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Introduction

Les protéines intrinsequement désordonnées

Caracteristiques génerales des protéines intrinsequement

désordonnées

Les protéines constituent chez tous les organismes vivants une classe de
biomolécules essentielles a la vie. Pour la majorité d’entre elles, leur fonction s’explique
par leur structure (de la séquence primaire jusqu’a I'organisation en structure quaternaire
fonctionnelle) grace a laquelle elles remplissent des roles spécifiques. Il existe de trés
nombreuses possibilités de structures, notamment grace a la diversité naturelle des acides
aminés, mais aussi grace a l'organisation de ces acides aminés entre eux. lls peuvent
bouger au travers des rotations des angles diédres et interagir via leurs chaines latérales,

ce qui permet a chaque protéine d’avoir une structure et donc un réle unique.

Il existe cependant une catégorie de protéines n’ayant pas de structure
tridimensionnelle définie. Ces protéines sont dites intrinséquement désordonnées
(Intrinsically Disordered Proteins, IDP), et adoptent une organisation spatiale variable. En
réalité, elles possedent un nombre important de structures ayant des énergies de
repliement comparables (Figure 1A), ce qui fait qu’elles passent trés facilement d’une
structure a l'autre, sans avoir besoin de I'aide d’'un facteur extérieur (présence d’'un ligand,
augmentation de la température etc). Ceci s’explique notamment par le fait que la
séquence primaire des IDP est souvent riche en acides aminés chargés et pauvre en
acides aminés hydrophobes. Ainsi, elles ne forment pas spontanément de cceur
hydrophobe, ce qui offre beaucoup plus de possibilités de repliements. Par opposition, les
protéines structurées possédent une structure ayant un minimum d’énergie
significativement bas, et ne peuvent changer de structure sans apport énergétique (Figure
1B).
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Figure 1 : Energies de repliement des différentes conformations dans le cas des IDP (A)
et des protéines structurées (B) (adaptée de Mészaros, Simon, and Dosztanyi 2011).
Contrairement aux protéines structurées, les IDP ne possédent pas de conformation

avec un minimum d’énergie suffisamment bas pour adopter une structure majoritaire.

Outre les IDP, on distingue aussi des régions intrinsequement désordonnées
(Intrinsically Disordered Regions, IDR) pour un grand nombre de protéines eucaryotes
structurées (environ 40% du génome humain) (R. van der Lee et al. 2014). En effet, ces
protéines possédent une alternance de zones structurées et non structurées (Figure 2).
De par leur nature unique, les IDP et IDR jouent souvent le role de hub dans des voies de
signalisation importantes dans la cellule comme le cycle cellulaire, 'assemblage de
complexes macromoléculaires, la mitose, ou la régulation de la transcription (Haynes et
al. 2006). Elles vont a I'encontre du paradigme structure-fonction largement répandu en
biochimie, car elles parviennent a assurer leur fonction biologique malgré I'absence de

structure majoritaire grace a un fonctionnement spécifique.



Protéine structurée Protéine structurée avec Protéine intrinséquement
régions désordonnées désordonnée (IDP)

Figure 2 : Différentes possibilités de repliement existants chez les protéines (adaptée de
R. van der Lee et al. 2014). En bleu : régions structurées ; en rouge : régions
désordonnées. Les protéines peuvent étre soit entierement structurée (gauche), soit

désordonnées (droite), soit structurées et désordonnées par régions (milieu).

Spécificités de fonctions des protéines intrinsequement

désordonnées

Bien que les IDR aient été historiquement considérées comme des “linkers” reliant
deux parties structurées fonctionnelles, elles sont décrites depuis plusieurs années
comme des régions fonctionnelles a part entiere. En effet, elles sont sujettes a des
modifications post-traductionnelles qui changent les propriétés biochimiques de la
protéine, et donc qui peuvent favoriser 'apparition d’'une conformation tridimensionnelle
spécifigue au détriment d’une autre (R. van der Lee et al. 2014). De plus, les IDR
contiennent de courtes séquences pouvant interagir avec les régions structurées de la
protéine. Ainsi, les IDR participent a la fonction protéique en augmentant les possibilités
de repliement et d’'interaction dans certains contextes cellulaires, et en rendant possible la

formation de complexes protéiques dynamiques (Diella et al. 2008).

En ce qui concerne leurs interactions, en opposition au modéle de Fischer (parfois
appelé modéle “clé-serrure”), plusieurs études ont décrit un modele d’interaction pour les
IDP et IDR appelé péche a la mouche (“fly-casting”) (Shoemaker, Portman, and Wolynes
2000; Yonggi Huang and Liu 2009; Kannan, Lane, and Verma 2016). Selon ce modele, la
flexibilité des IDP et IDR permettrait de réduire la distance entre la protéine et le ligand, et

donc d’augmenter la probabilité de rencontre entre les deux partenaires, ce qui est
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particulierement utile quand les concentrations des deux partenaires sont basses (Figure
3). De plus, les barrieres énergétiques nécessaires a la formation du complexe seraient
plus faciles a franchir dans le cas d’'une interaction avec des IDP/IDR qu’avec une protéine
structurée (Yonggi Huang and Liu 2009; Trizac, Levy, and Wolynes 2010). Cependant,
étant donné que les IDP et IDR varient énormément par leurs propriétés et qu'il est difficile
de définir expérimentalement un modeéle d’interaction, le comportement des IDP et IDR
dans la cellule dépend trés largement du contexte et de l'interaction considérée (Yongqi
Huang and Liu 2009; Mollica et al. 2016).

Protéine IDP
structurée

longue
distance faible
distance

Figure 3 : Mécanisme de “fly-casting” des IDP, permettant d’augmenter les probabilités
de rencontre entre la protéine et le ligand (adaptée de Shoemaker, Portman, and
Wolynes 2000). Les IDP (droite) détectent leur partenaire a plus longue distance en

modulant leur repliement.

Dans certaines pathologies, quelques IDP voient leurs propriétés modifiées, au

point de perdre leur fonction et de former des agrégats cytotoxiques.
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Implications des protéines intrinsequement désordonnées dans

les protéinopathies

On appelle protéinopathies les pathologies caractérisées par le mauvais repliement et

'agrégation de certaines protéines. Bien que ces maladies soient retrouvées dans

plusieurs organes incluant le foie ou le cceur, elles touchent principalement le systeme

nerveux central (Bayer 2015; Bitan 2019). En regardant la structure des principales

protéines associées a ces maladies, on remarque que certaines d’entre elles sont soit

désordonnées, soit possedent des régions non structurées (Uversky 2015) :

Protéine impliquée dans au moins une
protéinopathie

Pourcentage de séquence

désordonnée

Amyloide béta 28,6%
Tau 99,1%
Alpha-synucléine 37,1%
Prion 61,0%
TDP-43 35,8%
FUS 72,6%

Table 1 : Protéines majoritaires impliquées dans des protéinopathies et leur pourcentage

de désordre structural (adaptée de Uversky 2015).
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Le mauvais repliement a l'origine de ces protéinopathies peut s’expliquer par
exemple par la présence d’un cofacteur ou par une modification de la séquence primaire
de la protéine, comme une mutation ou une modification post-traductionnelle (incluant les
phosphorylations, acétylations, et glycosylations) (Pejaver et al. 2014). Ceci entraine des
changements de propriétés de la protéine, conduisant a un repliement alternatif non
fonctionnel et donc a une agrégation. Aussi, un mauvais repliement peut provoquer un
probléme de signalisation de la protéine dans la cellule, pouvant favoriser sa dégradation
ou un mauvais adressage. Dans le cas des IDP et des IDR, cette modification peut avoir
d’autant plus d’'impact quand on considére leur importance et leur implication dans de

nombreux processus essentiels a la cellule.

Les protéinopathies les plus étudiées sont celles touchant le systeme nerveux
central (Bayer 2015). Parmi elles, on retrouve la maladie d’Alzheimer, la maladie de
Parkinson, la maladie des corps de Lewy ou encore les démences fronto-temporales,
toutes associées au mauvais repliement d’une ou plusieurs IDP : la protéine amyloide béta,
'alpha synucléine, et la protéine tau. Si certaines de ces maladies sont associées a
'agrégation d’une seule protéine, d’autres sont caractérisées par la présence d’agrégats

issus de plusieurs protéines différentes (Figure 4).
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Figure 4 : Pathologies neurodégénératives associées a I'agrégation des protéines
amyloide béta, tau, et alpha synucléine (adaptée de Moussaud et al. 2014). AD : Maladie
d’Alzheimer ; LBVAD : Maladie vasculaire a corps de Lewy ; DLB : Démence a corps de

Lewy ; FTDP-17T : Démence frontotemporale due a tau ; CBD : Dégénération
corticobasale ; PSP : Paralysie supranucléaire progressive ; PD : Maladie de Parkinson ;

PDD : Troubles envahissants du développement.

La protéine tau, a elle seule, est responsable d’une sous-catégorie de
protéinopathies appelée tauopathies. Du fait de son importance dans les pathologies
neurodégénératives, elle est étudiée depuis plusieurs décennies par de nombreuses
équipes de recherche, bien qu’elle fat découverte de par sa fonction de régulation de la

polymérisation des microtubules.
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La protéine tau

Découverte de la protéine tau

La découverte de la protéine tau a eu lieu lors des premiéres études réealisées sur
les microtubules. A partir des années 60, de nombreuses recherches tendent a
comprendre comment ces structures fonctionnent (Wolfe 1965; Behnke and Forer 1966;
Finkiewicz 1967; Kirkpatrick 1969). Leurs fonctions dans la cellule, encore peu connues,
sont peu a peu dévoilées. lIs sont ainsi identifiés comme des acteurs du transport cellulaire
et du maintien de la forme de la cellule (Porter 1966; Weber, Pollack, and Bibring 1975),
mais aussi comme des acteurs spécifiques du transport axonal (Schmitt and Samson
1968). Au début des années 70, des études se focalisent sur la polymérisation des
microtubules in vitro et analysent les protéines impliquées dans ce phénomeéne (Borisy
and Olmsted 1972; M. W. Kirschner et al. 1974; Erickson 1974; M. W. Kirschner and
Williams 1974). Par ultracentrifugation analytique, deux especes de tubuline sont mises
en évidence suite a la dépolymérisation des microtubules : la tubuline dimérique (6S) et la
tubuline formant des structures appelées “double anneaux” (36S) (Weingarten et al. 1974;
M. W. Kirschner et al. 1974). La présence de cette forme en double anneaux semble
indispensable a la repolymérisation de la tubuline en microtubules. Ainsi, les chercheurs
ont essayé d’identifier et d’expliquer les différences entre ces deux formes de tubuline.
Les deux hypothéses les plus probables furent une modification post-traductionnelle de la
tubuline, ou bien la présence d’un facteur échangeable, conduisant a la formation de ces
doubles anneaux. C’est en 1975 que la seconde hypothése a été validée, grace a
l'identification de ce facteur qui sera appelé par la suite : protéine tau (Weingarten et al.
1975).

En paralléle, 'implication de la protéine tau dans les maladies neurodégénératives
a été peu a peu dévoilé tout au long du 20éme siecle. En 1907, ce sont d’abord des
structures appelées noeuds neurofibrillaires (NeuroFibrillary Tangles, NFT) qui ont été
identifiés par Alois Alzheimer comme des agrégats toxiques provoquant la
neurodégénérescence (Alzheimer 1907). Plus de 50 ans aprés, I'analyse des NFT a
dévoilé des structures en hélice appelées paires de filaments en hélice (Paired Helical

Filaments, PHF), qui en sont les principaux composants (Kidd 1963; Terry 1963). C’est en
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1985 que la protéine tau se révele étre le constituant majeur des PHF (Brion et al. 1985),

et donc liée a la mort des neurones dans la maladie d’Alzheimer.

Ainsi, des le milieu des années 80, les deux implications principales de tau sont
mises en évidence : sa fonction physiologique via son interaction avec les microtubules,
et son implication pathologique dans la formation des PHF dans la maladie d’Alzheimer.
Toutes deux découlent des caractéristiques biochimiques de la protéine tau, et donc de

sa structure.

Structure

Structure primaire

La protéine tau, chez 'homme, est exprimée dans de nombreux tissus incluant le
colon, la peau, le foie ou le cuir chevelu (Ingelson, Vanmechelen, and Lannfelt 1996;
Vanier et al. 1998; Dugger et al. 2016) mais aussi et surtout dans le cerveau, ou elle
présente les plus forts niveaux d'expression (Tucker 1990; Schoenfeld and Obar 1994;
Dugger et al. 2016). Dans cet organe, elle peut étre traduite en six isoformes différentes,
chacune d’entre elles étant issue de I'épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 du géne
MAPT (M. Goedert, Spillantini, Jakes, et al. 1989). Il existe également un exon
supplémentaire (exon 4a) responsable de I'apparition d’isoformes minoritaires de tau, plus
longues, qui sont présents uniquement dans les tissus périphériques du cerveau (M.
Goedert, Spillantini, Potier, et al. 1989). C’est a la fin des années 80 que les séquences
en acides aminés caractéristiques des six isoformes sont identifiees (M. Goedert et al.
1988; M. Goedert, Spillantini, Jakes, et al. 1989). Elles possédent 352 a 441 résidus, et
different par la présence ou lI'absence de courtes séquences de 29 acides aminés
appelées “inserts” situées dans la partie N-terminale (Kosik, Kowall, and McKee 1989; M.
Goedert et al. 1988; M. Goedert, Spillantini, Jakes, et al. 1989), mais aussi de trois ou
quatre séquences répétées dans la partie C-terminale (M. Goedert et al. 1988; Himmler et
al. 1989) (Figure 5). L’isoforme la plus courte (ON3R) est uniqguement exprimée pendant
le développement du feetus, alors qu’a 'dge adulte les six isoformes de la protéine sont

présentes dans le cerveau (Kosik, Kowall, and McKee 1989). Aussi, elles sont distribuées
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differemment en fonction des types de neurones (M. Goedert, Spillantini, Jakes, et al.

1989), ce qui souligne leur hétérogénéité au sein du cerveau humain.
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Figure 5 : Les six isoformes de tau dans le cerveau. Ces isoformes varient par la

présence ou I'absence de 2 inserts (N1 et N2) et d’une séquence répétée R2.

On distingue plusieurs parties sur la séquence de tau. La partie N-terminale peut
contenir 0, 1 ou 2 inserts en fonction de l'isoforme, suivis par une séquence riche en proline
(résidus 165 a 243). La partie C-terminale est composée de 4 séquences partiellement
répétées de 31 résidus dénommeées R1, R2, R3, R4 (résidus 244 a 368), avec ou sans la
partie R2 qui résulte de la traduction de I'exon 10. Enfin, la queue C-terminale (résidus
369 a 441) complete la séquence (Himmler et al. 1989; M. Goedert, Spillantini, Jakes, et
al. 1989).

D’un point de vue fonctionnel, la séquence peut étre divisée en 2 domaines : le
domaine de projection et le domaine de liaison aux microtubules. Le domaine de projection
est constitué de tous les résidus de I'extrémité N-terminale jusqu’a la moitié de la région
riche en proline (résidus 1 a 198). Il joue un role dans I'espacement entre les microtubules
dans les dendrites et les axones (Chen et al. 1992; Rosenberg et al. 2008). Plus

récemment, ce domaine a été identifié comme une cible d’intérét pour empécher
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'agrégation pathologique de tau (Dai et al. 2015). Des anticorps ciblant les épitopes en
début (résidus 6 a 18) et en fin de domaine (résidus 184 a 195) provoquent un
rétablissement des capacités cognitives chez la souris. De plus, la coupure de la partie N-
terminale de tau provoque une augmentation de la neurotoxicité, in vitro et in vivo
(Amadoro et al. 2020). En ce qui concerne le domaine de liaison au microtubule
(Microtubule Binding Domain, MTBD), il est composé de 4 séquences répétées R1, R2,
R3 et R4 (résidus 244 a 368). Il constitue I'interface principale entre la protéine tau et la
tubuline, constituant majoritaire des microtubules (Kosik, Kowall, and McKee 1989;
Pascale Barbier et al. 2019). Ce domaine posséde des histidines conservées, qui
permettent & la protéine de moduler son activit¢ en fonction du pH environnant
(Charafeddine et al. 2019). Il a été montré que de nombreuses mutations de résidus
présents dans ce domaine provoquent une baisse de l'activité pro-polymérisante de tau
(Xia et al. 2019), conduisant parfois a une augmentation de son agrégation in vitro et in

Vivo.
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Figure 6 : Répartition des charges sur la séquence de tau et résidus phosphorylables.
Les parties rouges sont globalement chargées négativement, les parties bleues
positivement, tandis que la partie grise est neutre. Les résidus phosphorylables sont

indiqués par des barres noires.

Au niveau de la nature de ses résidus, la protéine tau se distingue par un nombre
élevé d’acides aminés hydrophiles chargés et non chargés, pour un faible nombre d’acides
aminés hydrophobes (107). Elle possede une partie N-terminale avec un point
isoélectrique de 3.8, qui constitue la partie acide de la séquence (chargée globalement
négativement), pouvant contenir 1 ou 2 inserts en fonction de la longueur de l'isoforme
(Figure 6). La zone riche en proline est beaucoup plus basique, avec un pl de 11.4. Les
régions répétées (pl de 9.8) sont elles aussi globalement chargées positivement, tandis
que l'extrémité C-terminale (pl de 5.8) est plutdt neutre. Sur les 441 résidus, 85 sont

phosphorylables (sérines, thréonines et tyrosines), ce qui modifie considérablement la
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charge globale de la protéine et ses propriétés biochimiques lorsqu’elle est phosphorylée

par des kinases.

De nombreuses modifications post-traductionnelles viennent modifier les propriétés
biochimiques de la protéine tau dans la cellule. Elle subit notamment des acétylations,
glycosylations, clivages, oxydations, ubiquitinylations, prolyl-isomérisations, glycations,
aminations, nitrations et des sumoylations (Martin, Latypova, and Terro 2011; Seoyoung
et al. 2018). Parmi elles, les phosphorylations sont les modifications post-traductionnelles
de tau les plus étudiées (Buée et al. 2000; Devred et al. 2002; J.-Z. Wang et al. 2013; Alavi
Naini and Soussi-Yanicostas 2015; Pascale Barbier et al. 2019). Lorsqu’elle est
hyperphosphorylée, la protéine tau se décroche des microtubules et forme des PHF, qui
sont des marqueurs de la maladie d’Alzheimer. Sur les 85 sites de phosphorylation
potentiels sur sa séquence, certains ont été décrits comme physiologiques, d’autres
provoquent une perte de fonction de la protéine et sont reliées a des pathologies (Stoothoff
and Johnson 2005). Ces modifications sont complexes, car elles ont des effets différents
si une modification touche un ou plusieurs sites (Fichou et al. 2019), et de nombreuses
combinaisons sont possibles (Morris et al. 2015). Particulierement, les modifications post-
traductionnelles ciblant des résidus spécifiques du MTBD (I'arginine 279, la lysine 280, la
cystéine 322, et I'aspartate 368) augmentent la toxicité de tau dans la cellule (Dan et al.
2013; Z. Zhang et al. 2014; Y. Wang and Mandelkow 2016; Gorsky et al. 2016). En dehors
du MTBD, l'acétylation de la lysine 174 et la phosphorylation de la sérine 409 conduisent

aussi a la mort cellulaire (Min et al. 2015; Gentry et al. 2016).

Toutes ces modifications entrainent des effets de charges importants au sein de la

protéine tau, ce qui influe grandement sur sa structure secondaire.

Structure secondaire en I'absence de partenaire

La protéine tau fait partie de la classe des IDP, car ne présente pas de structure
secondaire définie. La premiére étude sur les structures secondaires de la protéine tau a
été réalisée en 1977 (Cleveland, Hwo, and Kirschner 1977), dans laquelle les auteurs
utilisent le dichroisme circulaire. Les conclusions de ce travail indiquent que tau ne
posséde pas ou peu de structure secondaire (une légére propension a former des hélices

alpha), et que sa forme est asymétrique. Quelques années plus tard, tau est étudiée par
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RMN (Woody et al. 1983) et les résultats révelent sa nature flexible en I'absence de
partenaire. De ce fait, la protéine tau est donc thermostable, trés soluble, et stable en

milieu acide.

Cependant, de nombreuses études mentionnant des tendances a se structurer
localement ont été publiées depuis sa découverte, tout en maintenant I'idée que tau est
globalement non structurée et tres flexible. Au milieu des années 2000 (Eliezer et al. 2005),
une étude de RMN sur un fragment court de la protéine (fragment K19, contenant les
séquences répétées R1, R3, R4) a révélé que les acides aminés 306 - 311 de la séquence
R3 ont tendance a former un court feuillet béta. Ce petit hexapeptide (*VQIVYK:x), ainsi
qu’'un autre hexapeptide trés similaire présent dans le R2 (>sVQIINK=), jouent un réle
important dans I'agrégation pathologique de la protéine tau (Figure 7). La séquence
2\/QIVYK:u est la portion minimale de la protéine requise pour former des PHF in vitro (M.
von Bergen et al. 2000), et elle se structure en feuillet béta en 'absence du reste de la
séquence. De facon similaire, 'hexapeptide présent dans le R2 (:sVQIINKz) favorise
également I'agrégation par la formation d’un feuillet béta (M. von Bergen et al. 2001), et
forme un cceur en feuillet béta avec I'autre hexapeptide du R3 dans les PHF. Des
mutations sur les résidus K280 et P301 déclenchent la formation de ce cceur en
provoquant un meilleur arrangement des chaines latérales entre elles, ce qui favorise les
liaisons hydrogenes au sein du feuillet (M. von Bergen et al. 2001; Inouye et al. 2006). Des
données de diffraction aux rayons X confirment I'implication de ces hexapeptides dans la
formation du coeur en feuillet béta des PHF (Goux et al. 2004), en soulignant leur forte
tendance a former des feuillets béta au seins de petits peptides. Concernant la protéine
entiére, il a été montré par spectroscopie Raman que la proportion en random-coil de
isoforme le plus long de tau (2N4R) tendait a augmenter quand la température
augmentait (Gorantla et al. 2017), ce qui signifie qu'il existe un certain degré de

structuration a basse température.

La protéine tau reste néanmoins non structurée et n’affiche aucune structure
secondaire bien définie en 'absence de partenaire, étant donné que toutes les études de
dichroisme circulaire réalisées sur la protéine entiére jusqu’a maintenant montrent qu’elle
posséde un fort degré de random-coil (Smet et al. 2004; Lippens et al. 2004; Martin von
Bergen et al. 2005).
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Figure 7 : Localisations des hexapeptides de tau dans les séquences R2 et R3 (275-280

et 306-311) ayant une tendance a former des feuillets béta.

Structure secondaire de tau liée a la tubuline

Lors de son interaction avec les microtubules, tau se fixe a la tubuline via sa région
MTBD, ce qui modifierait Iégerement sa structure. En effet, deux études ont révélé que les
séquences répétées de tau ont une propension a former des hélices alpha lorsqu’elles se
lient a la tubuline (Eliezer et al. 2005; X.-H. Li, Culver, and Rhoades 2015). Cependant,
tau conserve une grande flexibilité méme une fois liée a la tubuline, et reste considérée
comme non structurée (Tompa and Fuxreiter 2008; Martinho et al. 2018). Plusieurs études
discutent du mode de fixation de tau sur les microtubules, optant pour un modéle
longitudinal, latéral, ou mixte (Martinho et al. 2018; Gigant et al. 2014; Lippens et al. 2016;
Duan et al. 2017).

Structure secondaire de tau agrégée

Dans le cas de 'agrégation pathologique de tau, on observe pour la premiere fois
une nette structuration des séquences répétées de la protéine. Les premiéres études
structurales concernant les PHF étaient contradictoires, indiquant d’'une part un feuillet
béta observée par rayons X (D. A. Kirschner, Abraham, and Selkoe 1986), puis 8 ans plus
tard une absence de structure secondaire au sein des agrégats (Schweers et al. 1994).
Au début des années 2000, plusieurs études font I'état d’'un cceur en feuillet béta formant
les PHF (Giannetti et al. 2000; Goux 2002; Eliezer et al. 2005). Comme expliqué
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précédemment, les hexapeptides des séquences R2 et R3 formeraient ce cceur en feuillet
béta (Figure 8) (Goux et al. 2004; Daebel et al. 2012), bien que les séquences R1 et R4
aient été elles aussi retrouvées structurées en feuillets béta dans les PHF (Martin von
Bergen et al. 2006; Andronesi et al. 2008). Malgré un important consensus de la littérature
sur la présence de structures en feuillet béta au sein des PHF, des structures en hélice
alpha sont également révélées (Sadqgi et al. 2002; Goux 2002). Elles sont mémes
majoritaires dans plusieurs agrégats d’origine différentes : a la fois dans des PHF formés
in vitro mais aussi dans des agrégats issus de cerveaux de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer. Ces résultats complexifient la littérature et tendent a penser que les PHF sont
des structures hétérogénes. Le consensus souleveé ici est que le cceur en feuillet béta des
PHF serait uniguement formé de courtes séquences (notamment des hexapeptides) alors
gue le reste de la séquence serait soit non structuré, soit organisé en hélices alpha.
Cependant, les résultats obtenus en dichroisme circulaire sur les PHF laissent penser que
tau n’est pas entierement structurée, et conserve une certaine flexibilité (Goux 2002).
Deux études de RMN en 2005 ont révélé que les parties N-terminale et C-terminale de tau
sont beaucoup plus mobiles que les séquences répétées (Mukrasch et al. 2005; Sillen et
al. 2005), ce qui explique le pourcentage élevé de structures en random-coil obtenu
précédemment. Cette partie des PHF est appelé le “fuzzy coat”, et elle constitue la région
soluble des agrégats de tau. Par microscopie électronique, les PHF formés avec la
protéine entiere (2N4R) et ceux formés uniquement a partir des séquences répétées ont
la méme allure hélicoidale (Barghorn, Davies, and Mandelkow 2004). Cette observation
indique que les parties N et C-terminale de tau ne contribuent pas a I'organisation en hélice

des filaments au sein des PHF.
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Figure 8 : Structures secondaires de tau lorsqu’elle s’agrége en PHF. Les PHF sont
constitués d’un cceur en feuillet béta (séquences répétées), tandis que les parties N et

C-terminales constituent le domaine flexible de la protéine.
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De facon similaire a sa structure secondaire, la protéine tau possede quelques

rares éléments de structure tertiaire.

Structure tertiaire

Bien gqu’elle appartienne a la famille des IDP, différentes études ont dévoilé que la
protéine tau est en réalité légérement compactée. En 2006, en utilisant des mesures de
FRET et de RPE, une équipe a montré que la structure de tau est semblable a une épingle
a cheveux (Figure 9a) (Jeganathan et al. 2006). Malgré sa tres grande flexibilité, en la
présence d’aucun partenaire, tau replie sa partie C-terminale sur ses séquences répétées
a une distance d’environ 20 angstrom. La partie N-terminale se replie ensuite, elle aussi a
environ 20 angstrom de la partie C-terminale. Deux ans apres, tau a été eétudiée par SAXS
(Mylonas et al. 2008) et la structure obtenue révéle aussi des contacts entre les parties N-
terminale et C-terminale, en accord avec le modéle en épingle a cheveux précédemment
suggéré (Jeganathan et al. 2006). Par RMN, une étude a mis en évidence des contacts
transitoires de longue distances entre des acides aminés de tau, pouvant provoquer une
légére compaction de la protéine (Mukrasch et al. 2009). En 2012, une combinaison de
mesures de FRET et de simulations bio-informatiques ont permis d’étudier les
changements de structures de tau lors de son agrégation en PHF (Nath et al. 2012). En
plus de confirmer une extension des zones impliquées dans la formation du cceur des PHF,
cette étude montre que méme en absence d’agrégation, la protéine tau posséde un rayon
de giration différent de celui attendu dans le cas d’'un random-coil total, ce qui renforce

'hypothese de I'existence d’une certaine compaction dans la structure.

Plus recemment, et de fagon étonnante, une étude bio-informatique a modélisé la
structure tridimensionnelle de tau, et 'a décrite comme compacte avec plusieurs sous-
domaines (Figure 9b) (Popov et al. 2019). Dans cette étude, les chercheurs ont utilisé une
technique de cross-linking a l'aide d’agents photo-réactifs : ainsi, la protéine a formé des
ponts entre ses résidus espacés de moins de 7 angstrom dans I'espace. Tau a ensuite
été digérée par des endopeptidases, et les peptides ont été séparés par SDS-PAGE et
analysés par spectrométrie de masse. Les peptides cross-linkés (c’est a dire distants de
moins de 7 angstrom dans I'espace) ont permis de fournir des contraintes de distances

lors de la simulation, pour calculer la structure tridimensionnelle de tau. Cette derniére est
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beaucoup plus compacte que précédemment décrit, avec beaucoup d’éléments de
structures secondaires. Les auteurs insistent cependant sur le fait que la protéine tau fait
partie des IDP, et décrivent cette structure comme utile pour étudier les origines de
'agrégation de tau, car elle contient de I'information structurale “résiduelle” probablement

a l'origine des événements pathologiques.

A

Figure 9 : Modéles de structures tertiaires de tau en solution, en épingle a cheveux (A)
(adaptée de Jeganathan et al. 2006). Les séquences répétées et les parties N et C-
terminales sont séparées d’une distance de 23 A. La structure du bas (B) est une
simulation de repliement obtenue par des méthodes bio-informatiques (adaptée de

Popov et al. 2019), qui propose une vue beaucoup plus compactée de la protéine tau.
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Enfin, la protéine tau adopte une nouvelle organisation dans le cadre de son auto-
association. On distingue principalement deux types de structures de tau auto-associées :
les PHF et les corps de Pick.

Agrégation en paires de filaments en hélice (PHF)

Des lors que tau a été identifiée comme constituant majeur des PHF (Brion et al.
1985), la morphologie de ces agrégats a été étudiée par microscopie électronique
(Crowther and Wischik 1985). Les PHF (Paire de Filaments en Hélice) sont constitués de
deux filaments organisés en hélice, avec une périodicité axiale d’environ 80 nm (Figure
10) :

Figure 10 : Images de microscopie électronique a transmission de PHF, obtenue par
coloration négative (adaptée de Pollack et al. 2019). A droite de la photographie est

représenté une paire de filaments, qui adoptent une organisation hélicoidale.

