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TTBK1/2 : Tau-tubuline kinase

UPS : Ubiquitine Proteasome system

WEFA : Wisteria floribunda aggltuin
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Introduction

1 Avant-propos

Les maladies neurodégénératives sont un enjeu majeur de santé publique. Décrites pour certaines il y
a plus d’'un siécle, les mécanismes pathologiques impliqués dans leur développement et leur
progression ne sont que partiellement compris. De plus, les nombreuses études publiées soulevent
plus de questions qu’elles n"apportent de réponses. Dans un contexte ol la durée de vie moyenne
s’allonge et ou la part de la population agée s'accroit, une meilleure compréhension des mécanismes
impliqués dans ces pathologies permettrait de proposer de nouvelles options thérapeutiques.

La maladie d’Alzheimer (MA) est la plus commune de ces pathologies. Elle est caractérisée par
une accumulation de peptides B-amyloides formant les plaques séniles ainsi que d’agrégats intra-
neuronaux de protéine Tau hyperphosphorylée. Cette derniere composante permet de classer la MA
dans le groupe des Tauopathies.

Le travail réalisé au cours de cette thése s’est focalisé sur la composante Tau de la pathologie et plus
précisément sur la propagation des formes pathologiques de la protéine bien caractérisée dans la MA
et certaines autres Tauopathies. Ainsi la composante amyloide de la pathologie ne sera que
partiellement abordée dans ce manuscrit.

Avant de discuter des résultats obtenus au cours de mes quatre années de doctorat, nous aborderons
|’état des connaissances sur les différentes notions importantes pour comprendre I'enjeu de ce projet.
Cette introduction commencera donc par présenter la protéine Tau et ses fonctions dans un contexte
physiologique avant d’aborder I'état de la protéine Tau dans les tauopathies et notamment dans la
Ma. Ensuite nous exposerons les différentes hypotheses qui permettraient d'expliquer la propagation
de la protéine Tau entre neurones. Cette introduction finira sur une présentation du réle de la
neuroinflammation et plus particulierement de la microglie dans les processus pathologiques en jeu

dans les tauopathies.

2 La protéine Tau

2.1 Fonctions de la protéine Tau en conditions physiologiques
2.1.1 Gene MAPT et isoformes de la protéine Tau
La protéine Tau appartient a la famille des protéines associées aux microtubules (MAP). Elle est codée

par le gene MAPT (Microtubule Associated Protein Tau) situé sur le bras long du chromosome 17 au

locus 17921 (Neve et al., 1986). Dans le cerveau humain adulte, il existe 6 isoformes de la protéine Tau



(figure 1), générées par I'épissage alternatif du pré-ARN messager du géne MAPT. Les exons soumis a
I’épissage alternatif pour la formation de ces 6 isoformes sont les exons 2, 3 et 10. Les exons 2 et 3,
interviennent dans la formation de la région amino-terminale, appelée aussi domaine de projection
(Hirokawa et al., 1988). Ces exons codent pour des motifs de 29 acides aminés (aa) notés N et leur
nombre de motifs présents. Les exons 9 a 12 codent pour des répétitions imparfaites de 18 aa (motif
R) constituant le domaine de liaison aux microtubules dans la région carboxy-terminale. L’épissage
alternatif de I'exon 10 détermine donc I'absence (Tau 3R) ou la présence (Tau 4R) d’un motif R
supplémentaire dans ce domaine (Goedert et al., 1989). Ainsi le résultat de I'épissage alternatif des
exons 2, 3 et 10 va générer les 6 isoformes : ON/3R, ON/4R, 1N/3R, 1N/4R, 2N/3R et 2N/4R (figure 1).
Ces isoformes sont exprimées différentiellement selon le stade de développement : chez I’'Homme et
les rongeurs, les six isoformes sont présentes dans le cerveau adulte alors que seule la forme ON3R est
retrouvée au cours du développement foetal (Goedert and Jakes, 1990; Kosik et al., 1989). Chez I'adulte
humain, les formes 3R et 4R sont présentes selon un ratio 1:1 et les formes ON, 1N et 2N représentent
respectivement 37%, 54% et 9% de la quantité totale de protéine Tau, si on considéere le cerveau
humain dans son ensemble (Goedert and Jakes, 1990; Hong et al., 1998). Ces six isoformes sont
néanmoins différentiellement exprimées selon le type cellulaire, par exemple les cellules granulaires
du gyrus denté dans I’hippocampe n’expriment que des formes 3R et non des formes 4R (Goedert et
al., 1989). Il a également été montré que certaines isoformes pouvaient étre exprimées
différentiellement selon les régions cérébrales. Par exemple, I'isoforme ON3R présente une expression
plus faible dans le cervelet que dans les autres régions, et |I'expression des isoformes 4R est augmentée
dans le globus pallidus (Boutajangout et al., 2004; McMillan et al., 2008). L'expression des isoformes
peut également différer selon les especes, en effet chez la souris les formes 4R prédominent dans le
cerveau adulte (Kosik et al., 1989) et les formes 3R sont exprimées de facon transitoire pendant le
développement et dans le cerveau des nouveau-nés (McMillan et al., 2008). De plus, Zempel et al. ont
mis en évidence des différences dans la localisation subcellulaire des différentes isoformes, avec une
localisation des formes courtes ON3R et ON4R dans les axones alors que les formes longues sont
partiellement maintenues dans le soma et les dendrites (Zempel et al., 2017). Cette différence de
localisation serait liée entre autre a la barriére de diffusion de Tau (Tau Diffusion Barrier-TDB) située
au niveau du segment initial de I'axone empéchant le retour rétrograde de la protéine Tau vers le soma

et les dendrites (Li et al., 2011).
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Figure 1 : Géne MAPT et isoformes de la protéine Tau

Le gene MAPT est situé sur le chromosome 17 en position 17g21.31. Dans le génome humain, il existe deux
haplotypes H1 et H2 liés a une inversion de 900 kb. Dans le cerveau humain, I’épissage alternatif des exons 2, 3
et 10 entraine la formation de 6 isoformes caractérisées par I'absence (ON) ou la présence d’un (1N) ou deux
(2N) inserts au niveau n-terminal ainsi que la présence de 3 (3R) ou 4 (4R) motifs R dans le domaine de liaison
aux microtubules (MBD). D’aprés Li and Gotz, 2017

La caractérisation des différentes isoformes de la protéine Tau a également révélée des différences
fonctionnelles entre ces derniéres. En effet, bien que les isoformes 3R et 4R montrent certaines
similitudes, elles adoptent différentes structures et fonctionnent différemment. Par exemple Goode
et al. ont montré que la région C-terminale située juste aprés le 3°™ motif R dans I'isoforme 3R joue
un role crucial dans l'interaction de Tau avec les microtubules alors que cette région n’est pas
nécessaire dans les interactions des isoformes 4R avec les microtubules (Goode et al., 2000). De plus
des études in vitro ont mis en avant que ces différences 3R/4R influent sur le transport axonal. Des

expériences menées sur des neurones cultivées dans des chambres microfluidiques ont montré que,
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comparées aux formes 3R, les formes 4R entrainent une diminution plus forte de la localisation des
mitochondries sur les axones (Peck et al., 2011).

