforme (Figure 33).

En conclusion le régime HFD a engendré une altération des performances mnésiques

d'apprentissage spatial chez les souris THY-Tau22, mais pas chez les WT.
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Figure 33. 5 mois de HFD engendrent une altération des performances mnésiques
d'apprentissage spatial mis en évidence dans le test de la piscine de Morris. Tandis
que la vitesse de nage n'est pas altérée, le temps de parcours pour atteindre la
plateforme (escape latency) est significativement différent entre les souris TC et TH.
(Apprentissage : ° : p<0,05 TC vs. TH, * : p<0,05 WC vs. TC en utilisant 'ANOVA
two-way, Aire sous la courbe : ** : p<0,01 WC vs. TC ; ° : p<0,05 TC vs. TH en
utilisant I'ANOVA one-way, probe Test : ** : p<0,01 cadran cible vs. autre cadran du
groupe respectif). n=10 a 11 par groupe.

Le régime HFD potentialise la phosphorylation de Tau chez la souris THY-Tau22.
Puisque il existe un nombre important de sites de phosphorylation sur la protéine Tau
(>80 ; Sergeant et al., 2008), nous avons dans un premier temps réalis€é une analyse en
électrophorese bidimensionnelle. Par immunoempreinte dirigée contre une forme
totale de la protéine Tau (Anticorps Tau Cter) nous avons pu mettre en évidence dans

le groupe TH comparé au groupe TC un déplacement significatif des isovariants de
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Tau depuis des isovariants basiques jusqu’a des isovariants acides, compatible avec

une augmentation de la phosphorylation (Figure 34.).

Isovariants Isovariants
acides basiques
e e - ——— »
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Figure 34. L'analyse en électrophorése bi-dimensionnelle indique une acidification
des isovariants de protéine Tau chez les souris THY-Tau22 nourries par le HFD
comparés a celles nourries par le régime standard, suggérant une augmentation des
Jormes phosphorylées de Tau. n=>5 a 6 par pool de protéines.

L’évaluation en électrophoreése mono-dimensionnelle suivie d’immunoempreintes
ciblant plusieurs épitopes de tau phosphorylés a montré que le régime HFD n’a pas
induit d’augmentation globale de la phosphorylation de Tau. Au contraire, le régime a
promu 1’augmentation de phosphorylation sur des sites spécifiques. Ainsi, alors que la
phosphorylation est demeurée stable aux sites Thr181, Ser212/214 (AT100), Thr231,
Ser262 et Ser396 de Tau, la phosphorylation en Ser214 et Ser404 ainsi que la
phosphorylation dite pathologique en Ser422 ont été significativement augmentées,
atteignant respectivement 182+35%, 167+17% et 151+17 du groupe TC (p=0.037,
p=0.0028 and p=0.018 vs. TC en utilisant le test T de Student) (Figure 35). Les
fragments protéolytiques de Tau n’ont pas ét€ modifiés chez les groupes HFD (Trunc.

Tau, Figure 35.)
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Figure 35. Analyse de la phosphorylation de Tau par électrophorése SDS-PAGE chez
les souris TC et TH en utilisant les anticorps ciblant des sites physiologiques (pThrl81,
pSer214, pThr231, pSer262, pSer396, pSer404) et pathologiques (pThr212/Ser214,
pSer422) de Tau. Une augmentation significative de la phosphorylation aux épitopes
Ser214, Serd04 et Ser422 a a eu lieu chez les souris TH. Ceci a eu lieu en l'absence de
modifications de la protéine Tau humaine totale (anticorps TauCter) ni en
modifications de la troncation de Tau. La quantité de protéine Tau murine chez la
souris THY-Tau22 n'a pas été quantifiée. La quantification des phospho-épitopes a été
faite en rapport a la quantité de protéine Tau totale. La quantification de tau totale
(hTau), elle, a été rapportée a la quantité d'actine. Les résultats de ces quantifications
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(histogrammes de droite) sont exprimés en pourcentages des niveaux des souris TC +
SEM. ° : p<0,05, °° : p<0,01 en utilisant le test T de Student. n=5 a 7 par groupe.

Les analyses d’immunohistochimie ont confirmé ces données. La phosphorylation a
été significativement augmentée chez les souris TH comparé aux souris TC aux
épitopes pSer202/Thr205 (AT8) et pSerd22 (respectivement 190+35% du groupe TC,
p=0.021 et 179+33% du groupe TC, p=0.039, en utilisant le test T de Student) (Figure
36.)
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Figure 36. L'immunohistochimie chez la souris THY-Tau22 nourrie 5 mois au régime
HFD présente davantage de marquage aux épitopes pSer202/Thr205 (ATS, photos du
dessus) et pSerd422 (photos du bas). Barre d'échelle = 500 um. A droite,
histogrammes représentant les valeurs moyennes quantifiées + SEM en aveugle de 6

intensity

p-Ser202/Thr205
Relative staining

THY-Tau22 Chow THY-Tau22 HFD

p-Ser422
Relative staining
intensity

coupes d'hippocampes par souris et 4-5 souris par groupe. ° : p<0,05, en utilisant le
test T de Student

De facon intéressante, les animaux WH n’ont pas présenté d’augmentation de la
phosphorylation de Tau murine comparé au groupe WC, mais plutdt une augmentation
de I’expression protéique totale de la Tau murine, et également une augmentation de

I’expression transcriptionnelle de Tau (Figure 37.).
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Figure 37. Profil d'expression de Tau chez les souris WH comparées aux souris WC.
Une augmentation de l'expression protéique de la Tau murine (mTau), endogene, a été
mise en évidence (anticorps TauCter), ainsi qu'une augmentation en gPCR du
transcrit ciblant les ARNm du géne Tau murin. Nous n'avons pas observé de
développement de la phosphorylation chez les souris WH comparé a ['expression
totale de Tau. L'apparente augmentation des épitopes phosphorylés de Tau est due a
l'augmentation de l'expression de la protéine Tau totale, induisant par ce biais une
augmentation de l'immunoréactivité pour tous les épitopes de Tau. ° : p<0,05, °°° :
p<0,001 en utilisant le test T de Student. n=5 a 7 par groupe.

De facon a étudier I'agrégation et 1’oligomérisation de Tau, un fractionnement
biochimique a été réalisé, et les fractions solubles ou insolubles de Tau ont été
analysées. Chez les groupes Tau, le HFD n’a pas modifié les formes sarkosyl-
insolubles de Tau et les fractions sarkosyl solubles n’ont pas révélé de modifications

des oligomeres de protéines Tau (Figure 38.).
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Figure 38. Le régime HFD n'a pas eu d'effets sur les fractions solubles (S) ou
insolubles (1) de Tau chez la souris THY-Tau22. Western blots de gauche, résultats du
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Jfractionnement sarkosyl soluble / insoluble puis révélé a l'aide d'anticorps ciblant la
protéine Tau anormalement phosphorylée et mal conformée (photos du dessus,
anticorps ATI100, pThr212/pSer214). La bande observée sur la photographie
pThr212/pSer214 correspond a la bande supérieure visualisée grdce a l'anticorps
TauCter (photographie du bas). La quantité d'oligoméres de Tau, issues d'un
Jfractionnement dépourvu de tampon réducteur et révélé par un anticorps ciblant les
Jormes totales de Tau (TauCter) montre l'absence de modifications par le régime HFD
chez les THY-Tau22. Les histogrammes indiquent, pour le fractionnement soluble
insoluble la quantification de Tau dans la fraction insoluble rapportée a la quantité
totale de Tau, et pour les oligomeres le rapport a la quantité de Beta actine (n=4 par

groupe).

Enfin, de facon similaire au travail de thése de Laetitia Troquier (Troquier et al., 2012)
nous avons détect¢ de la protéine Tau humaine dans le plasma des souris TC
(1089.3+312.7 pg/mL) qui n’a pas ét€ modifiée par le régime HFD (1083.7+218.6
pg/mL; p=0.98 Test T de Student) (Figure 39).
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Figure 39. La quantité de protéine Tau humaine détectée dans le plasma des souris
THY-Tau22 n'a pas été modifiée par le régime HFD. ** : p<0,01 TC vs. WC, test T de
Student.

Puisque nos données indiquent que le régime HFD meéne a une altération de
I’apprentissage chez les TH et que cela s’accompagne d’une augmentation de la
phosphorylation de la protéine Tau humaine, au regard des données de la littérature
indiquant le potentiel neurotoxique des especes de Tau phosphorylées (Steinhilb et al.,
2007; Nishimura et al., 2004; Khurana et al., 2006 ; Xu et al., 2010), nous avons
vérifié si ces altérations pourraient &tre corrélées a des modifications structurales ou

cellulaires hippocampiques.
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Nous n’avons pas observé chez ces souris de modifications ni de 1’épaisseur de la CA1
(données non présentées ici), ni de 1’expression de marqueurs neuronaux (NeuN et
NSE) et de marqueurs synaptiques (Synaptophysine et spinophiline) (Figure 40.).
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Figure 40. Aucun des marqueurs nucléaire (NeuN), cytosolique (NSE), présynaptique
(SYP, synaptophysine), et postsynaptique (spinophiline) n'ont été modifiés par le
régime HFD chez les THY-Tau22, supportant l'absence de mort neuronale ou de perte
synaptique chez les souris TH. n=5 a 7 par groupe.
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Les effets du régime HFD sur les kinases et phosphatases de Tau.