Le cceur en feuillet béta des PHF résulte de 'empaquetage de plusieurs protéines
tau entre elles (Margittai and Langen 2004, 2006). La morphologie du “fuzzy coat” s’est
précisée a I'aide d’'une étude utilisant la microscopie a force atomique et la microscopie

électronique couplée a des billes d’'or (Wegmann et al. 2013). Il est constitué d’'une
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premiére couche, composée d’acides aminés neutres ou chargés positivement, tandis que
la deuxiéme couche est constituée d’acides aminés chargés négativement (Figure 11). La
partie N-terminale contribue le plus a la charge globale de ces couches, étant donné
qu’elle est chargée négativement a son extrémité, puis positivement au niveau des zones
riches en proline. L'extrémité C-terminale constitue surtout la premiére couche, car elle

est faiblement chargée.
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Figure 11 : Répartition des acides aminés chargés sur la séquence de tau (A) et
structure quaternaire de tau en PHF (B) (adaptée de Wegmann et al. 2013). La couche
interne du “fuzzy coat” est chargée positivement (bleue) a cause des charges positives

des séquences répétées de tau, tandis que la couche externe est chargée négativement

(rouge) a cause des acides aminés du N-terminal.

26



Tandis que le coeur des PHF mesure 3 nm d’épaisseur, le “fuzzy coat” s’étend sur
16 nm, et constitue donc la majorité de ces agrégats en terme de taille. Les “paquets” de
protéines tau s’associent ensuite pour former des filaments. Par analogie avec d’autres
structures fibrillaires similaires (Nelson and Eisenberg 2006), 'hypothése la plus probable
était que les parties N-terminale et C-terminale de tau interagissaient avec d’autres
“paquets” de protéines afin de former et d’allonger le filament (E. Mandelkow et al. 2007).
Enfin, il a été montré que I'assemblage des filaments en paire dépend fortement des
résidus des séquences R3 et R4 de tau, et que leur substitution change la nature des
agrégats obtenus in vitro (DeTure, Di Noto, and Purich 2002).

Une étude publiée en 2017 a étudié la structure de PHF purifiés a partir du cerveau
d’'un patient atteint de la maladie d’Alzheimer (Fitzpatrick et al. 2017). Les résultats
montrent que le cceur des PHF est composé des séquences R3 et R4 de tau, ainsi que de

10 résidus C-terminaux (Figure 12) :

Figure 12 : Structure du coeur des PHF obtenue par cryo-EM (adaptée de Falcon et al.
2018; Fitzpatrick et al. 2017). Le cceur des PHF est composé des séquences R3 et R4

de tau, ainsi que de 10 acides aminés C-terminaux, organisés en coude.

Les auteurs ont également démontré que ces structures sont polymorphes,
puisqu’elles sont formées a partir des 6 isoformes de la protéine tau, créant ainsi des

zones moins bien définies au niveau des séquences R1 et R2 sur 'ensemble des PHF.
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Ces résultats décrivent pour la premiéere fois la structure des PHF par cryo-EM, et
démontrent I'utilité d’'une telle technique dans I'’étude structurale d’agrégats de protéines

associeées aux maladies neurodégénératives.

L’agrégation pathologique de tau en PHF a plusieurs origines, impliquant parfois
des résidus clés sur sa séquence. La lysine 280, lorsqu’elle est supprimée par mutation,
favorise I'organisation du coeur des PHF, ce qui déclenche I'agrégation de la protéine (M.
von Bergen et al. 2001). Les acides aminés voisins forment plus facilement un feuillet béta,
en orientant de fagon plus optimale leur chaine latérale. Les cystéines 291 et 322 de tau,
localisées dans les séquences répétées R2 et R3, peuvent former des ponts disulfures
afin de déclencher I'agrégation de tau (Takashima 2013; Soeda et al. 2015), bien qu’ils ne

soient pas indispensables a la formation des PHF (Huvent et al. 2014).

De plus, I'équilibre des charges des acides aminés de tau semble étre au cceur de
ce processus. Particulierement, I'état de phosphorylation de la protéine est crucial dans la
formation de ces structures, étant donné que la protéine tau est retrouvée
hyperphosphorylée dans les PHF (Biernat et al. 1992; J.-Z. Wang et al. 2013; W. Hu et al.
2016; Fichou et al. 2019). D’autres molécules telles que les polyanions comme I'héparine
(Huvent et al. 2014) favorisent 'empaquetage de la protéine en linéarisant la séquence
par des interactions électrostatiques. L’héparine est couramment utilisée pour induire la
formation de PHF in vitro (Fichou et al. 2019; Moreira et al. 2019), bien que ces derniers
aient des structures difféerentes de celles observées dans les neurones en
dégénérescence (W. Zhang et al. 2019). lls présentent des cceurs en feuillet béta plus
petits et de compositions différentes de ceux présents dans les agrégats pathologiques.
Cette découverte explique les résultats de nombreuses études réalisées sur les PHF
formés en présence d’héparine (M. von Bergen et al. 2000; Pérez et al. 2001; Santa-Maria
et al. 2006; Martin von Bergen et al. 2006), qui n’étaient pas cohérents avec la structure

des agrégats retrouvés dans la maladie d’Alzheimer.

L’héparine ne permet pas non plus d’obtenir in vitro des agrégats semblables aux

corps de Pick, qui constituent un autre type de structure quaternaire de tau.

Agrégation en corps de Pick
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Les corps de Pick sont des agrégats de la protéine tau retrouvés dans une
pathologie neurodégénérative spécifique appelée maladie de Pick. Contrairement aux
PHF qui sont constitués d’'un mélange de plusieurs isoformes de tau pouvant contenir 3
ou 4 séquences répétées, les corps de Pick sont formés a partir de lisoforme a 3
séquences répétées uniquement (Falcon et al. 2018). En 2018, une étude a révélé la
structure des corps de Pick par cryo-microscopie électronique (Falcon et al. 2018) (Figure
13).

Figure 13 : Structure du coeur des corps de Pick (adaptée de Falcon et al. 2018;
Fitzpatrick et al. 2017). Les corps de Pick ont un cceur formant une longue épingle,

composé des séquences R1, R3 et R4.

L’absence de la séquence répétée R2 dans les corps de Pick est a l'origine des
différences observées avec la structure des PHF mentionnée précédemment. Bien que
les deux types d’agrégats partagent les mémes structures secondaires locales, les
boucles entre les brins different et provoquent un empaquetage différent dans chacun des
cas. Etant donné que lisoforme de tau contenant 3 séquences répétées est aussi un
constituant des PHF, cette étude souligne I'hétérogénéité des agrégats de tau rencontrés
dans les tauopathies, et suggere que des repliements alternatifs existent dans chacune
d’elles.

Cependant, ces éléments de structure décrivent la protéine tau dans le cadre de
pathologies neurodégénératives. Ainsi, dans un contexte physiologique, tau reste
considérée comme une protéine désordonnée puisqu’elle est non-agrégée, ce qui lui

permet d’assurer ses fonctions physiologiques dans les neurones.
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Fonctions

Role de tau dans I'assemblage des microtubules

La protéine tau a plusieurs roles au sein des neurones. Le long des axones et dans
les dendrites, elle régule I'assemblage des microtubules (Figure 14), ce qui modifie
l'organisation du cytosquelette (Feinstein and Wilson 2005; E.-M. Mandelkow and
Mandelkow 2012). Sa liaison aux microtubules se fait via ses séquences répétées
(Himmler et al. 1989), le long des microtubules, & des localisations distinctes (Breuzard et
al. 2013). Selon des études de cryo-EM et de RMN, les séquences R1, R2 et R3 de tau
constituent I'interface principale entre les deux protéines (Kadavath et al. 2015; Kellogg et
al. 2018). Réecemment, une étude de RPE, en accord avec ce modéle, a montré que
l'interaction entre la protéine tau et la tubuline met en jeu les cystéines des deux protéines
via un échange de leurs fonctions thiol (Martinho et al. 2018). En ce qui concerne sa partie
N-terminale, il a été montré qu’elle régule I'espacement entre les microtubules in vivo
(Chen et al. 1992; Rosenberg et al. 2008). Par ce processus de régulation de la formation
des microtubules, tau est impliquée dans I'élongation et la maturation des neurones. Une
étude a montré qu’'un knock-out chez le rat empéchait aux neurones de former leurs
dendrites et leurs axones (Caceres and Kosik 1990). A l'inverse, lorsque la protéine tau
est surexprimée dans des cellules non neuronales, ces derniéres peuvent développer des
axones et des dendrites, ce qui montre l'implication de tau dans I'apparition de ces

structures caractéristiques des neurones (Knops et al. 1991).

Cependant, les raisons de sa localisation au niveau des axones sont encore
débattues. Plusieurs études proposent un modeéle selon lequel tau est transporté par les
microtubules grace a des mécanismes mettant en jeu des moteurs moléculaires tels que
la kinésine (Utton et al. 2005; Falzone et al. 2009; Scholz and Mandelkow 2014). D’autre
part, une étude de 2011 soupconne un tout autre modele, selon lequel un systéme de
filtres situé a la base de I'axone empécherait la protéine tau de pénétrer dans le soma des
neurones (Xiaoyu Li et al. 2011). Récemment, une étude montre que la localisation de tau
dans les axones n’est pas due a sa fixation aux microtubules (Iwata et al. 2019). Plus
étonnant, linteraction entre les microtubules et la protéine tau favoriserait méme sa
localisation dans le soma et dans les dendrites. A 'heure actuelle, il n’y a donc pas de

consensus sur la raison de la localisation de tau au niveau des axones.
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Protection de ’ADN

Transport axonal

Maturation des
neurones

Figure 14 : Récapitulatif des fonctions de tau dans le neurone. La dynéine est
représentée en vert, tandis que tau est représentée en orange. La protéine tau joue un
réle dans la maturation des neurones en favorisant I'appatrition des dendrites, alors que
dans les axones elle fait compétition avec la dynéine et régule le transport axonal. Tau

se localise également au noyau en cas de stress cellulaire afin de protéger 'ADN.
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Réle de tau dans le transport axonal

La protéine tau est aussi impliquée dans le transport axonal (Figure 14). En se liant
sur les microtubules, elle interfére avec le transport effectué par la dynéine et la kinésine
en créant une compétition pour la fixation a la tubuline (Stamer et al. 2002; Dixit et al.
2008). Aussi, tau regule le transport axonal en interagissant avec des partenaires de la
kinésine et de la dynéine. Elle lie la kinase GSK3B qui phosphoryle la kinésine (Kanaan
and Al 2011), et interagit avec la dynactine qui facilite la fixation de la dynéine sur les
microtubules (Figure 15) (Magnani et al. 2007). De plus, il a été montré que des mutations
du gene de tau chez la souris, notamment la mutation de la proline 301, influe sur le
transport axonal (Ittner et al. 2008; Bull et al. 2012; Mellone et al. 2013; Rodriguez-Martin

et al. 2016), ce qui met en évidence I'importance de tau dans le transport axonal in vivo.

tau

Figure 15 : Mode d’action de tau sur le transport axonal (adaptée de Combs et al. 2019).
La protéine tau interagit avec GSK3p, ce qui va indirectement favoriser la fixation de la
dynéine sur les microtubules. D’autre part, la protéine tau régule également le transport

axonal grace a sa fonction de stabilisation des microtubules.
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Réle de tau dans la protection de 'ADN

Enfin, tau se localise dans le noyau des cellules neuronales et de certaines cellules
non-neuronales (Figure 14) (Loomis et al. 1990). Elle protégerait ’ADN et 'ARN des
dommages induits par un stress thermique ou oxydatif dans la cellule (Hua and He 2003;
Wei et al. 2008; Violet et al. 2014). Dans ce contexte de stress cellulaire, elle se fixerait au
niveau des séquences péri-centromériques de 'ADN afin de réguler sa compaction
(Sjbberg et al. 2006).

Il a été montré que linteraction tau-ADN est réversible, et dépend du nombre de
phosphorylations sur la protéine (Lu et al. 2013; Camero, Benitez, Cuadros, et al. 2014).
Tau a pour role d’ouvrir le double brin d’ADN, avec un mode d’action similaire a celui d’'une
histone, en se liant sur un simple brin (Camero, Benitez, Barrantes, et al. 2014).
Concernant la spécificité de l'interaction, elle se produirait préférentiellement au niveau de
courtes séquences AT-riches de 'ADN (environ 13 paires de bases) et du MTBD de la
protéine tau, avec I'implication des séquences riches en prolines (Figure 16) (Wei et al.
2008) :

domaine riche
en prolines MTBD

13 bp

Figure 16 : Liaison de la protéine tau a 'ADN (adaptée de Wei et al. 2008). La principale
interface d’interaction se trouve au niveau de la zone riche en proline, ainsi que du
MTBD.

En contexte pathologique, tau perd ses fonctions physiologiques et se retrouve

impliquée dans diverses maladies.
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Implications pathologiques

La protéine tau dans le cancer

Etant donné que la protéine tau joue le role de régulateur de la polymérisation des
microtubules dans la cellule, elle participe a la division cellulaire, qui est un processus
crucial dans I'évolution du cancer. Si la protéine tau est exprimée dans tous les tissus
cellulaires (Ingelson, Vanmechelen, and Lannfelt 1996; Vanier et al. 1998), elle est
d’autant plus présente dans les cellules cancéreuses. Par exemple, dans les cellules
prostatiques de carcinomes, la résistance a I'estramustine (un agent anticancéreux) a été
corrélée a une surexpression de la protéine tau (Sangrajrang et al. 1998). De facon
similaires, les cellules cancéreuses mammaires (Rouzier et al. 2005; Wagner et al. 2005)
et gastriques (Mimori et al. 2006) surexprimant tau résistent au traitement au paclitaxel,
un agent anti-mitotique stabilisant les microtubules. Aussi, la méme corrélation a été
observée pour la résistance des cellules cancéreuses pancréatiques a deux agents
anticancéreux dérivés de la benzoylphénylurée (Jimeno et al. 2007). L'une des
explications de cet effet inhibiteur des agents anticancéreux est que la protéine tau pourrait
empécher l'interaction entre ces molécules et la tubuline en interagissant sur le méme site
de fixation. Les récents travaux effectués sur I'implication de la protéine tau dans le cancer
se focalisent sur son réle de biomarqueur, et visent a utiliser le niveau d’expression de tau
ou encore la fréquence de ses mutations comme un outil permettant de prédire I'apparition
d’'un cancer (Rossi et al. 2018; Darlix et al. 2019; Schroeder et al. 2019).

En dehors du cancer, la protéine tau est trés majoritairement étudiée pour son

implication dans plusieurs pathologies neuronales.

Agrégation de tau et neurodégénérescence

L’agrégation de la protéine tau en NFT est associée a I'apparition de maladies
neurodégénératives spécifiques, incluant notamment la maladie d’Alzheimer. Ces
maladies se caractérisent par I'apparition d’agrégats de tau dans les neurones appelés

noeuds neurofibrillaires (NFT), eux-mémes constitués de protéines tau organisées en
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paires de filaments en hélice (PHF). L’agrégation de la protéine tau en NFT est corrélée a
une perte des fonctions physiologiques listées précédemment, ce qui entraine différents

dysfonctionnements neuronaux.

L’apparition des NFT semble conduire a une perte de fonction synaptique. Il a été
montré que la formation des NFT est corrélée a une diminution de I'expression de la
protéine GAP-43 (Callahan et al. 1994), qui est impliquée dans la fonction synaptique et
dans la plasticité neuronale (Figure 17). Ces NFT pourraient se propager de neurone en
neurone, et induire ainsi la dysfonction de nombreuses synapses distales du neurone
initial (Clavaguera, Duyckaerts, and Haik 2020). En effet, chez la souris, l'injection de
corps fibrillaires de tau dans des neurones sains provoque la formation de NFT
(Clavaguera et al. 2009, 2013; Michel Goedert, Clavaguera, and Tolnay 2010). Cet aspect
important des tauopathies peut expliquer I'évolution de ces maladies, notamment dans le
cas de la maladie d’Alzheimer (Braak and Braak 1996), ou les agrégats de tau
apparaissent dans un premier temps au niveau du cortex entorhinal, puis progressent
jusgqu’au cortex cérébral. De plus, les NFT ne provoquent pas seulement I'apparition des
tauopathies, mais semblent moduler leurs phénotypes. Des formes d'agressivité dans
certaines démences ont été associées a une plus grande quantité de NFT dans les
neurones (Lai et al. 2010). De fagon similaire, des patients atteints de la maladie
d’Alzheimer ayant une grande quantité de NFT ont développé une dépression comorbide
(Rapp et al. 2008).

Par opposition, les NFT ont été parfois décrits comme des protecteurs de la vie
neuronale. En effet, une étude de modélisation ayant généré des neurones de
I'nippocampe a conclu que la durée de vie neuronale pouvait grandement s’étendre
lorsqu’une grande quantité de NFT est présente (Morsch, Simon, and Coleman 1999).
Cette méme étude suggere que les NFT pourraient ne pas étre obligatoire a la
neurodégénérescence observée chez les patients d’Alzheimer. Une explication a ce
résultat pourrait étre la présence d’agrégats intermédiaires de tau provoquant I'apparition
des tauopathies (Duff and Planel 2005). Dans ce cas-la, les NFT joueraient un réle de
séquestration de ces agrégats intermédiaires, réduisant ainsi la toxicité neuronale (Bird et
al. 1999).

Au final, la balance entre les effets toxiques et le potentiel rGle protecteur des NFT
est largement déficitaire, et conduit a la mort des neurones (Braak and Braak 1991,

Delacourte et al. 1999). Certains facteurs ont été identifies comme impliqués dans

35



I'agrégation de tau tels que I'’hyperphosphorylation (J.-Z. Wang et al. 2013; W. Hu et al.
2016; Despres et al. 2017) ou des mutations de tau (M. von Bergen et al. 2001; Inouye et
al. 2006).
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Figure 17 : Corrélation entre I'agrégation de tau et I'expression de GAP-43. Dans les
neurones malades, I'agrégation de la protéine tau en PHF est corrélée a une sous-

expression de GAP-43.

Depuis 1999, I'équipe “Cytosquelette et Neurophysiopathologie” de I'Institut de

Neurophysiopathologie (INP) & Marseille contribue aux recherches sur la protéine tau, en
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lien avec les pathologies neurodégénératives mais aussi avec le cancer. Les chercheurs
de I'équipe se sont intéressés tout au long de ces 21 années aux aspects moléculaires

comme aux aspects cellulaires.

Contribution du laboratoire a la recherche sur la protéine tau

Aspects moléculaires

Le premier article moléculaire de I'équipe, paru en 2002, s’est intéressé a
l'interaction d’'une petite partie de séquence de la protéine tau, la séquence R1, avec la
tubuline (Devred et al. 2002). Cette séquence joue un rdle clé dans linteraction tau -
tubuline, car elle est capable a elle seule de se fixer a la tubuline et d’induire sa
polymérisation. De plus, la séquence R1 contient un site de phosphorylation, qui est une
modification post-traductionnelle associée a I'agrégation pathologique de tau. Cet article
avait pour but de définir les effets de la phosphorylation sur la sérine 262 dans l'interaction
d’'un peptide contenant uniquement la séquence R1 avec les microtubules. Les résultats
ont montré que le peptide R1 se fixe avec la méme affinité aux microtubules, qu’il soit
phosphorylé ou non. Cependant, des précédentes études ont montré que la
phosphorylation de la sérine 262 sur la protéine tau entiere provoque son détachement
des microtubules (Drewes et al. 1995). En mettant ces résultats en commun, cela suggere
qgue la phosphorylation de la sérine 262 provoque des réarrangements conformationnels

au sein de la protéine, ce qui conduit a son détachement des microtubules (Figure 18) :
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Figure 18 : Représentation schématique de la fixation de tau a la tubuline, lorsqu’elle est

phosphorylée et non-phosphorylée sur la sérine 262 (Devred et al. 2002). La
phosphorylation induit un changement de conformation de la protéine tau, ce qui inhibe

son activité pro-polymérisante sur la tubuline.

Deux ans plus tard, I'équipe s’est focalisé sur I'interaction entre la tubuline et la
protéine tau entiere (Devred et al. 2004), dans des conditions de tampon ou la tubuline ne
polymérise pas spontanément. Cet article montre pour la premiére fois que la protéine tau
peut agir comme un inducteur de polymérisation de la tubuline. Les polyméres peuvent
étre soit des anneaux, soit des microtubules, en fonction de la température et de la
concentration en GTP dans le milieu. De plus, I'étude du mécanisme d’interaction entre la
tubuline et la protéine tau entiére par cosédimentation et par dichroisme circulaire a révélé
gue tau se fixe au dimere de tubuline sur deux sites distincts, sans changer sa
conformation. Enfin, cet article a aussi montré, par mesures de fluorescence, que des
peptides contenant les séquences C-terminales des monoméres de tubuline inhibent la
formation des microtubules induit par la protéine tau. Ce résultat suggere que la protéine

tau interagit directement avec les parties C-terminales des monomeéres de tubuline.

Plusieurs années plus tard, linteraction tau - tubuline a été étudiée par
microcalorimétrie (Philipp O. Tsvetkov et al. 2012) dans les conditions précédemment
définies ou la tubuline ne polymérise pas spontanément, afin de s’affranchir de la chaleur
dégagée lors de l'interaction entre la tubuline et ses cofacteurs. Les expériences ont été
réalisées a 4 températures (10°C, 20°C, 30°C et 37°C) afin de caractériser l'interaction sur
les différents polymeéres de tubulines (anneaux et microtubules). Les résultats ont mis en

évidence deux types de sites de fixation de tau sur la tubuline, avec les mémes
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stoechiométries quelque-soit la température considérée : un premier de haute affinité avec
une stoechiomeétrie de 0.2 (une protéine tau pour 5 diméres de tubuline), et un second de
basse affinité avec une stoechiométrie de 0.8 (4 protéines tau pour 5 diméres de tubuline)
(Figure 19) :
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Figure 19 : Représentation schématique de la fixation de tau aux microtubules, a 10°C
(A) et a 37°C (B) (Philipp O. Tsvetkov et al. 2012). Sur les microtubules et sur les
protofilaments, la protéine tau adopte le méme mode de fixation en interagissant avec la

tubuline via ses séquences répétées, ici représentées en rouge.

Cet article a permis de proposer un modéle d’interaction de tau a la tubuline, et
suggere que le mécanisme est identique quelque-soit I'état de polymérisation de la

tubuline.

Deux années plus tard, I'équipe a continué de s’intéresser a cette interaction, en
contribuant a une étude de liaison entre un peptide de la protéine tau (TauF4, contenant
les séquences répétées R1, R2 et une partie de la séquence R3) et 'hétérodimere de
tubuline (Gigant et al. 2014). En utilisant la stathmine, une protéine associée aux
microtubule capable de chapoter la tubuline, les auteurs ont pu générer des formes stables
de tubuline a différents états de polymérisation. Des expériences de RMN de la protéine
tau en présence de tubuline ont dévoilé quels résidus sont impliqués dans l'interaction.
Les résultats montrent que TauF4 est capable de se lier a I'hétérodimeére de tubuline sans
immobiliser sa séquence répétée R1. Lorsqu'un second hétérodimere est présent, la

séquence R1 participe a I'interaction pour former un complexe longitudinal (Figure 20) :
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Figure 20 : Représentation schématique de la fixation du peptide TauF4 a la tubuline
(Gigant et al. 2014). Lorsqu’elle est liee au protofilament, la protéine tau se déplie et
interagit par ses séquences répétées R1, R2, R3 mais aussi avec une partie de sa

séquence proline-riche.

Ce nouveau modele d’interaction disséque le mode d’action de la protéine tau au

fil de I'élongation des microtubules.

Durant la méme année, I'équipe a également conduit une étude de FRET afin
d’obtenir de nouvelles informations concernant l'interaction protéine tau — tubuline (Di
Maio et al. 2014). La protéine tau a été marquée a la rhodamine, tandis que les
microtubules ont été stabilisés avec la sonde Flutax-2. L’expérience consiste a exciter le
Flutax-2 afin que la sonde réémette la lumiére a une longueur d’'onde supérieure, qui peut
étre absorbée puis réémise par la rhodamine si elle se trouve a une distance suffisamment
faible du Flutax-2. Ainsi, I'intensité de la fluorescence de la rhodamine permet de calculer
la distance entre les deux sondes, et donc entre la protéine tau et la tubuline. Sur la base
d’'une précédente étude (Magnani et al. 2007) et de cet article, les auteurs suggerent ici

gue la partie N-terminale de la protéine tau et I'interface des deux diméres de tubuline se
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situent & 54 A I'un par rapport a l'autre. En plus des mesures de FRET, la constante de
dissociation de la protéine tau aux microtubules par titration de fluorescence a été
déterminée (1.0+0.5x10% M), et I'implication de la partie C-terminale de la tubuline dans

son interaction avec tau a été confirmée grace a un clivage a la subtilisine.

Enfin, en 2018, I'équipe a réalisé une étude de linteraction protéine tau - tubuline
par résonance paramagnétique électronique (RPE) (Martinho et al. 2018). Cette technique
permet de mesurer des distances entre des sondes moléculaires paramagnétiques, qui
se fixent au niveau des résidus cystéines dans les protéines. Dans cette étude, différentes
constructions de tau (incluant 1 ou 2 cystéines) ont été utilisées et marquées par des
sondes MTSL et proxyl au niveau des cystéines 291 et 322. Apres avoir vérifié la
fonctionnalité de tau avec des tests de polymérisation de tubuline in vitro, les expériences
de RPE ont été effectuées. Les résultats montrent que la protéine tau réalise des
échanges de groupements thiols avec la tubuline par ses cystéines, et ont révélé que la
séquence répétée R2 de la protéine se fixe au niveau de la sous-unité a de la tubuline,

tandis que la séquence répétée R3 se lie a la sous-unité B (Figure 21) :
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Figure 21 : Représentation schématique de l'interaction entre la protéine tau et la
tubuline (Martinho et al. 2018). Les cystéines de tau échangent des groupements thiols
avec celles de la tubuline lorsque les deux protéines sont a proximité, ce qui facilite leur

interaction.
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Ces résultats ont permis d’établir un modéle en accord avec les précédentes
études issues de la littérature (Kadavath et al. 2015; Kellogg et al. 2018), et définissent

mieux la localisation des sous domaines de tau lorsqu’elle se lie a la tubuline.

En paralléle a ces études moléculaires, I'équipe s’est également intéressée aux
aspects cellulaires de la protéine tau, et notamment dans des lignées cellulaires issues de

cancers.

Aspects cellulaires : lignées de neuroblastomes

La premiére étude cellulaire du laboratoire concernant tau a été publiée en 1999
(Guise et al. 1999). Dans cet article, les auteurs ont étudié I'implication de la protéine tau
dans l'apoptose induite par le paclitaxel et la doxorubicine, deux agents anticancéreux,
sur des lignées cellulaires de neuroblastomes. Dans un premier temps, l'effet pro-
apoptotique des agents anticancéreux a été mesuré par immunofluorescence. Afin de
montrer une corrélation entre I'apoptose et I'expression de la protéine tau dans la cellule,
les lignées de neuroblastomes ont été lysées puis analysées par Western Blot. Les
résultats ont montré qu’aprés 72h de traitement par ces agents anticancéreux, il y a une
surexpression de la protéine tau hyperphosphorylée, ce qui suggére qu’elle est impliquée

dans les processus cellulaires liées a I'apoptose des cellules de neuroblastomes.

Deux années plus tard, '’hyperphosphorylation de tau dans ces mémes lignées
cellulaires a été étudiée plus en détail (Guise et al. 2001). L’étude a tout d’abord précisé
que lajout d’anticancéreux dans les cellules de neuroblastomes provoque une
augmentation de la phosphorylation de tau, mais pas de I'expression de la forme non
phosphorylée. En regardant les niveaux d’expression de plusieurs protéines, les auteurs
ont étudié [limplication d’autres voies de signalisation cellulaires dans
I'hyperphosphorylation de tau. L'étude montre que la caspase-3 n’est pas associée a
I'hyperphosphorylation de tau dans ce contexte la, au contraire de la voie ERK. L’inhibition
de cette voie de signalisation a entrainé une baisse de [l'apoptose et de
I'nyperphosphorylation de tau, ce qui précise la cascade de signalisation induite lors de

I'action des agents anticancéreux.
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Des années plus tard, en paralléle aux études moléculaires précédemment citées
(Philipp O. Tsvetkov et al. 2012; Gigant et al. 2014), I'équipe s’est intéressée a l'interaction
entre la protéine tau et la tubuline dans des lignées cellulaires de neuroblastomes, de
carcinomes du poumon et de carcinomes colorectaux (Breuzard et al. 2013). Dans un
premier temps, les auteurs ont marqué la protéine tau et la tubuline, respectivement avec
la GFP et avec la protéine mCherry. Ce marquage a permis de constater que la protéine
tau et la tubuline sont colocalisées de facon continue le long des microtubules. Des
experiences de FRET ont ensuite révelé que bien que les deux protéines soient
colocalisées de fagon homogeéne, elles n’interagissent qu’a certains endroits ponctuels.
Une mesure de FRET en temps réel montre que la protéine tau interagit avec la tubuline
durant les phases de dépolymérisation des microtubules, et se détache des lors que la
tubuline repolymérise. Enfin, les auteurs ont traité les cellules avec le paclitaxel et une
enzyme pouvant acétyler la tubuline, afin de mesurer les conséquences des modifications
des microtubules sur son interaction avec la protéine tau dans la cellule. Les résultats
montrent que le signal de FRET diminue dans ces conditions, ce qui souligne I'importance
des modifications post-traductionnelles et de I'impact des agents anticancéreux dans

I'interaction protéine tau - tubuline.

Plus récemment, 'équipe s’est focalisé sur le comportement de la protéine tau dans
les lignées cellulaires de glioblastomes, et notamment sur son implication dans la

migration cellulaire.

Aspects cellulaires : lignées de glioblastomes

En 2019, I'équipe a étudié I'implication de la protéine tau dans la migration de
lignées cellulaires issues de glioblastomes (Breuzard et al. 2019). En réduisant
I'expression de tau dans les cellules a I'aide d’'un ARN en épingle a cheveux (shRNA), les
auteurs ont mesuré les déplacements des cellules par vidéo-microscopie. Les résultats
indiquent que dans les cellules sous-exprimant la protéine tau, la motilité cellulaire est
réduite, ce qui montre son implication dans ce processus. L’étude a ensuite décortiqué cet
effet, en divisant la cellule en 3 parties ayant chacun un mouvement distinct : l'avant, le
corps, et la queue. C’est au niveau de la rétractation de la queue que la protéine tau est
impliquée, puisque l'article montre une déficience dans ce processus des cellules sous-

exprimant tau. Afin d’étudier les voies de signalisation impliquées dans la médiation de la
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migration cellulaire par la protéine tau, les auteurs ont utilisé un inhibiteur de la voie Rho-
ROCK. Les expériences montrent que l'inhibiteur restaure la rétractation de la queue des
cellules de glioblastomes sous-exprimant la protéine tau. Ce résultat indique que la
protéine tau participe a la migration cellulaire des glioblastomes en inhibant la voie de
signalisation Rho-ROCK.