Les différences dans le nombre de motifs N ont également des conséquences sur la localisation
subcellulaire de la protéine. Chez la souris, des expériences de fractionnement cellulaire et
d’'immunohistochimie ont mis en évidence que les formes 1N de Tau sont enrichies dans le noyau alors
que les formes ON et 2N sont enrichies dans les corps cellulaires et les axones des neurones (Liu and
Gotz, 2013). De plus, des expériences de co-immunoprécipitation couplées a de la spectrométrie de
masse ont pu mettre en avant des différences d’affinité dans les liaisons de Tau et ses partenaires (Liu
etal., 2016). En effet, dans cette étude les auteurs montrent que les formes ON de la protéine Tau vont
plutét interagir avec des protéines impliquées dans la glycolyse, la respiration et I’homéostasie
cellulaire alors que les formes 2N vont interagir avec des protéines impliquées dans la voie de
biosynthese de I'ATP et la transmission synaptique. Ces données et les données de localisation
subcellulaire des différentes isoformes de la protéine Tau nous indiquent que les isoformes

différenciées par le nombre de motifs N ont des réles distincts dans les neurones.

2.1.2 Distribution

La protéine Tau est une protéine exprimée trés majoritairement par les neurones mais elle
serait aussi exprimée en plus faible quantité dans les cellules gliales (Papasozomenos and Binder, 1987)
comme les astrocytes (Shin et al., 1991) et les oligodendrocytes chez le rat (LoPresti et al., 1995). Ces
données de localisation de la protéine obtenues par immunohistochimie ont été récemment
confirmées par quantification de I'expression du transcrit du gene MAPT obtenu par RNAseq sur
cellules préalablement triées a partir d'échantillons d'origine humaine (Zhang et al., 2016) ou extraits
de souris (Zhang et al., 2014) (figure 2).
En condition physiologique, dans les neurones, la protéine Tau est préférentiellement retrouvée dans
le compartiment axonal (Binder et al., 1985) ou elle participe au maintien du cytosquelette, mais elle
estaussi présente dans le compartiment somatodendritique en moindre quantité (Tashiro et al., 1997).
En effet, Dotti et al. ont mis en évidence un gradient de concentration de la protéine Tau, dans des
neurones de rats in situ et en culture, avec une concentration plus forte au niveau distal, pres des
boutons synaptiques et diminuant progressivement vers le soma (Dotti et al., 1987). La protéine Tau
est également retrouvée dans le noyau des neurones ou elle aurait un role dans la protection de ’ADN

contre le stress oxydatif (Sultan et al., 2011; Violet et al., 2014).
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Figure 2 : Expression de Tau dans les différentes cellules cérébrales

Dans le cerveau Tau est majoritairement exprimée par les neurones et en faible quantité par les astrocytes et les
oligodendrocytes (a) chez la souris et (b) chez ’'Homme. Données de RNA-seq en FPKM (Fragment Per Kilobase
Million) provenant du laboratoire de Ben Barres (https://www.brainrnaseq.org)

La protéine Tau est donc une protéine majoritairement intracellulaire mais des études récentes in vitro
et in vivo montrent qu'elle peut également étre libérée en conditions physiologiques dans le milieu
extracellulaire par des neurones. Pooler et al. ont montré que I'activation des récepteurs NMDA de
neurones corticaux matures de rat en culture entraine une libération de la protéine Tau dans le milieu
de culture. Dans cette étude, les auteurs ont également démontré que cette sécrétion de la protéine
Tau est régulée par I'activité neuronale et passerait par des mécanismes de sécrétion pré-synaptique
plutét que par la voie des exosomes (Pooler et al., 2013). Ces données ont été confirmées par Yamada
et al. grace a des expériences de microdialyse réalisées sur des souris WT et des souris surexprimant
la protéine Tau humaine portant la mutation P301S (P301S ou PS19 (Yoshiyama et al., 2007)) de 3 a
5mois. Le réle de cette protéine Tau extracellulaire est encore mal connu mais elle pourrait étre
impliquée dans la propagation de la protéine Tau et médier sa toxicité au cours de la MA. En effet, une
étude in vitro sur cellules SH-SY5Y et sur des cultures primaires de neurones a montré que la protéine
Tau entraine une augmentation de la concentration en calcium extracellulaire en se fixant sur des
récepteurs muscariniques de type M1 et M3 (Gémez-Ramos et al., 2008). Une meilleure connaissance
des roles physiologiques et pathologiques de la protéine Tau extracellulaire permettrait peut-étre de
mieux cibler des espéces toxiques (conformation, différences post-traductionnelles...) de la protéine

Tau dans un contexte thérapeutique.
2.1.3 Conformations et structures

La protéine Tau peut étre divisée en 4 domaines : (i) une partie amino-terminale acide ou
domaine de projection suivie (ii) d’une région riche en proline, (iii) d’'un domaine de liaison aux

microtubules et (iv) d’'une queue C-terminale (figure 3).
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Figure 3 : Structures et domaine de la protéine Tau
La protéine Tau est composée de 4 domaines principaux : (i) une région N-terminale, (ii) une région riche en
proline suivie (iii) d’'un domaine de liaison aux microtubules et (iv) d’'une queue C-terminale.