La phosphorylation de Tau est sous le controle de la balance de I’activité de ses
kinases et phosphatases. Plus de 30 kinases différentes capables de phosphoryler Tau
ont été recensées (Sergeant et al., 2008). Parmi celles-ci nous avons étudié les
principales, incluant celles régulées par la voie de signalisation de I'insuline. Le
régime HFD n’a pas altéré 1’expression des formes totales des différentes kinases
étudiées dans 1’hippocampe des souris THY-Tau22.

La prolyl-isomérase Pinl n'a pas été modifiée. Le ratio p35/p25, représentatif d’une
activité modifiée de la kinase CdkS n’a pas ét€ modifié par le régime HFD chez les
souris TH. L’épitope Tyr216 de la GSK3[3 n’a pas été modifié par le HFD, alors que la
phosphorylation sur son épitope inactivateur Ser9 s’est retrouvé significativement
augmenté (136+15% du groupe TC, p=0.05). Le régime HFD a également mené a une
augmentation significative chez les TH de la phosphorylation des épitopes Ser473 de
Akt et Thr286 de CaMKII, atteignant, respectivement, 165+16 (p=0.006) et 171+23%
(p=0.028) du groupe TC (Figure 41.).

Figure 41. (cf. page suivante). Impact du régime HFD sur les kinases et phosphatases
de Tau chez les souris THY-Tau22. L'analyse par électrophorése SDS-PAGE en
utilisant des anticorps ciblant les kinases et phosphatases majeures de Tau révéle une
activation de Akt et CaMKIl (via phosphorylation en Ser473 et Thr286,
respectivement) et une inhibition de GSK3 (via phosphorylation en Ser9), et ce, en
l'absence de changements dans l'expression des formes totales. Les histogrammes sur
la droite représentent les moyennes des valeurs quantifiées en pourcentages du groupe
TC, les phospho-épitopes étant rapportés aux formes totales, et les formes totales a
l'actine. °p<0.05, °°p<0.01 vs. TC en utilisant le test T de Student. (n=6-7/groupe).
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Nous avons ensuite évalué 1'état d'activation de la phosphatase PP2A. En effet, dans
des extraits de cerveaux de patients atteints de MA, l'expression (Sontag et al., 2004)
et l'activité (Gong et al., 1995) de la phosphatase PP2A se sont trouvées réduites. Nous
n’avons pas observé de modifications significatives de [’activité de PP2A, la
phosphatase majeure de Tau, dans le groupe TH comparé au groupe TC (TC : 94+23
vs. TH : 11948 pmol de phosphate par heure par mg de protéine; p=0.34, test T de
Student; n=4/groupe, datas non présentées ici). Par ailleurs, ’expression et la
phosphorylation de la sous-unité catalytique de PP2A n’ont pas été affectées par le

HFD chez les souris THY-Tau22 (Figure 41.).

La nutrition HFD a augmenté la signalisation de I’insuline dans I’hippocampe des
souris THY-Tau22.

Il a souvent été rapporté qu’une augmentation de la phosphorylation de Tau s’est
produite dans des conditions expérimentales reproduisant une résistance a 1’insuline
centrale (Schubert et al., 2003, 2004; Deng et al., 2009; Griinblatt et al., 2007). De
facon intéressante, nos données indiquent que la signalisation a I’insuline est
augmentée dans I’hippocampe des souris TH. En effet, en plus d’une augmentation de
la phosphorylation de Akt en Ser473 et GSK3f en Ser9, nous avons mis en évidence
une augmentation de ’expression d’IRS1 (155+12% du groupe TC; p=0.0076, test T
de Student) ainsi qu’une tendance a la diminution de son épitope inhibiteur Ser612
(76£7% du groupe TC, p=0.09). Ceci a été associé avec une augmentation modérée de
la phosphorylation de la sous-unité p85 de la PI3K en Thr458 (133+12% du groupe
TC, p=0.08, test T de Student) (Figure 42.).
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Figure 42. Activation de la voie de signalisation de l'insuline dans ['hippocampe des
souris THY-Tau22 HFD. Une activation de la protéine adaptatrice IRS1, illustrée par
la diminution de sa forme inactive (diminution de phosphorylation de son épitope
pSer612 -quantification du phospho-épitope rapporté a la forme totale d'IRS1) et une
activation de la sous unité PI3K-P85 (tendance a [l'augmentation de sa
phosphorylation activatrice Thr458, bien que non significative, p=0,08). Les phospho-
épitopes ont été quantifiés en rapport a leur forme totale, et les formes totales en
rapport a la B-actine. Les Résultats sont exprimés sous forme de pourcentages de
moyennes + écart standard a la moyenne des animaux TC. °p<0.05, °°p<0.01 vs. TC

en utilisant le test T de Student (n=6-7/groupe).

Profil d'expression des marqueurs du cholestérol

L'hypercholestérolémie est associée a un risque plus élevé de MA (Kivipelto et al.,
2001, 2002, 2005). 11 a par ailleurs ét€ mis en évidence qu'une hypercholestérolémie
pouvait aggraver la pathologie Tau (Boimel et al., 2009). Récemment, dans une étude
sur la THY-Tau22 au sein de notre équipe ont été mises en évidence les conséquences

protectrices de l'exercice physique sur la pathologie Tau et l'index de mémorisation
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spatiale (Belarbi et al., 2011). Ces effets bénéfiques se sont produits corrélativement a
une surexpression des transporteurs lysosomiaux du cholestérol NPC1 et NPC2, dont
les mutations causent des tauopathies (Klunemann et al., 2002 ; Yu et al., 2005). Dans
ce contexte nous avons Vvérifi€ l'expression hippocampique en ARNm de ces
marqueurs et également d'autres impliqués dans la synthese et le transport du
cholestérol cérébral. Aucun d'entre eux ne s'est montré modifi€é ni en regard du

génotype, ni en regard du groupe expérimental (Figure 43).
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Figure 43. Expression en ARNm de marqueurs du transport (ABCAI, APOE, ABCGI,
Caveoline, LDLR, NPCI1, NPC2) et de la synthese (HMGCoA-R, CYP46Al) du
cholestérol inchangée dans ce paradigme nutrition.
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DISCUSSION PARTIE 1 - IMPACT D'UN REGIME
RICHE EN GRAISSE SUR LA PATHOLOGIE TAU DE
LA MA

Dans un modele de souris transgénique reproduisant la pathologie Tau de la maladie
d'Alzheimer, nous montrons pour la premiere fois que le développement précoce d'une
obésité induite par un régime aggrave a la fois l'apprentissage spatial et la
phosphorylation de Tau a un age plus avancé, et ce, indépendamment d'une insulino-

résistance.

Alors que le régime HFD n'a eu d'effets ni sur la phosphorylation de la protéine Tau
endogene murine chez les souris WT (Figure 37) ni sur leur apprentissage et mémoire
spatiaux, l'obésité induite par régime (DIO) a potentialisé I'hyperphosphorylation de
Tau et aggravé la perturbation de la mémoire pré-existante chez les THY-Tau22. Nous
avons cependant mis en évidence une augmentation de l'expression de la protéine Tau
murine chez les souris WT, a la fois au niveau transcriptionnel que traductionnel. Ce
phénomene a déja été mis en évidence dans un modele de diabete génétique chez le
rat, (Jung et al., 2011) et une identification approfondie des isoformes impliqués devra
étre conduite afin d'appréhender son caractere pathogénique potentiel. Chez la THY-
Tau22, alors que la nutrition HFD n'a pas amplifié 'agrégation de Tau (Figure 38),
nous avons pu mettre en €évidence une augmentation de la phosphorylation aux
épitopes physiologiques pSer202/Thr205, pSer214 et pSer404 mais €galement a
'épitope pSer422 pathologique chez les THY-Tau22. Au vu du nombre de sites de
phosphorylation potentiels existant sur Tau (>80; Sergeant et al., 2008), et d'apres le
déplacement majeur des isovariants observé en électrophorese bidimensionnelle
(Figure 34), nous supposons que d'autres épitopes ont €ét€ phosphorylés dans
I'hippocampe des souris THY-Tau22 nourries au HFD. L'hyperphosphorylation de Tau
a été réguliecrement associée a des altérations cognitives dans plusieurs démences et
modeles transgéniques (Bierer et al., 1995; Rosenmann et al., 2008; Van der Jeugd et
al., 2011) mais également associée avec des perturbations de la mémoire spatiale dans
divers modeles (LeFreche et al., 2012 ; Polydoro et al., 2009 ; Kimura et al., 2007).

Ceci suggere que les altérations cognitives sont dues a l'augmentation de la
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phosphorylation sur des épitopes spécifiques. Dans notre modele, nous n'avons pas
observé de changements de 1'état d'agrégation de Tau, comme l'atteste les ratios de
fractions sarkosyl solubles et insolubles. Ceci est en accord avec les découvertes
récentes de 'équipe de Karen Ashe qui indique que des altérations cognitives peuvent
se produire en l'absence d'agrégation de tau (Santacruz et al., 2005). Nous avons
également exclu une possible intervention de mort cellulaire ou synaptique a notre
modele puisqu'aucun des marqueurs neuronaux ou synaptiques ne se sont montrés

modifiés par le régime HFD.