En paralléle de ses recherches fondamentales, 'équipe a aussi réalisé des articles

de revue et de méthodologie sur la protéine tau.

Articles de revue et de méthodologie

Depuis 2010, les chercheurs de I'équipe ont écrit plusieurs articles concernant
'étude des interactions entre la tubuline et les protéines associées aux microtubules
(Microtubules Associated Proteins, MAP). Le premier d’entre eux (Devred et al. 2010)
présente les avantages et limites des techniques d’analyse biophysique d’interactions
moléculaires telles que la microcalorimétrie (ITC), l'ultracentrifugation analytique (UCA),
les mesures de fluorescence ou encore la résonance magnétique nucléaire (RMN). Plus
précisément, I'article se focalise sur les précautions a prendre dans le cas de I'étude des
MAP et sur les spécificités liées a ces mesures. En 2013, un second article parait (P. O.
Tsvetkov et al. 2013), centré sur l'utilisation de la microcalorimétrie dans le cadre des
interactions tubuline - MAP. Il expligue notamment les différents problémes techniques
rencontrés lors de I'analyse de ces interactions, principalement dus aux propriétés de la
tubuline. L’article propose par exemple des protocoles pour éviter des signaux de dilution
parasites lors de la mesure d’interaction, et des conditions de tampon minimales dans
lesquels aucun co-facteur ne vient modifier le mode d’interaction entre la tubuline et ses
partenaires. La méme année, un autre article de méthodologie explique comment réaliser
des mesures de FRET et de FRAP dans la cellule pour caractériser les interactions entre
les MAP et les microtubules (Nouar et al. 2013). Aprés avoir présenté ces méthodes,
I'article les illustre avec des données du laboratoire concernant les interactions tau -
microtubules et stathmine - microtubules. Enfin, en 2017, I'équipe a produit un article
passant en revue différentes méthodes permettant d’étudier I'interaction entre la protéine
tau et les microtubules au niveau cellulaire mais aussi a I'échelle moléculaire (De Bessa

et al. 2017). L’article se concentre sur la cosédimentation, le FRET, ainsi que la
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turbidimétrie, et explique notamment comment interpréter correctement les résultats issus
de ces méthodes.

D’autre part, 'équipe a produit deux articles de revue sur la protéine tau en
2019. La premiere se focalise sur les aspects structuraux de la protéine, ainsi que sur les
applications de ces découvertes sur le plan médical et thérapeutique (Fichou et al. 2019).
Les auteurs présentent les caractéristiques des différentes formes agrégées de la protéine
tau, les causes provoquant cette agrégation (notamment la phosphorylation et le zinc), et
font le bilan des techniques de diagnostic concernant les pathologies liées a tau (incluant
les anticorps mais aussi I'imagerie). La seconde revue parue quelques mois plus tard
(Pascale Barbier et al. 2019) discute des aspects structuraux et fonctionnels de
l'interaction protéine tau - tubuline. Apreés avoir introduit les deux protéines, I'article
présente les zones impliquées dans linteraction, ainsi que les conséquences des
modifications post-traductionnelles (incluant les phosphorylations et les acétylations) et
des mutations sur cette derniére. La revue souligne finalement I'importance des co-

facteurs dans l'interaction protéine tau - tubuline, et I'intérét de futures études sur le sujet.

Ces trois derniéres années, une partie des études moléculaires de I'équipe se sont
focalisés sur les effets du zinc sur la protéine tau, car il a été décrit comme un facteur
pouvant favoriser son agrégation pathologique dans la cellule (Yunpeng Huang et al.
2014).
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Le zinc

Fonctions et homéostasie du zinc

Fonctions du zinc chez 'homme

Le zinc est un oligo-élément essentiel a la vie, et est le deuxieme cation le plus
abondant dans les organismes vivants. Dans le corps humain, il est présent en majorité
dans les muscles squelettiques (57%) et dans les os (29%), ainsi qu’en plus petites
guantités dans plusieurs autres organes (6% dans la peau, 5% dans le foie, 1.5% dans le
cerveau, 0.7% dans les reins et 0.4% dans le cceur) (Figure 22) (Marger, Schubert, and
Bertrand 2014).

Malgré sa faible présence dans le cerveau, le zinc y joue un rble essentiel. Des
niveaux trop élevés de zinc dans le sang ont été associés a la Iéthargie et a des pertes de
fonctions neuronales (Marger, Schubert, and Bertrand 2014). A l'inverse, de trop faibles
concentrations sont corrélées a des formes de dépression (Swardfager et al. 2013). Ceci
peut s’expliquer par le fait que le zinc ait été décrit comme un régulateur de nombreux
canaux ioniques dans les neurones, impliqués dans I'activité synaptique. Parmi eux, on
retrouve les récepteurs NMDA (Paoletti, Ascher, and Neyton 1997), les récepteurs GABA
de type A (Hosie et al. 2003), ou encore les récepteurs a glycine (Trombley, Blakemore,
and Hill 2011). De facon intéressante, le zinc peut moduler differemment l'activité des
sous-unités des récepteurs, avec des gammes de concentrations allant du nanomolaire
au millimolaire (Marger, Schubert, and Bertrand 2014), ce qui implique une fine régulation

de sa concentration dans les différents compartiments neuronaux.
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Figure 22 : Récapitulatif des localisations et fonctions du zinc chez 'homme. Bien qu’il
Soit peu présent dans le cerveau par rapport a sa quantité totale dans le corps, le zinc y

joue un réle essentiel.

Le zinc joue un réle important dans le systéme immunitaire également
(Skrajnowska and Bobrowska-Korczak 2019). Son principal réle est de réguler la balance
entre lymphocytes Thl et Th2 (Baltaci and Mogulkoc 2012). Ces deux types de
lymphocytes ciblent respectivement des pathogenes intracellulaires et extracellulaires, et
doivent étre présents en certaines proportions pour assurer une réponse immunitaire
efficace. Une déficience en zinc perturbe cette balance, et lorsqu’un apport de zinc est
fourni, elle est rétablie, ce qui montre la nécessité de maintenir des concentrations de zinc
au-dessus d’'un certain seuil. De plus, une carence en zinc provoque une augmentation
de sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (Wessels et al. 2013), mais aussi une
inhibition de la phagocytose ou encore de la production d’espéces réactives de I'oxygene
(Hasan, Rink, and Haase 2016).
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Aussi, le zinc a été décrit comme un acteur de la vie foetale (Terrin et al. 2015). En
effet, des déficits de zinc chez la mére augmentent les risques de mortalité du foetus
(Hambidge, Hackshaw, and Wald 1993). Ceci peut étre expliqué par le fait que le zinc
régule I'expression de génes liés a 'embryogenése (Falchuk 1998), et donc participe au
développement des organes (Record 1987). Lors de la grossesse, le foetus recoit le zinc
de la mére, et il a été montré qu’un apport en zinc lors de la grossesse réduit les maladies
infectieuses du bébé lors des 6 premiers mois (Goldenberg et al. 1995), trés probablement
en agissant sur le systeme immunitaire comme expliqué précédemment. Enfin, comme le
zinc joue un rdle important dans le cerveau adulte, il est aussi important dans le

développement du cerveau du feetus (Adamo and Oteiza 2010).

Toutes les fonctions du zinc impliquent une fine régulation de son homéostasie

dans la cellule, et particulierement dans les neurones.

Maintien de 'lhoméostasie cellulaire du zinc dans les neurones

Le maintien des concentrations physiologiques du zinc dans les neurones est
assuré par plusieurs familles de protéines. Bien qu’'une grande partie du zinc soit lié aux
métalloenzymes afin de permettre leur fonction, la régulation de '’homéostasie cellulaire
du zinc est surtout assurée par des transporteurs, du cytosol vers l'intérieur des organelles

mais aussi du cytosol vers le milieu extracellulaire (Figure 23).

La famille des protéines ZnTs est composée de plus de 100 membres, ayant des
localisations et des roles spécifiques. Le transporteur le mieux décrit de la famille est la
protéine ZnT3, qui permet I'entrée du zinc dans les vésicules pré-synaptiques (Palmiter et
al. 1996; McAllister and Dyck 2017). Le zinc est ensuite libéré dans la synapse, et régule
son activité en agissant sur les différents canaux ioniques comme expliqué précédemment.
Chez la souris, un knock-out du géne de la protéine ZnT3 entraine un dysfonctionnement
des synapses, ce qui s’explique par le fait que le zinc ne sorte pas des neurones et ne
puisse pas inhiber le récepteur GABA de type A (Lopantsev et al. 2003). L’efflux du zinc a
I'extérieur du neurone est assuré par la protéine ZnT1, ce qui lui permet de réduire la
toxicité cellulaire (Nolte et al. 2004; Qin et al. 2009). Plusieurs autres transporteurs de la
famille, moins décrits, se situent au niveau du Golgi et du lysosome (ZnT2, ZnT4, ZnT5,
ZnT6 et ZnT7) (Sensi et al. 2009).
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D’autres transporteurs du zinc s’ajoutent a la famille des ZnTs, afin de maintenir
’homéostasie dans les différents compartiments (Sensi et al. 2009). Les transporteurs ZIP
contrélent I'influx du zinc dans les neurones et dans les organelles. Ces transporteurs ont
la particularité d’étre régulés par le zinc, étant donné qu’ils sont rapidement dégradés
lorsque la concentration du zinc dans les neurones augmente (Fudi Wang et al. 2004).
Les métallothionéines, elles, lient le zinc dans le cytosol et le libérent dans certaines
conditions de stress cellulaire (Aizenman et al. 2000). Enfin, un canal ionique sodium-zinc
pourrait jouer un role important dans I'efflux de zinc et dans le maintien du gradient de zinc

au travers de la membrane des neurones (Ohana et al. 2004).

Lysosome

@D Me ionéi
Coed Métallothionéines

, 2nT245

Vésicule
synaptique

ZnT1

Figure 23 : Récapitulatif des localisations du zinc dans la cellule (adaptée de Sensi et al.
2009). Les canaux ioniques, les transporteurs du zinc (ZnT et ZIP) ainsi que les

métallothionéines assurent ’homéostasie du zinc dans la cellule.

Lorsque cette homéostasie du zinc est perturbée, elle est souvent associée a des

pathologies neurodégénératives.
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Implications pathologiques du zinc chez 'homme

Parmi les pathologies liées a la dyshoméostasie du zinc, on retrouve des formes
de dépression. En effet, un déficit de zinc a été constaté dans le sérum de plusieurs
patients dépressifs, en comparaison a des patients sains (Maes et al. 1994). L’étude
suggere que la dépression pourrait étre liée a la non-activation des lymphocytes par le
zinc, comme expliqué précédemment. Ainsi, des thérapies visées a soigner la dépression
consistent a apporter du zinc en supplément (Nowak et al. 2003), afin d’augmenter sa
concentration a son seuil physiologique. De fagon similaire, des études ont suggéré que
plusieurs antidépresseurs pourraient avoir des effets sur le récepteur NMDA, qui est une
des cibles du zinc dans la synapse (Duman, Heninger, and Nestler 1997; Skolnick et al.
2001). Depuis, ces propriétés sont étudiées pour le développement de nouveaux
antidépresseurs antagonistes de ce récepteur (Ates-Alagoz and Adejare 2013; Pochwat,
Nowak, and Szewczyk 2019).

Dans la sclérose latérale amyotrophique (SLA), le zinc a aussi son importance.
Premiérement, il a été montré réecemment que le zinc induit la formation d’agrégats de la
protéine TDP-43 in vitro (Caragounis et al. 2010; Garnier et al. 2017), qui sont des
marqueurs de la SLA (Arai et al. 2006). Deuxiemement, la superoxyde dismutase
cuivre/zinc (SOD1), qui est une métalloenzyme liant le zinc, est associée a des formes
familiales de la SLA lorsqu’elle est mutée (Rosen et al. 1993). Ainsi, SOD1 devient toxique
pour les neurones lorsqu’elle a une affinité réduite pour le zinc. Une des explications de
cette toxicité est que la mutation augmente I'affinité de SOD1 pour le cuivre, ce qui confére
une activité peroxydase a I'enzyme, provoquant la mort du neurone (Mocchegiani et al.
2005). Enfin, de facon semblable aux études menées sur la dépression, un apport modeéré
en zinc réduit la progression de la SLA chez la souris possédant SOD1 mutée (Ermilova
et al. 2005). Cependant, lorsque I'apport en zinc devient trop important, les souris meurent
plus rapidement, ce qui souligne limportance et la finesse de la régulation de

’homéostasie cellulaire du zinc dans les neurones.

La dyshoméostasie du zinc peut aussi contribuer a I'apparition de crises d’épilepsie.
En effet, une déficience en zinc chez la souris a été associée a ces crises, tandis qu’un
apport en zinc réduit leur fréquence (Fukahori and Itoh 1990). Plus précisément, c’est le
zinc synaptique qui serait impliqué. Un knock-out du gene codant le transporteur ZnT3,

impliqué dans la formation des vésicules synaptiques, a montré que I'absence de ce
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transporteur augmentait fortement les risques de crises d’épilepsie (Cole et al. 2000),
favorisant probablement I'accumulation du zinc dans le milieu intracellulaire (Figure 24,
panel du haut). De plus, dans les pathologies entrainant ces crises, les cibles du zinc dans
la synapse seraient modulées, ce qui provoquerait une réponse synaptique moins efficace.
Chez les animaux épileptiques, il a été montré que les sous-unités des récepteurs GABA
de type A sont présentes en proportions anormales (Goodkin et al. 2008). Etant donné
que les sous-unités gamma ont une plus grande affinité pour le zinc que les sous-unités
alpha (Fisher and Macdonald 1998), une modification de la composition en sous-unités de

ces récepteurs entraine un différend effet du zinc.
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Figure 24 : Accumulation pathologique du zinc dans les milieux intracellulaire (haut) et

extracellulaire (bas). En haut, le zinc s’accumule dans le milieu intracellulaire a cause de
la mutation du transporteur ZnT3 qui empéchent son internalisation dans les vésicules
synaptiques. En bas, la protéine prion est sous exprimée dans la fente synaptique, ce
qgui empéche le recyclage du zinc et favorise son accumulation dans le milieu

extracellulaire.
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Enfin, le zinc a été décrit comme un facteur important influencant I'apparition de la
maladie d’Alzheimer. L’un des marqueurs de cette maladie est I'apparition de plaques
amyloides dans le milieu extracellulaire, composées d’agrégats de la protéine amyloide
béta (Figure 24, panel du bas). Il a été montré que ces plaques contiennent de grandes
quantités de zinc chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Lovell et al. 1998;
L.-H. Zhang et al. 2008). De fagon intéressante, un knock-out du géne du transporteur
ZnT3 provoque une diminution de I'apparition des plagques amyloides (J.-Y. Lee et al.
2002), ce qui montre que le transport du zinc a travers la synapse contribue a la formation
de ces plaques, et que le zinc pourrait s’accumuler a I'extérieur des neurones. De plus,
des études in vitro ont montré que le zinc provoque I'agrégation de 'amyloide béta (Bush
et al. 1994; Esler et al. 1996; Dong et al. 2003). La présence de grandes quantités de zinc
au niveau de la synapse peut aussi s’expliquer par la présence de la protéine prion. Cette
protéine peut recycler le zinc en le transportant de la fente synaptique vers l'intérieur du
neurone (Watt, Whitehouse, and Hooper 2010; Watt, Griffiths, and Hooper 2013). Dans
certains cas de la maladie d’Alzheimer, la protéine prion est sous exprimée, ce qui pourrait
expliquer 'accumulation du zinc dans la fente synaptique et la formation de plaques
amyloides (Whitehouse et al. 2010).

Comme pour la protéine amyloide béta, il a été montré que le zinc favorise

'agrégation pathologique de la protéine tau (Yunpeng Huang et al. 2014).
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Le zinc et |la protéine tau

Agrégation de tau en présence de zinc

Le zinc joue un role important dans I'agrégation de la protéine tau dans la cellule.
Une étude a soulevé que I'ajout de zinc provoque 'augmentation de la mortalité cellulaire
via I'agrégation de tau (Yunpeng Huang et al. 2014). Il peut agir de deux fagons : en
augmentant la phosphorylation de tau, ou bien en interagissant avec la protéine. Des
études effectuées dans des modeles neuronaux ont confirmé cet effet pro-agrégation (J.-

Y. Hu et al. 2017; Xuexia Li, Du, and Ni 2019), qui conduit a la neurodégénérescence.

En dehors du contexte cellulaire, le zinc est aussi capable d’influencer I'agrégation
de la protéine tau. De faibles concentrations de zinc sont suffisantes pour accélérer
'agrégation des séquences répétées de tau, et provoquent l'apparition de structures
filamenteuses (Mo et al. 2009). De facon similaire, une étude a obtenu les mémes
conclusions sur une construction de tau contenant les domaines réepétés R1, R3 et R4
(Figure 25) (Jiji et al. 2017). Cependant, dans chacune de ces études, les auteurs utilisent
I'héparine afin d’'induire I'agrégation de tau. Le zinc agit alors comme un facteur favorisant
'agrégation, et non comme un inducteur. L’héparine est fréquemment utilisée pour
générer des PHF in vitro, mais il a été montré récemment que les structures produites de
cette facon-la ne sont pas semblables aux PHF observés chez les patients atteints
d’Alzheimer (W. Zhang et al. 2019). A la vue de ces résultats, il apparait essentiel d’étudier

les effets du zinc sur la protéine tau purifiée en 'absence d’inducteur artificiel d’agrégation.
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Figure 25 : Agrégation de tau en présence de zinc et d’héparine. L’héparine induit
l'agrégation de la protéine tau en linéarisant sa séquence. Dans ces conditions, le zinc

accélere le processus qui mene a l'apparition des PHF et des NFT.

Interaction protéine tau - zinc

En ce qui concerne linteraction tau-zinc, les études précédemment citées ont
apporté quelques éléments visant a localiser les points d’ancrages du zinc sur tau. En
2009, il a été montré que le zinc interagissait avec un peptide de tau (244-372), et que les
cystéines 291 et 322 jouent un réle important dans l'interaction (Figure 26) (Mo et al. 2009).

Deux autres études, plus récentes, ont aussi mis en évidence l'implication de ces
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cystéines dans linteraction avec le zinc en utilisant la séquence répétée R3 (Xuexia Li,
Du, and Ni 2019) et un peptide contenant les séquences R1, R3 et R4 (Jiji et al. 2017). De
plus, les histidines des séquences répétées semblent aussi impliquées dans linteraction,
étant donné que leur substitution par des alanines diminue I'affinité entre le zinc et tau (Mo
et al. 2009). Cependant, les travaux précédemment cités se sont focalisés sur l'interaction
entre le zinc et des fragments de tau, ce qui limite grandement notre compréhension de

ce mécanisme sur la protéine entiére.
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Figure 26 : Acides aminés liant le zinc sur tau. Les deux cystéines des séquences
répétées ont été décrit comme des ligands du zinc (C291 et C322), tandis que les
histidines des séquences répétées (H268, H299, H329, H330 et H362) jouent

probablement un réle dans l'interaction.

Nous avons donc décidé de conduire nos recherches dans le but de répondre aux
nombreuses questions encore en suspens concernant l'interaction protéine tau - zinc.
Pour cela, nous utilisons un panel de techniques biophysiques de référence concernant

I'étude d’interactions moléculaires et d’agrégation.
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Methodes biophysiques de référence

Les études moléculaires nécessitent l'usage de techniques biophysiques
spécifiques. Chacune d’elle enregistre un signal (chaleur, résonance, absorbance etc) qui
rend compte d’'un phénoméne se produisant a I'échelle micro ou nanoscopique. Afin de
comprendre les effets du zinc sur la protéine tau, nous avons utilisé des méthodes qui se
focalisent sur deux aspects : d’une part I'interaction entre la protéine tau et le zinc, d’autre
part 'agrégation résultant de cette interaction. Concernant les interactions, la calorimétrie
différentielle a balayage (Differential Scanning Calorimetry, DSC), qui est une technique
gue nous utilisons couramment au laboratoire, permet d'étudier les interactions en
observant le changement de température de dénaturation induit par l'interaction entre
deux molécules. Cependant, la protéine tau ne peut pas étre étudiée par DSC car elle est
thermostable et ne se dénature pas. Nous avons donc opté pour une approche par ITC et
RMN, qui sont des techniques plus adaptées a I'étude d'interactions de la protéine tau.
Pour les expériences d'agrégation, nous nous sommes focalisés sur l'utilisation de la
turbidimétrie et de la DLS afin de détecter les agrégats de tau induits par le zinc. Enfin,
nous avons développé une nouvelle approche basée sur le nanoDSF Prometheus NT.Plex,
un appareil qui permet d’étudier les interactions et 'agrégation au cours d’une seule et

méme expérience.

Etude des interactions

Microcalorimétrie a titration isotherme (ITC)

L’ITC est une technique mesurant la chaleur dégagée suite a une interaction. La
partie centrale de I'appareil est composée de deux cellules : une dite de référence
contenant de l'eau, et une seconde d’échantillon contenant la protéine. Ces deux
compartiments sont entourés par un systeme de thermostat et des détecteurs de chaleur,
afin de mesurer et de réguler les variations de température qui se produisent dans la

cellule d’échantillon (Figure 27). D’autre part, 'appareil posséde une seringue qui contient
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le ligand a injecter dans la cellule d’échantillon. Dés lors, chaque injection du ligand dans
le compartiment de la protéine peut provoquer un changement de chaleur si les deux
molécules interagissent. Une fois que la protéine est saturée par le ligand, les injections
ne provoquent qu’une variation quasi nulle de température puisqu’il n’y a plus d’interaction
entre la protéine et le ligand. On observe alors ici uniquement le signal de dilution, c’est a

dire la chaleur dégagée lors de la dilution du ligand dans la cellule d’échantillon.
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Figure 27 : Principe du microcalorimetre (adaptée du site web Purdue University).
L’appareil mesure la chaleur nécessaire a apporter pour maintenir la température a une

valeur de consigne dans la cellule d’échantillon.

Cette technique permet d’obtenir tous les paramétres thermodynamiques d’'une

interaction, en plus de la stoechiométrie, grace aux deux relations suivantes :
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(LJAG = AH — TAS
(2)AG = —RTIn(K)
AG Enthalpie libre de réaction [cal/mol]
AH Enthalpie de réaction [cal/mol]
T Température [K]
AS Entropie de réaction [cal/mol/K]
R Constante des gaz parfaits [cal/K/mol]

K Constante d’association/dissociation

A partir des valeurs d’enthalpie et d’entropie, il est possible d’obtenir des
informations sur la nature des liaisons qui régissent l'interaction. Lorsque I'enthalpie
contribue a la spontanéité de la réaction, c’est a dire en rendant négative I'enthalpie libre,
elle rend compte d’un dégagement de chaleur ayant eu lieu durant linteraction (par
exemple, lors de la formation de liaisons faibles). Lorsque c’est I'entropie qui rend la
réaction possible, cela signifie qu’il y a une augmentation du désordre moléculaire suite a
la fixation du ligand sur la protéine, ce qui peut indiquer un réarrangement structural au
sein de la protéine. Au laboratoire, nous étudions fréiquemment linteraction des MAP
(parmi lesquelles on retrouve tau) avec la tubuline par ITC, et nous avons récemment
publié un article de méthodologie pour ce type d'expérience auquel jai participé (Philipp
O. Tsvetkov et al. 2019) (Annexe 1).

La microcalorimétrie possede cependant des limites, qui empéchent parfois
d’obtenir les informations listées précédemment. Premiérement, I'enthalpie d’une réaction
dépend de la température utilisée au cours de I'expérience. Ainsi, il arrive parfois qu’a une
température donnée, aucun changement de chaleur dans la cellule ne soit observé. Dans
certains cas, le changement de température est trop faible, et ne permet pas d’obtenir des
parameéetres thermodynamiques fiables. Deuxiemement, I'I'TC consomme une quantité
importante de protéine, autant en terme de volume (200 yL nécessaires dans la cellule
sur notre modéle de microcalorimétre) que de concentration (de I'ordre de plusieurs

micromolaires). Enfin, les interactions ayant une trop faible ou trop forte affinité ne seront
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pas adaptées a une approche par microcalorimétrie (I'I'TC peut estimer des affinités allant

du millimolaire au nanomolaire).

Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

En biologie, la RMN est une technique utilisée principalement pour I'étude des
protéines. Elle est basée sur le fait que certains noyaux d’atomes se comportent comme
des aimants sous l'effet d’'un champ magnétique. En soumettant I'’échantillon a un champ
magnétique B0, ces noyaux vont réagir et s’aligner a ce champ. Un second champ
magnétique Bl est appliqué de facon perpendiculaire afin de perturber les noyaux
précédemment alignés. Lorsque ce champ magnétigue Bl est arrété, les noyaux
s’alignent a nouveau avec le champ BO : c’est le phénomene de relaxation (Figure 28).
Les expériences de RMN consistent a mesurer ces temps de relaxation afin de calculer

des fréquences de résonances.

Figure 28 : Principe de relaxation en RMN (Fei Wang et al. 2020).

Les fréquences de résonance de chaque noyau dépendent fortement de la nature
de I'atome ainsi que de son environnement : elles peuvent donc donner des informations
structurales sur la protéine. Les expériences HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence) constituent un moyen d’obtenir ces informations, en mesurant la corrélation
entre deux types d’atomes. Dans le cadre des protéines, les expériences *®°N-HSQC sont
particulierement pertinentes car elles mesurent la corrélation entre les hydrogenes et les
azotes liés de fagon covalente (Figure 29), c’est-a-dire tres majoritairement ceux impliqués
dans les liaisons peptidiques. Les spectres obtenus contiennent donc des pics qui
correspondent chacun a un acide aminé de la protéine. A condition d’avoir associé chaque
pic a chaque acide aminé, ces spectres rendent compte de l'effet du ligand sur chaque

acide aminé individuellement, ce qui permet de savoir ou agit le ligand précisément sur la
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protéine. Cette étape cruciale d’identification des pics est facilitée par l'accés a la
Biological Magnetic Resonance Bank (BMRB) qui répertorie les attributions

précédemment publiées et que nous pouvons utiliser pour nos recherches.

'H-">N HSQC

R

N Ca C’

HN Ha O

Figure 29 : Corrélation mesurée lors d’une expérience *>*N HSQC

(https://en.wikipedia.org/wiki/Heteronuclear single quantum coherence spectroscopy).

Dans ce type d’expérience, la résonance entre les hydrogenes et les azotes 15 est

mesurée au travers des liaisons covalentes.

Néanmoins, il arrive fréequemment que les spectres HSQC ne permettent pas
d’observer I'intégralité des acides aminés de la protéine, ce qui rend difficile I'identification
des acides aminés interagissant avec le ligand. Par exemple, les protéines
intrinsequement désordonnées, comme la protéine tau, présentent généralement des
résonances sur une gamme trés réduite de fréquences, ce qui se manifeste par la
présence de pics correspondant a plusieurs acides aminés. La puissance du spectrometre
RMN utilisé rentre également en compte, et limite parfois I'identification de pics individuels.
Aussi, les expériences HSQC en RMN sur des protéines de taille conséquente comme la
protéine tau nécessitent un marquage a I'azote 15 pour obtenir un signal suffisant, ce qui
implique d’avoir une stratégie de production de protéine différente. Ce point est d’autant

plus limitant que la RMN demande une grande quantité de protéine (500 puL concentré a
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plusieurs dizaines de micromolaires) et que les productions de protéines en milieu marqué

a l'azote 15 peuvent diminuer grandement le rendement.

Etude de I'agregation

Turbidimétrie

La turbidimétrie est une mesure d’absorbance a 350 nm, classiquement réalisée
avec un spectrophotometre, qui permet de suivre I'évolution de la turbidité, c’est a dire le
caractere trouble d’une solution. Parmi les phénoménes pouvant provoquer une

augmentation de la turbidité, on retrouve la formation d’agrégats protéiques.

La turbidimétrie a 'avantage de pouvoir étre facilement mise en place. D’une part
car les spectrophotomeétres sont des machines facilement accessibles, et d’autres part car
elle demande trés peu de préparation au niveau de I'échantillon (pas de marquage ou
d'immobilisation). Etant donné que de nombreux spectrophotométres peuvent étre
équipés d’'un module Peltier, la turbidimétrie permet dans ce cas-la d’étudier I'effet de la

température sur 'agrégation des protéines.

Cependant, cette technique posséde de nombreuses limites. La premiére est que
certains agrégats ne provoquent pas d’augmentation de la turbidité en solution : ils ne sont
donc pas détectables. Aussi, la turbidimétrie est trés colteuse en protéine et nécessite
des quantités semblables a celles utilisées en RMN, c’est a dire 500 uL concentrés a
plusieurs dizaines de micromolaires. Enfin, méme s'il existe plusieurs types de cuves, il
est la plupart du temps impossible de faire de nombreuses mesures en paralléle car les
portoirs se limitent en général a des faibles nombres de cuves (jusqu’a 6-8 cuves en

simultané).

Dynamic Light Scattering (DLS)

La DLS est une technique basée sur la détection de la lumiére diffusée par les

particules en solution au cours du temps. Les particules en solution suivent un mouvement
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Brownien, c’est a dire qu’elles se déplacent aléatoirement. Elles ont chacune une vitesse
propre, qui dépend de leur taille : les petites molécules se déplacent plus rapidement que
les grosses. La DLS mesure ces vitesses (coefficients de diffusion) et se base sur
'équation de Stoke-Einstein afin d’en déduire le rayon hydrodynamique des particules en

solution :

kT
GrnHy

D Coefficient de diffusion des particules
k. Constante de Boltzmann [m2kg/Ks?]
T Température [K]

n Viscosité [Pa.s]

R. Rayon hydrodynamique [m]

Comme pour la turbidimétrie, elle permet de suivre I'agrégation des protéines, mais
a l'avantage de donner la taille des particules analysées. La DLS permet aussi de
connaitre la contribution de chaque population de particules dans la diffusion totale de la
solution, et d’obtenir un indicateur rendant compte de la polydispersité de I'échantillon. De
plus, il est possible de réaliser les expériences a plusieurs températures, et la cuve
d’analyse demande une quantité assez réduite d’échantillon (50 uL concentrés a plusieurs

dizaines de micromolaires).

Les limites de la DLS se situent au niveau de la gamme des tailles des particules
détectables. La technique permet de mesurer le rayon hydrodynamique de particules
compris entre 0,3 nm et 10 um. Au-dela et en dessous de ces valeurs, la DLS ne sera pas

capable de déterminer la taille des particules en solution.