Le domaine de projection n’a pas de fonction bien caractérisée. D'apreés Chen et al. cette région
pourrait contréler I'espacement entre les microtubules dans les dendrites et les axones (Chen et al.,
1992) mais aussi l'interaction de la protéine Tau avec les microtubules. Des analyses d’ontologie de
geénes ont pu montrer que le domaine de projection est également un domaine d’interaction avec
d’autres protéines impliquées dans de nombreuses voies de signalisation (Brandt et al., 2020) telle que
GSK3R (Glycogen synthase kinase 3R8) (Sun et al., 2002). De plus le nombre de motif(s) N présent(s)
(ON, 1N ou 2N) dans ce domaine de la protéine influence sa localisation subcellulaire (Liu and Gotz,
2013).

La région riche en proline est impliquée dans l'interaction de la protéine Tau avec plusieurs
partenaires. Elle contient 7 motifs riches en proline (PXXP), permettant ainsi une interaction avec les
protéines ayant un domaine SH3 (SRC Homology 3) comme la protéine Fyn (Morris et al., 2011). Ce
domaine contient également des sites d’interaction avec d’autres protéines du cytosquelette comme
I’actine (He et al., 2009), mais aussi avec I’ADN (Qi et al., 2015).

Comme son nom l'indique, le domaine de liaison aux microtubules permet la fixation de la protéine
Tau aux microtubules et ainsi le maintien du cytosquelette. Cette interaction avec les microtubules est
dynamique et ce mécanisme a été qualifié de « Kiss-and-Hop » par Janning et al. En effet I'interaction
Tau-microtubule ne dure que quelques dizaines de millisecondes (Janning et al., 2014).

La région C-terminale n’a a ce jour pas de fonction clairement identifiée et n’a pas d’interaction connue
avec d’autres protéines.

Enfin, la protéine Tau est une protéine hautement soluble qui ne présente pas de structure
tridimensionnelle déterminée. Elle est qualifiée de protéine dépliée nativement (natively unfolded
protein en anglais). Elle est trés flexible et présente peu de structures secondaires lorsqu’elle est sous

forme libre dans le cytoplasme (Jeganathan et al., 2008; Mukrasch et al., 2009).
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2.1.4 Modifications post-traductionnelles

Tau est une protéine dont les fonctions sont finement régulées par de nombreuses modifications post-
traductionnelles (PTM pour « post-translational modifications ») qui ont des conséquences sur sa

localisation subcellulaire et/ou ses interactions avec ses différents partenaires (figure 4) (Morris et al.,

2015).
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Figure 4 : Modifications post-traductionnelles de la protéine Tau.

(A) La protéine Tau est sujette a de nombreuses modifications post-traductionnelles telles que la
phosphorylation, la glycosylation, I'acétylation, la nitration, la méthylation, la protyl-isomerisation,
I"'ubiquination, la sumoylation et la glycation. L’ensemble de ces modifications peuvent réguler la liaison de Tau
aux microtubules (MT), son métabolisme, son renouvellement ou son agrégation. D’aprés Tapia-Rojas et al. 2019
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La PTM la plus abondante et la plus étudiée est la phosphorylation avec 85 sites potentiels décrits sur
I'isoforme la plus longue de la protéine Tau (figure 5) : 45 sérines, 35 thréonines et 5 tyrosines (Hanger

et al., 2009; Martin et al., 2011).
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Figure 5 : Sites de phosphorylation de la protéine Tau

Représentation schématique des différents sites de phosphorylation de la protéine Tau sur I'isoforme la plus
longue (2N4R, 441aa). Certains de ces sites ne sont retrouvés que dans des conditions pathologiques (en rouge),
d’autres qu’en conditions physiologiques (en vert) ou dans les deux cas (en bleu). Les potentiels sites de
phosphorylation notés en noir nont pas encore été montrés comme phosphorylés in vitro ou in vivo. D’apres
Martin et al., 2011 (Martin et al., 2011)

De nombreuses kinases sont capables de phosphoryler la protéine Tau. Elles peuvent étre subdivisées

en trois groupes (Martin et al., 2011).:

e Les sérine-thréonine kinases ayant pour substrat des résidus prolines comme par
exemple GSK3R (Glycogen Synthase Kinase 3R), les MAPK (Mitogen-activated Protein
Kinases), et CDK5 (Cyclin Dependant Kinase 5).

e Les sérine-thréonine kinases non dirigées contre les prolines telles que MARK
(Microtubule affinity-regulating kinase), TTBK1/2 (Tau-Tubuline kinase 1/2), PKA et
PKC.

e Lestyrosines kinases comme Src, Fyn Abl et Syk

Cependant, il semble que GSK3R joue un role prépondérant dans la phosphorylation de Tau avec 40
sites cibles potentiels dont au moins 29 ont été identifiés dans le cerveau des malades atteints de la
MA (Hanger et al., 2009).

La déphosphorylation de Tau est assurée par plusieurs phosphatases mais |'activité phosphatase
majoritaire provient de PP2A, responsable a 70% de la déphosphorylation de la protéine Tau dans le
cerveau humain (Liu et al., 2005).

L'état de phosphorylation de la protéine Tau va principalement influer sur son affinité avec les
microtubules (MTs). Cependant, ces modifications sont tres labiles et il est donc difficile de définir un
role particulier pour chacune de ces phosphorylations dans des conditions physiologiques ou
pathologiques. Certaines études ont mis en évidence que I'état de phosphorylation de la protéine Tau
peut moduler sa localisation subcellulaire au noyau (Sultan et al., 2011) ou encore son association a la

membrane plasmique (Pooler et al., 2012).
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La protéine Tau est également régulée par d’autres PTM moins étudiées que la phosphorylation : la
glycosylation, I'acétylation, la nitration, la méthylation, la protyl-isomérisation, I'ubiquination, la
sumoylation et la glycation (figure 4). Ces modifications vont impacter I'état de phosphorylation de la
protéine Tau, sa dégradation, son renouvellement, sa liaison avec les MT ainsi que sa capacité a
s’agréger. Ces différentes modifications et leurs effets ont été décrites récemment dans la revue de
Tapia-Rojas C. et al. (Tapia-Rojas et al., 2019).

En plus de ces différentes PTM, la protéine Tau peut étre tronquée par plusieurs protéases dont des
calpaines et des caspases. Les formes tronquées de la protéine Tau sont majoritairement décrites en
conditions pathologiques. Plusieurs études rapportent que le clivage de la protéine Tau serait impliqué
dans la physiopathologie des Tauopathies et semblent promouvoir la formation d’agrégats de Tau (Gu
et al., 2020; Novak, 2010) ainsi que sa libération dans I’espace extracellulaire (Barten et al., 2011; Kim

et al., 2010; Yamada et al., 2011).