Dans 1'obésité, l'inflammation et le cholestérol peuvent jouer un rdle dans la
phosphorylation de Tau ou dans les performances mnésiques. Chez I'homme,
lI'inflammation dans 1'obésité augmente le risque de démence (Yaffe et al., 2004). On
sait qu'un régime HFD est capable d'induire de l'inflammation hippocampique et des
troubles de la mémoire chez des souris (Pistell ef al., 2010 ; Jeon et al., 2012). De plus,
des études montrent qu'une inflammation centrale peut causer une hausse de la
phosphorylation de Tau (Bhaskar et al., 2010; Lee et al., 2010). Cependant nos
données excluent la participation de 1'inflammation au phénotype pathologique de nos
souris THY-Tau22 HFD. En effet, alors que nous avons pu confirmer la présence
d'une inflammation hippcampique chez la souris THY-Tau22 en conditions de régime
standard, comme précédemment observé dans le modele (Belarbi et al., 2011 ; Laurent
et al., 2011, 2013) celle-ci ne s'est pas vue aggravée par le HFD. De plus, la MAPK
P38, kinase a l'interface de l'inflammation et de Tau (Hensley et al., 1999) n'est pas
activée dans notre étude. Enfin, 1'analyse transcriptomique globale ne révele pas de

modifications en ce sens.

L'hyperlipidémie est un facteur de risque de démence chez 'homme (Kivipelto et al.,
2002, 2005). Les taux augmentés de cholestérol et TG observés chez les souris
nourries au HFD pourraient ainsi participer aux effets déléteres rencontrés. Un régime
riche en cholestérol augmente la phosphorylation de Tau en pSer202/Thr205 chez un
modele de souris reproduisant la pathologie Tau de la MA (Glockner et al., 2011). De
plus, les statines, médicaments utilisés pour réduire les taux de cholestérol, diminuent

la quantité de DNF lorsqu'utilisés chez une souris mimant la pathologie Tau de type
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MA (Boimel et al., 2009). 11 semblerait cependant que les taux de cholestérol
nécessaires pour impacter la pathologie Tau soient, dans notre modele, en dega des
quantités suffisantes (Glockner et al., 2011). Il en est de méme pour les taux de
triglycérides, seulement légerement augmentés chez nos souris. Chez la souris THY-
Tau22, l'exercice physique volontaire améliore la mémoire spatiale et réduit la
phosphorylation de Tau (Belarbi et al., 2011). Selon les auteurs de cette étude,
I'amélioration serait consécutive a une augmentation de l'expression des transporteurs
lysosomiaux du cholestérol, NPC1 et NPC2, dont les mutations menent a la maladie de
Niemann-Pick, qui est une tauopathie. Nous avons évalué le taux d'expression de ces

deux transcrits et il n'est pas changé par le régime HFD (données non présentées ici).

L'obésité est caractérisée par une €lévation des taux de leptine périphériques, mais
aussi par une diminution du transport de la leptine vers le parenchyme et de son action
centrale, signature de la leptinorésistance (Morley et Banks, 2010). Le récepteur a la
leptine, Ob-Rb signale en aval via AMPK, kinase de Tau (Greco et al., 2012), et des
modeles de souris mutées pour ce récepteur (souris db/db, Bhumsoo et al., 2009)
présentent une hyperphosphorylation de Tau. Ainsi, puisque nos souris THY-Tau22
obeéses présentent des niveaux €levés de leptine, nous avons contr0lé le niveau
d'expression d'AMPK et son niveau d'activation. Ils n'ont pas ét€ modifi€s par le
régime HFD (données non présentées ici), excluant la participation de la leptine au

phénotype présent chez nos souris THY-Tau22 HFD.

La phosphorylation de Tau est sous le controle des phosphatases, essentiellement la
PP2A (Torrent et Ferrer, 2012), et de nombreuses kinases (>30; Sergeant et al., 2008 ;
Hanger et al., 2009 ; Martin et al., 2011). Une augmentation de la phosphorylation,
telle qu'observée dans notre étude, peut provenir d'une dérégulation de I'équilibre de
l'action des kinases et phosphatases chez les souris TH. Nos données excluent un role
des phosphatases PP2A, puisque leur activité, état de phosphorylation et niveau
d'expression est resté stable chez les TH. Ceci est cependant compatible avec la notion
qu'une inhibition de l'activité des phosphatases résulte plutot en une augmentation
généralisée sur bon nombre d'épitopes (Liu et al., 2005) comme cela a été observé

dans plusieurs études sur des rongeurs (Planel et al., 2004, 2007 ; Papon et al., 2012).
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En fait, nous avons observé une hausse de l'activation de Akt et CaMKII chez les
souris THY-Tau22 nourries au HFD comparé a leurs homologues CHOW. Des
preuves indiquent qu'une phosphorylation de Tau en Ser214 peut étre régulée par Akt
(Kyoung Pyo et al., 2004; Griffin et al., 2005; Ksiezak-Reding et al. 2003, Figure 15,
sites de phosphorylation), et que cette kinase activée est retrouvée associée a la
présence de marquage AT8 (pSer202/Thr205) en respect avec le développement
spatio-temporel de la DNF dans les cerveaux MA (Pei et al., 2003). La
phosphorylation de Akt et de sa cible GSK3[3 Ser9 a été également observée lors d'un
paradigme d'anesthésies répétées chez la souris ayant occasionné des déficits cognitifs
(Le Freche et al., 2012). D'autre part, une augmentation de l'activité de la CaMKII
pourrait contribuer a I'hyperphosphorylation de Tau sur les résidus Ser202/Thr205,
Ser214, Ser404 etSer422 a travers des interactions directes ou en suivant des processus

séquentiels d'activation et d'amorcage de la phosphorylation de Tau par d'autres

kinases (Yoshimura et al., 2003; Singh et al., 2007; Wang et al., 2007), sans requérir

forcément de suractivation de ces dernieres (Singh et al., 2007).

L'inactivation de la kinase GSK3f que nous observons dans notre modele peut
sembler contre-intuitive vis a vis de l'augmentation de phosphorylation sur plusieurs
épitopes, y compris des cibles de cette derniere (Ser202/205, Ser214 et Ser404). 1l faut
noter, cependant, que plusieurs modeles expérimentaux de désordres métaboliques
rapportent également une inactivation de la GSK3f3 en parallele d'une
hyperphosphorylation de Tau (Planel et al., 2007 ; Collino et al., 2009 ; Killick et al.,
2009 ; Tong et al., 2010 ; Papon et al., 2012), réduisant ainsi l'importance de cette

kinase dans ce type de paradigme.

La résistance périphérique a l'insuline est une condition capable de promouvoir la
résistance a l'insuline dans le cerveau (Mielke et al., 2005; Moroz et al., 2008;
Pratchayasakul et al., 2011). Le concept selon lequel la résistance centrale a I'insuline
provoque ou participe aux évenements pathophysiologiques sous-jacents a la MA est
retrouvé abondamment dans la littérature (Talbot et al., 2012, de la Monte, 2012). Par
exemple, une hyperphosphorylation de Tau est retrouvée dans des modeles inactivés

pour les éléments centraux de la voie de signalisation de 1'insuline (Schubert et al.,
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2003, 2004) ou dans le cerveau de rats traités a la STZ (Deng et al., 2009).
Curieusement, nos données indiquent, au contraire des souris WT, que les THY-Tau22
nourries au HFD ne développent pas d'insulino-résistance périphérique (comme
l'atteste I'ITT) (Iles mécanismes sous-jacents a cette différence de réponse métabolique
font 1'objet de la seconde partie de ce travail de these). De facon intéressante, nos
données indiquent que la signalisation a l'insuline est activée dans 1'hippocampe des
souris THY-Tau22 HFD comme l'atteste l'augmentation de phosphorylation des
kinases Akt en Ser473, GSK3f en Ser9 et PI3K-p85 en Thr458, épitopes qui ne
bougent pas chez les souris WT nourries au HFD, et une diminution de la
phosphorylation inactivatrice en Ser612 de la protéine adaptatrice IRS-1, signature de

son activation.