En résumé, toutes ces techniques sont complémentaires et apportent des

avantages et informations différentes lors de leurs utilisations combinées :
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ITC RMN Turbidimétrie DLS
Colt en
échantillon (pL) 200 500 100 50
” Etude_ Chaleur Changement de N *
d’interactions ) : .
. .\ | d’'interaction | résonance des noyaux
(signal mesureé)
Etude Diffusion
d’agrégation - - Turbidité des
(signal mesuré) particules

Table 2 : Comparaison de plusieurs méthodes biophysiques permettant d’étudier les

interactions et 'agrégation des protéines. * : seulement si l'interaction inhibe ou active

I'agrégation.

Cependant, dans le cas d’une étude nécessitant a la fois des tests d’interactions et

d’agrégation, aucune de ces techniques ne permet a elle seule d’obtenir des résultats

complets. L'utilisation de plusieurs techniques devient alors obligatoire, mais demande

beaucoup d’échantillon. Nous nous sommes donc penchés sur le développement d’une

nouvelle méthode pouvant fournir des informations moléculaires concernant les

interactions et 'agrégation des protéines, et demandant une faible quantité d’échantillon.
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nanoDSF Prometheus NT.Plex : un outil
pour etudier les interactions et I'agrégation

des proteines

Le nanoDSF Prometheus NT.Plex est un appareil développé par NanoTemper et
commercialisé en 2016. A linstar de la calorimétrie différentielle a balayage (Differential
Scanning Calorimetry, DSC), le nanoDSF Prometheus NT.Plex a été congu pour étudier
la thermostabilité des protéines, bien que les deux méthodes se différencient sur quelques
points. Le premier est la nature du signal enregistré : alors que la DSC mesure I'échange
de chaleur produit lors de la dénaturation, la fluorimétrie différentielle a balayage
(Differential Scanning Fluorimetry, DSF) consiste en la mesure de la fluorescence émise
par les protéines. Le second point est le nombre d’échantillons en simultané : les appareils
DSC ne peuvent réaliser des mesures que sur un seul échantillon a la fois, tandis que le
nanoDSF Prometheus NT.Plex peut lire 24 échantillons en simultané. Aussi, les deux
appareils proposent des vitesses de chauffage des échantillons différentes (jusqu’a
7°C/min pour la DSF contre 4°C/min pour la DSC). Enfin, le nanoDSF Prometheus
NT.Plex demande 10 uL d’échantillon, tandis que les appareils DSC en nécessitent 200

pL & concentration égale.

Pour ces raisons, le nanoDSF Prometheus NT.Plex apparait comme une solution
économique et efficace pour l'étude des interactions protéiques, grace au signal
d'émission de fluorescence des tryptophanes. A linstar de la DSC, le nanoDSF
Prometheus NT.Plex permet de mettre en évidence les interactions en observant
I'influence du ligand sur la dénaturation de la protéine. Cet appareil permet de réaliser de
larges gammes de concentrations de ligand au cours d'une seule expérience (jusqu'a 24
points), la ou la DSC nécessite 24 expériences indépendantes. De plus, il présente
'avantage d’enregistrer aussi le signal de turbidité des échantillons au cours du chauffage,

ce qui permet de suivre leur agrégation.

Cependant, dans certains cas, le nanoDSF Prometheus NT.Plex n’est pas adapté
pour détecter les interactions moléculaires. C’est le cas de l'interaction tau - zinc, puisque

la protéine tau ne posséde aucun tryptophane et qu’elle est thermostable. Bien que
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l'interaction entre les deux molécules ne soit pas visible, 'agrégation de tau induite par le
zinc est détectable grace a la mesure de turbidité de I'appareil. Pour cette raison ainsi que
pour son faible colt d’échantillon, nous avons développé son utilisation a travers I'étude

d’un sujet historique du laboratoire : la polymérisation de tubuline in vitro.

Avant de parler de ces résultats, il est important de présenter le mode de

fonctionnement du nanoDSF Prometheus NT.Plex, ainsi que ses différentes spécificités.

Principe des mesures

Mesure de fluorescence (DSF)

La DSF se base sur la fluorescence intrinséque des protéines, c’est a dire sur la
fluorescence des 3 acides aminés aromatiques : la tyrosine, la phénylalanine, et le
tryptophane. C’est surtout ce dernier acide aminé qui est pertinent dans une mesure de
thermostabilité, car sa fluorescence est particulierement influencée par I'environnement.
Lorsqu'une protéine est repliée, ses acides aminés hydrophobes (incluant les
tryptophanes) vont avoir tendance a se regrouper afin de former un coeur hydrophobe. A
linverse, les résidus plutét polaires se situeront a I'extérieur de la structure, en contact

avec le solvant.

Au moment de la dénaturation, les tryptophanes s’exposent au solvant et ne
forment plus de cceur hydrophobe. Cette interaction a pour effet de modifier I'émission
d’énergie du cycle aromatique, ce qui se traduit par un décalage de maximum d’émission

de fluorescence (Figure 30) :
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Figure 30 : Effets de la dénaturation des protéines sur I'émission de fluorescence des
tryptophanes (adaptée de NanoTemper). Au cours du chauffage, la fluorescence émise
des tryptophanes est modifiée du fait de leur exposition au solvant provoquée par la

dénaturation de la protéine.

L’appareil émet une lumiere a 290 nm afin d’exciter les tryptophanes des protéines
dans les échantillons a analyser, et mesure I'émission de fluorescence a 330 nm ainsi qu’a
350 nm. Globalement, l'intensité d’émission des tryptophanes diminue a ces deux
longueurs d’onde au cours de la dénaturation. Cependant, en représentant le rapport de
ces intensités (350 nm/330 nm), on remarque qu’il augmente significativement pendant la
dénaturation. C’est ce rapport qui est utilisé afin de suivre la dénaturation des protéines,

et de déterminer la température de dénaturation de chaque échantillon (Tw).

Mesure de turbidité

En méme temps que la mesure de fluorescence, le nanoDSF Prometheus NT.Plex
enregistre également le signal de turbidité, c’est a dire 'absorbance a 350 nm de chaque
échantillon. Pour cela, I'appareil génére une lumiére a 350 nm envoyée sur chaque
échantillon, qui est réfléchie par un miroir puis captée a nouveau selon le schéma suivant
(Figure 31) :
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Figure 31 : Mesure de la turbidité sur le nanoDSF Prometheus NT.Plex (adaptée de
NanoTemper). Apres un premier passage a travers I'échantillon, un miroir permet de
réfléchir la lumiéere afin qu’elle passe une seconde fois dans I'échantillon avant d’étre

mesurée par I'appareil.

De la méme maniere que pour une mesure de turbidité classique sur un
spectrophotomeétre, le signal augmente lorsque les protéines s’agregent, ce qui permet de

déterminer une température d’agrégation pour chaque échantillon.

Principe du chauffage

L’acquisition des signaux de fluorescence et de turbidité s’effectue au cours du
chauffage, sur une gamme de température allant de 15°C a 95°C. Les échantillons sont
contenus dans des capillaires de 10 yL, disposés sur un peigne de 24 capillaires. Ce
peigne est déposé sur une plaque chauffante et réfléchissante, qui va a la fois chauffer de
facon homogene tous les capillaires au méme moment, mais aussi renvoyer la lumiere a
350 nm afin de récolter le signal de turbidité comme expliqué au-dessus. La mesure

s’effectue en balayage comme ceci (Figure 32) :
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Figure 32 : Plaque chauffante et LED du nanoDSF Prometheus NT.Plex (adaptée de
NanoTemper). La LED parcourt par balayage I'ensemble des capillaires du peigne
contenant les échantillons, afin de les exciter a 330 nm avant de mesurer la fluorescence

émise a 350 nm.

L’appareil propose deux fagons de chauffer :

¢ Un mode “melting”, qui chauffe graduellement de 15°C a 95°C avec une vitesse

de chauffage réglable (allant de 0,2°C/min a 7°C/min)

e Un mode “plateau”, que NanoTemper a ajouté a I'appareil et au logiciel a notre
demande, qui permet de fixer plusieurs températures pendant un temps donné, et

de passer de I'une a l'autre pendant un certain nombre de cycles.

Etant donné la multitude d’avantages offerts par le nanoDSF Prometheus NT.Plex
(faible codt d’échantillon, de hombreuses mesures en simultané, une large gamme de
température et deux signaux mesurés en méme temps), nous avons commenceé a décliner
son utilisation afin de pouvoir étudier 'agrégation des protéines et leurs interactions avec
d’autres molécules d’intérét au cours d’'une seule expérience. Comme premier objet
d’étude, nous nous sommes focalisés sur la polymérisation de tubuline in vitro, qui est un
sujet étudié depuis de nombreuses années, sur lequel le nanoDSF Prometheus NT.Plex

apporte de nombreux avantages.
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Etude de la polymérisation de tubuline avec le

nanoDSF Prometheus NT.Plex

Les microtubules sont étudiés depuis de nombreuses années en raison de leur
implication dans de nombreux processus cellulaires incluant la mitose, le transport axonal
ou encore la motilité. Ces structures sont constituées de dimeres de tubuline, qui
polymérisent et dépolymérisent afin de maintenir un équilibre dans la cellule appelé

“instabilité dynamique" (Figure 33) :
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Figure 33 : Instabilité dynamique des microtubules, qui alternent entre
polymérisation et dépolymeérisation. La polymérisation de tubuline est régulée par de
nombreuses molécules incluant des protéines in vivo, mais aussi des agents anti-

cancéreux in vitro.

De nombreuses molécules peuvent perturber linstabilité dynamique, ce qui
influence I'état de polymérisation de tubuline (O’Brien et al. 1990; P. Barbier et al. 2001;
Devred et al. 2004). Parmi elles, des molécules synthétiques appelées agents ciblant les
microtubules (Microtubules Targeting Agents, MTA) sont utilisés en contexte pathologique
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pour empécher la mitose, et donc la prolifération des cellules cancéreuses. Par exemple,
la vinblastine, qui appartient a la famille des Vinca Alcaloides, bloque I'hydrolyse du GTP
par la tubuline, ce qui induit la dépolymérisation des microtubules (Gigant et al. 2005). Un
des moyens pour tester I'efficacité de ces molécules consiste a suivre la polymérisation

de tubuline in vitro en présence de MTA.

Dans les études réalisant ce type d’expérience, la turbidimétrie est la technique de
référence pour suivre la formation des microtubules. Elle consiste en une mesure
d’absorbance a 350 nm qui détecte les structures turbides en solution, incluant les
microtubules (Gaskin, Cantor, and Shelanski 1974; Johnson and Borisy 1977; Correia and
Williams 1983; Purich and Kristofferson 1984). Ce type d’expérience est réalisé sur un
spectrophotométre classique la plupart du temps, nécessitant 'usage de cuves UV
standard avec une capacité de 500 pL. Les mesures de turbidité dans de telles conditions
sont limitées par la capacité du portoir, qui permet classiquement de mesurer entre 6 et

10 échantillons en simultané.

Au laboratoire, nous avons étudié la polymérisation de tubuline in vitro avec le
nanoDSF Prometheus NT.Plex de NanoTemper. Dans un premier temps, nous avons
reproduit les expériences classiques réalisées historiguement sur spectrophotometre dans
un des tampons les plus couramment utilisés dans la littérature : le tampon PEMGT (3.4
M glycérol, 20 mM phosphate, 0.1 mM GTP, 10 mM magnésium, 1 mM EGTA, pH 6.5).
Dans un second temps, nous avons tiré parti de la large gamme de températures proposée
par le nanoDSF Prometheus NT.Plex afin d’obtenir de nouvelles informations sur la
polymérisation de tubuline dans ce méme tampon. Dans un troisieme temps, nous nous
sommes intéressés a l'interaction entre la tubuline et les MTA dans des conditions ou il
n’y a pas de polymérisation (“tampon phosphate”, contenant 20 mM phosphate, 0.1 mM
GTP a pH 6.5), afin d’'observer uniquement le phénoméne de liaison entre les deux
molécules. Enfin, nous avons étudié ces mémes interactions dans le tampon PEMGT ou
la tubuline polymérise, et nous avons montré que nous pouvons obtenir au cours d’une
méme expérience a la fois des informations sur la polymérisation, mais aussi sur
I'interaction entre les MTA et la tubuline. Ce travail met en évidence les avantages du
nanoDSF Prometheus NT.Plex par rapport aux appareillages classiques précédemment

utilisés pour I'étude de polymérisation de tubuline in vitro.
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Polymérisation de tubuline in vitro : expérience classique

Tout d’abord, nous voulions nous assurer que le nanoDSF Prometheus NT.Plex
nous permet de suivre la formation des microtubules dans les mémes conditions que
celles utilisées classiqguement avec un spectrophotométre. Ces conditions consistent a
passer d’une température froide (15°C) a une température chaude (37°C) afin d’induire la
polymérisation des microtubules, et de repasser ensuite a froid pour observer la
réversibilité du phénoméne. En utilisant le mode “plateau” de I'appareil, nous avons
reproduit ces conditions et nous nous sommes intéressés au signal de turbidité (Figure
34) :
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Figure 34 : Polymérisation de tubuline in vitro réalisée sur le nanoDSF Prometheus
NT.Plex en mode ‘plateau”, en tampon PEMGT, a plusieurs concentrations de tubuline.
Le niveau de polymérisation augmente en méme temps que la concentration de tubuline

car plus de microtubules sont formés.

Pour les concentrations supérieures a 2,5 yM, nous observons une augmentation
de la turbidité lorsque la température passe a 37°C, et une baisse lorsque I'appareil
repasse a froid, ce qui traduit la polymérisation puis la dépolymérisation de microtubules
en solution. Lorsque la tubuline est trop faiblement concentrée (notamment a 2,5 yM et a
5 uM), les microtubules ne se forment pas, ou nécessitent un temps de plateau plus long

pour apparaitre, comme observé par spectrophotométrie classique (H W Detrich, M A
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Jordan, L Wilson and R C William Jr 1985). Ce type d’expérience permet de calculer la
concentration critique (Cr) a laquelle se forment les microtubules, en représentant le
niveau d’absorbance atteint au plateau en fonction de la concentration en tubuline et en

calculant I'abscisse a I'origine par régression linéaire (Figure 35) :
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Figure 35 : Détermination de la concentration critique (Cr) de formation des microtubules
en mode ‘plateau”. La concentration critique est la concentration minimum pour laquelle

la tubuline polymérise forme des microtubules.

La Cr obtenue ici (1,5 uM) est plus basse que celle obtenue précédemment dans
le méme tampon par spectrophotométrie classique (6 uM) (Devred et al. 2002). Cette
différence peut s'expliquer par l'utilisation des capillaires, dans lesquels les microtubules
s'organisent et sédimentent probablement difféfremment par rapport a des cuves
classiques et deviennent ainsi plus facilement détectables. Cette premiére expérience
montre que la polymérisation de tubuline peut étre suivie par nanoDSF Prometheus
NT.Plex, qui présentant 'avantage de consommer 10 fois moins de protéine et de pouvoir
mesurer plus d’échantillons en paralléle. En plus de cela, 'appareil propose un mode
“melting”, qui permet de suivre la polymérisation non plus a deux températures (15°C et

37°C), mais sur une gamme de température large (de 15°C a 95°C).
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Polymérisation de tubuline in vitro : expérience en mode

“melting”

Aprés avoir reproduit I'expérience classique de polymérisation de tubuline in vitro
par nanoDSF Prometheus NT.Plex grace au mode “plateau”, nous voulions tirer parti de
son autre mode de mesure, le mode “melting”, afin d’obtenir de nouvelles informations.
Nous avons donc reéalisé la méme gamme de concentrations de tubuline, mais en
chauffant cette fois-ci graduellement de 15°C a 95°C (Figure 36) :

20°C 37°C 55°C 80°C

i v, 14

wu 0g

100

4]
o
1

A Azs (A.U)

20 40 60 80 100
Température (°C)

Figure 36 : Signal de turbidité d’échantillons de tubuline au cours du chauffage en
tampon PEMGT (mode “melting”), a 1°C/min. Les especes en solution ont été observées
par microscopie électronique a 4 températures (images du haut). A 20°C, les anneaux
de tubuline ne sont pas visibles par turbidimétrie. Dés 25°C, la tubuline polymérise en
microtubule, ce qui se traduit par une augmentation de la turbidité. A 50°C, les
microtubules dépolymeérise indépendamment de la concentration en tubuline. Aux
alentours de 60°C, la tubuline s’agrege, ce qui provoque une augmentation du signal de
turbidité.
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On remarque que la turbidité augmente et diminue alternativement sur la gamme
de température, ce qui suggére que la tubuline est présente en différents états de
polymérisation entre 15°C et 95°C (Figure 36). Afin de confirmer la présence de ces
especes polymérisées, nous avons réalisé des grilles de microscopie électronique a
plusieurs températures (Figure 35, images du haut) sur I'échantillon le plus concentré en
tubuline (20 uM de tubuline colorée avec de I'acétate d’uranyle), pour expliquer le signal
de turbidité obtenu le long de la gamme de température balayée par le nanoDSF
Prometheus NT.Plex. A 20°C, la tubuline polymérise en anneaux dans ce tampon comme
précédemment décrit (Devred et al. 2004). Cependant, étant donné que les anneaux de
tubuline ne sont pas turbides, ils ne sont pas détectables par turbidimétrie. Aux alentours
de 37°C, la tubuline polymérise en microtubules, qui sont des especes facilement
observables par microscopie électronique. En regardant la turbidité des échantillons, on
remarque que la polymérisation commence des 25°C pour les plus fortes concentrations
en tubuline, tandis que les faibles concentrations polymérisent a des températures plus
élevées (jusqu’a 37°C pour 7,5 yM de tubuline). Lorsque la température atteint 55°C, le
signal de turbidité baisse, pour les faibles (2,5 uM) et fortes concentrations (20 uM) de
tubuline. Ce résultat suggere que les microtubules dépolymérisent a cette température, ce
que nous avons confirmé par microscopie électronique puisque nous n’observons aucune
structure polymérisée de tubuline sur les grilles. Enfin, aux alentours de 60°C, la turbidité
augmente drastiguement pour tous les échantillons. La grille de microscopie électronique
réalisée a 80°C indique que cette hausse est due a I'apparition d’agrégats de tubuline
dans les échantillons. Comme précédemment montré, il est aussi possible de déterminer
la concentration critique a partir de laquelle la tubuline polymérise en microtubules, en
prenant la valeur de turbidité maximale entre 15°C et 50°C pour chaque concentration en
tubuline (Figure 37) :
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Figure 37 : Détermination de la concentration critique (Cr) de formation des microtubules
en mode “melting”. La concentration critique est la concentration minimum pour laquelle
la tubuline polymérise forme des microtubules. La valeur obtenue en mode “melting” est

identique a celle obtenue en mode ‘plateau”.

Cette valeur est égale a celle précédemment calculée en mode “plateau” (Cr=1,5
pM), ce qui souligne le fait que le mode “melting” peut étre utilisé directement, sans réaliser
au préalable une expérience de polymérisation classique, pour calculer ce type de

parametres.

En plus du signal de turbidité, le nanoDSF Prometheus NT.Plex permet de suivre
I'évolution des ratios de fluorescence de chaque échantillon au cours du chauffage. Ce
graphique apporte aussi des informations sur I'état de polymérisation de la tubuline au

cours du chauffage (Figure 38) :
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Figure 38 : Ratios de fluorescence d’échantillons de tubuline au cours du chauffage en
tampon PEMGT (mode “melting”), a 1°C/min. Les ratios de fluorescence baissent dés
25°C a cause de la polymérisation de la tubuline en microtubules. Aux alentours de
60°C, la tubuline se dénature, ce qui provogue une augmentation des ratios de

fluorescence.

On remarque que lors de la polymérisation de tubuline (aux alentours de 30°C), les
ratios de fluorescence baissent (Figure 38) en méme temps que la turbidité augmente
(Figure 36). Cette baisse s’explique par le fait que dans le tampon PEMGT, le glycérol
favorise la polymérisation en s'incorporant au sein des microtubules. Le glycérol modifie
fortement I'environnement des tryptophanes de la tubuline, ce qui provoque un
changement d’émission de fluorescence (notamment a 350 nm). Vers 60°C, la tubuline
est dénaturée et ses tryptophanes s’exposent au solvant, ce qui a pour effet d’augmenter
la valeur des ratios de fluorescence. En comparant les graphiques représentant la turbidité
(Figure 36) et les ratios de fluorescence (Figure 38) au cours du chauffage, on remarque
que les deux signaux augmentent simultanément aux alentours de 60°C, ce qui suggéere

que I'agrégation de la tubuline se produit en méme temps que sa dénaturation.

En résumé, le mode “melting” du nanoDSF Prometheus NT.Plex donne beaucoup
d’informations sur les échantillons grace a sa large gamme de températures. Le signal de
turbidité permet de suivre la polymérisation/dépolymérisation de la tubuline en

microtubules ainsi que son agrégation, tandis que les ratios de fluorescence renseignent
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sur le mécanisme de polymérisation ainsi que sur la dénaturation de tubuline. Considérant
son faible colt en échantillon et le grand nombre de conditions en simultané, le nanoDSF
Prometheus NT.Plex rend I'étude de la polymérisation de tubuline plus facile et plus
compléte par rapport a un spectrophotomeétre classique. Un autre avantage du mode
“melting” est qu’il permet de mettre en évidence des interactions moléculaires, notamment

entre la tubuline et les MTA.

Etude des interactions tubuline - MTA

Comme expliqué précédemment, le nanoDSF Prometheus NT.Plex permet de
suivre I'évolution des ratios de fluorescence au cours du chauffage. Lorsqu’'un MTA est
ajouté a un échantillon de tubuline, il est possible que la courbe des ratios de fluorescence

soit modifiée de deux facons (Figure 39) :
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Figure 39 : Ratios de fluorescence d’échantillons de tubuline en absence et en présence
de ligand (mode “melting”) (haut) ; Dérivés des ratios de fluorescence des mémes
échantillons (bas). La fluorescence de la tubuline a température fixe peut étre modifiée

suite a l'ajout du ligand, ainsi que sa température de dénaturation.

e La fixation du ligand peut influencer la valeur des ratios de fluorescence a
différentes températures (comme indiqué ici & 20°C), car le ligand peut modifier
'environnement des tryptophanes de la tubuline.

e Le ligand peut influencer la température de dénaturation de la tubuline (Twm) en
stabilisant ou en déstabilisant la protéine. Ici, I'interaction est stabilisatrice (Figure
38) puis qu’elle décale la température de dénaturation vers une valeur plus élevée.
La représentation des dérivés des ratios de fluorescence (graphe du bas) permet

de visualiser et d’extraire plus facilement les valeurs de Tw.

Ainsi, il est possible de réaliser des gammes de concentrations de MTA a
concentration de tubuline fixe, afin d’observer une saturation de I'un ou de ces deux
signaux et de calculer une constante d’association apparente via les ratios de fluorescence
(KAPPR) ou via I'extraction des températures de dénaturations (KAPPry). Nous avons étudié
l'interaction de la vinblastine avec la tubuline, dans un tampon ou la tubuline ne polymérise
pas au cours du chauffage, afin d’observer uniquement le signal de l'interaction (tampon

phosphate) (Figure 40) :
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Figure 40 : Ratios de fluorescence d’échantillons de tubuline en présence de vinblastine
(mode “melting”) (haut) ; Dérivés des ratios de fluorescence des mémes échantillons
(bas). La vinblastine provoque un décalage de température de dénaturation de la

tubuline ainsi qu’'un changement de son ratio de fluorescence a 20°C.

On observe une modification des ratios de fluorescence induit par l'ajout de
vinblastine, ainsi qu’'une modification de Tm On peut donc tracer la variation de ces deux
valeurs en fonction de la concentration de vinblastine afin de calculer les constantes
d’affinités apparentes de linteraction par les deux méthodes, en utilisant les équations

précédemment décrites (Vivoli et al. 2014) (Figure 41) :
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Figure 41 : Evolution des températures de dénaturation de la tubuline en fonction de la
concentration en vinblastine en tampon phosphate (haut) ; Evolution des ratios de
fluorescence a 20°C en fonction de la concentration en vinblastine en tampon phosphate
(bas). Les deux méthodes permettent de déterminer des constantes d’affinité apparentes

entre la tubuline et la vinblastine.

Afin de comparer les constantes obtenues par ces deux méthodes avec une
méthode de référence, nous avons réalisé en parallele une expérience d’ITC dans les

mémes conditions de tampon (Figure 42) :
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Figure 42 : Expérience d’ITC entre la vinblastine (seringue) et la tubuline (cellule)
réalisée en tampon phosphate a 10°C. L’expérience révéle un dégagement de chaleur
rendant compte de l'interaction, et permettant de calculer une constante d’affinité entre la

tubuline et la vinblastine.

La constante d’affinité obtenue par ITC (Ka = 5.0+1.6x10° M) est tres proche de
celle obtenue grace a I'extraction des Tu (KAPPrv = 1.4+0.4x10° M1), mais plus éloignée
de celle obtenue grace aux ratios de fluorescence (KAPPg = 2.8+2.2x10° M1). Cependant,
étant donné que la vinblastine fluoresce, les constantes déterminées par ITC et par
'extraction des Twmsont plus fiables car elles ne dépendent pas de 'augmentation de la

fluorescence induite par I'ajout de vinblastine. Afin d’étendre ces résultats a plusieurs
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classes de MTA, nous avons réalisé le méme type d’expérience dans le tampon phosphate

avec le paclitaxel, la colchicine et le mébendazole (Table 3 et Annexe 2) :

Tampon NaPi Vinblastine | Paclitaxel | Colchicine | Mébendazole
FL./F.. 8 20°C (KAPPR), ML | 2.8+2.2x106 | P3Sde |4 5 g5yq0s| Pasde
signal saturation

Extraction des Twm 5 Pas de 4 4
(KAPP 10, M 1.4+0.4x10 signal 3.2+0.6x10* [ 6.5+2.2x10
ITC (Ka), M1 5.0+1.6x10° Pas de Pas de Pas de signal

signal signal

Table 3 : Constantes d’affinité des interactions tubuline - MTA estimées par DSF et ITC,
dans le tampon phosphate. Chaque constante a été calculée comme précédemment

décrit (Vivoli et al. 2014), sur la base d’un modéle d’interaction a un site (n = 1).

Ces résultats montrent, avec les exemples de la colchicine et du mébendazole, que
la DSF permet de détecter des interactions non visibles par ITC. Le paclitaxel, dans ces
conditions, n’interagit pas avec la tubuline car il a besoin de magnésium pour se lier
(Parness and Horwitz 1981). Maintenant que nous avons montré que le nanoDSF
Prometheus NT.Plex permet d’étudier les interactions, nous avons voulu observer au
cours d’'une méme expérience les effets des MTA sur la polymérisation de tubuline mais
aussi leur interaction avec la tubuline, en réalisant le méme type d’expérience que ci-
dessus mais dans le tampon précédemment utilisé pour étudier la polymérisation de
tubuline, le tampon PEMGT.
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Etude de la polymérisation de tubuline et de ses interactions

avec les MTA au cours d’une seule expérience

Afin d’observer l'effet de la vinblastine sur la polymérisation de la tubuline, nous
nous somme placés dans des conditions ou la tubuline polymérise sans ajout d’autre
molécule, c’est a dire a 20 yM dans du tampon PEMGT. Nous avons ensuite réalisé une
gamme de concentrations de vinblastine, afin d’observer son effet sur la polymérisation
de tubuline (Figure 43):
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Figure 43 : Signal de turbidité d’échantillons de tubuline en présence de vinblastine au
cours du chauffage (mode “melting”), a 1°C/min. L’expérience permet de suivre la
polymeérisation de tubuline au cours du chauffage, et d'observer l'effet d’inhibition de la

vinblastine (ici aux alentours de 30°C).

Aux alentours de 30 degrés, comme précédemment montré, on observe une
augmentation de la turbidité, qui correspond a la polymérisation de tubuline. Lorsque la
concentration en vinblastine augmente, on constate une diminution de la turbidité (Figure
42), ce qui indigue une inhibition de la polymérisation par la vinblastine. Dans le méme

temps, on constate que I'agrégation de la tubuline, qui se produit vers 60°C, est retardée
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par lajout de la vinblastine, jusqu’a une température avoisinant les 70°C. La
représentation des ratios de fluorescence en fonction de la température donne des

informations supplémentaires sur I'effet de la vinblastine sur la tubuline (Figure 44) :
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Figure 44 : Ratios de fluorescence d’échantillons de tubuline en présence de vinblastine
au cours du chauffage (mode “melting”), a 1°C/min. L’ajout de la vinblastine a perturbé le

signal de fluorescence a 20°C, ainsi que la température de dénaturation de la tubuline.

Nous pouvons extraire trois informations importantes de ce graphique. La premiére,
c’est que l'ajout de vinblastine a la tubuline modifie I'émission de fluorescence des
tryptophanes de la tubuline, ce qui montre que la vinblastine induit un changement de leur
environnement. La seconde information est que la baisse des ratios de fluorescence
caractéristique de la polymérisation de tubuline vers 30°C disparait aprés I'ajout de la
vinblastine, ce qui confirme I'inhibition de la polymérisation précédemment observée par
turbidité. Enfin, la dénaturation de la tubuline est retardée par 'ajout de la vinblastine, ce
qui indique que la vinblastine interagit avec la tubuline et la stabilise. Comme
précédemment montré, nous pouvons représenter d’évolution des Tw et des ratios de
fluorescence a 20°C en fonction de la concentration en vinblastine afin d’étudier

l'interaction entre la vinblastine et la tubuline (Figure 45) :
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Figure 45 : Evolution des températures de dénaturation de la tubuline en fonction de la
concentration en vinblastine en tampon PEMGT (haut) ; Evolution des ratios de
fluorescence a 20°C en fonction de la concentration en vinblastine en tampon PEMGT
(bas). Ici, seule la méthode des Tm permet de déterminer une constante d’affinité, car la

fluorescence de la vinblastine empéche le signal de fluorescence de saturer.

Ici, seule I'extraction des Ty nous a permis de calculer une constante d’affinité
apparente (KAPry = 2.240.5x10°% M), car la fluorescence de la vinblastine a forte
concentration dans ce tampon a empéché d’observer correctement la saturation des sites
de liaisons a la vinblastine sur la tubuline. L’expérience d’ITC dans ce tampon n’a révélé
aucun dégagement de chaleur, ce qui met en évidence l'intérét de I'utilisation de la DSF
pour la détection d’interactions. De la méme fagon que dans le tampon phosphate, nous

avons réalisé les expériences dans le tampon PEMGT pour 4 classes de MTA, afin
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d’observer leur effet sur la polymérisation de tubuline mais aussi leur interaction (Table 4

et Annexe 3):

Tampon PEMGT | Vinblastine Paclitaxel Colchicine | Mébendazole

Effet sur la

PR Inhibition Activation Inhibition Inhibition
polymérisation

Fso/Fs0 2 20°C Pas de

. 3 4
(KAPPR), ML saturation Pas de signal | 1.1+0.5x10 2.0+0.5x10

Extraction des Twm 6 5 Pas de .
(KAPP1y,), ML 2.2+0.5x10 4.2+1.2x10 signal Pas de signal
ITC (Ka), M1 Pas de signal | Pas de signal F;?;ng? Pas de signal

Table 4 : Effets sur la polymérisation des MTA et constantes d’affinité des interactions
tubuline - MTA estimées par DSF et ITC, dans le tampon PEMGT. Chaque constante a
été calculée comme précédemment décrit (Vivoli et al. 2014), sur la base d’un modéle

d’interaction a un site (n = 1).