2.1.5 Fonctions

Initialement, Tau a été décrite comme une protéine impliquée dans I’'assemblage et |a stabilisation des
microtubules (Goedert and Jakes, 1990; Weingarten et al., 1975; Witman et al., 1976). Localisée
majoritairement dans les axones (Aronov et al., 2001) elle peut, via son domaine MBD et ses domaines
flanquants, interagir directement avec la tubuline polymérisée ou non (Butner and Kirschner, 1991;
Kadavath et al., 2015). Cette interaction Tau-tubuline permet I'assemblage et la stabilisation de la
tubuline en microtubules influant ainsi sur la morphologie neuronale (Gustke et al., 1994; Kanai et al.,
1992). Cependant, ce dogme a récemment été remis en cause (Baas and Qiang, 2019), par des
données montrant que in vitro la protéine Tau est principalement localisée dans le domaine labile des
microtubules et que sa déplétion dans des cultures de neurones de rats, entraine un raccourcissement
et une stabilisation du domaine labile des microtubules, en lien avec une relocalisation de MAP6
(Microtubule Associated Protein 6). Cette étude suggere que la protéine Tau ne serait pas un
stabilisateur des microtubules mais qu’elle préviendrait la stabilisation du domaine labile par d’autres
protéines telle que MAP6 (Qiang et al., 2018).

De par sa présence sur les microtubules, plusieurs études ont suggéré un impact de Tau sur le transport
axonal via une interaction avec les moteurs moléculaires des familles kinésines et dynéines permettant
respectivement le transport antérograde et rétrograde. In vitro, de fortes concentrations de Tau
entrainent une altération du transport axonal (Dixit et al., 2008; Dubey et al., 2008; Ebneth et al.,
1998). Cependant ces données ont été obtenues dans des conditions de surexpression de la protéine

Tau et/ou dans des cellules non neuronales. De plus, une étude menée sur des modéles murins
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transgéniques montre que le niveau d’expression de la protéine Tau n’affecte pas le transport axonal

(Morfini et al., 2007; Yuan et al., 2008).

Plus récemment, la mise en évidence de la protéine Tau dans le compartiment somatodendritique et
le noyau a permis de découvrir de nouvelles fonctions de la protéine.

La présence de la protéine Tau dans les dendrites a longtemps été associée a des situations
pathologiques. Cette présence a été décrite in vitro et in vivo dans des condition de surexpression de
la protéine Tau mutante ou non (Go6tz et al., 1995; Hoffmann et al., 2013; Jaworski et al., 2011). La
présence de la protéine Tau dans les dendrites a également été décrite dans des conditions
physiologiques (Ittner et al., 2010) . Ces différentes études suggérent que la protéine Tau pourrait
jouer un role dans des fonctions post-synaptiques. L’étude menée par Ittner et coll. a notamment
montré que la protéine Tau est impliquée dans le ciblage postsynaptique de Fyn, un acteur essentiel
de la signalisation des récepteurs NMDA (Ittner et al., 2010). La présence de la protéine Tau au niveau
synaptique pourrait également étre liée a un role dans la plasticité synaptique. En effet I'labsence de
Tau entraine non seulement une diminution de la densité synaptique dans des cultures primaires de
neurones d’hippocampe de rat (Chen et al., 2012) mais aussi un déficit de LTD (Long-term depression)
in vitro sur des cultures organotypiques d’hippocampe de rat et in vivo chez des souris MAPT”" sans
altérer la LTP (Long Term Potentialisation) (Kimura et al., 2014).

La localisation nucléaire de la protéine Tau a été décrite dans des cellules neuronales (Loomis
etal., 1990; Rady et al., 1995; Wang et al., 1993) et non neuronales (Cross et al., 2000; Thurston et al.,
1996). Une interaction entre la protéine Tau et ’ADN a été mise en évidence dans les cellules de Ia
lignée HEK (Camero et al., 2014) mais également dans des neurones en cultures primaires (Sultan et
al., 2011). Comme pour son interaction avec les microtubules, la liaison de Tau avec I’ADN est
dépendante de son état de phosphorylation (Qi et al., 2015). Il a été suggéré que la protéine Tau serait
impliquée dans la protection de I’ADN (Hua and He, 2003). En effet, chez les souris Tau KO en
conditions de stress thermique, une augmentation des dommages de I’ADN a été observée (Violet et
al., 2014). Plus récemment, une étude de ChIP-on-chip (Immunoprécipitation de la chromatine suivie
d’une analyse par puces a ADN) menée sur des cultures primaires de souris wild-type, ou invalidées
pour Mapt, ou exprimant une Tau humaine mutée sous contréle d’un promoteur neuronal (Thy-Tau22
(Schindowski et al., 2006a)), a mis en évidence que la protéine Tau se fixait sur les séquences
régulatrices de certains génes agissant ainsi comme un répresseur de leur expression (Benhelli-

Mokrani et al., 2018).
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2.1.6  Turnover de la protéine Tau et dégradation.

Bien que plusieurs études se soient intéressées au métabolisme de Tau, il a fallu attendre 2014 pour
que les premiéres mesures du turnover de la protéine Tau soient réalisées in vivo dans des modéles
transgéniques : (i) des souris transgéniques hTau40AK280 exprimant la forme 2N4R de la protéine Tau
humaine avec les mutations AK280 entrainant une agrégation de la protéine Tau ou la mutation
AK280/PP permettant d’obtenir un modeéle antiagrégant, et (ii) des souris P301S exprimant la protéine
Tau humaine sous sa forme 1N4R.

Ces études ont permis de montrer a I'aide de la technique de microdialyse que la demi-vie de la
protéine Tau dans le milieu extracellulaire est d’environ 11 jours (Yamada et al., 2014) et de 9,4 jours
dans les neurones de I'hippocampe (Yamada et al., 2015). Plus récemment, une étude menée chez
I’Homme sain sur le liquide céphalo-rachidien (LCR) a mis en évidence que la demi-vie de la protéine
Tau est de 23 16,4 jours (Sato et al., 2018). Cette étude a également montré que les formes
phosphorylées de Tau et I'isoforme 4R présentent un turnover plus rapide dans des cultures de

neurones dérivés d’IPS (induced pluripotent cells)

Les mécanismes de dégradation des protéines dans les neurones sont le systéme ubiquitine/
protéasome (UPS pour "ubuitin/proteasome system") et la voie de I'autophagie et des lysosomes.