En conclusion, ces données démontrent que 1'obésité induite par un régime aggrave la
pathologie Tau de facon indépendante d'une insulinorésistance périphérique et
centrale. Ceci est en opposition avec les données actuelles de la littérature, qui
associent insulinorésistance centrale, promue par exemple par une délétion du
récepteur a l'insuline (Schubert et al., 2004) ou de sa protéine adaptatrice IRS2
(Schubert et al., 2003) ou bien par injection de STZ intra-cérébroventriculaire (Deng
et al., 2009), avec I'hyperphosphorylation de Tau. Cependant, alors que ces modeles
reproduisent un €tat insulino-résistant du cerveau retrouvé chez les patients atteints de
MA (Talbot et al., 2012; de la Monte, 2012), aucun ne présente un profil homogene
d'hyperphosphorylation de Tau et de déséquilibre des kinases et phosphatases
(Schubert et al., 2004; Deng et al., 2009; Schubert et al., 2003; Killick et al., 2009), et
aucun d'entre eux ne reproduit le profil de Tau et de kinases observé chez la souris
THY-Tau22 nourrie par le HFD. En conclusion, cette premiere partie de mon travail
de these soutient que le développement précoce d'une obésité induite par un régime
riche en graisse accentue a un age avancé la pathologie Tau et les altérations de

mémoire associées. Une telle détérioration apparait dissociée d'une insulinorésistance.
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RESULTATS PARTIE II - ETUDE
DE L'INFLUENCE DE TAU SUR
LE METABOLISME

Ainsi démontré dans la premiere partie de ce travail, au contraire des souris WT, une
obésité induite par un régime HFD aggrave la pathologie Tau de la MA dans le modele
de souris THY-Tau22, et ce, indépendamment du développement d'une
insulinorésistance périphérique et centrale. Curieusement, chez les souris WT, le
régime HFD a, au contraire induit une résistance périphérique a l'insuline. Au cours de
la caractérisation métabolique des souris WT et Tau, a 2 et a 7 mois nous avons pu
constater l'existence de plusieurs différences de métabolisme basal ou soumis a un
régime HFD. Tout d'abord, nous avons constaté, a 1'age de 2 mois, que les souris
THY-Tau22 présentent un poids corporel inférieur a celui des souris WT, différence
qui s'accentue jusqu'a l'age de 7 mois (Figure 29.). Soumis au régime HFD, ces
différences continuent d'exister. Nous avons également pu observer, sous régime HFD,
une hyperglycémie et une hyperinsulinémie moins prononcées que chez les WT, et par
connexion, un HOMA-IR inférieur (Figure 31.), suggérant que le métabolisme de la
souris THY-Tau22 soit davantage prompt a encaisser les conséquences métaboliques
d'une obésité. Nous avons ainsi entrepris dans un premier temps, de caractériser de
facon plus approfondie le phénotype métabolique des souris THY-Tau22 en le
mesurant aux souris WT, et ce, au cours d'un suivi longitudinal de 0 a 9 mois en
conditions de régime standard, pour ce qui est de la mesure de leur prise alimentaire et
poids corporel, et d'un suivi a 2 ages, a 7 et a 9-10 mois pour ce qui est des autres
parametres métaboliques étudiés. Dans un second temps, nous avons cherché a
controler le phénotype de la souris KO-Tau, afin de le confronter a celui de la souris

THY-Tau22.

Avant propos : tout au long de ces résultats les souris WT sont systématiquement représentées en vert,
les THY-Tau22 en rouge, les hétérozygotes knock-out en jaune et les homozygotes knock-out de Tau
en violet. La légende ne sera mentionnée qu'une fois pour éviter d'alourdir les figures. Les statistiques
de suivis en fonction du temps sont faites en ANOVA two-way, celles d'histogrammes contenant 3
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groupes ou plus sont réalisées en utilisant 'ANOVA one-way. Lorsque mentionnées significatives, ces
analyses refletent des différences globales entre les génotypes, et non des comparaisons deux a deux.
Dans les résultats qui sont présentés ici, les analyses en ANOVA two-way sont toujours significatives
au regard du parametre temps, raison pour laquelle les valeurs de p indiquées représentent toujours
les différences entre génotypes. Lorsque 2 groupes seulement sont comparés les analyses sont faites
grdce au test T de Student.

Les souris THY-Tau22 prennent moins de poids que leurs controles de portées
WT.

Un suivi longitudinal du poids et de la prise alimentaire a été réalisé chez des souris
males THY-Tau22 (T ; n=12 par groupe) et leurs contrdles de portées wild-type (W ;
n=12 par groupe) de 1'age de 8 jours jusqu'a l'age de 9 mois, sous régime standard,
CHOW. Ces souris sont issues de portées normalisées a la naissance. Ainsi, chaque
femelle s'est vue attribuer 3 souris WT et 3 souris Tau, afin de prévenir d'éventuelles
différences li€es a la nutrition périnatale. Le sevrage et le sexage a été€ réalisé a 1'age de
3 semaines ou les souris ont été regroupées par cages de 3 de génotypes identiques.
Seuls les résultats chez les méles sont représentés ici. Les premieres pesées, réalisées
de I'age de 8 jours jusqu'a 1'age de 42 jours indiquent un poids similaire (a P8, WT :
3,7+/-0,2g, Tau : 3,64+/-0,2g ; a P42, WT : 17,7+/-0,5g, Tau : 17,1+/- 0,3g, ns, Test T
de Student). En revanche, a P60, c'est a dire a I'dge de 2 mois, une différence
significative commence a s'installer (WT : 21,3 +/-04 g, Tau : 20,3+/-0,3 g ; p=0,032,
Test T de Student), et perdure pendant toute la durée du suivi (p<0,0001, en utilisant
I'ANOVA two-way) (Figure 44) confirmant les résultats obtenus dans la premicre
partie de ce travail. Ceci a lieu sans modification de la dimension ou de la température
corporelles des souris (Figure 44, taille du corps, de la queue, mesures de températures
statistiquement identiques.) Entre 1'dge de 3 mois et de 9 mois, un suivi de la prise
alimentaire a été€ réalisé. Chaque cage constitue une unité métabolique (de ce fait, n=4
par groupe pour les données incluant des mesures de prise alimentaire). Pendant la
durée du suivi, les souris THY-Tau22 mangent significativement moins en terme de
quantité¢ de croquettes que les souris WT (Figure 44.) avec une consommation
journaliere moyenne de 3,64/-0,04 g et 4+/-0,05 g, respectivement. D'autres mesures
de ces parametres ont été réalisées dans plusieurs lots de souris THY-Tau22 issus de

I'élevage local, et ces caractéristiques ont toujours ét€ observées. La quantification de
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la quantité de prise de lait maternel chez le souriceau requiert des techniques assez
lourdes basées sur l'injection d'eau tritiée aux meres. Ces mesures n'ont pas été
réalisées, cependant des l'age de 2 mois la prise alimentaire est déja significativement
réduite (données non présentées ici) et le timing de I'initiation de cette différence n'est
pas connu. En revanche le ratio de prise alimentaire relative au poids corporel est
identique sur la durée totale du suivi (0,33+/-0,05 et 0,34+/-0,05 kilocalories par
gramme de poids corporel, données non présentées ici). Il parait difficile de
diagnostiquer si la prise alimentaire réduite est le fruit d'un poids corporel inférieur ou

si celle-ci en est la cause.
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Figure 44. Les souris THY-Tau2?2 développent avec l'dge un poids inférieur aux souris
WT (A) et présentent une prise alimentaire réduite mais proportionnelle a leur poids
réduit (B, D) sans modifications des mesures des dimensions du corps (C). Suivi
longitudinal du poids corporel (A) ainsi que de la prise alimentaire (B : suivi, D :
moyenne sur l'ensemble du protocole) de la souris THY-Tau2?2 jusqu'a l'dge de 9 mois.
A et B : ¥¥*%% : p<0,0001, *** : p<0,001, ANOVA-two way ; D : *** : p<0,001 Test T
de Student.

Les mesures directes et indirectes de 1'adiposité des souris a 1'age de 7 et 9 mois

indiquent un phénotype maigre chez les THY-Tau22 comparé aux WT.
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Nous avons ensuite évalué, au sacrifice, la teneur en tissus adipeux de nos souris afin
de déterminer si les différences de poids corporel proviennent d'un phénotype maigre.
Les tissus adipeux viscéraux et sous-cutanés ont €t€ pesé€s au cours des sacrifices de
souris de 7 et de 9 mois et rapportés au poids corporel de la souris. Alors qu'a I'age de
7 mois, ni les ratios de tissus adipeux sous-cutané et viscéral ne sont différents entre
les WT et les THY-Tau22, nos données indiquent qu'a 9 mois, le ratio de poids relatif
de tissus adipeux viscéraux (épididymal) est inférieur chez la THY-Tau22 comparé a
la souris WT (1,86+/-0,06 et 2,75+/- 0,42 g/100g, p<0,05 en utilisant le Test T de
Student). Le dosage de la leptine circulante suit les données issues des tissus adipeux,
puisqu'a 7 mois, aucune différence de leptinémie n'est notée chez nos souris. En
revanche, a l'age de 9 mois les souris THY-Tau22 présentent une leptinémie
inférieure, méme si non significative (p=0,0509 en utilisant le test T de Student)

(Figure 45.).
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Figure 45. Mesures directes (ratios de tissus) et indirectes (mesures de leptine) de
l'adiposité des souris THY-Tau22 et WT. Poids des tissus adipeux sous-cutané
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(graphes du haut) et viscéral (milieu) rapportés au poids corporel des souris. Valeurs
exprimées en moyennes de grammes de tissus / 100 grammes de poids corporel +/-
l'écart standard a la moyenne. Les dosages de Leptine rapportent, a 9 mois, une
tendance non significative a la baisse chez les THY-Tau22. (* : p<0,05 , Test T de
Student, n=7 a 11/ groupe).

Evolution de la lipidémie chez la souris THY-Tau22.