Conclusion

En résumé, le nanoDSF Prometheus NT.Plex, en couplant des mesures de
turbidité et de DSF, donne beaucoup d’informations sur les échantillons analysés. Dans le
cadre de I'étude de la polymérisation de la tubuline, nous avons montré qu’il était possible
de reproduire avec cet appareil les expériences classiques réalisées sur
spectrophotometre, en utilisant 10 fois moins de volume et avec plus de conditions en
simultané. De plus, le mode “melting” du nanoDSF Prometheus NT.Plex permet d’obtenir
de nouvelles informations concernant la polymérisation, notamment grace a la large

gamme de températures balayée et grace aux mesures de fluorescence. Nous nous
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sommes aussi intéressés aux interactions entre la tubuline et les MTA par DSF, ce qui a
permis de calculer des constantes d’affinité apparentes de deux facons différentes, et de
détecter des interactions non détectables par ITC. Enfin, au cours d’'une seule et méme
expérience, nous avons pu suivre les effets des MTA sur la polymérisation de tubuline
ainsi que leur interaction avec la tubuline. Ces résultats soulignent les avantages du
nanoDSF Prometheus NT.Plex pour I'étude de la polymérisation de tubuline et de ses
interactions. Grace a ses nombreux échantillons mesurés en simultané et son suivi de la
turbidité et de la fluorescence au cours d’'une méme expérience, cette méthode permet
d’étudier la polymérisation / 'agrégation des protéines, ainsi que leurs interactions avec

différentes molécules cibles de facon peu colteuse (10 L par capillaire) (Table 5) :

nanoDSF
ITC RMN Turbidimétrie DLS Prometheus
NT.Plex
Colt en
échantillon 200 500 100 50 10
(HL)
Etude Changement
d’interactions | Chaleur de N . X
(signal d’interaction | résonance
mesureé) des noyaux
E . .
d’agrtz;aetion e Diffusion
. - - Turbidité des X
(signal .
. particules
mesuré)

Table 5 : Comparatif de différentes méthodes biophysiques classiques avec le nanoDSF

Prometheus NT.Plex. *: seulement si l'interaction inhibe ou active I'agrégation.
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Cas de l'interaction protéine tau — zinc

Comme expliqué précédemment, bien que le nanoDSF Prometheus NT.Plex
permette d’étudier les interactions moléculaires dans la majorité des cas, certaines posent

probléeme, comme l'interaction protéine tau — zinc.

Le premier probléeme rencontré lors de I'étude de cette interaction par DSF est di
au faible nombre d’acides aminés aromatiques présents sur la séquence de la protéine
tau. Sur 441 résidus, elle ne contient aucun tryptophane, seulement 5 tyrosines et 6

phénylalanines. De ce fait, elle est difficile a détecter lors de la mesure.

Le second probleme est que la protéine tau est une protéine thermostable, qui ne
posséde pas de structure bien définie. Ainsi, au cours du chauffage, il n'y a pas de
changement d’environnement des acides aminés hydrophobes da a la dénaturation. De
plus, étant donné qu’elle n’a aucun tryptophane pour “sonder” 'environnement, le ratio de
fluorescence 350 nm / 330 nm n’est pas influencé au cours du chauffage. Son partenaire,

le zinc, n’est pas détectable non plus par DSF puisque c’est un ion.

Pour ces raisons, il est impossible d’étudier I'interaction protéine tau — zinc par DSF.
Nous pouvons cependant tirer parti des avantages du nanoDSF Prometheus NT.Plex
concernant sa mesure de turbidité au cours du chauffage ainsi que son faible volume

d’échantillon pour réaliser les tests d’agrégation de la protéine tau en présence de zinc.
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Obijectifs de these

Le premier objectif de ma these est d’étudier les effets du zinc sur la protéine en
'absence de tout autre inducteur d’agrégation. Les études précédemment parues ont
décrit le zinc comme un facteur favorisant I'agrégation en présence d’héparine (Mo et al.
2009; Yunpeng Huang et al. 2014; Jiji et al. 2017) ou de rouge Congo (J.-Y. Hu et al. 2017),
mais le potentiel effet inducteur d’agrégation du zinc n’a jamais été démontré. Nous avons
donc dans un premier temps suivi I'agrégation de la protéine tau en présence de zinc
uniquement, et étudié les structures agrégées au moyen de différentes techniques

biophysiques (DLS, turbidimétrie, microscopie €électronique).

Le second objectif de ma thése consiste en I'étude moléculaire de l'interaction
protéine tau — zinc. Aprés notre premier article focalisé sur I'agrégation de la protéine tau
induite par le zinc, nous avons décidé d’étudier plus en détail le mécanisme a l'origine de
I'agrégation. Entre temps, deux études ont apporté des éléments supplémentaires dans la
compreéhension de l'interaction protéine tau — zinc, et notamment concernant la localisation
des sites de liaison. Il a été montré que la séquence répétée R3 seule pouvait interagir
avec le zinc (Xuexia Li, Du, and Ni 2019), qui inclut notamment la cystéine 322 ayant déja
été décrite comme importante dans l'interaction (Mo et al. 2009; Yunpeng Huang et al.
2014; J.-Y. Hu et al. 2017). De plus, des expériences de spectrométrie de masse (Moreira
et al. 2019) ont montré que plusieurs atomes de zinc pouvaient se fixer sur la protéine, et
ont suggeré que les atomes se liant avec une basse affinité seraient responsables de
lagrégation comme nous lavions précédemment supposé (Roman et al. 2019).
L’hypothése soutenue par cette étude est que les sites de liaison du zinc responsables de
'agrégation de tau se localisent dans les parties N et C-terminales de la protéine. Le but
de ce second travail a donc été de localiser ces sites d’interaction par RMN, et de décrire
le schéma de fixation du zinc sur la protéine tau par ITC, afin de mieux comprendre les

interactions a I'origine de I'agrégation.
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Résultats

Le zinc induit 'agrégation de la protéine tau de
facon reversible et température-dépendante

Dans ce premier article, en utilisant plusieurs techniques biophysiques au sein de
notre laboratoire (turbidimétrie, microscopie €lectronique a transmission, fluorescence de
la thioflavine), nous avons découvert que le zinc provoque la formation d’agrégats de tau
ayant des propriétés totalement différentes de celles des PHF. Ces agrégats induits par le
zinc sont sensibles aux variations de température, et se dissocient a froid. De plus, I'ajout
d’'un agent chélateur du zinc (comme par exemple 'EDTA) provoque aussi leur
dissociation. Les expériences de microscopie électronique a transmission et de
fluorescence de thioflavine montrent que ces agrégats ne contiennent pas de cceur en
feuillet béta, et qu’ils sont d’une taille conséquente (jusqu’a plusieurs micrométres). Pour
comprendre le mécanisme a l'origine de cette agrégation, nous avons étudié pour la
premiére fois l'interaction protéine tau — zinc avec l'isoforme 2N4R de la protéine par ITC.
Cette expérience a révélé la présence de deux types de sites de liaison du zinc sur la
protéine tau, ayant des affinités distinctes (haute et basse affinité). Des mesures de DLS
réalisées a la plateforme Protein Expression Facility du CNRS a Marseille ont révélé que
la fixation du zinc provoque une légére compaction de la protéine a faible concentration,
avant d’induire son agrégation a plus forte concentration. Ce résultat suggére que les sites

de basses affinités sont responsables de I'agrégation de la protéine induite par le zinc.

Cet article constitue la premiére description de I'agrégation de la protéine tau
induite par le zinc, qui se distingue de I'agrégation pathologique de la protéine tau en PHF.
Ma contribution a ces travaux a consisté essentiellement a la réalisation des expériences

de microscopie électronique, ainsi qu’a la relecture de l'article.
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Abstract

Tau is an intrinsically disordered microtubule-associated protein that is implicated in several neurodegen-
erative disorders called tauopathies. In these diseases, Tau is found in the form of intracellular inclusions that
consist of aggregated paired helical filaments (PHFs) in neurons. Given the importance of this irreversible
PHF formation in neurodegenerative disease, Tau aggregation has been extensively studied. Several
different factors, such as mutations or post translational modifications, have been shown to influence the
formation of late-stage non-reversible Tau aggregates. It was recently shown that zinc ions accelerated
heparin-induced oligomerization of Tau constructs. Indeed, in vitro studies of PHFs have usually been
performed in the presence of additional co-factors, such as heparin, in order to accelerate their formation.
Using turbidimetry, we investigated the impact of zinc ions on Tau in the absence of heparin and found that
zinc is able to induce a temperature-dependent reversible oligomerization of Tau. The obtained oligomers
were not amyloid-like and dissociated instantly following zinc chelation or a temperature decrease. Finally, a
combination of isothermal titration calorimetry and dynamic light scattering experiments showed zinc binding
to a high-affinity binding site and three low-affinity sites on Tau, accompanied by a change in Tau folding.
Altogether, our findings stress the importance of zinc in Tau oligomerization. This newly identified Zn-induced
oligomerization mechanism may be a part of a pathway different of and concurrent to Tau aggregation
cascade leading to PHF formation.

© 2018 Published by Elsevier Ltd.

Introduction

Microtubule (MT)-associated protein Tau is known
to play a vital role in cytoskeleton regulation by
binding tubulin and thus controlling essential MT
functions, from the necessary dynamic instability in
dividing cells to axonal stability in neurons [1,2]. Tau
is also associated with a number of neurodegener-
ative diseases (NDs) including Alzheimer's disease
(AD), Parkinson's disease (PD), Pick's disease,
frontotemporal lobar degeneration, corticobasal de-
generation and progressive supranuclear palsy, where
it forms intracellular aggregates [3—6]. These aggre-
gates would spread in the brain through prion-like

0022-2836/© 2018 Published by Elsevier Ltd.

propagation [3,7]. In the case of AD, Tau is believed to
be the main factor underlying the development and
progression of the pathology [8]. Different types of
inclusions made of abnormal forms of Tau are found
in different areas of the nervous system mostly in
neuronal cells and, in some cases, in glial cells. The
most common form of inclusions is called neurofibril-
lary tangles. They are found in AD, PD and in other
tauopathies and consist of stacked paired helical
filaments (PHFs) of hyper-phosphorylated Tau mole-
cules [9]. In some diseases, Tau-mediated neuronal
death can occur even in the absence of tangle
formation [10], and it often aggregates with other
teammates such as amyloid-p or a-synuclein [11,12].
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Despite the extensive study of Tau aggregation over
the last two decades, the exact causes of this process
as well as its molecular mechanism are still not
completely elucidated. PHF remains the most studied
form of Tau aggregates. Among the endogenous
factors that have been shown or suggested to favor
Tau aggregation are post-transitional modifications
(in particularly hyper-phosphorylation), mutations and
the presence of zinc ions [13—16]. Interestingly, zinc
ions were found to play a critical role in the devel-
opment of several different NDs including AD and
PD. Zinc can bind not only to a number of prone-to-
aggregate proteins implicated in neurodegeneration
(such as amyloid-B [17], FUS/TLS [18], a-synuclein
[19], TDP-43 [20,21], efc.) and favor their aggregation,
but also induce aggregation of stable proteins [22].

The potential impact of zinc ions on Tau aggrega-
tion/oligomerization was first discovered in 2009
[23]. It was shown that low micromolar concentra-
tions of zinc are able to accelerate the fibrillization of
the 244- to 372-aa fragment of human Tau40
(hTau40), which consists of the four MTBR binding
repeats R1, R2, R3 and R4 [23]. Similar results have
been recently obtained on this same fragment
lacking R3 repeat [24]. Nevertheless, both studies
were carried out in the presence of heparin, which
induces Tau fibrillization into thioflavin T (ThT)-
positive PHFs. Recently, it was demonstrated that
zinc not only accelerates aggregation of a patholog-
ical mutant AK280 of hTau40 induced by Congo red
in vitro, but also significantly increases its toxicity in
neuronal cells [25]. This study also demonstrated the
importance of Cys-291 and Cys-322 residues both
for zinc binding and Tau aggregation [23,25]. While
using non-physiological specific inductors of Tau
aggregation such as heparin or Congo red is the
most common way to induce PHFs structure and test
inhibitors, it might not be the most pertinent model to
study PHF formation itself, especially in the early
stages where the process has already been hypoth-
esized to be reversible [26]. Also, it should be noted
that in these studies the pathological aggregation
in the presence of zinc were demonstrated for Tau
mutants and fragments that could have higher pro-
pensity to aggregate in comparison with wild type
human full-length Tau (hTau40).

Here, we have investigated aggregation of full-
length human hTau40 isoform in the absence of
heparin but in the presence of zinc ions under a wide
range of temperature conditions using turbidimetry,
isothermal titration calorimetry (ITC), dynamic light
scattering (DLS) and transmission electron micros-
copy. We found that, contrary to its aggregation in
the presence of heparin or with other inducers such
as arachidonic acid or congo red [25,27,28], self-
assembly of Tau is a reversible process that depends
on temperature and is induced by zinc ions. Moreover,
our findings point to an important role of low-affinity
auxiliary zinc-binding sites in this process.

Results

Zinc ions induce Tau oligomerization

Turbidimetry was used to monitor the impact of
zinc on Tau self-assembly in the absence of heparin
at different temperatures. The absorbance (AA
350 nm) of 30 pM Tau samples at different ZnCl,
concentrations (from 0 to 240 pyM) in 50 mM Tris
buffer and 1 mM TCEP at pH 7.5 was measured
over a wide range of temperatures from 15 to 95 °C
(Fig. 1a). In the absence of zinc ions as well as in
the presence of low ZnCl, concentrations (15 pM),
Tau protein did not demonstrate any propensity to
aggregate. Increasing zinc concentration, starting
from a Zn/Tau molar ratio of 1, led to a pronounced
rise in the turbidity upon sample heating, which could
indicate the formation of large oligomers of Tau. We
found that Tau protein started to form oligomers at
lower temperatures when higher zinc concentrations
were used. Indeed, a 2-fold excess zinc induced Tau
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Fig. 1. (a) Temperature dependence of 30 pM tau
samples turbidity in the absence of ZnCl, (black curve)
and in the presence of 0.5-, 1-, 2-, 3-, 4- and 8-fold molar
excess of ZnCl, (see color legend on the right) in 50 mM
Tris buffer and 1 mM TCEP at pH 7.5 obtained using
Prometheus NT.Plex instrument. (b) Reversible aggrega-
tion of tau (30 pM) followed by turbidimetry in the presence
of 4-fold molar excess of ZnCl; (yellow curve); control tau
sample in the absence of zinc (black curve); variation of
temperature during experiment (black dotted line). Mea-
surements were carried out using PerkinElmer spectro-
photometer Lambda 800.
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Fig. 2. Typical ITC titration curves (top panel) and
binding isotherms (bottom panel) for zinc at 10 °C (black)
and at 45 °C (red) interactions with 30 uM of tau in 50 mM
Tris and 1 mM TCEP at pH 7.5.

assembly at near physiological temperatures, while
in the presence of an 8-fold zinc excess, Tau was
already partially assembled at 15 °C. In parallel, to
investigate the reversibility of this observed assem-
bly, Tau sample was heated to 37 °C and cooled
down to 13 °C in the presence of 4-fold zinc excess
(120 pM of ZnCl,). Each time, absorbance increased
upon heating and dropped after cooling demon-
strating near 100% reversibility of the oligomeriza-
tion (Fig. 1b).

Thermodynamics of Tau-zinc interaction

To verify if Tau oligomerization is directly linked to
zinc binding, we investigated Tau-zinc interaction
using ITC at different temperatures. In the turbidim-
etry experiments, at low temperatures, we observed
Tau aggregation only at high zinc concentrations
(above 120 pM), but at high temperatures, Tau
aggregation started at an equimolar zinc concentra-
tion. ITC titration of 30 pM Tau solution by zinc at
10 and 45 °C did not reveal significant differences
in thermodynamic parameters of Tau-zinc interac-
tion (Fig. 2), indicating that zinc binds to tau just as
well at 10 °C than at 45 °C. In both cases, fitting the
binding isotherms using a two-sets-of-sites model
revealed the existence of one high-affinity site for
zinec (N=1.0+0.1; K, =2.0 + 0.5 x 10° M™") and
three low-affinity sites (N=3.2+0.3; K;=5.9 =
1.7 x 10* M~"). The high-affinity site was enthalpy
driven but entropy unfavorable (AH=-12.1 =
0.2 kcal M™"; AS=-13.8 cal M~ K~') probably
due to partial folding of initially unstructured Tau
molecule. Meanwhile, the three low-affinity sites
were both enthalpy and entropy favorable (AH =
-1.8 + 0.3 kcal M™'; AS = 15.4 cal M~" K™") point-
ing to the burying of hydrophobic surfaces upon
interactions during Tau aggregation.

Characterization of Tau oligomers

To characterize the oligomers of Tau that form in
the presence of zinc ions, we used DLS, transmis-
sion electron microscopy and ThT assay. DLS
analysis of 30 yM Tau solution showed that, in the
absence of zinc, at 10 °C, Tau is mostly represented
in solution as a species with a median hydrodynamic
diameter of 9.6 + 1.4 nm by mass (Dv50; Table 1).
Given that Tau is an intrinsically disordered protein,
this size would correspond to the unfolded monomer
[29]. Heating up to 40 °C did not reveal significant
conformational changes of the monomeric state
of Tau (Table 1), in agreement with our turbidimetry
data.

Table 1. Characteristics of Tau polymers in presence of different zinc concentrations by DLS

T, °C [ZnCly), UM Z-average, nm Pdi Dv50, nm Di50, nm
10 0 14.3 + 0.7 0.31 + 0.02 9614 137 1.1
40 0 20.0 £ 21 0.50 + 0.07 122+ 06 13,0+ 05
40 30 55.1 + 63.7 0.30 + 0.13 105+ 04 122+ 02
40 60 193.3 + 46.1 0.21 + 0.02 11402 114 +£02
40 90 3158.0 = 1462.0 0.99 + 0.02 88+1.1 89+1.2

40 120 99,000.0 + 20,000.0 OOR OOR OOR

10° 120 26.0 + 9.6 0.27 + 0.08 11325 13.2+03
40 90° 55.2 +30.2 0.41 + 0.05 11.3+03 122+ 04

Z-average, mean intensity size (diameter) of sample; Pdi, polydispersity index; Dv50, volume-based diameter median; Di50, intensity-

based diameter median in nm; OOR, out of range.
2 Sample cooled from 40 to 10 °C.
b 2 mM EDTA added.
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4 Zinc-Induced Reversible Tau Self-assembly

To investigate the impact of zinc ions on the  the polydispersity index (Pdi) remained low, while
oligomeric state of Tau, 30 uM of Tau was titrated Z-average (mean particle size) gradually increased
with up to a 4-fold molar excess of zinc at 40 °C and (Fig. 3c; Table 1). Above this Zn/Tau ratio, Z-
analyzed by DLS (Fig. 3a—c). Within this range of  average started to increase together with the poly-
zinc concentration, the main Tau species represent- dispersity indicating protein aggregation (Fig. 3c).
ed by mass had diameters ranging from 10to 12 nm. Further increases in zinc concentration, up to excess
Furthermore, below the molar ratio Zn/Tau of 2.3, of 4, led to a complete disappearance of low size
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Fig. 3. Size distribution by volume (a) and by intensity (b) of 30 uM tau in the absence of zinc (orange curve) and in the
presence of 30 and 60 pM zinc (in red and burgundy respectively) at 40 °C. (c) Correlation coefficient versus time in ps for
Tau 30 pMin the presence of 0, 10, 60 and 100 uM ZnCl. (shown in colors orange, red, burgundy and black, respectively).
(d) Median volume-based diameter (DV50) in nm (blue), Pdi (orange) and Z-average mean intensity size in (black) for
different zinc/Tau molar ratio, with Tau 30 pM. (e) and (f) Representative electron micrographs of negatively stained Tau
aggregates at 37 °C in the presence and in the absence of zinc ions respectively. (g) Representative electron micrographs
of negatively stained sample of Tau in the presence cooled down from 37 to 10 °C. (H) Fluorescence spectra of ThT
at 60 pM in buffer (dotted curve), in the presence of zinc-induced Tau aggregates (black curve) and in the presence of
heparin-induced Tau aggregates (blue line) used as positive control.
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species (Fig. 3a, b) and the formation of oligomers
too large to be properly monitored by DLS. Further
investigation of formed structures by electron mi-
croscopy revealed the existence of large (=10 pm)
aggregates (Fig. 3e), which are in a good agreement
with our DLS experiment. Indeed, as shown in the
correlograms (Fig. 3d), as the concentration of zinc
increases, the decay time increases, which indicates
an increase in Tau size. Characterization of Tau
oligomerization using ThT assay (Fig. 3g) did not
reveal the presence of amyloid-like structures.

When the temperature was then decreased from
40 to 10 °C, we observed the reappearance of low-
size species with a Dv50 of 11.3 + 2.5 nm in the
presence of 120 pM zinc (Table 1), which indicates
that the oligomerization induced by zinc at 40 °C
is reversible. Moreover, chelation of zinc ions with
high excess of EDTA (2 mM) at 40 °C also led to
complete dissociation of aggregates, which returned
to the same size distribution as it was before addition
of zinc ions (Table 1). We have thus shown that
reducing temperature can reverse the effect of zinc
oligomerization of Tau and that removal of zinc at
high temperatures can also reverse the oligomeri-
zation of Tau.

Discussion

Zinc, which plays an important role in many
physiological processes, has been implicated in the
molecular mechanisms of many NDs by favoring
aggregation of proteins such as amyloid beta, FUS,
TDP-43 [21,30]. Recent in vitro studies showed that
zinc could also impact Tau aggregation into PHF, a
hallmark of several tauopathies. Nevertheless, the
conclusions from these studies were limited by the
fact that the oligomerization of Tau into PHFs was
induced by heparin.

Here, for the first time, we demonstrated that the
presence of the zinc ions combined with increased
temperature is sufficient to induce a fast oligomer-
ization of Tau, and that it is reversible. Indeed, we
have found that in the presence of equimolar zinc
concentration, Tau oligomerizes at 50 °C, while the
increase of molar ratio of Zn/Tau to 2 decreases the
temperature of oligomerization to 32 °C (Fig. 1), thus
potentially impacting physiological function of Tau.
Similar interplay between ions and temperature of
polymerization has already been observed in other
important physiological systems such as Mg?2*/
tubulin wherein tubulin poLymerization depends
both on temperature and Mg=* concentration [31].

Characterization of Zn/Tau binding by ITC at
different temperatures allowed us to demonstrate
that the thermodynamics of the interaction is the same
whether Tau oligomerizes or not. Indeed, the binding
isotherms registered at 10 °C (where oligomerization
is only triggered by high zinc concentrations) and

45 °C (where oligomerization starts at the beginning
of titration) are almost identical. At both tempera-
tures, ITC demonstrates the existence of two types
of sites, one site with a high affinity (K, =2.0 +
0.5 x 10° M™") and three sites with a low affinity
(Ka=5.9 1.7 x 10* M~"), which could have dif-
ferent functions. DLS showed that upon saturation
of the high-affinity site, the hydrodynamic diameter
of Tau species dropped from 12.2 to 10.8 nm and
remained stable at 10.5 + 0.22 nm until a molar
ratio Zn/Tau of 2.3 (Fig. 3b). This suggests a partial
folding of Tau with an increase in homogeneity as
shown by the Pdi. This is also in agreement with
the unfavorable entropy of zinc binding found by ITC
for this site. This first high-affinity site likely corre-
sponds to the one localized in the R2—R3 Tau region
inwhich zinc is chelated by two Cys and two His amino
acids, as previously proposed [23,25]. Such binding
would be accompanied by the folding of Tau in R2—-R3
as a hairpin, which is in good agreement with our
DLS data that showed a compaction of the molecule.
The three low-affinity sites may be responsible for
the oligomerization process. Indeed, at 40 °C, we start
to detect oligomerization by DLS at Zn/Tau around 2,
when zinc starts to bind to these low-affinity sites,
as it can be seen from ITC titration curve (Fig. 2).
Interestingly, the hydrodynamic size of Tau monomer
species continues to decrease (downto 8.9 + 1.2 nm)
as zinc binds to auxiliary sites, pointing to a further
Tau folding (Fig. 3c). This leads us to propose that
zinc binding to both types of sites induces a structural
change that may have a consequence on Tau
physiological functions.

It should be stressed that, contrary to heparin-
induced fibrillization of Tau in most PHF models, zinc-
induced oligomerization of Tau is a reversible process
with fast kinetics. Indeed, chelation of zinc ions using
EDTA, or a decrease of temperature instantly led
to dissociation of oligomers. Contrary to ThT-positive
irreversible aggregates formed in the presence of
heparin, oligomers induced by zinc ions were not only
reversible but also ThT-negative which indicates that
the oligomers in the absence of heparin formed are
not amyloid like. Most of the previous studies of Tau
self-association in vitro were carried out in the
presence of agents such as heparin or arachidonic
acid [27,28] and led to generation of irreversible
structures. It has been hypothesized, and widely
accepted, that irreversible Tau aggregation leading
to PHFs found in neurons of patients affected with
ND would be preceded by a stage of reversible Tau
multimers formation [26]. In our study, for the firsttime,
we were able to reproduce a reversible oligomeriza-
tion of Tau proteins in the presence of Zn without
any additional non-physiological additives. Thus,
our experimental conditions could constitute a useful
model to study Tau multimerization in vitro.

The reversibility of Tau structures observed in
our experiments also allows us to hypothesize that
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oligomers could be induced in cells by zinc signals
under physiological conditions and play a role in Tau
regulation, modulating its numerous functions [1].
For example, zinc was found to be involved in
regulation of Tau interaction with DNA [32]. More
generally, zinc is abundantly present in the brain
where it plays an important role in axonal and
synaptic transmission [33,34]. It is highly concen-
trated in the synaptic vesicles of several types of
neurons [35]. The majority of zinc ions in cell are
bound to metalloproteins, which have metal binding
affinities in the nM and even in pM range. The
physiological concentration of free Zn?* in cells is
considered to be between around 1 and 10 nM
[36,37], which locally would be sufficient to bind to
Tau and modulate its activity. Thus, the observed
binding constants that we determined are consistent
with the possible physiological role of Zn in Tau
regulation.

Conclusion

In conclusion, we demonstrated for the first time
that zinc can induce a reversible polymerization of
Tau. This process could have a significant function

. N
—

Reversible

Irreversible

in the brain and nervous system where zinc is known
to be abundant. Our data, which demonstrate that
zinc favors Tau self-assembly at near physiological
temperatures, support the idea that zinc could be
implicated both in the pathological aggregation of
Tau and in tau regulation. As summarized in Fig. 4,
while the right part depicts the irreversible cascade
leading to the formation of neurofibrillary tangles,
the left part depicts a pathway that would ultimately
lead to the formation reversible granular aggregates
of Tau, which could have a sequestration purpose.
Since tau phosphorylation is known to have physi-
ological and pathological consequences [38], impact
of tau phosphorylation on this pathway will need
to be addressed. We have also shown the existence
of two types of sites (one main and three auxiliary
ones) that gradually modulate Tau structure en-
abling zinc to be a subtle modulator of Tau activity.
In order to understand how zinc ions can impact
physiological Tau oligomerization, it will be important
to identify the specific amino acids responsible for
binding of those auxiliary zinc ions and the structure
of such oligomers. Likewise, confirming that this
reversible oligomerization of Tau is part of a con-
current pathway will have important consequences
in ND research.

Fig. 4. Model. The right part of the scheme corresponds to the pathway leading to PHFs and neurofibrillary tangle
formation. This pathway is globally irreversible and favored by post-translational modifications such as (hyper)
phosphorylation of Tau and Zn®*. The left part of the scheme summarizes our findings: in the presence of low Zn®*
concentrations, Tau undergoes compaction; in the presence of high Zn>* concentrations, it leads to the formation of

granular Tau oligomers. This pathway is fully reversible.
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Materials and Methods

Protein purification

Human Tau (hTau40) was expressed in Escherichia
coli and purified as described previously [39]. Tau
could thus be directly resuspended before use in the
appropriate buffer. Protein was passed through the
Zeba Spin Desalting Columns (Thermo Scientific) to
equilibration in Tris 50 mM and TCEP 1 mM (pH 7.5)
buffer before being used for experiments. TCEP was
used to maintain Tau in a reduced state. Its concen-
tration was measured at 280 nm using extinction a
coefficient of 7700 M~ cm™" [31].

ITC

Binding of zinc to Tau was analyzed by ITC using
MicroCal iTC200 as described previously [40,41].
Experiments were performed at 10 and 45 °C and in
50 mM Tris buffer in the presence of 1 mM TCEP at
pH 7.5. Tau concentration in the calorimetric cell
was 30 uM, whereas the ZnCl, concentration in the
syringe was 600 uM. Tau was titrated by repeated
injections of 2 yL aliquots of zinc solution. At the end
of titration, the cell contained the mixture of zinc and
Tau with the molar ratio equal to 4:1. The syringe
was refilled with the same zinc solution without
cell refilling, and the titration was continued until
the final ratio of 8:1. Each resulting titration peak was
integrated and plotted as a function of the Tau/
tubulin molar ratio. The baseline was measured by
injecting ZnCl, into the protein-free buffer solution.
Data were analyzed using Origin software and were
fitted with a “two set of sites” model via a non-linear
least squares minimization method and led to the
determination of affinity constants (K3) and enthalpy
changes (AH). Thermodynamic values are an aver-
age of at least three different experiments.

Turbidimetry

Tau polymerization was monitored by turbidimetry
(A 350 nm) using a PerkinElmer spectrophotometer
Lambda 800 (PerkinElmer) and a Prometheus NT.
Plex (Nanotemper) instrument equipped with absor-
bance module with a heating rate of 1 K/min. Purified
Tau (30 M) was equilibrated in 50 mM Tris and
1 mM TCEP (pH 7.5) buffer in the absence or in the
presence of zinc and incubated at 5 °C. Polymer-
ization was initiated by temperature increase to
40 °C and reversed by cooling sample to 13 °C.