La dégradation par le systeme UPS, cible les protéines ubiquitinées par les ubiquitines ligases E1,
E2 et/ou E3. Les protéines ainsi polyubiquitinylées sont reconnues par le protéasome 26S composé
d’un cceur protéolytique, le protéasome 20s et d’'un complexe régulateur appelé complexe 19s. L'effet
du systéme UPS sur Tau a été mis en évidence in vitro en montrant que le blocage spécifique du
protéasome 20S par la lactacystine entraine une inhibition de la dégradation de la protéine Tau (David
et al., 2002). De facon intéressante, le blocage du systeme UPS n’entraine pas I'accumulation de la
protéine Tau (Delobel et al., 2005) suggérant I'existence d’un autre systéme de dégradation de la
protéine Tau.
En effet, plusieurs études montrent que la protéine Tau peut étre dégradée par la voie de I'autophagie
in vitro et in vivo (Bednarski and Lynch, 1996; Bendiske and Bahr, 2003). Le lien entre I'autophagie et
la protéine Tau est décrit en détails dans les revues de Tapia-Rojas et coll. (Tapia-Rojas et al., 2019) et

de Tang et coll. (Tang et al., 2019).

2.2 Laprotéine Tau en conditions pathologiques

Les modifications de la protéine Tau, telles que la troncature et les modifications post-traductionnelles

peuvent entrainer une agrégation de la protéine Tau et la formation d’espéces toxiques. Notamment,
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la présence de la protéine Tau sous sa forme hyperphosphorylée et/ou sa forme agrégée est 'une des
caractéristiques d’un groupe de maladies neurodégénératives appelées Tauopathies.

En effet, en plus d’étre phosphorylée sur ses sites « physiologiques », la protéine Tau présente aussi
des motifs de phosphorylations sur d’autres sites qui ne sont décrits qu’étant associés a des conditions
pathologiques (figure 5). Cette hyperphosphorylation peut entrainer une diminution de I'affinité de
Tau pour les MT. Le pool de protéine Tau présente sous forme soluble dans le cytosol va ainsi
augmenter et la protéine va étre soumise a de nouvelles PTM qui vont entrainer un changement de
conformation capable de promouvoir sa dimérisation. Ces dimeres stables vont ensuite étre la base
de la formation de fibrilles appelés filament hélicoidaux appariés (PHFs) qui vont eux-mémes former
les agrégats matures de Tau appelés dégénérescences neurofibrillaires (DNF) (figure 6).

Oligomérisation

Hyperphosphorylation S
Polymérisation

Maturation

Tau soluble Tau oligomérique PHFs DNF

Figure 6 : Etape de I'agrégation de Tau

L’hyperphosphorylation de la protéine Tau entraine son détachement des MTs et augmente la quantité de Tau
monomérique soluble. Ensuite, les monomeéres se dimérisent et s’oligomérisent jusqu’a former des PHFs. La
derniere étape est I'agrégation des PHFs en DNF. D’aprés Martin et al. 2011 (Martin et al., 2011)

Bien que les agrégats aient longtemps été considérés comme |'espece la plus toxique dans les
Tauopathies, de nouvelles données montrent que les oligomeéres solubles de Tau seraient a l'origine
de la neurotoxicité induite par la protéine Tau. En effet, de la neurodégénerescence a été observé dans
des modeles murins surexprimant la protéine Tau en absence de DNF (J. Bonda et al., 2011). De plus
une étude récente menée au laboratoire grace a un modele développé sur le rat montre que les formes
hyperphosphorylées solubles de Tau sont tres toxiques alors que les agrégats sont moins ou non
toxiques (d’Orange et al., 2018). Ces résultats sont en accord avec une étude menée sur des tissus
humains montrant une corrélation entre la concentration d’oligomeres solubles et les défauts

mnésiques (Mufson et al., 2014).

Les mécanismes induisant la toxicité des oligoméres et/ou des agrégats de la protéine Tau restent
encore assez obscurs et pourraient étre directs ou indirects via une perte de fonction de la protéine
et/ou un gain de fonction toxique (figure 7).

La protéine Tau hyperphosphorylée entraine une diminution de la stabilité des microtubules
et peut donc affecter le transport et la signalisation cellulaire (Afreen et al., 2017; Combs et al., 2019;

Swanson et al., 2017). Ce défaut de transport axonal peut directement affecter le transport des
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mitochondries. Ainsi, I'injection d’oligoméres dans des cerveaux de souris sauvages (C57Bl6/]) entraine
une altération de la fonction mitochondriale (Lasagna-Reeves et al., 2011; Pérez et al., 2018). Ces
défauts mitochondriaux ont été observés dans un modele murin de Tauopathie, les souris
transgéniques P301L qui surexpriment la forme humaine de la protéine Tau portant la mutation P301L
(David et al., 2005), mais aussi dans des cerveaux de patients atteints de MA (Kim et al., 2001).

Ces défauts structurels et énergétiques peuvent avoir un impact direct sur I'intégrité et la fonction
synaptique. La protéine Tau hyperphosphorylée peut s’accumuler dans le compartiment
somatodendritique (Hoover et al., 2010). Dans les modéles animaux, cette présence ectopique de la
protéine Tau entraine des dommages synaptiques tels qu’un défaut de LTP, une diminution du nombre
de récepteurs au glutamate ou encore une excitotoxicité. Plusieurs études électrophysiologiques ont
notamment mis en évidence que l'infusion d’oligomeéres synthétiques de Tau sur des tranches
d’hippocampe entraine une diminution de la LTP au niveau des synapses CA3-CA1 (F4 et al., 2016; Hill
et al., 2019; Ondrejcak et al., 2018). Cette diminution de la LTP a également été décrite dans de
nombreux modeles transgéniques exprimant la protéine Tau WT (lignées transgéniques hTau) ou les
formes mutantes de la protéine (lignées transgéniques P301L, P301S, THY-Tau22 par exemple). La
protéine Tau au niveau pré- et post-synaptique peut également jouer sur la morphologie des synapses
et causer une forte diminution du nombre de vésicules synaptiques (Decker et al., 2015). L’ensemble
des données de la littérature suggere que I'accumulation de la protéine Tau pathologique a la synapse
suite a des PTM a pour conséquences une diminution du nombre de vésicules synaptiques et d’épines
dendritiques mais également du niveau d'expression des protéines synaptiques telles que PSD95. Ces
altérations vont entrainer une perte synaptique et induire finalement des déficits cognitifs et une
altération de la mémoire (Tai et al., 2012, 2014).