Des mesures de quantité de lipides ont réalisés chez les souris de 7 et 9 mois, et
indiquent, de facon similaire aux mesures d'adiposité, une magnification des
différences avec l'4ge. Tandis qu'a 7 mois, seul le cholestérol total est
significativement réduit, a 9 mois, les TG, cholestérol total, HDL et non-HDL sont
significativement plus faibles chez les THY-Tau22 par rapport aux WT (* : p<0,05,
**%: p<0,001, test T de Student) (Figure 46).
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Figure 46. Profil lipidique des souris THY-Tau22 a 7 et 9 mois. A l'instar du profil
d'adiposité, les différences de quantités circulantes de lipides chez les souris THY-
Tau2?2 reproduisent un profil similaire. A l'dge de 7 mois seul le cholestérol total est
montré significativement réduit, alors qu'a 9 mois nous observons une réduction de la
quantité de TG, Cholestérol total, HDL et non-HDL. Résultats exprimés sous forme de
moyennes +/- écart standard a la moyenne. * : p<0,05, *** : p<0,001, test T de
Student.

Expression transcriptionnelle des peptides hypothalamiques chez la THY-Tau22.
L'identification des mécanismes menant a ces différences basales est rendue difficile
par le fait qu'un grand nombre d'acteurs cellulaires et moléculaires participent a la
régulation de la prise alimentaire et du poids corporel (Rankinen et al., 2006 ; Stanley
et al., 2005). Une hypothése que nous avons formulée serait que ces différences

proviennent d'une dérégulation des transcrits des peptides orexigenes et anorexigenes
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de 1'hypothalamus. Lors du sacrifice de nos souris, nous avons prélevé 1'hypothalamus
entier, duquel nous avons extrait les ARNm dans le but de réaliser des analyses
transcriptomiques par qPCR. Nous avons porté notre choix sur un panel de médiateurs
impliqués dans les mécanismes canoniques de la régulation de la prise alimentaire par
I'hypothalamus. Ainsi avons nous regardé l'expression des peptides orexigenes
(stimulant I'appétit) NPY et anorexigenes (suppresseur d'appétit) POMC et CART.
Nous avons également contr0lé l'expression des récepteurs MC3R et MC4R, qui
interviennent dans le contrdle de 'homéostasie énergétique chez les rongeurs (Yeo et
al., 2000) et dont les mutations causent une forme d'obésit€é monogénique chez
I'homme (Farooqi et O'Rahilly). Aucun transcrit ne s'est trouvé significativement
différent entre les WT et les THY-Tau22 a 9 mois. Nous avons également controlé
'expression de ces marqueurs a 'age de 7 mois, et de facon identique, aucun marqueur
ne s'est montré exprimé différemment (données non présentées ici). En complément,
nous avons vérifié 1'état de I'expression de la protéine Tau humaine (le transgene) dans
I'hypothalamus en le comparant a celle rencontrée dans 1'hippocampe. L'ARNm de Tau

n'y est représenté a qu'a hauteur de 1% de celle hippocampique (Figure 47.).
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Figure 47. Profil d'expression a 9 mois de transcrits impliqués dans la régulation de
la prise alimentaire (NPY, peptide orexigéne ; POMC et CART, peptides
anorexigenes) et dans la régulation de ['homéostasie énergétique (MC3R et MC4R)
dans l'hypothalamus des souris THY-Tau22 comparé aux souris WT. L'expression du
transgéne de Tau humain muté a également été mesuré et comparé a l'intensité
d'expression de Tau dans ['hippocampe de souris THY-Tau2?2 uniquement. Le
transgene est tres faiblement exprimé dans l'hypothalamus des souris Tau.

Caractérisation de 1'homéostasie glucidique des souris THY-Tau22 et leurs
controles WT.

Lors de la premiere partie de ce travail nous avions mis en évidence, sous épreuve
HFD, une moins grande insulino-résistance des souris THY-Tau22. Nous avons émis
I'hypotheése que le modele Tau pourrait présenter des différences au niveau du
métabolisme glucidique. La glycémie est la méme chez les 2 génotypes aux deux ages,
et, alors qu'a 7 mois l'insulinémie est la méme chez les Tau et les WT, elle apparait
réduite chez les Tau, méme si cette baisse n'est pas significative (p=0,08, Test T de

Student). De méme, I'index de résistance a l'insuline HOMA-IR s'est révélé diminué,
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mais non significativement (p=0,16 a 7 mois, p=0,1 a 9 mois, Test T de Student)

(Figure 48.)
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Figure 48. Mesures basales de I'homéostasie glucidique a jeun de 6 heures des souris
THY-Tau22 comparées a celles de leurs controles de portées WT, a l'dge de 7 et 9
mois. Quand la glycémie des souris Tau demeure similaire a celle des WT,
l'insulinémie est observée a la baisse a l'dge de 9 mois (p=0,08 en utilisant le test T de
Student, tendance non significative). L'index HOMA-IR est également réduit, mais de
Jacon non-significative.

Ces données indiquent I'existence potentielle d'une insulino-sensibilité, cependant
celle-ci peine a €tre mise en évidence avec ces simples mesures de glycémie et
d'insulinémie. Afin de magnifier une éventuelle différence dans la régulation de cette
homéostasie nous avons soumis nos souris a des tests de tolérance au glucose et a
I'insuline. Ces tests permettent d'évaluer la capacité du systeme a répondre a ces deux

stimuli (Figure 49.).
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Figure 49. Evaluation de la tolérance au glucose (IPGTT, en haut) et a l'insuline (ITT,
en bas) chez les souris THY-Tau22 (en rouge) comparé aux souris WT (en vert), a
l'age de 7 mois (a gauche) et 9 mois (a droite). A 7 mois, les souris THY-Tau22 ne
présentent pas de modification de la sensibilité a l'insuline alors que la tolérance au
glucose est légerement inférieure (tendance non significative : p=0,058, ANOVA two-
way). Cependant, a 9 mois les THY-Tau22 présentent une meilleure tolérance au
glucose, et d'autre part une meilleure sensibilité a l'insuline. Les valeurs sont
exprimées sous la forme de moyennes +/- écart standard a la moyenne. * : p<0,05 ;
** : p<0,01, en utilisant 'ANOVA two-way.

Nous mettons en évidence que les souris THY-Tau22 de 7 mois présentent des signes
discrets d'une possible sensibilit€ accrue a l'insuline et une meilleure tolérance au
glucose, mais a l'age de 9 mois les différences prennent plus d'ampleur puisque les
THy-Tau22 présentent une réduction de la réponse au glucose (Figure 49) (** :
p<0,01, en utilisant 'ANOVA two-way) et une augmentation de la réponse a l'insuline
(* : p<0,05, ANOVA two-way), comme l'atteste une plus forte et plus longue
hypoglycémie induite par l'injection d'insuline. Deux heures apres I'injection

d'insuline, alors que les souris WT ont retrouvé leur glycémie initiale, les souris THY-
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Tau22 n'ont récupéré que 60% de leur glycémie initiale, suggérant une forte

insulinosensibilité de ces souris a I'age de 9-10 mois.

Meilleure sensibilité centrale a l'insuline des souris THY-Tau22 de 7 mois

Lors de la premiere partie nous avions noté chez les souris THY-Tau22 nourries au
HFD la présence d'une activation de la voie de signalisation de l'insuline centrale, avec
augmentation des formes phosphorylées d'Akt, de PI3K, de GSK3beta et diminution
de la phosphorylation de I'épitope inhibiteur Ser612 de IRS1 contrairement aux souris
WT HFD. Nous avons donc évalué le profil par immuno-empreinte de ces marqueurs
dans 1'hippocampe de souris THY-Tau22, en les confrontant cette fois aux souris WT
(Figure 50.). Les résultats indiquent une augmentation de l'expression des formes
totales d'IRS1 et 2. L'expression de ces marqueurs ainsi que celle du récepteur a
I'insuline ont également été controlés par analyses en qPCR et ne montrent pas de

différences a ce niveau (données non-présentées ici).
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Figure 50. Signalisation de l'insuline dans ['hippocampe des souris THY-Tau22 de 7
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mois comparée aux souris WT. Les formes totales des protéines IRSI et IRS2 sont
davantage exprimées chez les THY-Tau22. Les phospho- épitopes ont été quantifiés en
rapport a leur forme totale, et les formes totales en rapport a la Beta actine. Les
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Résultats sont exprimés sous forme de pourcentages de moyennes + écart standard a
la moyenne des animaux TC. *p<0.05 en utilisant le test T de Student (n=6-7/groupe).

De plus, a I'age de 9 mois cette fois-ci, I'épitope phosphorylé en Ser612 de 1'IRS1 s'est
révélé augmenté significativement chez la THY-Tau22 par rapport a la souris WT
(données non présentée ici : 100 +/- 4,2 % vs. 75,11 +/- 3,25 %, p<0,01 en utilisant le
test T de Student). Suggérant que la souris THY-Tau22 présente une sensibilité non-

seulement périphérique a l'insuline mais également une meilleure sensibilité centrale.