DLS
DLS experiments were carried out to determine

the hydrodynamic diameter of Tau in the presence
and absence of zinc using a Zetasizer Nano ZS

(Malvern Instruments) with a scattering angle of
173°. Particles in solution are in constant random
motion and the intensity of their scattered light
fluctuates with time. To determine the hydrodynamic
diameter (Dy), the provided software uses the Stokes—
Einstein relation to obtain the intensity averaged
size distribution from the raw correlation data. The
correlogram displays much information about the
sample. The time at which the correlation starts to
decay is an indication of the mean size of the sample.
Smaller samples fluctuate quicker than larger sam-
ples in solution. The steeper the exponential decay,
the more monodisperse (single population) the
sample, and the more the decay is extended the
greater the sample polydispersity (several popula-
tions) which is indicated by the Pdi. To analyze Tau,
DLS was performed at temperatures ranging from
10 to 40 °C. For each assay, three measurements
were performed; each one consisting in 10-15 runs
of 10 s. Tau was analyzed at 30 pM in 50 mM Tris
and 1 mM TCEP (pH 7.5) following centrifugation
for 15 min at 14,000 rpom at 6 °C. The overall
thermostability and aggregation of Tau was tested
in the absence and presence of 10-120 pM of ZnCl..
To determine the hydrodynamic diameter (D), the
viscosity and refractive index values of the dispersion
medium were used in the Stokes—Einstein equation.
In our case, we used a viscosity of 1.3198 cP and a
refractive index of 1.331 (at 10 °C). Results were
displayed as volume and intensity size distributions
including the overall mean size (Z-average) using
the Zetasizer software 7.12 with a detailed high-
resolution spectrum of 300 classes. All experiments
were performed at least in triplicates.

Fluorescence ThT assay

ThT assay, which is a common marker of amyloid
fibrils, was performed as described before [42] with
some modifications. Briefly, samples of 30 uM Tau
alone or Tau with 8-fold excess of ZnCl, were mixed
with ThT. Fluorescence spectra were acquired in
0.2 (excitation direction) x 1 cm (emission) cells
(Hellma) thermostated at 37 °C + 0.5 °C without pre-
incubation. Excitation was at 440 nm and emission
spectra were recorded from 460 to 520 nm with slit
widths of 15/15 nm using a PerkinElmer LS 55 fluo-
rescence spectrometer operating at a PM of 800 V.

Transmission electron microscopy

Four microliters of incubated Tau samples (30 pM)
was placed on carbon-coated copper grids (300
mesh) for 1 min. After blotting, grids were washed
with distilled water and blotted again, and negatively
stained for 30 s with 2% (wt/vol) uranyl acetate as
previously described [21]. The grids were then dried
and observed with a JEOL 2200FS transmission
electron microscope (Tokyo, Japan) operating at
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200 kV. Images were recorded using a 4k x 4k slow-
scan CCD camera (Gatan, Inc., Pleasanton, USA).
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Le zinc interagit avec la protéine tau via 3 sites et

Induit son agregation réversible

La seconde partie de ma thése a consisté a localiser les sites d’interaction du zinc
sur la protéine tau. Pour cela, nous avons réalisé des expériences d’'ITC, de DLS et de
turbidimétrie dans notre laboratoire en utilisant plusieurs constructions de la protéine tau,
ainsi que des expériences de RMN en collaboration avec la plateforme du Laboratoire
d’Ingénierie des Systémes Macromoléculaires (LISM, UMR 7255) a Marseille. Nos
résultats montrent que le zinc se fixe de facon séquentielle dans un premier temps au
niveau des séquences répétées de la protéine (H299, C322, H329 et H330), puis dans un
second temps dans sa partie C-terminale (H362, H374, H388 et H407). Enfin, un troisieme
site de liaison se localise dans la partie N-terminale de la protéine (H14, H32, H94 et H121),
mais se comporte de fagon indépendante vis-a-vis du schéma de fixation précédemment
cité. Ces résultats ont permis de modéliser la structure de ces trois sites par des
simulations Monte Carlo réalisées par le département de Bio-ingénierie et de Bio-
informatique de I'Université de Moscou. Les expériences de DLS et de turbidimétrie ont
révélé que ce second site est responsable de l'agrégation de tau induite par le zinc,

notamment via les résidus H388 et H407.

Cette étude complete notre premier article, en définissant précisément le
mécanisme moléculaire a I'origine de 'agrégation de tau induite par le zinc, et en identifiant

des acides aminés clés impliqués dans ce processus.
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Abstract

Tau protein has been extensively studied due to its key roles in microtubular cytoskeleton
regulation and in the formation of irreversible aggregates found in many
neurodegenerative processes. It has been previously shown that zinc participates in
regulation and aggregation of tau. However, the molecular mechanisms of zinc binding to
tau and the location of zinc binding sites on tau protein are not yet known. Using ITC and
NMR of tau and its mutants we identified three zinc binding sites located in the N-terminus,
the repeats domain and the C-terminus of tau. We found that the N-terminal site is
independant, while a low-affinity zinc-binding site in the C-terminus forms only after zinc
binding to the high-affinity site in the repeats domain. Using molecular simulations we
calculated the structure of each site in complex with zinc. The turbidity assays showed that
the C-terminal site plays the major role in zinc-induced tau aggregation. In particular, the
mutations of histidines 388 or 407 abolished zinc-induced aggregation. Based on our
results, we propose a model of zinc-induced temperature-dependent reversible
aggregation of tau, allowing a better understanding of both the physiological and

pathological processes associated with tau-zinc interaction.

Keywords: Tau aggregation, zinc, binding sites, NMR, calorimetry

Abbreviations: AD: Alzheimer’s Disease; PD: Parkinson’s Disease; PHFs: Paired Helical
Filaments; ITC: Isothermal Titration Calorimetry; NMR: Nuclear Magnetic Resonance;
HSQC: Heteronuclear Single Quantum Correlation; BMRB: Biological Magnetic
Resonance Bank; WT: wild type; HA: high affinity; LA: low affinity; DLS: dynamic light
scattering; TCI : Triple Resonance Probe; TCEP: tris(2-carboxyethyl)phosphine;
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Introduction

Microtubule-associated protein tau plays a central role in cytoskeleton dynamicity via its
regulatory activity on microtubule dynamics, which impacts microtubule functions in
various processes such as cell division and axonal stability in neurons [1,2]. Tau has also
been shown to be associated with a number of neurodegenerative diseases such as
Alzheimer's disease (AD), Parkinson's disease (PD) and frontotemporal lobar
degeneration [3-5]. In these Tauopathies, tau forms neurofibrillary tangles, which consist
of stacked paired helical filaments (PHFs) of hyper-phosphorylated tau molecules [6].
Among the endogenous factors that have been shown to favor tau aggregation, zinc
seems to play an important role, similarly to its role in aggregation of other proteins
implicated in neurodegeneration. Indeed, zinc has been identified as a factor favoring the
aggregation of amyloid-g [7], FUS/TLS [8], TDP-43 [9,10] and tau [11]. Zinc has been
shown to increase the toxicity of tau in cells [12] mainly through an interaction with tau.
More recently, this effect was confirmed in neurons where zinc induces cell death through
the acceleration of tau aggregation [13,14]. Several works proved that zinc can also
accelerate aggregation of purified tau constructs [11,15,16], thus confirming the direct
effect of zinc on tau. In addition, zinc has been recently shown to induce the formation of
reversible aggregation of tau [17,18], and to promote liquid-liquid phase separation (LLPS)
of tau [19,20] which could either be part of the early stages of pathological aggregation or

a physiological concurrent pathway.

Despite the importance of zinc binding to tau, the exact binding sites are not currently
known. Two reports have already addressed this question and implicated seven residues
located in the R2-R3 repeat region of tau (C291, C322, H268, H299, H329, H330, and
H362) [11,13]. More precisely, the cysteines located in the repeated regions of tau (C291
and C322) were identified as the core of the interaction between a tau peptide (244-372)

and zinc (Figure 1). Two other studies highlighted the binding of zinc in the repeated
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regions using the R3 repeat only [14] and a tau construct lacking the R2 repeat [15]. Two
other recent studies conducted by ITC and mass spectrometry suggested presence of
additional lower-affinity sites on tau [16,17]. We have recently proposed that these sites
are responsible for the self-assembly of tau [17]. However, the exact nature and location

of these elusive sites remained unknown.

In this work we used a combination of NMR, ITC, turbidimetry and DLS assays to identify
and characterize the zinc binding sites on tau protein. We pinpoint the zinc-binding
residues in the high affinity binding site in the R2R3 region and uncover the existence of
two novel lower affinity binding sites in N and C terminal parts of tau. We also provide
insights into the sequential mechanism of zinc binding to tau and highlight the importance

of the C-terminal region in this reversible tau aggregation.

Results

Localization of zinc-binding sites

Many studies have concluded that the amino acids responsible for zinc binding to tau are
located in the R2R3 repeat region of tau [11,12,14,15]. More recently it was suggested
that additional sites would exist most likely located outside of this repeat region [16,17]. In
order to identify the zinc binding sites on tau protein, we performed ®N-HSQC NMR on
tau first in the absence and then in the presence of zinc. Since the amino acid assignment
is not complete for full length tau [21], based on the existing attributions, we conducted
two separate sets of NMR experiments, first on the peptide pR2R3, to identify the amino
acids implicated in zinc binding in the repeat region, and on full-length tau, to identify the

amino acids implicated in zinc binding outside of the repeat region (Figure S1).

Identification of zinc binding residues in R2R3 region of tau
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To first explore the R2R3 repeat domain of tau, we recorded the ®N-HSQC spectrum at
N-natural abundance on pR2R3 peptide (pR2R3, Figure 1) in the absence of zinc (Figure
2A, orange peaks). Using the assignment already published for this region (BMRB entry
19253, [22]), we identified cross-peaks corresponding to all Cys and His residues in this
region (C291, H299, C322, H329 and H330). It should be noted that the cross-peak
corresponding to C291 was split, suggesting the existence of two possible conformations

for this residue.

In the presence of zinc (Figure 2A, blue peaks), only the cross-peaks corresponding to
H299, C322, H329 and H330 were shifted, indicating that these four residues of the R2R3
region bind to zinc. Interestingly, the addition of zinc only slightly influenced the splitting of
C291 cross peak thus possibly favoring one of the two conformations, but not contributing

to zinc binding.

Identification of zinc binding residues in N- and C-terminal regions of tau

To explore the N and C-terminal regions of tau, first we recorded the *>N-HSQC spectrum
of full-length tau (Figure 1, tau-WT) in the absence of zinc (Figure 2B, orange peaks).
Using the previously published amino-acid assignment map (BMRB entry 17920, [21]), we
identified the cross-peaks corresponding to H14, H32, H94 and H121 in the N-terminal
region. Since none of the four C-terminal histidines are assigned in this map, we generated
single amino-acids mutants for each of the four histidines (Figure 1, tau-H362A, tau-
H374A, tau-H388A, and tau-H407A) and recorded ®N-HSQC spectra of these mutants
(Figure S2, orange peaks), thus identifying the cross-peaks corresponding to H362, H374,

H388 and H407 on the full-length tau spectrum (Figure 2B, orange peaks).

In order to confirm that all the cross peaks we identified as histidines in the N-terminal
region are indeed histidines, *>°N-HSQC spectrum of full-length tau was recorded at two
different pH (pH 6.1 and pH 6.7) to bring the pH closer to the pKa of histidine. Indeed the
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cross-peaks corresponding to putative histidine shifted between the two conditions (Figure

2C, green and red peaks).

Having now identified all the histidines in the C-terminal and N-terminal regions, we
performed NMR on full-length tau in the presence of zinc (Figure 2B, blue peaks). The
addition of zinc induced a shift of cross-peaks of H14, H32, H94, H121, H362, H374, H388
and H407, which indicated that these residues participate in the chelation of zinc. As
expected, cross-peaks corresponding to amino-acids in the proximity of these histidines
were also shifted (Figure S3). Considering the localization of the histidines we identified,
our results let us hypothesize the existence of two additional binding sites : one binding
site in C-terminal (H362, H374, H388 and H407) and one binding site in N-terminal (H14,

H32, H94, H121)

Zinc binding sites in N- and C-terminal regions are independent

In order to demonstrate that the eight identified histidines form two separate independent
sites at the N-terminal and in C-terminal of tau, we performed NMR on one of the C-
terminal mutated form of tau (Figure 1, tau-H374A) in the presence of zinc (Figure 2D).
Upon mutating this amino acid, the cross peaks corresponding to the other three histidine
residues located at the C-terminus did not shift anymore after adding zinc. However, this
mutation in the C-terminal did not have any impact on zinc-dependent shifting of the cross-
peaks corresponding to the histidines in the N-terminal region (H14, H32, H94 and H121).
This indicated the existence of two independent zinc binding sites, one in the C-terminal

and one in the N-terminal region.

In summary, NMR experiments revealed the presence of three zinc-binding sites in tau,
involving histidine and cysteine residues, with one site located in the R2R3 region, and

two independent N-terminal and C-terminal sites.
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Modelisation of zinc binding sites of tau

NMR data allowed us to modelize the three sites identified in our study with a molecular
simulation using three small tau peptides encompassing each zinc binding site. N-terminal
site was modelized using Tau peptide (13-122) (Figure 3A), R2R3 site was modelized
using Tau peptide (298-331) (Figure 3B), and the C-terminal site was modelized using Tau
peptide (361-408) (Figure 3C). In all three cases molecular modelisation revealed that the
presence of zinc induced a more condensed conformation of tau by bringing together
amino acids that would otherwise be distant. This compaction may result in a more globular

shape of tau, which is in agreement with previous published DLS data [17].

Sequential binding of zinc to tau

To investigate the thermodynamics of zinc binding to tau protein we studied its interaction
with wild type tau and its mutants using isothermal titration calorimetry. First, the heat
exchange upon zinc binding to tau-WT was measured at 10°C (Figure 4). The obtained
data could be fitted by two models : a two-sets-of-sites model with a stoichiometry of 3 and
a two-sites sequential-binding model (Table 1). With a two-sets-of-sites model, we
obtained one high affinity binding site (Ka = 2.1+0.7x10°) and two low affinity ones (Ka =
5.0+1.6x10%), while with a two-sites sequential-binding model we obtained one high affinity
binding site (Ka = 1.3+0.2x10°) and one low affinity site (Ka = 2.7+0.3x10%). In both models,
there was a high-affinity site with a favorable enthalpy and an unfavorable entropy, while
the low-affinity site(s) are both enthalpy and entropy favorable (Table 1). Two-sites
sequential binding model fitted well, while NMR data revealed three binding sites. This
would not be contradictory with the fact we found three sites by NMR, if one of the low

affinity sites has a AH=0 and thus is not visible by ITC.

Since ITC of tau-WT does not allow us to distinguish between the 2 models, we generated
two constructs : one missing all eight zinc binding residues in C- and N- terminal regions
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(Figure 1, tau-HA) and one missing all four zinc binding in the R2R3 region (Figure 1, tau-
LA). Then, ITC of zinc binding to tau-HA (Figure 4, orange curve) resulted in a calorimetric
curve that could now be fitted directly with a one-set-of-site model with stoichiometry of
0.8+0.1, an affinity constant of 1.7+0.2x10° M1, an enthalpy AH; = -7.4+0.3 kcal/mol and
an entropy AS; =-2.31 cal/mol/deg (Table 1). Thus, the absence of low-affinity zinc binding
sites in this mutant indicated that the high affinity site was located in the R2R3 region,
which is consistent with previously published data [11,13-15]. Moreover, ITC titration by
zinc of tau-LA in which all cysteines and histidines located in the R2R3 region are mutated
(Figure 1, tau-LA) was not accompanied by any heat exchange (Figure 4, brown curve),
which indicated that no zinc binding to tau can be detected by ITC in the absence of prior
zinc binding in the R2R3 region of tau. At last, SPR experiments on tau-WT, tau-LA and
tau-HA in the presence of zinc (Figure S4) confirmed the existence of at least one low-

affinity binding of zinc on tau-WT.

Thus, our results with tau mutants allowed distinguishing between the two models

proposed after Tau-WT experiments, favoring a sequential binding.

Tau aggregation is triggered by zinc binding to C-terminal low affinity site

In order to determine the role of the zinc-binding sites in the reversible aggregation of tau,
we used turbidimetry assays that allow following the reversible aggregation of tau upon
heating [17]. The sample containing tau-WT and zinc was heated from 15°C to 40°C while
measuring the turbidity at 350 nm (Figure 5A, blue curve). In these conditions, the turbidity
increased at 20°C, indicating that zinc was able to trigger the temperature reversible
aggregation of tau described recently [17]. DLS experiments revealed the absence of the
monomeric peak with the formation of particles that are out of the range of DLS detection
(Figure S5A, blue curve), and a slow decay time of the correlation coefficient in the

presence of zinc (Figure S5B, blue curve). This indicates that zinc induces the formation
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of large particles in solution, in line with the results obtained by turbidimetry. The control
experiments without zinc showed no increase in turbidimetry upon heating (Figure 5A, blue
dotted curve). Moreover, DLS experiments revealed a size-by-volume peak corresponding
to the monomeric state of tau (Figure S5A, blue dotted curve) and a fast decay time in DLS
correlogram (Figure S5B, blue dotted curve), confirming that the aggregation observed for

tau-WT was zinc-dependent .

When the same experiments were performed with tau-LA (mutant lacking the high affinity
R2R3 binding site) no turbidity increase was observed (Figure 5A, brown curves).
Moreover, a size-by-volume peak corresponding to the monomeric state of tau (Figure
S5A, brown curves) and a late decay time of the DLS correlation function (Figure S5B,
brown curves) were observed both with or without zinc. Thus, absence of zinc binding to

the R2R3 region prevented zinc-dependent aggregation of tau.

Turbidimetry experiments with tau-HA (mutant of the N-terminal and C-terminal histidines
of tau), showed no increase of the turbidity signal upon heating (Figure 5A, oranges
curves). In addition, zinc did not trigger the formation of tau polymers as shown in volume
size distribution (Figure S5A, orange curves) or late decay time of the DLS correlogram
(Figure S5B, oranges curves), even though this tau-HA mutant binds zinc as shown by our
ITC experiments. These findings show that zinc binding to R2R3 is not sufficient to induce
the reversible zinc-dependent aggregation of tau and that the reversible aggregation is

triggered by zinc binding to a low affinity site.

To determine which low affinity site plays a major role in zinc induced aggregation, we
studied this process using four single C-terminal histidine mutants (tau-H362A, tau-H374A,

tau-H388A, and tau-H407A) in the presence of zinc ions (Figure 5B).

While tau-H362A aggregated just as much as WT-tau, tau-H374A exhibits a lower
propensity to aggregate, and the two remaining mutants, tau-H388A and tau-H407A,
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showed a complete absence of aggregation. Thus, perturbation of aggregation upon
mutating these amino acids indicates that low affinity binding site in the C-terminal part of

tau plays a major role in zinc induced temperature dependent tau aggregation.

Discussion

Despite the clinical importance of tau protein and the recent discovery of zinc ions
influencing the aggregation and self-assembly of tau, the number of tau-zinc interaction
sites is still under debate [16,17]. In this study we identify 12 zinc-binding amino acids
corresponding to three zinc-binding sites (one in R2R3 region, one in N-terminal and one
in C-terminal part). Our findings are consistent with the fact that zinc is mainly tetra-
coordinated in proteins by Cys and His amino-acids [23,24]. Among the six amino acids
that have been previously suggested to participate in zinc-binding to the R2R3 region of
tau [11,13-15], we finally pinpoint in this study the 4 amino acids (H299, C322, H329 and
H330) constituting the main zinc-binding site in tau. In addition, we now describe two novel

lower affinity zinc binding sites in the C-terminal and N-terminal regions of tau.

Our results show that the zinc binding to tau is sequential and that the low affinity binding
sites in the C-terminal and N-terminal regions of tau are independent from one another.
Thus, itis likely that the zinc sequential binding scheme involves only two sites - one higher
affinity site in the R2R3 region and one additional site, most likely located in the C-terminal
region given its proximity to R2R3 repeat. Our findings suggest that the N-terminal region
contains the third independent site which does not release any heat upon the binding of
zinc, explaining the absence of signal with ITC. Thus, the low affinity parameters
determined by our ITC experiments correspond to zinc binding to the C-terminal site.
Favorable entropy (AS>0) observed upon zinc binding to C-terminal region implies
formation of hydrophobic contacts. Indeed, mutating this site resulted in the perturbation

of tau aggregation in the presence of zinc, as shown by our turbidimetry assays. More
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precisely, mutation of histidine 388 or 407 to alanine completely abolished zinc-induced

aggregation, emphasising the crucial role of these histidines in this process.

To summarize these findings, the following model can be proposed (Figure 6). The first
zinc ion binds to the high affinity site (C291, H299, H329 and H330) in the R2R3 region
and induces local folding of tau revealing the low-affinity zinc binding site in the C-terminal
site (Figure 6A). Further increase in zinc concentration results in zinc binding to both low-
affinity sites (Figure 6B), leading to the reversible aggregation of tau (Figure 6C). Decrease

in zinc concentration results in disassembly of tau aggregates (Figure 6D).

The reversible aggregation of tau, which is different from the classical tau aggregation into
PHFs (paired helical flaments) observed in vitro, is still very little understood. Both PHFs
and reversible aggregates have different morphology and size: while tau forms nanometer-
scaled filaments containing beta sheets in PHFs [25,26], the reversible aggregates in the
presence of zinc are ThT negative and can be bigger than 10 ym [17]. Moreover, in
contrast to the PHF formation, the zinc-induced aggregation of tau is a reversible and a
temperature-dependent process. Finally, in contrast to PHF formation, zinc-induced
reversible aggregation of tau can be observed without any artificial inducer of aggregation,

such as heparin, thus probably corresponding to a more biologically relevant process.

Our discovery of several zinc binding sites with different affinity points to the fact that zinc
concentration in the cellular environment could influence tau function in vivo in both healthy
and pathological contexts. In Alzheimer’s Disease (AD) for example, intraneuronal levels
of zinc in cortical cells of patients have been shown to be increased in comparison to
healthy cells [27]. Similarly, high concentrations of zinc were found inside the somata and
dendrites of AD neurons [28]. This accumulation may be linked to the functionality of zinc-
bound proteins, which can be impaired due to alteration of neuronal metabolism in

pathology [29-31]. In this case, it is possible that the reversible aggregation of tau occurs
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in neurons as a protective mechanism. Importance of zinc binding to tau has also been
evoked in a physiological context, when the zinc concentrations are lower [17]. In healthy
neuronal cells, while tau concentration is around 2 yM, zinc is concentrated at nanomolar
levels [32]. Even if it is not sufficient to induce the reversible aggregation of tau, zinc could
possibly bind to tau through the high-affinity R2R3 site with a 1:1 stoichiometry. This may
regulate tau activity by triggering its compaction at specific subcellular structures where
tau is known to play a role, such as microtubules or nucleus [2]. Indeed, the high-affinity
R2R3 site overlaps with the microtubule-binding site on tau protein [33,34]. Thus, zinc
binding to tau may have physiological implications with low-intraneuronal concentrations
of zinc, while possibly affecting the pathological aggregation found in tauopathies at high

zinc concentration.

In conclusion, we identify zinc binding sites of tau protein and provide a model describing
sequential binding of zinc ions inducing reversible aggregation of tau. We also found two
histidines in the C-terminal binding site that are responsible for zinc-induced aggregation
and that should be investigated for their role in tau pathological aggregation. Overall, the
molecular basis of the tau-zinc interaction provided in our study will help understanding
the zinc-related tau aggregation processes in both physiological and pathological

conditions, thus paving the way for designing potential therapies for tauopathies.

Material and Methods

Peptide synthesis: Synthetic pPR2R3 peptide was purchased from GeneCust.

Protein expression and purification: The full-length tau and histidine mutants were
expressed from a pET-3d vector introduced into Escherichia coli BL21(DE3). After 3 h of

induction with 0.5 mM isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), cells were
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centrifuged and the pellets were resuspended into a lysis buffer as previously described
[35]. Lysis was pursued using three runs of French press at 4 tones, and non-thermostable
proteins were precipitated at 95°C for 11 minutes. Then, the lysate was centrifuged at 30
000 g for 30 min at 4°C, and the supernatant was injected onto a HiTrap SP Sepharose
HP cation exchange column pre-equilibrated with a 50 mM MES pH 6.5 buffer. Tau was
eluted with a 50 mM MES NacCl 0.5 M pH 6.5 buffer at 1 mL/min, dialysed three times
against 2 L of water at 4°C for 2 h, and dry-lyophilized. For '*N labeled-tau, cells were
grown on LB medium, centrifuged and the pellet was solubilized in M9 medium containing
SN ammonium chloride. Prior to use, each tau sample was airfuged at 25 psi and dosed
at 280 nm with an extinction coefficient of 7700 M-t.cm? by spectrophotometry as

previously described [35].

Isothermal Titration Calorimetry: Binding of zinc to tau was analyzed by ITC using a
MicroCal iTC200 instrument at 10°C in a 50 mM Tris buffer, in the presence of 1 mM TCEP,
pH 7.5. Tau concentrations in the calorimetric cell were 50 uM, whereas zinc concentration
was 1 mM in the syringe. Data were analyzed as previously described [36,37] using the
MicroCal Origin software and were fitted with a “one-set-of-sites” for tau-HA, while tau-WT

required a “sequential-binding-sites” analysis (number of sites fixed as 2).

Turbidity assays: Zinc-induced self-assembly of tau was monitored with NanoTemper
Prometheus NT.Plex instrument equipped with an turbidity module at 350 nm as previously
described [17], using high-sensitivity capillaries. Each capillary contained 30 uM of tau and
120 pM of zinc, except for the control samples which contain only 30 uM of tau. Excitation
power was set at 60%, and samples were heated from 15°C to 40°C at 1°C/min. All of the

turbidity assays were conducted three independent times individually.

Dynamic Light Scattering: The self-assembly of tau induced by zinc was monitored using

Zetasizer Nano ZS from Malvern Instruments as previously described [17]. The cuvette

114


https://paperpile.com/c/YKhTpm/ScFU
https://paperpile.com/c/YKhTpm/ScFU
https://paperpile.com/c/YKhTpm/04K3+ezxz
https://paperpile.com/c/YKhTpm/8QEk
https://paperpile.com/c/YKhTpm/8QEk

contained 50 pL of 30 uM of tau with or without 120 uM of zinc in a 50 mM Tris buffer, in
the presence of 1 mM TCEP, pH 7.5. For each tau construct, three recordings were

performed at 40°C, consisting in 10 - 15 runs for each assay.

NMR spectroscopy: NMR spectra were recorded on a Bruker spectrometer 600 MHz
equipped with a TCI cryoprobe. NMR experiments (*>°N-HSQC) were performed at 280°K
(7°C) on 50 uM for °N-labeled tau samples and 1 mM for pR2R3 peptide. For the pH
variations experiments, tau was resuspended into a sodium phosphate buffer at pH 6.1
and 6.7 respectively. For zinc titrations, the buffer was 20 mM MES, 100 mM NacCl, pH
6.5. Using previous chemical shift assignments, we identified the cross-peaks
corresponding to the N-terminal and C-terminal extremities in the full-length tau (BMRB
entry 17920, [21]) and repeated region in the pR2R3 spectrum (BMRB entry 19253, [22]).
H362, H374, H388 and H407 were assigned on the tau-WT spectrum by using mutants of

tau. Data was processed and analyzed with TopSpin software from Bruker.