Les modifications de la protéine Tau (mutations, troncatures, PTM) peuvent également
affecter ses interactions avec ses différents partenaires.

Initialement des études ont mis en évidence que I’hyperphosphorylation de la protéine Tau
entraine une diminution de la liaison de Tau avec I’ADN (Camero et al., 2014; Lu et al., 2013). Cette
diminution de l'interaction avec I'ADN était plutot considérée comme une perte de fonction
physiologique. Plus récemment, une étude menée par Benhelli-Mokorani et coll. suggere que
I’hyperphosphorylation de la protéine Tau au niveau du noyau serait plutdt associée a un gain de
fonction toxique (Benhelli-Mokrani et al., 2018). En effet le séquencage des ARNm (RNAseq) extraits
de la région CA1 de I'hippocampe de souris THY-Tau22, montre que la répression de I'expression de
génes par la protéine Tau serait plus forte en présence d’oligomeres.

En plus de I'effet toxique des oligomeres au niveau de I’ADN, la protéine Tau hyperphosphorylée
entraine un défaut de transport nucléocytoplasmique (Eftekharzadeh et al., 2018). L’accumulation de

la protéine Tau dans la périphérie nucléaire se traduit par une interaction anormale de la protéine Tau
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avec Nup98, un des composants du complexe du pore nucléaire (NPC pour "nuclear pore complex").
Cette interaction va par la suite contribuer a la neurotoxicité de la protéine Tau en potentialisant son

agrégation.

Effet toxique sur FADN et 'ARN Anomalie de dégradation protéique

% £ 9
] 2 9
4 &9

Défaut du métabolisme énergétique

S

Altération du transport axonal

Oligoméres

Altération de la transmission synaptique
| et désorganisation des synapses

Figure 7 : lllustrations des processus intraneuronaux affectés par les oligoméres de Tau

En conditions pathologiques, les modifications post-traductionnelles peuvent diminuer I'affinité de la protéine
Tau pour les microtubules, entrainer son détachement de ces derniers et provoquer le désassemblage des
microtubules. Ce désassemblage va conduire a des altérations du transport axonal. La délocalisation de la
protéine Tau dans les synapses peut entrainer un dysfonctionnement synaptique lié a une diminution du nombre
de vésicules présynaptiques, une excitotoxicité et a terme une perte synaptique. L’hyperphosphorylation de la
protéine Tau empéche son entrée dans le noyau et entraine donc une perte des fonctions de Tau au niveau de
I’ADN et de I'épissage. Adapté de Niewiadomska et al. 2021 (Niewiadomska et al., 2021)

Les différents effets des oligoméres de Tau mentionnés ci-dessus sont détaillés dans la revue de

Niewiadomska et coll. publiée en début d’année (Niewiadomska et al., 2021)

2.2.1 Les Tauopathies

Les Tauopathies sont un groupe d’une vingtaine de maladies neurodégénératives caractérisées
par la présence d’agrégats de la protéine Tau dans les neurones et/ou les cellules gliales. Bien

qu’appartenant a un méme groupe, ces pathologies sont trés hétérogenes tant sur le plan clinique et
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anatomopathologique que sur le plan biochimique. En effet, ces pathologies peuvent étre distinguées
par la nature des isoformes constituant les dépd6ts de la protéine, par les types cellulaires impliqués et
les aires anatomiques touchées (Kovacs, 2018). Ces différentes caractéristiques vont entrainer des

phénotypes cliniques relativement divers et associant des déficits cognitifs et des défauts moteurs.

Les Tauopathies peuvent étre différenciées dans un premier temps par la nature des lésions. Les
Tauopathies ayant des lésions histologiques liées a I'accumulation majoritaire de la protéine Tau sont
qualifiées de Tauopathies primaires. La démence frontotemporale avec parkisonisme liée au
chromosome 17 (FTDP-17), la paralysie supra-nucléaire progressive (PSP), la démence corticobasale
(DCB), la maladie de Pick et la démence a grains argyrophiles sont des Tauopathies primaires. Les
Tauopathies secondaires quant a elles présentent une pathologie Tau associée a une pathologie
amyloide. La MA et la démence liée a la trisomie 21 sont considérée comme des Tauopathies
secondaires.

Les Tauopathies peuvent également étre classifiées selon le type et le ratio d’isoforme 3R/4R de la

protéine Tau présente dans les agrégats.

Les Tauopathies de classe | sont caractérisées par la présence des 6 isoformes de la protéine
dans les lésions. La MA, la trisomie 21, I'encéphalopathie chronique ou encore certaine FDTP-
17 sont considérées comme des Tauopathies de classe I.

- La classe Il des Tauopathies comprend la PSP, la CBD ou encore la démence a grains
argyrophilles. Ces Tauopathies sont toutes caractérisées par |'agrégation des isoformes 4R de
la protéine.

- Dans la classe lll des Tauopathies, ce sont les isoformes 3R qui sont présentes dans les
agrégats. La maladie de Pick et certaines formes familiales de FTDP-17 font partie de cette
classe lll.

- Pour finir, la classe IV des Tauopathies est caractérisée par |'agrégation des isoformes ON3R de

la protéine Tau. Ces agrégats sont la cause des dystrophies myotoniques de type | et Il.