Les résultats présentés ci-dessus nous indiquent l'existence d'un phénotype
métabolique chez la souris THY-Tau22, avec des différences qui s'accentuent au cours
du vieillissement. Une critique potentielle pourrait €tre faite de ce travail. Le modele
de souris THY-Tau22 est en effet le résultat de l'insertion d'une dizaine de copies du
gene Tau humain muté (Schindowski ef al., 2006). L'insertion de ces copies a été
réalisée au hasard dans un chromosome de la souris et il n'est donc pas impossible que
les différences que nous observons puissent étre li€es a un artefact, et ne provenant
donc pas d'une caractéristique spécifique liée a Tau ou a sa pathologie. Afin d'écourter
ce type de critique nous avons cherché a reproduire une observation métabolique dans
un autre modele murin. Au sein du laboratoire nous possédons une autre lignée de
souris reproduisant la pathologie Tau de la MA. Il s'agit de la lignée THY-Tau30 qui
surexprime le méme transgene que la THY-Tau22. Cette lignée présente, tout comme
bon nombre de modeles reproduisant la pathologie Tau de la MA, une pathologie Tau
dans la moélle épiniere et donc peine a se mouvoir, pouvant perturber la capacité de
prise alimentaire. Au contraire de reproduire ces expériences dans un modele de souris
Tau, nous avons choisi de le faire chez un modele de souris Knock-out pour Tau (KO),
afin de caractériser les conséquences de 1'absence de Tau dans ces paradigmes. Nous
avons également utilisé les souris hétérozygotes (hétéro-ko), c'est a dire possédant 1

seule copie de la protéine Tau murine.
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Evolution du poids et de la prise alimentaire des souris KO-Tau, hétéro-ko et de
leurs controles de portée WT de 1,5 a 6,5 mois.

Un suivi longitudinal du poids et de la prise alimentaire sous régime CHOW a été
réalisé chez des souris males KO-Tau (KO ; n=4 par groupe), des souris hétéro-ko
(hétéro-ko ; n=9 par groupe) et leurs contrdles de portées wild-type (WT ; n=6 par
groupe) de l'dge de 5,5 semaines jusqu'a 1'dge de 6,5 mois, sous régime standard,
CHOW. Les premieres pesées, réalisées de 1'age de 5,5 semaines indiquent un poids
similaire (a P38, WT : 1948 +/- 0,65 g, hétéro-ko : 19,05 +/- 0,51 g, KO : 19,24 +/-
0,56 g ; ns, Test T de Student). En revanche une différence s'installe pendant toute la
durée du suivi (p<0,001, en utilisant 'ANOVA two-way) (Figure 51.), si bien qu'a
l'age de 6,5 mois, des différences importantes existent (WT 27,77 +/- 0,83 g, Hétéro :
29.81 +/- 0,79 g, KO : 31,56 +/- 0,75 g; p=0,0296, ANOV A one-way), Ceci a lieu sans
modification de la dimension ou de la température corporelles des souris (Figure 51.),
éléments pouvant éventuellement expliquer les différences observées. Entre 'dge de 2
mois et de 6,5 mois, un suivi de la prise alimentaire a été réalisé. Chaque cage
constitue une unité métabolique (de ce fait, n=2 a 3 par groupe). Pendant la durée du
suivi, les souris KO mangent significativement plus en terme de quantité de croquettes
que les souris hétéro-ko, et elles-mémes plus que les WT (p<0,001 pendant le suivi,
ANOVA two-way, Figure 51.) avec une consommation journaliere moyenne de 3,38
+/- 0,1 g, 3,7 +/- 0,05 g et 3,93+/- 0,05 respectivement (Figure 51.) (p<0,001 en
utilisant ' ANOVA one-way).

117



— 51
2
o) ()
N .E 4=
_Q - * kK
: g
257 —e— WT CHOW o
> 5 °
Pe) HETERO CHOW o
@ >
20 = KO CHOW ©
L} L} L} L} Q 2 L ) )
50 100 150 200 50 100 150
Days Days
s0q 6,5m e 5
—_ *k ok E *k ok
K= c 41
o 30+ = — ,; D
5 g3~
S 8
] 20 - O
s > 9 ol
> = 3
B 10d S 8
o o g 14
= 32
0= qh; 0=
>
(@)
B wT CHOW
WT Hetero-Tau KO-Tau p

[ HETERO CHOW -
Body size (mm) | 82,91 +/-1,9| 83,0+/-19 | 84,54 +/-14 | ns

Rectal
[ KocHOowW Temperature (°C) | 34,86 +/- 0,19 35,32 +/- 0,20 | 35,27 +/- 0,17 | ns

Figure 51. La délétion d'une ou de deux copies de Tau a un effet sur le poids corporel
et la prise alimentaire. Les souris KO-Tau et les hétero-ko développent avec l'dge un
poids corporel supérieur aux souris WT et présentent une hyperphagie sans
modifications des mesures des dimensions du corps ni de leur température. Les
valeurs sont exprimées sous la forme de moyennes +/- écart standard a la moyenne.
Pour les suivis : *** : p<0,001, ANOVA two-way ; pour les histogrammes :@: *** :
p<0,001 ANOVA one-way.

Mesures directes et indirectes de 1'adiposité des souris KO, hétéro-ko et WT, a
1'age de 6,5 mois.

Nous avons effectué¢, de fagon similaire au protocole sur les souris THY-Tau22
I'évaluation de l'adiposité des souris WT, hétéro-ko et KO (Figure 52). De facon
logique, les ratios de tissus adipeux se sont montrés fortement augmentés chez les
souris KO comparé aux souris WT et hétéro (**p<0,01 et *** p<0,001 en ANOVA
one-way). Les souris KO, et dans une moindre mesure les hétéro-ko présentent une

hyperleptinémie supérieure a celle des souris WT (*** p<0,001 en ANOVA one-way).
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Figure 52. L'adiposité des souris KO a 6,5 mois est bien supérieure a celle des hétéro
et des WT. Les mesures de ratio de tissus adipeux n'indiquent, cependant, pas de
différence notable entre les WT et les hétero-ko. La leptinémie est trés augmentée chez
les souris KO comparé aux hétéro-ko, elle-méme supérieure a celle des souris WT. Les

valeurs sont exprimées sous la forme de moyennes +/- écart standard a la moyenne.
**p<0,01 et *** p<0,001 en ANOVA one-way.

Caractérisation du profil lipidique des souris KO, hétéro-ko et WT.
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Figure 53. Concentrations plasmatiques de cholestérol des souris KO, hétéro-ko et
WT. Les taux de cholestérol et d'HDL cholestérol sont significativement augmentés
par la délétion d'une ou de deux copies du géne tau murin. Les valeurs sont exprimées

sous la forme de moyennes +/- écart standard a la moyenne. * p<0,05 et **p<0,01 en
ANOVA one-way.

Alors que l'adiposité semblait peu modifiée chez les souris hétéro-ko, nous observons
des taux de cholestérol et de cholestérol HDL significativement augmentés chez les
hétéro-ko et chez les KO comparés aux WT (*: p<0,05, ** : p<0,01 en utilisant
I'ANOVA one-way). En revanche les taux de cholestérol non HDL se sont révélés
inchangés (Figure 53.). Ces dernieres valeurs étant obtenues en effectuant une simple

soustraction entre cholestérol total et HDL cholestérol on comprend l'absence de
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différences. Une éventuelle différence pourrait €tre obtenue en analysant davantage

d'animaux.

Caractérisation de 1'homéostasie glucidique des souris KO, hétéro-ko et WT.

Ensuite, de facon similaire au protocole THY-Tau22 nous avons évalué, a 2, 4 et 6,5
mois au cours du suivi, les concentrations plasmatiques en glucose, insuline et l'index
HOMA-IR chez les souris KO, hétéro-ko et WT (Figure 54.). La encore nous
observons une évolution de ces parametres au cours du temps, et plus précisément, des
4 mois la glycémie des souris KO est significativement supérieure a celle des autres
génotypes (p<0,05, en utilisant 'ANOVA one-way), l'insulinémie, bien qu'augmentée
ne l'est pas significativement a cet age. L'index HOMA-IR étant le résultat d'une
opération arithmétique entre glycémie et insulinémie est logiquement en hausse
(p=0,074, tendance non significative en ANOVA one-way). En revanche, a 1'age de
6,5 mois, la glycémie, l'insulinémie et I'index HOMA-IR sont significativement
supérieurs chez les souris KO. Encore une fois, les hétéro-ko présentent un phénotype
intermédiaire entre KO et WT sur certains parametres (glycémie, insulinémie et
HOMA-IR a 4 mois, glycémie a 6,5 mois) mais pas sur tous. Ces résultats semblent
suggérer que le phénotype observé ici s'acquiere avec le temps chez les souris KO, et

en moindre mesure chez les hétéro-ko.
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Figure 54. Profil glucidique, insulinémique et index HOMA-IR chez les souris KO,
hétéro-ko et WT. Entre 2 mois et 6,5 mois s'installent des différences qui deviennent
significatives dés 4 mois concernant la glycémie, et a partir de 6,5 mois pour chacun
des paramétres étudiés, suggérant le caractére acquis de ce phénotype.