Molecular simulations: The Rosetta de novo structure prediction method with Monte-Carlo
approach was utilized for structure prediction for tau fragments with zinc coordination
restraints [38]. Fragment library was built with Robetta web server [39] for the whole tau
protein isoform htau40 (UniProt identifier : P10636-8). This fragment library was adopted
to three selected regions of tau. Simulations were started from an extended chain and then
subjected to ab initio folding protocol with zinc coordination restraints with scoring function
ref2015 [40]. Zinc incorporation was done as it was described in the original report [41]
with distance and angle restraints to supposed coordination sphere. All backbone and
sidechain torsions and zinc rigid-body degrees of freedom were optimized simultaneously
in the all-atom refinement stage according to the original report [41]. For each of three Tau
region, 45,000 models were generated and the first 100 models were selected for further

analysis. The top model was chosen based on the pair score.
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Surface Plasmon Resonance: SPR experiments were carried out at 15 °C in a Biacore
T200 instrument (Cytiva) using the CMD500m sensor chip (Xantec, Dusseldorf, Germany).
Tau-WT, tau-HA or tau-LA were amine coupled in separate flow cells at pH 5.5, according
to manufacturer’s instruction and using 10 mM HEPES/NaOH pH 7.4, 150 mM NaCl,
0.05% Tween 20 as running buffer. Due to the low MW of ZnCl, and CaCl, ions in
comparison to MW of tau proteins, high density levels of proteins were immobilized on the
sensor chip (approximatively 4000 - 8000 RU that corresponds to 87 - 175 fmol/mm?). A
control flow cell without protein was used as reference to substract unspecific binding of
ions to the chip surface. The four flow cells were connected and running buffer was
exchanged with 50 mM Tris, 1 mM TCEP, pH 7.5. ZnCl, and CaCl, ions were serially
diluted in running buffer (0.3 - 160 puM) and injected 2 min at 30 pL/min over experimental
and reference flow cells. Blank run injections of running buffer were performed in the same
conditions. Double-subtracted sensorgrams were used to determine the equilibrium
response expressed in RU (Resonance Units), for each concentration. Complete and
spontaneous dissociation allowed analysis without regeneration. The Kp value for ZnCl,
ions to the immobilized tau protein were calculated by plotting saturation binding curves

using BiaEvaluation software version 2.0 (Cytiva).
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Model n Ka AH AS
(M) (kcal/mol) (cal/mol/deg)
2.140.7x106 |  -1.1+0.2 6.9
Two sets of 3
sites 5.041.6x10* | -2.1+0.2 14.1
tau-wt . 1.3+0.2x10° |  -9.6+0.1 5.7
Sequential o
binding sites 2.7403x10% |  -5.040.2 25
tau-HA | One set of 0.8+0.1 | 1.7+0.2x10° -7.4+0.3 -2.3
site
tau-LA ] ] ] ) ]

Table 1. Binding models and corresponding thermodynamical parameters for ITC

experiments of tau and tau constructs. * For tau-WT, stoichiometries (n) were fixed,

while others were determined by fitting. Tau-LA titration did not release any heat.
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Figure 1: pR2R3 peptide and tau sequences of mutants (HA : High Affinity ; LA : Low
Affinity). Cysteines and histidines are represented on the tau-WT sequence, and alanines

mutations for each mutant are shown below histidines and cysteines positions.
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Figure 2: N HSQC spectra of tau constructs. A: ®N HSQC spectrum of 1 mM
unlabeled pR2R3 at natural abundance in the absence (orange peaks) or in the presence
of 3 mM zinc (blue peaks). B: >N HSQC spectrum of 50 uM °N-labeled tau-WT in the
absence (orange peaks) or in the presence of 300 uM zinc (blue peaks). C: *®N HSQC
spectrum of 50 uM °N-labeled tau-WT at pH 6.1 (green peaks) and 6.7 (red peaks). D:
5N HSQC spectrum of tau-H374A in the absence (orange peaks) or in the presence of
zinc (blue peaks). All the experiments were done at 7°C to avoid aggregation in 20 mM

MES 100 mM NaCl pH 6.5 unless otherwise stated.
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Figure 3: 3D models of the zinc-binding sites on tau. A: N-terminal (13-122), B: R2R3
(298-331) and C: C-terminal (361-408) regions of tau in the presence of zinc (orange

sphere).
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Figure 4: ITC curves of tau-zinc interactions. 50 yM of tau-WT (blue), tau-HA (orange),
and tau-LA (brown) were titrated by zinc at 10°C in Tris 50 mM TCEP 1 mM pH 7.5 buffer.
Data were fitted with corresponding models (Table 1) except for tau-LA, where zinc did not

interact. For tau-WT, the fitting shown here corresponds to a sequential model with 2 sites.
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Figure 5: Turbidity assays of tau mutants in the presence of zinc. A: Turbidity assays

of 30 uM of tau-WT, tau-LA and tau-HA in the absence (dotted lines) and in the presence

(solid lines) of 120 uM of zinc. B: Turbidity assays of 30 uM of tau-WT, tau-H362A, tau-

H374A, tau-H388A, tau-H407A in the presence of 120 uM of zinc. All the samples were

heated from 15°C to 40°C while measuring the turbidity at 350 nm.
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Figure 6. The schematic representation of sequential zinc binding to tau. A : in the

presence of limited amount of zinc it binds to the high affinity R2R3 binding site, which

then induces the formation of the low affinity C-terminal binding site B : in the presence of

higher concentration of zinc, both N-terminal and C-terminal low affinity sites bind zinc. C

. increasing temperature to 37°C induces the formation of amorphous aggregates. Steps

B and C can be separated in vitro by performing step B at low temperature, but in vivo at

37°C those two steps would be simultaneous thus indistinguishable. D : removing zinc

induces the disassembly of the aggregate.
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Figure S1: >N HSQC NMR spectra of pR2R3 peptide (A) and tau-WT (B). Both of the

spectra were recorded at 7°C in 20 mM MES 100 mM NacCl at pH 6.5.
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Figure S2: N HSQC spectra of tau histidines mutants. N HSQC spectra of tau-
H362A (A), tau-H374A (B) (replicate of Figure 2D), tau-H388A (C), and tau-H407A (D) in
the absence (orange) or in the presence of zinc (blue). 50 uM of °N-labeled tau-H362A,
tau-H374A, tau-H388A and tau-H407A were titrated with 300 uM of zinc at 7°C. N-terminal
and C-terminal histidines are shown in cyan. All of the N-terminal histidines (H14, H32,
H94 and H121) were not affected by any mutation in all spectra, as they were still shifted
upon the addition of zinc. C-terminal histidines were affected differently for each mutant,

underlying two independent sites at the N-terminal and C-terminal regions of tau.
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Figure S3: Shifts of each tau-WT assigned peak in the spectrum upon the addition
of zinc. The residues annotated with * did not shift but disappeared from the spectrum

upon the addition of zinc, thus indicating a high perturbation.
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Figure S4: SPR measurements of ZnCl2 binding to Tau. ZnCl; or CaCl, solutions (0.3
— 160 uM) were injected 120 s at 30 pL/min over immobilized Tau proteins. Typical
superposed sensorgrams obtained over tau-WT (A), tau-LA (C) tau-HA (E) with ZnCl; and
tau-WT with CaCl, (G) are displayed. Zinc induces a significant increase of the signal for
tau-WT (A). This signal is much higher than expected (theoretical Rmax = 11.5 RU for one
binding site), probably due to conformational change of tau-WT in presence of ZnCl,. A
much lower effect is observed with tau-LA (C) and tau-HA (E), where signals are
comparable to the ones obtained with calcium that constitute negative controls (G).
Saturation curves are associated with corresponding tau-WT (B), tau-LA (D), tau-HA (F)
with ZnCl, and tau-WT with CaCl (H). Fitting of the saturation curve (B) using one to one
model gave a Kp = 1.52 + 0.76 x 10 M. Figures are representative of three independent

experiments.
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Figure S5: DLS measurements of tau-WT, tau-LA and tau-HA with zinc. A: DLS
volume size distribution of 30 uM of tau-WT, tau-LA and tau-HA in the absence (dotted
lines) and in the presence (solid lines) of 120 uM of zinc. B: DLS correlation curves of 30
MM of tau-WT, tau-LA and tau-HA in the absence (dotted lines) and in the presence (solid
lines) of 120 uM of zinc. All of the DLS measurements were performed at 40°C. In the
presence of zinc, tau-WT aggregates into particles which are out of the range of DLS
measurement (A, blue solid line) and show a long decay time of correlation function (B,
blue solid line), which indicates that zinc induces the aggregation of tau-WT. In contrast,
tau-LA and tau-HA form particles of size around 10 nm (A, brown and orange solid lines),
and display a fast decay time of correlation function (B, brown and orange solid lines),
which indicates that zinc does not trigger the aggregation of these mutants. All of the

constructions in the absence of zinc were not aggregated (A and B, dotted lines).
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Discussion

Caracteristiques physiques des agregats tau-zinc et

meécanisme moléculaire

Caracteristiques physiques des agrégats

Le zinc induit la formation d’agrégats réversibles de tau ayant des caractéristiques

bien différentes de celles observées dans les PHF, agrégats pathologiques de tau.

Premierement, les agrégats de tau induits par le zinc ont une forme amorphe,
encore peu caractérisée (Roman et al. 2019; Moreira et al. 2019), tandis que les PHF
présentent une organisation hélicoidale comme expliqué précédemment. Deuxiémement,
les agrégats de tau induits par le zinc mesurent plusieurs micrométres (Roman et al. 2019),
contre quelques nanometres pour les PHF (Pollack et al. 2019). Troisiemement, alors que
les PHF sont thioflavine-T-positifs, ce qui indique la présence de feuillets béta au sein de
ces structures, les agrégats de tau induits par le zinc réagissent négativement a ce méme
test (Roman et al. 2019). Enfin, contrairement aux PHF, les agrégats induits par le zinc
sont sensibles a la température et se dissocient a froid, en plus de disparaitre aprés I'ajout
d’'un chélateur du zinc comme 'EDTA (Roman et al. 2019), ce qui rend plus difficile leur

caractérisation.

Ces nombreuses différences laissent penser que le mécanisme de formation des
agrégats des PHF et de ceux induits par le zinc est différent. Notre étude sur les sites de
liaison du zinc sur la protéine tau et les données de la littérature nous ont permis de
proposer un modele du mécanisme moléculaire a l'origine de l'agrégation de tau induite

par le zinc.
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Figure 46 : Schéma récapitulatif du mécanisme de formation des agrégats de tau induits

par le zinc. Un premier ion zinc se fixe au niveau des séquences répétées de la protéine

tau, ce qui induit un changement de conformation en partie C-terminale. Dans un second
temps, un second ion zinc peut interagir avec ce nouveau site C-terminal, et induire
I'agrégation de la protéine tau. En paralléle a ce schéma de fixation séquentiel, un

troisieme site en N-terminal chélate un troisieme ion zinc de fagcon indépendante.

Le zinc se lie a la protéine tau au niveau des séquences répétées dans un premier
temps (Figure 46). Plus précisément, le zinc provoque une légére compaction de la
protéine tau suite a sa coordination par 4 résidus des séquences R2 et R3 : les histidines
299, 329, 330, et la cystéine 322 (Figure 46a). L’'implication de la cystéine 291 n’est pas
encore bien connue dans ce mécanisme. Des études ont montré que la mutation de ce
résidu provoque une baisse d’affinité de linteraction tau-zinc (Mo et al. 2009), alors que
notre récente étude montre que I'environnement de ce résidu n’est pas modifié suite a
'ajout du zinc sur la protéine tau. En revanche, nos données de RMN ont montré qu'il

existait deux configurations pour la cystéine 291, et que le zinc pouvait favoriser une
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conformation plutét qu’une autre. Ainsi, la cystéine 291 pourrait participer a l'interaction en
maintenant la structure de la protéine dans un état plus affin pour le zinc, sans pour autant

le lier directement.

Figure 47 : Modéle des sites de fixation du zinc sur la protéine tau, dans les séquences
répétées (A) et dans la partie C-terminale (B). Ces deux sites montrent une compaction

de la protéine tau suite a I'ajout du zinc.

Deux études ont supposé que dans un second temps, le zinc se fixerait a I'extérieur
des séquences répétées, et induirait 'agrégation de la protéine tau (Roman et al. 2019;
Moreira et al. 2019). Nous avons confirmé cette hypothése en localisant un second site de
fixation de plus basse affinité dans la partie C-terminale de tau. Ce site est composé des
histidines 362, 374, 388 et 407 (Figure 47b), et est responsable de I'agrégation induite par
le zinc. Plus précisément, les histidines 388 et 407 sont cruciales pour induire cette
agrégation. Ces résultats sont cohérents avec une précédente étude, qui a suggéré que
le zinc inhibe une interaction entre les séquences répétées R3 et R4, ce qui mene a l'auto-

association de tau (Jiji et al. 2017).
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Figure 48 : Modéle du site de fixation du zinc sur la protéine tau dans la partie N-

terminale (site indépendant).

Enfin, un troisieme site de fixation du zinc a été identifié dans notre étude (Figure
48). Situé dans la partie N-terminale de la protéine, il est indépendant du schéma de
fixation séquentiel préecédemment identifié, et est constitué des histidines 14, 32, 94 et

121. Cependant, son implication dans I'agrégation de tau n’est pas encore connue.

Pour valider ce modele, il serait pertinent de réaliser différentes expériences de
turbidimétrie avec des mutants individuels des histidines N-terminales. Ces résultats
permettraient de s’assurer que le zinc qui se fixe dans la partie N-terminale n’est pas
impliqué dans le processus d’agrégation. Aussi, étant donné que l'interaction du zinc avec
ce site n’est pas détectable par ITC car elle ne produit pas de chaleur, une autre méthode
d’analyse d’interaction, comme la MST, pourrait nous confirmer I'indépendance de ce site
dans la liaison du zinc a la protéine tau, et ainsi appuyer le schéma séquentiel que nous
avons mis en évidence. Concernant la stocechiométrie de l'interaction, des méthodes
complémentaires pourraient soutenir nos données d’'ITC et de RMN. Par exemple, il est
possible de doser le zinc des agrégats par spectrométrie de masse (ICP-MS), ou bien
d’étudier l'interaction par ultracentrifugation analytique sur des mutants alanine des sites

de liaison du zinc de la protéine tau.
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Etant donné le caractére réversible de cette agrégation et les différences
meécanistiques observées par rapport a I'agrégation pathologique en PHF, il est possible
gue les agrégats induits par le zinc participent a un mécanisme physiologique dans la

cellule.

RoOle physiologique

A ce jour, aucune étude n’a décrit le réle de linteraction tau-zinc dans la cellule. En
conditions physiologiques, dans le cytosol des neurones, la concentration du zinc est
infime (de l'ordre de quelques nanomolaires seulement), tandis que la protéine tau est
concentrée a environ 2 yM dans ce méme compartiment (Weiss, Sensi, and Koh 2000). A
ce ratio molaire la, il est trés peu probable que le site de basse affinité en C-terminal soit
occupé, et donc que la protéine tau s’agrege. Cependant, il est possible que la protéine
tau puisse lier le zinc au niveau de son site situé dans les séquences répétées (qui a une
plus haute affinité). Dans ce cas-la, tau pourrait agir comme une métalloprotéine, et lier le
zinc de facon temporaire afin de le stocker. De plus, deux des principales molécules
interagissant avec tau, a savoir 'ADN et la tubuline, lient toutes deux le zinc (Eagle,
Zombola, and Himes 1983) : tau pourrait alors agir comme un transporteur. Cette
hypothése est d’autant plus intéressante que l'affinité du site de liaison en N-terminal de
la protéine est inconnue. Ainsi, si cette affinité est suffisamment grande, le zinc pourrait
se lier a deux endroits sur la protéine tau, et étre relargué indépendamment soit au niveau

du N-terminal de la protéine, soit au niveau des séquences répétées.

D’autre part, dés lors que le zinc se lie aux séquences répétées de tau, il induit une
compaction de la protéine (Roman et al. 2019). Cette compaction pourrait réguler les
fonctions physiologiques de tau en augmentant ou diminuant I'affinité de la protéine tau
pour ses cibles. Etant donné que la compaction s’effectue au niveau des séquences
répétées, et que ces mémes séquences interagissent avec la tubuline (G. Lee, Neve, and
Kosik 1989), il est tres probable que la protéine tau se lie differemment a la tubuline
lorsqu’elle est complexée avec le zinc. Aussi, ces séquences répétées ainsi que le
domaine proline riche sont impliqués dans la liaison a 'ADN (Wei et al. 2008). La

compaction de tau pourrait également modifier sa fonction en influant sur sa localisation
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dans la cellule, 'empéchant par exemple d’atteindre le noyau ou les microtubules des

axones en modifiant sa diffusion.

Dans un contexte physiologique, la régulation de tau par le zinc s’effectuerait de
facon trés modérée en raison des faibles concentrations de zinc mises en jeu. A l'inverse,
en contexte pathologique, la liaison tau-zinc pourrait avoir une plus grande importance du

fait de la dyshoméostasie du zinc.

Implications pathologiques

Agrégats réversibles de tau en conditions pathologiques

Dans les neurones, certains compartiments cellulaires contiennent de grandes
guantités de zinc. En particulier, les vésicules synaptigues et les synapses
glutamatergiques peuvent contenir jusqu'a 1 mM de zinc (Frederickson et al. 2000).
Lorsque I'homéostasie du zinc est perturbée, notamment par des mutations de
transporteurs du zinc, ces grandes quantités de zinc ne se situent plus dans ces
compartiments mais dans le cytosol ou dans les synapses des neurones. Le transporteur
ZnT3 notamment est crucial, car il est chargé d'importer le zinc dans les vésicules a partir
du cytosol. Il a été montré que sa mutation pouvait étre a I'origine de plusieurs dysfonctions
neuronales (Cole et al. 2000; J.-Y. Lee et al. 2002; Adlard et al. 2010). De méme, le zinc
peut s’accumuler au niveau des synapses a de fortes concentrations, a cause par exemple
de la moindre présence de la protéine prion dans ces synapses (Whitehouse et al. 2010).
A de tels niveaux de zinc, en présence de tau, les agrégats réversibles de la protéine

pourraient se former.
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Vésicule
synaptique

Figure 49 : Proposition de mode d’action de tau en présence de fortes concentrations de
zinc dans les neurones. La protéine tau est fixée sous forme agrégée sur les vésicules

synaptiques, ce qui retarde leur libération et donc la réponse synaptique.

Une récente étude a montré qu’en conditions pathologiques, la protéine tau se
localise au niveau des zones pré et post-synaptiques des neurones (L. Zhou et al. 2017).
Plus précisément, elle se dissocie des microtubules et s’associe avec les vésicules
synaptiques. Cette association conduit a une déficience pré-synaptique, car les vésicules
synaptiques sont relargués moins rapidement dans la synapse. Les auteurs montrent que
'association entre la protéine tau et les vésicules synaptiques s’effectue au niveau de la
partie N-terminale de la protéine. Considérant les fortes concentrations de zinc dans ce
contexte, il est possible que tau s’agrége a cause du zinc cytosolique et s’associe aux
vésicules synaptiques sous forme agrégée (Figure 49). Une autre étude suggere que tau
pourrait s’accumuler sous forme phosphorylée au niveau des synapses (Tai et al. 2012),
ou la aussi les concentrations de zinc sont anormalement élevées dans les pathologies

neurodégénératives (Lovell et al. 1998; L.-H. Zhang et al. 2008).

Le rble de ces agrégats dans un tel contexte peut étre multiple, comme par exemple

favoriser la formation d’agrégats pathologiques de tau.
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Contribution a la formation des PHF

Comme expliqué précédemment, le mécanisme de formation des agrégats
réversibles de tau induits par le zinc est différent de celui des PHF. Cependant, les deux

phénomenes pourraient étre liés.

La grande maijorité des études portant sur les effets du zinc sur I'agrégation de la
protéine tau ont été réalisé en présence d’un autre inducteur d’agrégation, principalement
'héparine ou le rouge Congo (Mo et al. 2009; Lira-De Ledn et al. 2013; Jiji et al. 2017;
Moreira et al. 2019). Dans ces conditions, le zinc n’est pas un inducteur d’agrégation mais
un facteur influencgant I'apparition des PHF, avec des cinétiques de formation beaucoup
plus rapides (Moreira et al. 2019). Cependant, le mécanisme menant a I'apparition de ces
structures en présence de zinc pourrait étre différent de celui connu sans zinc. Une récente
étude (Moreira et al. 2019) suppose que dans ces conditions, le zinc pourrait accélérer
'agrégation pathologique en formant des agrégats réversibles qui serviraient de nucleus
pour la formation des PHF (Figure 50). Néanmoins, ce modéle a ses limites puisque
'héparine induit la formation d’agrégats de tau qui ne correspondent ni aux PHF observés
chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, ni aux corps de Pick observés dans
la maladie de Pick (W. Zhang et al. 2019).
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Figure 50 : Interconnections entre les agrégats de tau induits par le zinc et les fibrilles
pathologiques (adaptée de Moreira et al. 2019). Les agrégats de tau induits en présence

de zinc peuvent servir de nucleus a I'agrégation pathologique de tau.
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Une des hypotheses pouvant mieux expliquer le r6le du zinc dans la formation des
PHF in vivo concerne la phosphorylation de la protéine tau. Etant donné l'importance de
cette modification post-traductionnelle dans la maladie d’Alzheimer (Alavi Naini and
Soussi-Yanicostas 2015; Simi¢ et al. 2016), plusieurs études se sont intéressées a
l'influence du zinc sur le niveau de phosphorylation de tau (Kim et al. 2011; F. Zhou et al.
2012; Yunpeng Huang et al. 2014). Il a été montré que le zinc provoque
'hyperphosphorylation de tau dans des lignées cellulaires humaines de neuroblastomes
au niveau de I'épitope sérine 262 / 356 (F. Zhou et al. 2012) et de la sérine 214 (Kim et al.
2011). Si le zinc pourrait directement réguler les kinases phosphorylant tau, il est aussi
possible que le zinc se lie a tau et augmente son affinité pour les kinases en la

compactant.

Enfin, depuis quelques anneées, il a été montré que la protéine tau est sujette au
phénomene de séparation de phase liquide-liquide (Liquid Liquid Phase Separation,
LLPS) (Wegmann et al. 2018), qui apporte de nouveaux €léments sur la compréhension
de l'agrégation pathologique de tau, mais aussi sur son agrégation réversible induite par

le zinc.

Similarités avec le phénomeéne LLPS

En 2015 et 2016, deux études ont révélé que les protéines FUS et TDP-43, toutes
deux impliquées dans des maladies neurodégénératives, peuvent former des organelles
intracellulaires sans membrane (Patel et al. 2015; Conicella et al. 2016). Ce phénoméne
atypique est appelé LLPS (Brangwynne, Tompa, and Pappu 2015), et sous cette forme,
les protéines restent actives dans des conditions physiologiques. Ces gouttelettes
permettent de créer des micro-environnements dans la cellule afin de fournir, dans

certains contextes, une grande quantité de protéines.
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Figure 51 : Image de microscopie confocale de la protéine tau organisée en LLPS en
présence d’ARN (X. Zhang et al. 2017). Les LLPS de tau sont des structures réversibles
et dépendantes du zinc, ce qui pourrait étre une conséquence macroscopique de

l'interaction protéine tau — zinc.

En 2017 et 2018, il a été montré que la protéine tau forme également ces
gouttelettes dans la cellule, et notamment dans les neurones (X. Zhang et al. 2017,
Wegmann et al. 2018). Comme précédemment montré pour FUS et TDP-43 (Patel et al.
2015; Conicella et al. 2016), la formation de gouttelettes de tau est en lien avec son
agrégation, étant donné que des structures thioflavine-T-positives apparaissent apres
plusieurs jours d’incubation in vitro (Wegmann et al. 2018). La LLPS de la protéine tau est
observée a la fois en présence d’un inducteur polyanionique comme I'ARN (Figure 51),
mais aussi avec la seule présence d’agents mimant la viscosité intracellulaire (Wegmann
et al. 2018). Récemment, une étude a révelé que le zinc favorise la LLPS de la protéine
tau (Singh et al. 2020), en la rendant possible méme a de faibles concentrations de
protéine, ce qui améne a comparer ce phénomeéne avec I'agrégation réversible de tau que

nous avons récemment décrite (Roman et al. 2019).

Il existe plusieurs éléments qui peuvent laisser penser que le mécanisme
d’agrégation réversible de tau pourrait étre a I'origine de son organisation en gouttelettes.
Premierement, les deux processus sont réversibles, ce qui les différencie de I'agrégation
pathologique en PHF. Deuxiemement, le zinc peut induire a lui seul la formation d’agrégats

réversibles de tau mais aussi de gouttelettes, en l'absence de tout autre composé
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induisant 'agrégation de tau (héparine, ARN, ou tout autre polyanions) et en I'absence
d’agents mimant la viscosité intracellulaire (Singh et al. 2020). Les auteurs ont cependant
utilisé de fortes concentrations en sels, ce qui, compte tenu de I'importance des effets de
charges dans l'agrégation de la protéine tau (Jho et al. 2010; Y. Wang and Mandelkow
2016), pourrait expliquer le fait que nous n’avons pas observé de telles structures dans
notre cas. Enfin, les agrégats réversibles de tau comme les gouttelettes formées en
présence de zinc nécessitent la présence des parties flanquantes de la protéine tau, mais
aussi d’une cystéine des séquences répétées (Singh et al. 2020). Ces similarités indiquent
que l'agrégation réversible de tau induite par le zinc pourrait étre une explication
moléculaire du phénoméne LLPS plus macroscopique, précédemment décrit comme
jouant un réle important dans les maladies neurodégénératives (Patel et al. 2015;
Murakami et al. 2015; Conicella et al. 2016; K.-H. Lee et al. 2016; Wegmann et al. 2018).

Que l'organisation en goulettes de tau soit associée ou pas a son agrégation
réversible induite par le zinc, notre proposition d’'un modele de l'interaction protéine tau -
zinc pose les bases moléculaires pour de futures études visant a empécher 'apparition de

pathologies neurodégénératives liées a tau et au zinc.

Interét théerapeutique

Avant d’envisager une stratégie thérapeutique, il est essentiel de clarifier le réle de
'agrégation de tau induite par le zinc dans la cellule, et de connaitre mieux ses implications
physiologiques et pathologiques. Ainsi, il apparait important d’étudier dans un premier
temps la fonctionnalité de la protéine tau in vitro lorsqu’elle est liée au zinc (par exemple
sa liaison a la tubuline et sa capacité a former des microtubules), et de voir I'impact de
'ajout du zinc sur tau dans des modéles cellulaires et neuronaux, mais aussi in vivo. De
plus, un certain nombre d’expériences peuvent étre conduites pour pouvoir éclaircir le lien
entre ces agrégats réversibles induits par le zinc et les PHF. Par exemple, en purifiant des
PHF a partir de cerveaux de patients ou d’animaux malades, une mesure de la quantité
de zinc dans les PHF par spectrométrie de masse indiquerait si le zinc constitue ces
agrégats pathologiques. En purifiant les agrégats tau - zinc et en les injectant dans des
modéles cellulaires ou animaux, il est possible qu’ils induisent la formation de PHF au bout

d'un certain temps, ce qui montrerait qu’ils peuvent étre a l'origine du processus
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d’agrégation pathologique. Dans le cas ou leur implication pathologique est avérée, notre
étude pose les bases moléculaires de linteraction tau - zinc, ce qui pourra aider a

développer une approche thérapeutique.

Un des points soulevés par notre étude est 'importance de la partie C-terminale de
tau dans son agrégation induite par le zinc. Plus précisément, les mutations en alanines
des histidines localisées au bout de la queue C-terminale (H388 et H407) inhibent le
processus d’agrégation. Ce résultat met en évidence une petite partie de séquence sur la
protéine, qui pourrait étre ciblée par de potentiels inhibiteurs afin d’'empécher I'agrégation
induite par le zinc. Le développement de tels inhibiteurs est d’autant plus envisageable
gue nous avons modelisé la structure tridimensionnelle du site de liaison dans la partie C-

terminale (Figure 52) :

Figure 52 : Modéle du site de liaison du zinc sur la partie C-terminale de la protéine tau.
Ce site est responsable de I'agrégation réversible de tau induit par le zinc, et pourrait

constituer une cible d’intérét pour de futurs médicaments.

Cette structure donne une idée de la taille ainsi que de la forme du futur inhibiteur,
mais aussi des éventuelles fonctions chimiques qu'’il devra contenir pour interagir avec les
chaines latérales des acides aminés de tau et pour se fixer avec une bonne efficacité sur
la protéine. Tau reste cependant tres flexible, ce qui devrait la rendre sensible a un grand

nombre de molécules, méme avec une faible spécificité d’interaction. La contrepartie a
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cette particularité structurale est que l'inhibiteur risque de cibler d’autres protéines dans la
cellule, et d’'induire une cytotoxicité importante. Ce point est d’autant plus crucial que de
nombreuses pathologies sont associées a des déficiences en zinc, comme la dépression
ou les crises d’épilepsie (Fukahori and Itoh 1990). Une autre fagon d’empécher plus
spécifiquement cette agrégation consisterait a cibler I'épitope de la partie C-terminale en
présence de zinc par un anticorps inhibiteur d’agrégation, qui serait développé sur la base
du modéele tridimensionnel du site de liaison au zinc de la partie C-terminale. Une telle
molécule pourrait empécher la formation d’agrégats de tau dans les neurones, et par
conséquent freiner l'apparition des nombreuses pathologies neurodégénératives

associees a cette protéine.
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Conclusion

Durant ma thése, je me suis d’abord intéressé a la tubuline et a l'utilisation du
nanoDSF Prometheus NT.Plex pour I'étude de polymérisation des microtubules. Pendant
ma premiere année principalement, je me suis focalisé sur cette méthode biophysique,
son principe, et jai détourné son utilisation en mettant au point des expériences qui
n'‘avaient pas été réalisées jusqu’a maintenant avec ce type d’appareil. A cette occasion,
jai beaucoup appris en ce qui concerne l'analyse des données et linterprétation des
résultats. J'ai été amené a échanger avec NanoTemper (qui a développé la machine) afin
de trouver des explications aux trés nombreuses courbes complexes que le hanoDSF
Prometheus NT.Plex produisait en peu de temps. C’est aussi durant cette partie ou jai
beaucoup purifié et équilibré la tubuline. Sa préparation passe par plusieurs étapes
rarement rencontrées en biochimie, incluant notamment la récupération et le broyage de
cervelles d’agneaux. En étudiant la polymérisation de tubuline avec le nanoDSF
Prometheus NT.Plex, j'ai réalisé que chaque sujet avait ses spécificités, et que dans

certains cas il n’est pas possible de compter sur les savoirs généraux acquis en cours.

Durant la seconde moitié de ma thése, j'ai étudié la protéine tau et le zinc, et j’ai su
plus facilement orienter mes choix et mes expériences qu’au début de ma thése. La
situation était alors inverse, puisque j'utilisais des techniques biophysiques de référence
et un protocole de purification que je maitrise bien, mais dans le cadre de recherches sur
un sujet fondamental qui n’avait pas été beaucoup étudié jusqu’a maintenant. J'ai acquis
de bonnes compétences en biochimie et en biophysique notamment grace a la mise a
disposition des appareils de microcalorimétrie de la plateforme PINT. Travailler au
guotidien avec de tels équipements a été un vrai plaisir et une chance dans ma jeune
carriere de chercheur. Cette partie de ma thése a aussi été I'occasion pour moi de faire
des manipulations a I'extérieur du laboratoire grace aux expériences de RMN réalisées au

LISM, et de partager mes ressentis avec d’autres chercheurs au quotidien.

Ces 3 ans se sont concrétisés par la production de mes deux principaux articles
('un en révision a Journal of Molecular Biology, I'autre actuellement en cours de rédaction),
mais aussi par deux autres publications sur lesquelles j’ai pu apporter mon aide en

parallele & mes projets principaux (Roman et al. 2019; Philipp O. Tsvetkov et al. 2019).
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s Chapter 12

Characterization of Microtubule-Associated Proteins
(MAPs) and Tubulin Interactions by Isothermal Titration
Calorimetry (ITC)

Philipp 0. Tsvetkov, Romain La Rocca, Soazig Malesinski,
and Francois Devred

Abstract

Microtubules are highly dynamic structures which play a central role in many cellular processes such as cell
division, intracellular transport, and migration. Their dynamics is tightly regulated by stabilizing and
destabilizing microtubule-associated proteins (MAPs), such as tau and stathmin. Many approaches have
been developed to study interactions between tubulin and MAPs. However, isothermal titration calorime-
try (ITC) is the only direct thermodynamic method that enables a full thermodynamic characterization of
the interaction after a single titration experiment. We provide here the protocols to apply ITC to tubulin
interaction with either stathmin or tau, which will help to avoid the common pitfalls in this very powerful
and sensitive method.

Key words Tubulin, Microtubule, Isothermal titration calorimetry, Stathmin, Tau

1 Introduction

Microtubules are highly dynamic structures [ 1] that play an impor-
tant role in many vital cell processes such as division, migration,
intracellular transport, and architecture. Their dynamicity is tightly
regulated by microtubule-associated proteins (MADPs), which can
be separated into stabilizing and destabilizing MADPs, such as tau
protein and stathmin, respectively (Fig. 1). When dephosphory-
lated, both tau and stathmin bind tubulin and /or microtubules and
detach upon phosphorylation [2, 3]. Interactions between these
MAPs and tubulin have been intensively studied using many bio-
chemical and biophysical methods [4-6], vet for tau, which is
probably the most studied MAP, the community has not reached
a unitying model [7-9].