Certaines de ces Tauopathies sont sporadiques (MA par exemple) alors que d’autres sont génétiques,
associées a des mutations du gene MAPT. En effet, plus de 50 mutations de ce gene ont été associées
a la FTDP-17 dans prés de 150 familles a travers le monde (figure 8) (Ghetti et al., 2015; Strang et al.,
2019). Certaines de ces mutations comme les mutations P301L ou AK280 dans I’exon 10 vont entrainer
une augmentation de 'agrégation de la protéine Tau et une diminution de son affinité pour les
microtubules (Barghorn et al., 2000). A l'inverse d'autres mutations comme la mutation E342V vont

promouvoir I'assemblage des microtubules (Lippa et al., 2000).
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Figure 8 : mutations du géne MAPT associées a la FTDP-17
D’aprées Ghetti et al.,2015 (Ghetti et al., 2015)

2.2.2 Lamaladie d’Alzheimer : la Tauopathie la plus fréquente

La MA décrite en 1907 par Alois Alzheimer (Alzheimer et al., 1995) est la cause la plus fréquente de
démence dans le monde. Entre 60 et 70% des cas de démences seraient des MA, ce qui représente
prés de 50 millions de personne dans le monde et 900 000 personnes en France (Fondation Alzheimer,
2019). Des prévisions indiquent que ces chiffres devraient doubler tous les 20 ans avec une estimation

de 2 millions de cas en France en 2050.

La MA existe sous deux formes : les formes familiales et les formes sporadiques. Les formes familiales
sont rares (1,2 a 2% des cas) et précoces (avant 65 ans) et sont causées par des mutations
autosomiques dominantes au niveau de trois génes : le géne APP (amyloid Protein Precursor) et les
génes codant les présénilines 1 et 2 (PS1 et PS2). Les formes sporadiques apparaissent plus
tardivement et mettent en jeu différents facteurs de risque comme le vieillissement qui est considéré
comme le premier facteur de risque de la maladie. D’autres facteurs de risque ont été décrits dans
I’étiologie de la MA, ces facteurs peuvent étre environnementaux (pollution de I'air, exposition a des
toxines), liés a notre mode de vie (alimentation, sédentarité) ou encore associés a d’autres pathologies
(maladies cardiovasculaires, diabete, infections bactériennes ou virales) (Breijyeh and Karaman, 2020).
Ces différents facteurs « environnementaux » ont été décrits dans le rapport 2020 de I'Alzheimer

Association (Alzheimer Association, 2020) et leur analyse dans la derniere étude de Lourida et coll.
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conclue gu’un mode de vie sain est associé a un plus faible risque de développer une démence et ce

méme pour les personnes présentant un risque génétique (Lourida et al., 2019).

La MA, qui se déclare dans la majorité des cas apres I’age de 65 ans, est caractérisée dans un premier
temps par des troubles cognitifs |égers et des pertes de mémoire. Au cours de I’évolution de la maladie,
de nouvelles altérations cognitives apparaissent, telles que des troubles du langage, de Ia
reconnaissance ou encore de la motricité qui entrainent a terme une perte d’autonomie. Cependant
ces symptoémes et leur apparition sont variables d’un patient a I'autre et forment un continuum allant

du stade préclinique jusqu’a une forme sévere de la pathologie (figure 9).

Démence

Mcl Sévere
Pas de Faibles Symptémes Symptémes Symptémes
symptéme symptomes interférant avec  interférant avec interférant avec la
n’interférant pas quelques plusieurs activités majorité des
avec les activités activités quotidiennes activités quotidiennes
quotidiennes quotidiennes

Figure 9 : Evolution des symptomes dans la maladie d’Alzheimer

L’apparition des symptomes cognitifs dans la maladie d’Alzheimer apparaissent selon un continuum allant d’un
stade préclinique jusqu’a une démence sévéere. Le temps d’évolution des symptémes sera variable selon les
patients. MCl pour Mild Cognitive Impairment. Adapté de I’Alzheimer’s Association report 2020

L'analyse post-mortem du tissu cérébral de patients atteints de la MA met en évidence deux
marqueurs de la maladie : les plaques amyloides et les dégénérescences neurofibrillaires

Les plagues amyloides appelée également plaques séniles sont des agrégats extracellulaires
insolubles de peptides AB (figure 10a). Le peptide AP provient d’un clivage de son précurseur I’APP
conduisant a la formation d’un peptide de 37 a 49 acides aminées. L’APP peut-étre clivé selon deux
voies : la voie non-amyloidogene et la voie amyloidogéne. La voie non-amyloidogéne favorisée en
conditions physiologiques implique deux sécrétases : I'o-sécrétase générant deux fragments (CD83 et
SAPPa) puis la y-sécrétase clivant le fragment CD83 pour générer les fragments P3 et AICD. En
conditions pathologiques, telles que la MA, le clivage de I’APP par la voie amyloidogéne, implique la B-
sécrétase puis la gamma-sécrétase et entraine la formation du peptide AB42. Ce peptide de 42 aa

s’accumule dans I'espace extracellulaire pour finalement former les plaques séniles. La pathologie

25



amyloide n’est pas figée et on observe une évolution spatio-temporelles des lésions amyloide définie

par les phases de Thal (Thal et al., 2002) (figure 10b).

L

Phase | Phases II-IlI Phases V-V

Figure 10 : Pathologie amyloide

Les plaques amyloides (a) sont des agrégats extracellulaires de peptides AB se propageant d’une fagon spatio-
temporelle définie par les phases de Thal (b). En stade I, les dép6ts amyloides sont localisés dans le néocortex.
Les dépdts apparaissent de fagon centripéte pour gagner le cortex entorhinal, CA1 et I'insula (stade II) puis le
noyau caudé, le putamen, le thalamus, I’hypothalamus et la substance blanche (ll1). Au cours des stades tardifs,
les dépbts amyloides sont présents dans la substance noire, CA4, les colliculi supérieurs et inférieurs (stade 1V)
et pour finir le cervelet, le locus coeruleus, les noyaux réticulotegmental, dorso-tegmental et raphé (stade V).
Adaptée de Jucker et Walker, 2013 (Jucker and Walker, 2013)

Les dégénérescences neurofibrillaires sont quant-a-elles formées par une agrégation de la
protéine Tau (cf. partie « La protéine Tau en condition pathologique »). A I'instar de la pathologie
amyloide, la pathologie Tau se propage dans le cerveau selon un schéma spatiotemporel défini par les
stades de Braak (Braak and Braak, 1991). Au cours des stades | et Il de Braak, la pathologie Tau se situe
dans le cortex transentorhinal puis elle se propage le long de voies synaptiquement connectées pour
atteindre le cortex entorhinal et I’hippocampe au cours des stades Il et IV de Braak aussi appelés
stades limbiques. Dans les derniers stades de la pathologie, dit stades isocorticaux (V-VI), la pathologie

Tau atteint I'ensemble du néocortex (figure 11).