Au vu des résultats obtenus concernant les parametres basals de I'homéostasie
glucidique, c'est logiquement que nous constatons les profils fortement insulino-
résistants et gluco-intolérants des souris KO-Tau (Figure 55.). Comme observé
précédemment, les souris hétéro-ko présentent un phénotype a l'intermédiaire entre les
KO et les WT, et cela est notamment bien illustré par le test de tolérance au glucose a

6.5 mois (Figure 55.).
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Figure 55. Tolérance au glucose et a l'insuline a 4 et a 6,5 m chez les souris KO,
hétéro-ko et WT. Mises a l'épreuve par I'IPGTT et I'ITT, les souris KO dévoilent une
légere intolérance au glucose des 4 mois, qui devient massive a 6,5 mois. La tolérance
a l'insuline elle aussi est altérée chez les KO, mais moins chez les hétéro-ko. * :
p<0,05, ** : p<0,01, *** : p<0,001, en utilisant 'ANOVA two-way.
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DISCUSSION PARTIE 2 - ETUDE
DE L'INFLUENCE DE TAU SUR
LE METABOLISME

Dans la MA, la protéine Tau est hyper et anormalement phosphorylée. Cette
phosphorylation excessive et aberrante détache Tau des MT, et ainsi Tau ne peut plus
accomplir sa tache en tant que protéine stabilisatrice des MT. Cette particularité est
nommée perte de fonction physiologique de Tau, et s'accompagne dans un premier
temps d'une augmentation de la quantité de protéines Tau libres, qui inéluctablement
vont former des agrégats considérés toxiques menant a la formation de DNF. Cet
aspect est appelé gain de fonction toxique de Tau. Cependant la notion selon laquelle
les agrégats de protéine Tau sont des réservoirs permettant de stocker un exces de
protéines potentiellement pathologiques commence a émerger (Santacruz et al., 2005 ;
de Calignon et al., 2010). De nombreux partenaires de la protéine Tau ont été
identifiés (Mandelkow et al., 2012). Les conséquences que la pathologie affectant la
protéine Tau pourraient avoir sur les fonctions non canoniques de Tau demeurent peu
connues. Dans le champ de recherche sur la pathologie amyloide a été mis en évidence
le role potentiel joué par cette pathologie dans 1'émergence d'un phénotype de type
obese, hyperphagique (Takeda et al., 2010 ; Adebakin et al., 2012 ; Kohjima et al.,
2010). Aucune étude n'a toutefois mentionné une quelconque interaction en ce sens
concernant la pathologie Tau. Nous mettons en évidence pour la premiere fois
l'existence potentielle d'une fonction de la protéine Tau au niveau central ayant des

répercutions dans la régulation du métabolisme énergétique périphérique.

Au cours de la premiere partie de ce travail de these nous avons mis en évidence
qu'une obésité, induite de fagon physiologique par un régime riche en graisse a eu des
conséquences déléteres sur l'apprentissage spatial dans le modele de souris THY-
Tau22. Curieusement, alors que chez les souris wild-type le régime riche en graisse a
induit une obésité et ses altérations attendues en terme de métabolisme glucidique, a

savoir une insulino-résistance et une gluco-intolérance, les souris THY-Tau22 nourries
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au régime HFD n'ont pas développé de résistance a l'insuline massive périphérique et

centrale.

Suite a ces observations préliminaires nous avons donc cherché a étudier de facon plus
complete le métabolisme du modele de souris THY-Tau22 c'est a dire surexprimant
abondamment de la protéine Tau humaine et en le confrontant a celui des souris
inactivées pour une ou deux copies du gene Tau murin. Nous confirmons, dans un
premier temps que les souris THY-Tau22 a partir de 2 mois présentent un poids
corporel réduit comparé a leurs contrdles de portées. De facon intéressante les souris
hétéro-ko, et KO pesent plus lourd que leurs contrdles de portées, €également a partir
de 2 mois, suggérant que la présence ou l'absence de Tau puisse jouer comme facteur
amaigrissant ou obésifiant, respectivement. Nous avons également mis en évidence le
méme type de parallélisme vis a vis d'un certain nombre de parametres métaboliques.
Les souris THY-Tau22 présentent, de fait, une hypophagie tandis que les knock-out
sont hyperphagiques. La souris THY-Tau22 présente une adiposité réduite et une
hypolipidémie alors que les KO ont davantage de tissus adipeux et sont
hypercholestérolémiques. Enfin, mais pas des moindres, les THY-Tau22 sont insulino-
sensibles et tolérantes au glucose alors que les KO sont tout le contraire. Il faut noter
que ces différences sont maximales aux ages avancés des protocoles (9 mois chez la
THY-Tau22, 6,5 mois chez la KO), indices nous suggérant que ces particularités
métaboliques puissent avoir comme origine une cause impliquant un mécanisme
d'acquisition lié au vieillissement ou a I'évolution de ces modeles. Une premiere
conclusion que I'on peut tirer de ces différences est que le phénotype métabolique de la
souris THY-Tau22 n'est pas caus€ par un artéfact i€ a une éventuelle insertion

aléatoire dans un locus sensible.

Les premieres expériences de caractérisation du modele THY-Tau22 ont indiqué
I'absence d'expression du transgene dans les organes périphériques, y compris les
organes impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique (Schindowski et al.,
2006). Ceci a été également redémontré au sein du laboratoire au cours du travail de
These de Cyril Laurent. Au niveau physiologique, la protéine Tau endogene est

exprimée quasi exclusivement au niveau du systeme nerveux central. Ainsi, la délétion
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simple ou double de Tau observée dans les modeles hétéro-ko et KO de Tau ne sera
ressentie qu'au niveau central. Le phénotype métabolique périphérique des souris KO
ou hétéro-ko ne peut ainsi résulter que d'une perte de fonction de Tau au niveau
central, tandis que la surexpression de Tau au niveau central, tel que celle ayant lieu
chez la THY-Tau22, aura des conséquences opposées, excluant ainsi que l'origine des
altérations métaboliques puisse provenir d'un effet impliquant l'expression

périphérique du transgene.

Le phénotype métabolique du modele murin THY-Tau22 n'étant pas lié a un probleme
périphérique, nous avons émis I'hypothese d'un dysfonctionnement relatif aux peptides
impliqués dans la régulation de la prise alimentaire et de I'homéostasie énergétique.
L'étude transcriptionnelle de plusieurs de ces peptides sur des homogénats totaux
d'hypothalamus nous indique l'absence de modifications de nature a expliquer les
différences en terme de prise alimentaire chez les THY-Tau22. Il faut noter, en outre,
que le transgene Tau humain n'est exprimé dans I'hypothalamus qu'a hauteur de 1% du
niveau retrouvé dans 1'hippocampe, renforcant I'idée que les différences observées ne
prennent pas origine dans cette structure. Par ailleurs, une étude transcriptionnelle de
ces peptides doit etre menée chez les souris KO-Tau afin d'exclure un role causal de

ces peptides dans ce modele-ci.

Lors de la premiere partie de ce travail nous avions remarqué, outre l'insulino-
sensibilité périphérique notable des souris THY-Tau22 lorsque soumises au régime
HFD, la présence d'une activation de la voie de signalisation de l'insuline centrale, a
I'opposé des souris WT HFD. Nous avons donc évalué le profil de ces marqueurs dans

I'hippocampe de souris THY-Tau22, en les confrontant cette fois aux souris WT.

Nous mettons en évidence la présence d'une insulino-sensibilité centrale dans
I'hippocampe des souris THY-Tau22 de 7 mois. Cette notion a par ailleurs été
corroborée par Elodie Marciniak, doctorante de premiere année au laboratoire, qui a
testé la sensibilité a l'insuline des tranches d'hippocampe de souris THY-Tau22 et WT.
L'application d'insuline dans le bain est un paradigme connu pour induire une baisse

des potentiels de champ. Ici, la réponse des souris THY-Tau22 indique la présence

126



d'une forte insulino-sensibilité a I'insuline dans 'hippocampe.
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Figure 56. Sensibilité centrale a l'insuline obtenue par étude électrophysiologique en
potentiel de champ sur des tranches d'hippocampes de souris THY-Tau22 et WT. Une
adjonction d'insuline sur tranches d'hippocampe induit une phosphorylation sur des
résidus tyrosine de la sous unité GIluR2 du récepteur AMPA, évenement initial dans
l'endocytose de ces récepteurs, causant une forme de dépression a long-terme (a
gauche, Ahmadian et al., 2004). La réponse suite a l'ajout d'insuline dans le bain est
fortement potentialisée chez la souris THY-Tau22 comparé aux WT (a droite),
soutenant l'existence d'une insulino-sensibilité centrale importante chez la THY-
Tau2??2. Tiré du travail de Elodie Marciniak.