Microtubules and their dynamics are also the target of exoge-
nous microtubule-targeting agents (MTAs) that are part of the

Eric Ennifar (ed.), Microcalorimetry of Biological Molecules: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology, vol. 1964,
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Fig. 1 MAP-tubulin interactions and their consequences on tubulin self-assembly and catastrophe. This
scheme represents tubulin self-assembly in a classical polymerization buffer (in which tubulin spontaneously
polymerizes into MT at 37 °C). MTs depolymerize in the presence of stathmin, and tubulin and stathmin form
T2S complex, whereas MTs are stabilized in the presence of tau

main anticancer arsenal. Indeed, using MTAs that stabilize micro-
tubules (taxanes) or MTAs that induce microtubule depolymeriza-
tion (vinca alkaloids) usually alters microtubule dynamics and leads
to mitotic block and cell death [10, 11]. In this context, MTA
binding to tubulin has also been extensively studied using a wide
variety of methods [ 12 ]. Characterizing this interaction is an essen-
tial step to test whether a suspected novel anticancer agent is an
MTA [13-15].

Isothermal titration calorimetry (I'TC) is a powerful method to
study directly the thermodynamics of MTA or MAP interaction
with tubulin. It was first used to give a full thermodynamics char-
acterization of stathmin-tubulin interaction [16] and later to
describe the impact of the phosphorylation of the four individual
serine residues of stathmin on its structure and on its interaction
with tubulin [17]. It was also used to show by which molecular
mechanism overexpression of stathmin could potentiate the anti-
cancer activity of vinca alkaloids and decrease the activity of taxanes
[13-15] opening new perspectives to cancer therapies.

ITC was also used to study tau binding to tubulin [9]. While it
turned out to be more complex in terms of finding the appropriate
model to fit the obtained calorimetric data, it did nevertheless
showed that tau was binding in a similar fashion to tubulin rings
which are formed ar 20 °C [18] and to microtubules.
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We have previously described the important steps and precau-

tions take into consideration as well as pitfalls to avoid when study-
ing tubulin binding by ITC [19, 20]. Here we describe the detailed
protocols to characterize MAP-tubulin interaction by ITC, for tau
and stathmin.

2 Materials

2.1 Tubulin
Purification

2.2 Tau Purification

2.3 Stathmin
Purification

2.3.1 Reagents
and Buffers

Prepare all solutions using ultrapure water and analytical grade
reagents.

The detailed protocol of tubulin purification from bovine brain was
described earlier [21].

The detailed protocol of recombinant human tau purification was
described earlier [21].

1.

Transformed bacteria Escherichia coli BL21DE3 with pET11c¢
plasmid containing stathmin cDNA.

. Luria Broth (LB) Miller medium (200 mL). Weigh 5 g medium

in a 200 mL glass beaker and add ultrapure water. Adjust
volume to 200 mL in a graduated flask and transfer in a glass
bottle for sterilization. Store at 4 °C.

. Luria Broth (LB) buffered medium (1 L). Weigh 25 g medium

in a 1 L glass beaker and add ultrapure water. Adjust volume to
1 Lin a graduated flask and transfer in a bottle for sterilization.
Store at 4 °C.

. Ampicillin 100 mg mL ™. Weigh 1 g ampicillin in 15 mL tube,

and add ultrapure water. Adjust volume to 10 mL in a
graduated flask. Make 1 mL aliquots, and store them at
—20°C.

. 1 M Isopropyl-beta-d-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Weigh

2.4 gina 15 mL tube and add ultrapure water. Adjust volume
to 10 mL in a graduated flask. Make 1 mlL aliquots and store
them at =20 °C.

. Lysis bufter (100 mL): 20 mM Tris-HCI pH 7.8, 1 mM

EDTA, 8 mM Triton X-100. Weigh 0.5 g Triton and 0.32 g
Tris—-HCI. Mix in a 100 mL glass beaker with 95 mL of ultra-
pure water. Adjust volume to 100 mL in a graduated flask.
Make 10 mL aliquots, and store them at —20 °C.

. Ton-exchange activation buffer (500 mL): 20 mM Tris-HCI,

1 M NaCl, pH 7.8. Dissolve 1.6 g Tris—HCl and 29 g NaCl in
450 mL of ultrapure water in a 500 mL glass beaker. Adjust pH
to 7.8 with NaOH, and complete volume to 500 mL in a
graduated flask. Store at 4 °C.
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2.3.2 Special Equipment

2.4 Sample
Preparation

2.4.1 Reagents
and Buffers

8.

10.

11.

Ion-exchange equilibration buffer (500 mL): 20 mM
Tris—-HCI, pH 7.8. Dissolve 1.6 g Tris—-HCI in 450 mL of
ultrapure water in a 500 mL glass beaker. Adjust pH to 7.8
with NaOH, and complete volume to 500 mL in a graduated
flask. Store at 4 °C.

. Ton-exchange elution buffer (500 mL): 20 mM Tris-HCI,

0.2 M NaCl, pH 7.8. Dissolve 1.6 g Tris-HCI and 5.8 g
NaCl in 450 mL of ultrapure water in a 500 mL glass beaker.
Adjust pH to 7.8 with NaOH, and complete volume to
500 mL in a graduated flask. Store at 4 °C.

Reverse-phase equilibration bufter (500 mL): 0.065% trifluor-
oacetic acid (TEA) in water. Add 325 pL of TEA in 450 mL of
ultrapure water in a 500 mL glass beaker. Complete volume to
500 mL in a graduated flask. Store at 4 °C.

Reverse-phase elution buftfer (500 mL): 0.05% trifluoroacetic
acid in acetonitrile. Add 250 pL of TEA in 450 mL of acetoni-
trile in a 500 mL glass beaker. Complete volume to 500 mLina
graduated flask. Store at 4 °C.

. WiseCube incubator.

2. Seretech Gensablen French press.

. Beckman Coulter Avanti J-26S XP centrifuge, with JA 16.250

and JLA 25.50 rotors.

4. AKTA purifier FPLC purification system.

a

. Savant SpeedVac SVC 100H.
. HiTrap DEAE FF 5 mL column (GE Healthcare), Source

15 RPC 7.5 x 150 mm column (Pharmacia Biotech).

. Dialysis tubing: cellulose molecular weight cutoff 3500 Spec-

tra/Por” molecular porous n°3 18 mm x 50 ft.

. 0.1 M guanosine triphosphate sodium salt hydrate (GTP):

weigh 0.0567 g GTP in a microtube, and add 970 pL of
ultrapure water. Check the concentration by measuring the
absorbance at 256 nm with a molecular extinction coefficient
€56 nm = 13,700 M! cnfl, and store at —20 °C (see Note 1).

.1 M TCEP stock: weigh 1.4 g of tris(2-carboxyethyl)

phosphine in a 5 mL plastic tube, and add 4.5 mL ultrapure
water. Use a vortex to strongly mix the solution for few min-
utes (see Note 2). Make 500 pL aliquots and store them at
-20°C.

. 400 mM sodium phosphate bufter stock (1 L): dissolve 27.60 g

NaH,POy, and 28.39 g Na,HPOy in ultrapure waterina 1 L
glass beaker. Complete volume to 1 L in a graduated flask.
Store at 4 °C.
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4. P buffer: 20 mM phosphate bufter, pH 6.5. In a 100 mL glass
beaker, add 5 mL of 400 mM phosphate butfer to 94 mL of
ultrapure water. Verify that pH is 6.5, and transfer the bufter in
a 100 mL graduated flask, and complete volume to 100 mL (see
Note 3).

5. PG bufter is P buffer +0.1 mM GTP added extemporaneously.

6. PT bufter: 20 mM phosphate bufter, ] mM TCEP, pH 6.5.Ina
100 mL glass beaker, add 5 mL of 400 mM phosphate butter
and 100 pLL of TCEP stock to 94 mL of ultrapure water. Adjust
pH to 6.5 with 10 M NaOH. Transfer the buffer in a 100 mL
graduated flask, and complete volume to 100 mL (see Note 4).

7. PGT buffer is PT buffer +0.1 mM GTP added
extemporaneously.

8. Reagent A (DCTM protein assay): alkaline tartrate copper
solution.

9. Reagent B (DCTM protein assay): Folin reagent.
10. Reagent S (DCTM protein assay): surfactant solution.

11. Reagent A”: add 1 mL of Reagent A to 20 pLL of Reagent §' (see
Note 5).

2.4.2 Special Equipment 1. LLG uniCFUGE 3 mini centrifuge.

2. AKTA Purifier FPLC purification system (GE Healthcare).
3. LabSystems Multiskan RC microplate reader (Artisan TG).
4. Lambda 800 spectrophotometer (Perkin Elmer).

5

. HiTrap Desalting 5 mL column (GE Healthcare).

2.5 MAP-Tubulin All equipment and materials that we used for ITC experiment have
Interaction by ITC been provided by MicroCal (Malvern Panalytical). It includes:

1. Isothermal titration calorimeter (VP-ITC, iTC;p9 or PEAQ-
ITC).

2. Origin 7.0 data analysis software (OriginLab Northampton,
Massachusetts, USA).

3. Hamilton filling syringe with a long needle with silicon tube
on the tip in order to fill and empty the calorimetric cell (see
Note 6).

4. Plastic 200 pL thin wall PCR tubes for filling titration syringe.

3 Methods

Carry out all procedures at room temperature unless otherwise
specified.
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3.1 Tubulin
Purification

3.2 Tau Purification

3.3 Stathmin
Purification

3.3.1 Day 1: Small-Scale
Bacterial Culture

3.3.2 Day 2: Bacterial
Growth

3.3.3 Protein Extraction

3.3.4 lon-Exchange
Chromatography

The detailed protocol of tubulin purification from bovine brain was
described carlier [21].

The detailed protocol of recombinant human tau purification was

described earlier [21].

In a 500 mL Erlenmeyer flask, mix 100 mL sterilized LB Miller
medium with 100 pL ampicillin 100 mg mL " and 100 pL glycerol
stock of stathmin-BL21DE3. Incubate at 37 °C overnight in the
WiseCube incubator under a 150 rpm agitation (see Note 7).

1. Start 1 L of BL21(DE3) bacterial culture in LB medium: in two
2 L Erlenmeyer flasks, mix 500 mL sterilized LB Miller
medium with 500 pL ampicillin 100 mg mL™" and 2 mL of
overnight small-scale culture. Incubate at 37 °C under a
150 rpm agitation (see Note 7).

2. Check growth by measuring the absorbance at 600 nm of an
aliquot of the culture every hour.

3. When bacterial culture A600 reaches 0.8-1.0 (usually about
3 h after), induce protein production by addition of 0.5 mM
IPTG (500 pL of 1 M IPTG stock per liter of LB).

4. Continue the bacterial culture for 3 h.

5. Collect bacterial pellet by centrifugation at 5000 x g for
10 min at 4 °C using JA 16.250 rotor. Pellets are recovered
and resuspended in 10 mL of lysis buffer (sez Note 8).

1. Apply on the resuspended pellet a four tons pressure in French
press, and slowly open the French press fosset to gradually
release the samples while maintaining a four tons pressure on
the left over.

2. Repeat this extraction step by loading the French press with the
same sample again.

3. Boil the bacterial lysate at 90 °C for 10-15 min, to select
thermal-resistant proteins like stathmin.

4. Centrifuge for 30 min at 30,000 x g4 at 4 °C using a
pre-thermostated JLA 25.50 rotor, and keep the supernatant.

1. A HiTrap DEAE FF 5 mL column (GE healthcare) is activated
by running 15 mL of activation buffer at a flow rate of 1 mL
min . Before sample injection, column is washed with 20 mL
of equilibration buffer.

2. Load the sample in a 10 mL FPLC loop and switch it to inject.
Start to collect 5 mL fractions, and inject sample with equili-
bration buffer at a flow rate of 0.5 mL min '. Absorbance
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3.3.5 Reverse-Phase
Chromatography

3.4 Sample
Preparation

MARP-Tubulin Interaction by ITC 157

increases during sample deposit. Rinse column with equilibra-
tion buffer until absorbance comes back to baseline level.

3. Apply a 50% NaCl gradient: increase the elution buffer part
from 0 to 50% in 10 min with a flow rate of 1 mL min .
Stathmin is released at 48% of elution buffer. When stathmin
protein has been released from the column, 100% of elution
buffer are applied to wash the column for few minutes at a flow

rate of 1 mL min .

4. To check in which fractions stathmin is present, 20 pL of each
fraction is mixed with 5 pL of 5x SDS loading gel buffer and
then loaded on a SDS-PAGE 12% acrylamide.

5. Fractions containing stathmin are pooled and loaded on the
reverse-phase column.

1. A Source 15 RPC 7.5 x 150 mm is equilibrated by running

30 mL of activation buffer at a flow rate of 1.5 mL min™".

2. 1 mL of sample from ion-exchange chromatography is loaded
in a 1 mL sample loop. Start to collect 5 mL fractions, and
inject sample with equilibration bufter at a flow rate of 1 mL
min . Absorbance increases during sample deposit. Rinse col-
umn with equilibration buffer until absorbance comes back to
baseline level.

3. Apply a 5% acetonitrile step: increase the elution buffer part to
5% at a flow rate of 1.5 mL min ! for 10 mL.

4. Apply a 40% acetonitrile gradient: increase the elution buffer

part from 5 to 40% in 27 min with a flow rate of 1.5 mL min™".

5. Stathmin is the second pic released. When stathmin protein has
been released from the column, 100% of elution buffer are
applied to wash the column for few minutes at a flow rate of
1.5 mL min '

6. To check in which fractions stathmin is present, 20 pL of each
fraction is mixed with 5 pL of 5x SDS loading gel buffer and
then loaded on a SDS-PAGE 12% acrylamide.

7. Fractions containing stathmin are collected and frozen at

—80 °C to be freeze dried.

8. Once freeze dried, stathmin can be stored at —20 °C for several
months.

Ideally tubulin concentration should be around 10-20 pM so that
there is enough signal yet keeping the concentration of the ligand
reasonable. Indeed, the ligand (here tau or stathmin) is usually
tenfold more concentrated, and above 200 pM, there is a risk of
oligomerization or precipitation.
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3.4.1 Protein 1. Resuspend the protein in its buffer (stathmin in P buffer and
Resuspension tau in PT buffer) until complete dissolution of protein (see
Note 9).

2. Centrifuge at 1000 x g tor a few seconds to collect all drops on
the walls of the tube.

3. Centrifuge at 2000 x g for 15 min to eliminate potential
aggregates.

4. Throw away the pellet and keep supernatants in the ice.

3.4.2  Protein The same procedure is used for the three proteins, but with differ-

Equilibration ent PX buffers: P buffer is used for stathmin, PT buffer is used for
tau, and PG buffer is used for tubulin before a tubulin-stathmin
interaction of PGT butffer in case of a tubulin-tau interaction.

1. Equilibrate the 5 mL HiTrap Desalting column by running
30 mL of PX buffer at a flow rate of 1 mL min~"' on the FPLC.

2. Load previous supernatants manually with a syringe ina 1 mL
FPLC loop.

3. Start collecting fractions immediately as PX buffer continues to
run through the column at a flow rate of 1 mL min ", with the
UV detector set to follow absorbance at 215 nm, 260 nm, and
280 nm (see Note 10).

4. Collect the peak as preciscly as possible (see Note 11).

5. Pool the fraction(s) containing the protein, and store them on
ice before concentration determination.

3.4.3 Determination As described in the previous detailed protocol [21]:

of Tau and Tubulin . : . : :

Concentration 1. Tau concentration is determined in a P buffer using the extinc-
tion coefficient of 7700 M~ ! cm ! at 280 nm (calculated from
protein sequence using Protein Sequence Analysis Tool [22]).

2. Tubulin concentration is determined in 6 M guanidine hydro-

chloride using the extinction coefficient of 109,000 M~ cm ™"
at 275 nm.

3.4.4 Determination Determination of stathmin concentration is more challenging, as

of Stathmin Concentration stathmin bears no tyrosine or tryptophan residues. We use colori-

metric methods (DC Protein Assay, Bio-Rad) with BSA as standard
as a first estimation. Since BSA does not behave the same way as
stathmin, we usually have to adjust stathmin concentration after
ITC experiments in order to reach the expected stathmin/tubulin
stoichiometry of 0.5 (se¢e Note 12).

1. The entire colorimetric test should be done at room
temperature.

2. Add 5 pL of standard protein at different known concentra-
tions in each well and 5 pL of stathmin sample in another well.
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3.5 MAP-Tubulin
Interaction by ITC

3.5.1 Instrument Settings

3.5.2  Cell Filling

3.5.3 Titration Syringe
Filling

s

© N o w

9.
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Repeat twice in order to have triplicates.

Add 25 pL of Reagent A’ in each well; never put B before A’ (see
Note 13).

Finally, add 200 pL of Reagent B in the same wells.
Incubate sample for 15 min in the dark.
Read the plate with the microplate reader at 600 nm.

Trace standard curve with each known concentration point,
and mark the stathmin value on it (see Note 14).

You can now estimate stathmin concentration using the X-axis.

Configure iTC200 control software using the following settings:

[

W e N kWD

20 injections

Initial delay 60 s.

Spacing 180 s.

Filter period 5 s.

Injection volume 2 pL.

Measurement temperature of 37 °C (see Note 15).
Reference power of 10 pcal s

Stirring speed of 200 rpm.

Feedback mode—high.

All manipulations with calorimetric cell should be performed with
extra care to avoid damaging cell with filling syringe.

1.

Fill the Hamilton syringe (“filling syringe”) with at least
300 pL of 37 °C preheated buffer (see Note 16).

. Introduce the filling syringe all the way to the bottom of the

calorimetric cell without injecting, then lift silicon tip of the
syringe needle up about 1 mm above the bottom of the cell (see

Note 17).

. To inject in the calorimetric cell, push the syringe piston slowly

until half of solution volume is injected, then inject the rest by
doing several small but rapid injections (se¢ Note 18).

Proceed with the injection up to the point when the sample
overflows the calorimetric cell (see Note 19).

. Remove this overflowing liquid.

. Put titration syringe piston in position “Open fill port” in

control software (tab “Instrument control”) when syringe is
on the rest position.

. Fill PCR plastic tube with 200 pL of bufter, and place it in the

instrument holder.
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3. Put syringe of “filling” position and submerge syringe needle
into buffer.

4. Connect 1-5 mL plastic syringe to the titration syringe using
dedicated adapter (se¢ Note 20).

5. Then pull up plastic syringe piston to pump all the bufter from
PCR tube through titration syringe, and empty it.

6. Refill PCR tube with buffer, and carefully draw bufter into
titration syringe until it fills completely (see Note 21).

7. Close titration syringe choosing “Close fill port” in tab
“Instrument control” of control software, disconnect filling
syringe and put titration syringe in the rest position.

8. Carefully remove the drops of the liquid from titration syringe
needle using Kimberly-Clark precision Wipes without bending
the needle.

9. Place titration syringe into calorimetric cell and push it down to
be sure that syringe properly gained the lower position.

3.5.4  Buffer-to-Buffer 1. Start ITC ttration with calorimetric cell and titration syringe
Titration filled with butter solution.

2. Titration peaks should not exceed 0.1. Otherwise, calorimetric
cell and titration syringe should be cleaned using detergent,
and buffer-to-buffer titration should be repeated.

3.5.5 MAP-Tubulin When performing MAP-tubulin interaction, it is better to put the
Interaction Measurement tubulin in the calorimetric cell and the MAP in the titration syringe
(see Note 22).

1. Empty calorimetric cell and titration syringe, and fill them with
tubulin and MAP solution, respectively, as described in Sub-

headings 3.5.2 and 3.5.3.

2. If saturation is not reached after first titration is finished (see
Note 23), refill the titration syringe by placing the needle into
MAP solution and pressing button “close filing port” in con-
trol software. Otherwise go directly to Subheading 3.5.6.

3. Remove excess of the solution from the borders of
calorimetric cell.

4. Place the syringe in titration position and run the experiment.

5. Repeat steps 2—4 until titration peaks will stay the same in
several consecutive injections.

3.5.6 Baseline Titration 1. Rinse the calorimetric cell with buffer.

2. If saturation was not reached at the end of the first titration,
repeat the same number of consecutive titrations of MAP
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Time (min) Time (min)
410 0 10 20 30 40 50 60 70 0 20 40 60 80 100
0.8 T E ey s d: 00 %8 %8 T i T f T ! T L T :
) ] 0,30 - 4
0.6 ’ | A 1 B
| ‘ | | 0,20 -
O 04 k| O )
3 @ 0104 ' .
= = |
@ \ S l“
g o024 - =
3 0,00 - , mi HL| h%ﬁ‘h v
| | l 11 N -
| \ P
0.0 4 --—'~--\-\-'u\‘-<--——,-.s-~.‘.\u-.-~~,..—.— = -0,10 4 <
20 _ T i T % T o T u T ¥ T .- T $ T - T . T
I.‘
= .'- 5 l al
= 154 -- - g
£ \ = Ll
E " “6 |
w
2 o] , T
9 ] = S0 = p ——
(1] 7l | | il
E 5 . _ % . ’
= n Q L]
S ."l X
X2 04 "Ssmsmmm
T & T 4 T T '5 T *: T 4 T . T - T ' T ¥
0.0 0.5 1.0 1.5 0 1 2 3 4 5 6
Molar ratio, [Stathmin]/[Tubulin] Molar ratio, [Tau]/[Tubulin]

Fig. 2 Raw ITC curves (top panels) and binding isotherms with fitting curves (bottom panels) of tubulin titration
by MAPs. Titration of tubulin by stathmin (A) and tau (B) proteins obtained at VP-ITC and iTCqq, respectively, in
20 mM NaPi, 0.1 mM GTP, and 1 mM TCEP, buffer at pH 6.5. (A) is an example in which saturation was
reached at the end of the first titration, while (B) is an example in which saturation was only reached after the
sixth consecutive titration. The arrows show syringe refilling with the same tau solution. Adapted from
Tsvetkov et al. 2013 [20]

solution into buffer filled in the cell the same number of times
as for tubulin titration by repeating steps 15-18.

3. Clean calorimetric cell and titration syringe using detergent as
described in instrument manual.

3.5.7 Data Processing 1. If saturation was reached at the end of the first titration
and Fitting (Fig. 2a), go directly to point 4.

2. If saturation was not reached at the end of the first titration
(Fig. 2b), combine data from consecutive titrations of MAP in
buffer solution into single titration file using ConCat32 tool
provided by iTC200 manufacturer.

3. If saturation was not reached at the end of the first titration,
combine data from consecutive titrations of MAP in tubulin
solution into single titration file using ConCat32 tool provided
by iTC200 manufacturer.
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4. Subtract baseline titration from experiment titration. For that
purpose:

(a) In Origin software, open baseline titration file obtained
above by choosing “Read data” from side menu “ITC
Main Control.”

(b) Go back to raw data window choosing from top menu
“Window/mRawlTC.”

(c) Press again “Read data” from side menu “ITC Main
Control,” and choose the sample titration obtained
above.

(d) Repeat step (b).

(¢) From top menu, choose “Math/Simple math...”

(f) In pop-up window, choose “DATA2RAW_CP” in the
field “Y1” and “DATAIRAW_CP” in the field “Y2” by
scrolling “Available data” list and pressing corresponding
button with arrow “=>.” Then put “—" (minus) sign in

“Operator” field and press “Ok.”

5. Prepare data for fitting by integrating titration peaks, removing
bad data points, and subtracting baseline. For that purpose:

(a) In“ITC Main Control” on the left from plot, select “Auto
baseline.”

2

(b) If necessary, press “Adjust integration,” and move base-

line points using mouse.

(c) Select “Integrate All Peaks” from side menu “ITC Main
Control.”

(d) Select “Remove bad data” from side menu “Data Con-
trol,” and delete bad data point by clicking it (see Note
24).

(e) Subtract baseline if the titration curve does not tend to
zero at the end of the experiment by performing the
following steps:
¢ Press “Data selector” tool on side toolbar, and two

selection markers will appear on the curve.

¢ Seclect final linear region of the titration curve by drag-
ging, and drop first selection marker and then press
“Enter.”

* Seclect “Math /Linear regression” from top menu.

¢ Press “Data selector” tool on side toolbar and select
entire curve.

e Select “Math/Simple math” and subtract linear regres-
sion (LinearFitl_Data2) from experimental data
(DATA2_NDH).
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6. Fit experimental data using “One Set of Sites” for tubulin/
stathmin interactions and “Two set of Sites” for tubulin/tau
interactions by choosing appropriate model in “Model Fitting”
side menu. In fact the mode of tau binding to tubulin is still
under debate; thus the appropriate fitting model is also still
questionable (see Note 25).

7. Since the stoichiometry of tubulin /stathmin is well-known and
concentration of stathmin could be determined with significant
error, correct stathmin concentration multiplying it by factor
corresponding to the found stoichiometry divided by 2 and
then redo Subheading 3.5.7 starting from step 4 (see Note 26).

4 Notes

1. GTP is dissolved in water. Make aliquots of 100 pL and store
them at —20 °C. GTP should be added freshly to buffer to
avoid hydrolysis of GTP into GDP, and make sure that tubulin
is always with GTD.

2. TCEP, which is a little difficult to dissolve at this concentration,
is preferred to DTT because it is more stable. It is used to
reduce disulfide bonds and maintain tau monomeric.

3. This buffer will be used to resuspend and equilibrate stathmin
before ITC experiment.

4. This bufter will be used to resuspend and equilibrate tau before
ITC experiment. Even though TCEP is rather stable, P'T buffer
should be prepared extemporaneously. pH should always be
adjusted after TCEP since TCEP usually changes the pH.

5. A’ should be prepared extemporaneously.

6. The silicone tubing is fitted on the needle tip in order to
protect the bottom of the I'TC calorimetric cell from repeated
contact with the needle.

7. All bacterial culture must be prepared near a Hoffman Heater
to prevent contamination.

8. Sample can be kept in lysis buffer for a few weeks at —20 °C.
For prolonged storage (superior to 6 months), samples need to
be stored at —80 °C.

9. Pipet up and down to make sure all the powder is dissolved.

10. The strongest signal will be observed at 215 nm. No major
signal will be observed at 280 nm for stathmin since it has no
aromatic residues.

11. Depending on how concentrated was your initial supernatant
and how concentrated you want your final protein, you might
want to collect only the central fraction of the peak.
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12. Ideally, the most precise method is to constitute a stock of
stathmin of known concentration (e.g., previously determined
by amino acid composition) and aliquot it to use as standards
instead of BSA.

13. Ifyou put B before A’, the protein concentration of the sample
cannot be measured.

14. If the absorbance of the stathmin samples is too high, restart
the whole process (including standards) with a dilution of the
sample.

15. Ifnecessary, change to the temperature at which the interaction
is measured.

16. Preheated butffer is needed to prevent the formation of bubbles
on the wall of the cell upon heating. This can be done by
holding tight the filling syringe with buffer solution in
your hand.

17. If there is a tight contact between tip of the needle and the
bottom of the cell during injection, it might generate solution
jets that could result in bubble creation.

18. Short rapid injections will help remove bubbles attached to the
cell walls if they exist.

19. This procedure also decreases the chances of having bubbles
stuck in the cell.

20. Do not tighten the screw, since it can damage the titration
syringe.

21. The small bubble on the top of the titration syringe close to
piston is acceptable. Pay attention not to draw air in titration
syringe, since even small bubble injected in the calorimetric cell
can dramatically influence the experiment.

22. The opposite can be done, but since the concentration in the
syringe is usually at least tenfold higher than in the cell, it is
better to put the molecule that has the smallest tendency to
self-assemble or aggregate in the syringe.

23. Saturation is reached when the signal reaches the bascline and
is constant.

24. On one hand, usually the first point of each titration should be
removed. On the other hand, be careful not remove too many
points, especially on the slope of the titration curve, since this
can lead to serious mistakes in data fitting.

25. For analyzing experimental data with more complex models,
usc dedicated software [23].

26. There are some ITC fitting software that allow fitting concen-
tration in the cell or in the syringe by fixing stoichiometry.
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Annexe 2 : Interactions tubuline - MTA en

Vinblastine

Paclitaxel

tampon phosphate
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Annexe 3 : Polymérisation de tubuline en
presence de MTA (tampon PEMGT)
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Résumeé / abstract

La protéine tau est un acteur important de la physiopathologie des neurones, de par son rble
dans la régulation de la dynamique des microtubules, mais aussi par son agrégation pathologique dans
les maladies neurodégénératives. Depuis de nombreuses années, les agrégats de tau sont les objets
d’études in vivo et in vitro qui visent & comprendre pourquoi et comment la protéine s’agrége, en
essayant d’identifier des facteurs qui déclenchent cette agrégation. Durant ces derniéres années, le
zinc est apparu comme un acteur important pouvant contribuer a cette agrégation pathologique dans la
cellule. Cependant, le mécanisme moléculaire a I'origine de cette agrégation en présence de zinc n’a
pas été décrit. Par des approches biophysiques (turbidimétrie, DLS, ITC, microscopie électronique),
Nous Nous sommes intéressés a ce mécanisme en montrant dans un premier temps que le zinc induit
la formation d’agrégats de tau réversibles en se liant directement a la protéine, et que ces agrégats
possedent une structure différente de celle des agrégats pathologiques de tau. Dans un second temps,
nous avons identifié les sites de fixation du zinc par RMN et proposé un schéma de liaison entre la
protéine tau et le zinc par ITC, en mettant en évidence 'importance de la partie C-terminale de tau dans
le processus d’agrégation avec des expériences de turbidimétrie et de DLS. Ce travail décrit pour la
premiére fois le mécanisme d’agrégation de la protéine tau induit par le zinc, qui pourrait &tre a I'origine
de l'agrégation pathologique observée dans les pathologies neurodégénératives. En paralléle, nous
avons développé I'utilisation d’'un appareil biophysique permettant d’étudier a la fois I'agrégation et les

interactions protéiques : le nanoDSF Prometheus NT.Plex.

The tau protein is an important actor of physiopathology in neurons, mainly because of its
regulation role of microtubules dynamics and its pathological aggregation in neurodegenerative
disorders. For many years, tau aggregates are studied in vivo and in vitro in order to understand why
and how this aggregation can occur. In the last few years, several factors were identified as enhancers
or inducers of aggregation in neurons, including zinc. However, the molecular mechanism behind this
aggregation was not described yet. With biophysical approaches (turbidimetry, DLS, ITC, TEM), we
focused on this mechanism and showed in a first instance that zinc induces the formation of reversible
aggregates of tau by binding directly to tau, and that these aggregates have a different morphology in
comparison to the pathological ones. In a second time, we identified the zinc binding sites on tau by
NMR and proposed a binding scheme of the tau-zinc interaction with ITC while highlighting the
importance of the C-terminal part of tau in the aggregation process with turbidity and DLS experiments.
This work describes for the first time the zinc-induced aggregation of tau, which may be the first step
leading to the pathological aggregation largely described in neurodegenerative diseases. In parallel, we
derived the classical utilization of a biophysical device called nanoDSF Prometheus NT.Plex in order to

study protein aggregation and interaction with one unique experiment.
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