L'ensemble de ces données sur la souris THY-Tau22 fait écho a une étude de
caractérisation d'un modele transgénique murin, la souris NIRKO (knock-out pour le
récepteur a l'insuline neuronal). Cette souris, qui présente donc une forte
insulinorésistance centrale obtenue par délétion du récepteur a 1'insuline, développe
progressivement une obésité en parallele d'une hyperphagie accompagnée d'une
élévation des marqueurs de l'adiposité, dont une quantité de tissus adipeux viscéral,
une leptinémie et une lipidémie augmentées (Briining et al., 2000, Koch et al., 2008).
Il est intéressant de noter que la délétion du RI spécifiquement au sein des neurones a
POMC et AgRP ne reproduit pas le phénotype plus obese de ces souris. De plus,
lorsque le récepteur a l'insuline est supprimé au niveau périphérique uniquement le
phénotype qui en résulte est beaucoup moins sévere que celui issu d'une suppression
sur cerveau entier (Koch et al., 2008). Le groupe de Jens Briining postule ainsi que le
récepteur a l'insuline central et ses €léments de signalisation gouverneraient la

régulation de 1'homéostasie glucidique. Une résistance a l'insuline périphérique est

également présente chez ces animaux NIRKO. Ce type de résultat a ét€¢ également
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rapporté chez la souris IRS2-KO (Hashimoto et al., 2007). Enfin, les souris NIRKO
sont particuliecrement sensibles a un régime riche en graisse, qui potentialise ces
caractéristiques. Les souris THY-Tau22, lorsque soumises a un régime riche en graisse
présentent quant a elles une potentialisation de leur sensibilité centrale a l'insuline.
Cela s'est produit tout en maintenant stable la quantité de protéine Tau soluble dans
I'hippocampe, inchangée dans nos expériences HFD. De plus, la teneur en oligomeres
de protéines Tau est restée la méme au cours du paradigme de nutrition HFD,
indiquant I'absence de formation d'agrégats solubles ou non de protéines Tau. Ces
données suggerent que la protéine Tau soluble soit capable, d'une facon pour le

moment inconnue, d'interférer avec une cible impliquée dans le métabolisme.

Nous formulons ainsi I'hypothése suivante : la protéine Tau humaine mutée et
surexprimée dans le cerveau des souris THY-Tau22, via une fonction biologique de
Tau qui nous est inconnue, va établir progressivement une hypersensibilité centrale a
l'insuline. Cette sensibilité accrue a l'insuline va se traduire au niveau périphérique par
une insulinémie a la baisse, ainsi qu'a une meilleure tolérance au glucose et a
l'insuline. Par ailleurs cette augmentation de la sensibilité a 'insuline qui s'opere dans
le cerveau pourrait augmenter l'efficacité d'action de l'insuline en tant qu'hormone
anorexigene. Chez la souris KO-Tau, et dans une moindre mesure chez la souris
hétéro-ko Tau, la réduction d'expression de Tau se fait ressentir a 1'inverse de la souris
THY-Tau22 (Tableau 6), donc dans le méme sens que les souris reproduisant une

résistance centrale a I'insuline induite par délétion génétique du RI ou de IRS2.
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THY-Tau22 (9 mois) | KO-Tau (7 mois)

Poids - +
Prise alimentaire (en absolu) -
Tissu adipeux sous cutané =
Tissu adipeux viscéral -
Leptine -
Résistance périphérique a l'insuline -
Intolérance au glucose -
Insuline -
Glycémie =
Index HOMA-IR -
Cholestérol total -
Cholestérol HDL -
Cholestérol non-HDL -

+ + + 4+ + + + + + + 4+

Tableau 6. Comparaison phénotypique des THY-Tau2?2 et des KO-Tau. Sur l'ensemble
des paramétres testés le phénotype des THY-Tau2?2 est le miroir des KO-Tau.

L'identification de la cible d'action de Tau sur le métabolisme reste cependant a
définir. Parmi les partenaires de Tau identifi€s ayant un réle dans le métabolisme nous
pouvons citer la protéine d'ancrage 14-3-3, connue pour se lier a Tau (Chun et al. 2004
; Hashiguchi et al. 2000 ; Sluchanko et al. 2009). Cette protéine intervient dans de
nombreux processus, et notamment dans la médiation des actions de la voie de
signalisation de l'insuline. 14-3-3 est par exemple capable de se lier a IRS2 (Chen et
al., 2011). Les fonctions précises de cette protéine restent cependant floues. Il a été
montré que les niveaux de protéine 14-3-3 extraits de fractions de microtubules
n'étaient pas modifiés chez des souris KO-Tau comparés a des souris WT, suggérant

qu'une faible fraction de Tau se lie vraiment a ces protéines.

Un certain nombre d'autres candidats sont connus pour se lier a Tau et faire partie de la
voie de signalisation de 1'insuline, parmi lesquels le récepteur a l'insuline (Kadowaki et
al., 1985) et la PI3K (Reynolds et al., 2008). L'identification du facteur précisément

impliqué dans ce phénotype devra faire I'objet d'investigations plus poussées.
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De facon intéressante, ces particularités expérimentales ne sont pas completement
déconnectées de la pathologie humaine. Une perte de poids précede et est souvent
annonciatrice d'une démence de type MA (Nourashémi et Vellas, 2008 ; Gillette-
Guyonnet et al., 2000). Omoto et collaborateurs rapportent en outre le cas d'une
patiente atteinte d'une forme rare de démence frontotemporale ayant subit une perte

subite de prise alimentaire et de poids (Omoto et al., 2012).

En conclusion I'ensemble de la deuxieme partie de ce travail de thése décrit pour la
premiere fois 1'existence d'une fonction jusqu'alors inconnue de la protéine Tau dans la
régulation du métabolisme énergétique. Le lieu et les modalités d'action de Tau dans
cette fonction restent a élucider, et le décryptage des mécanismes gouvernant cette
fonction nouvellement identifiée est cruciale pour une meilleure compréhension des

mécanismes fondamentaux de la physiopathologie de la MA.
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CONCLUSIONS GENERALES

Un surpoids induit par un régime riche en graisse et ses complications
métaboliques associées alterent l'apprentissage spatial chez la souris THY-
Tau22, modele de souris reproduisant la pathologie Tau de la MA.

La détérioration des capacités cognitives a lieu de facon concomitante a une
suractivation des kinases Akt et Calmodulin Kinase de type 2, capables de
phosphoryler Tau dans 1'hippocampe sur plusieurs épitopes physiologiques
pSer202/Thr205, Ser214, Ser404 et pathologique pSer422.

Nos résultats montrent que l'aggravation de la pathologie Tau et de ses
conséquences s'est produite indépendamment de 1'établissement d'une
insulinorésistance périphérique et centrale, au contraire du consensus
généralement véhiculé dans la littérature.

L'absence d'altérations majeures de I'homéostasie glucidique sous épreuve de
régime riche en graisse est accompagnée de la présence d'un phénotype
métabolique plus général, avec une maigreur et une sensibilité a l'insuline
périphérique et centrale préservées chez les THY-Tau22.

Le phénotype métabolique des souris KO-Tau, inverse en tous points a celui
des THY-Tau22 exclut la possibilité d'un phénotype artéfactuel.

Les résultats de ce travail de these mettent en €vidence l'existence d'une
fonction de Tau pour le moment inconnue, dont 1'action au niveau central aurait

des conséquences sur le métabolisme périphérique.
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ANNEXES

Les résultats de la premiere partie de ce travail de these font 1'objet
d'un article accepté pour publication dans le journal Diabetes.

Article 1 : Detrimental effects of Diet-induced obesity on Tau
pathology is independent of insulin resistance in Tau transgenic
mice.

Antoine Leboucher, Cyril Laurent, Francisco-Jos¢ Fernandez-
Gomez, Sylvie Burnouf, Laetitia Troquier, Sabiha Eddarkaoui,
Dominique Demeyer, Raphaélle Caillierez, Nadege Zommer,
Kadiombo Bantubungi, Christophe Breton, Pascal Pigny, Valérie
Buée-Scherrer, Bart Stacls, Malika Hamdane, Anne Tailleux, Luc
Buée, David Blum.

Par ailleurs, au cours de ces 3 années de these j'ai ét€ amené a
participer aux travaux de mes collegues portant sur 1'étude du
modele THY-Tau22. Les articles 2 et 3 s'intéressent a la physiologie
de la neurotrophine BDNF chez la souris THY-Tau22. Les effets
bénéfiques de l'exercice physique volontaire sur les aspects
physiopathologiques du modele de souris THY-Tau2?2 ont fait 1'objet
de la publication de 1'article 4.

Article 2 : NMDA receptor dysfunction contributes to impaired
BDNF- induced facilitation of hippocampal synaptic
transmission in a Tau transgenic model.

Sylvie Burnouf, Alberto Martire, Maxime Derisbourg, Cyril
Laurent, Karim Belarbi, Antoine Leboucher, Francisco José
Fernandez-Gomez, Laetitia Troquier, Sabiha Eddarkaoui, Marie-Eve
Grosjean, Dominique Demeyer, Anne Muhr- Tailleux, Alain
Buisson, Nicolas Sergeant, Malika Hamdane, Sandrine Humez,
Patrizia Popoli, Luc Buée, David Blum. Aging Cell, 2012.
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Article 3 : Hippocampal BDNF Expression in a Tau Transgenic
Mouse Model.

Sylvie Burnouf, Karim Belarbi, Laetitia Troquier, Maxime
Derisbourg, Dominique Demeyer, Antoine Leboucher, Cyril
Laurent, Malika Hamdane, Luc Buée, David Blum. Current
Alzheimer Research, 2012

Article 4 : Beneficial effects of exercise in a transgenic mouse
model of Alzheimer's disease-like Tau pathology
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Cyril Laurent, Sophie Lestavel, Martin Figeac, Audrey Sultan,
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