Stades Il Stades IlI-IV Stades V-VI

trans- - neocortic, primary, trans- - neocortic. = primary, trans- - neocortic. J- primary,
entorhinal- pr— association — secondary entorhinal- = association _— secondary entorhinal r— association = secondary
region areas areas region areas areas region areas areas
4 A | A A A
\ | Y \J
locus locus locus
coeruleus | coeruleus coeruleus

Figure 11 : Propagation spatiotemporelle de la pathologie Tau

Les agrégats de protéine Tau appelés aussi DNFs sont localisés en premier lieu dans le locus coeruleus puis la
pathologie se propage a la région transentorhinal (stade | et Il —rouge foncé). La pathologie atteint ensuite les
aires associatives néocorticales (stades Il et IV- rouge) pour se propager aux aires primaires et secondaires dans
les stades les plus tardifs de la MA (stades V-VI-rose). D’apres Braak et coll. 2011 (Braak et al., 2011)
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Pendant de nombreuses années, les plaques séniles ont été considérées comme le cceur des
mécanismes pathologiques de la MA. En effet, au cours des années 1990, Hardy et Higgins ont formulé
I’hypotheése suivante : « Notre hypothése est que le dépét de la protéine amyloide 8, le composant
majoritaire des plaques, est I'agent responsable de la pathologie Alzheimer, et les dégénérescences
neurofibrillaires, la perte cellulaire, les dommages vasculaires et la démence suivent comme un résultat
direct de ce dépot » (Hardy and Higgins, 1992). Cette hypothése a été formulée a la suite de la
découverte d’une mutation pathologique sur le gene de I’APP sur le chromosome 21, puis confortée
par la découverte des mutations des genes PS1 et PS2 observées dans les formes familiales précoces.

Cependant, cette hypothese a ensuite été remise en question, notamment par I'absence de
corrélation entre la charge amyloide et la perte neuronale ou encore les déficits mnésiques. Plusieurs
études rapportent I'existence d'individus ayant une forte charge amylolide (mesurée par TEP) sans
présenter de déficit cognitif ni symptomes caractéristiques de la MA (Aizenstein et al., 2008; Delaére
et al., 1990; Katzman et al., 1988; Villemagne et al., 2011). Cette remise en cause de I'hypotheése de la
cascade amyloide a de plus été renforcée par I'échec de nombreux essais cliniques visant a diminuer
la charge amyloide, ayant prouvé leur efficacité sur des modeles animaux de surcharge amyloide, mais
n'ayant pas permis d’amélioration clinique chez les patients (Ricciarelli and Fedele, 2017). Toutefois,
les dernieres données des essais cliniques en phases 2 par immunothérapie Aducanumad (Alzforum,
2020) et Donenamab (Alzforum, 2021) montrent un ralentissement du déclin cognitif si les patients
sont traités suffisamment t6t et sont porteurs d’espoir pour I'avancée des traitements de la MA ciblant
la composante amyloide de la pathologie (qui ne seront pas traités en détails dans ce manuscrit).

A l'inverse, d’autres études ont permis de mettre en avant une corrélation forte entre la
progression de la pathologie Tau, I'apparition des symptémes et I'atrophie cérébrale (Delacourte et
al., 1999; Wilcock and Esiri, 1982). Ces analyses histologiques et biochimiques ont été confirmées par
des études de TEP qui ont pu étre menées plus récemment grace a la mise au point de radioligands
spécifiques des agrégats de protéine Tau (Bejanin et al., 2017; Richter et al., 2020; Xia et al., 2017). Ces
résultats suggerent que la Tauopathie et les DNFs ne sont pas seulement une conséquence de la
pathologie amyloide mais également un des acteurs principaux dans la survenue des symptomes de la
MA.

Ainsi, les dernieres théories sur |'étiologie de la MA n'opposent plus formellement les plaques
séniles et la Tauopathie comme facteur unique responsable de la pathologie, mais proposent qu’Ap et
Tau agissent en interaction dans cette pathologie ce qui permettrait d’expliquer les différents échecs
des thérapies dirigées seulement contre le peptide AB (Busche and Hyman, 2020). Plusieurs données
expérimentales supportent cette hypothese d’interaction. In vitro par exemple, I'exposition de cellules

SH-SY5Y exprimant la protéine Tau humaine a des agrégats de peptides AB42 synthétiques entraine
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une diminution de la solubilité de la protéine Tau et son agrégation sous forme de PHF (Ferrari et al.,
2003). In vivo, de nombreux modeles murins de Tauopathie ont permis de mettre en évidence que
I'injection d’AB (synthétique ou purifié de cerveaux de patients) au niveau cortical ou hippocampique
accélere la formation de DNFs au site d’injection mais aussi dans les aires synaptiquement connectées
(Bolmont et al., 2007; Go6tz et al.,, 2001). De plus, les plagues séniles pourraient fournir un
environnement favorable a I’agrégation et la propagation de la pathologie Tau (He et al., 2018; Vergara
et al., 2019). Ces données semblent indiquer que la pathologie Tau est potentialisée par les formes
oligomériques et/ou fibrillaires d’AB, mais d’autres études montrent que la pathologie Tau potentialise
également la pathologie AB (R. J. Jackson et al., 2016; Ribé et al., 2005). Cette « coopération » entre
AB et Tau a été récemment mise en évidence griace a un modeéle de souris AAP/PS1 exprimant la
protéine Tau humaine sans expression de la protéine Tau endogéne (MAPT null) (Pickett et al., 2019).
Ce travail met en évidence que la présence de Tau et d’AB entraine des défauts cognitifs mais aussi
des modifications transcriptionnelles (augmentation des génes de I'inflammation et diminution de
I'expression des génes synaptiques). Cette synergie entre charge amyloide et Tauopathie a été
également rapportée chez les patients grace a des études longitudinales d’imagerie TEP (Sperling et
al., 2019) ou encore de mesures de marqueurs pathologiques présents dans le LCR (Timmers et al.,
2019). Cette synergie entre les pathologies amyloides et Tau semblent entrainer les défauts
métaboliques décrits chez les patients au stade pré-symptomatiques (Pascoal et al., 2017).
Cependant, les Iésions liées aux protéines Tau et AP ne sont pas les seuls facteurs clefs de la
pathologie. En effet aujourd’hui la neuroinflammation émerge comme acteur déterminant dans les
processus neurodégénératifs de la MA. Cette composante sera décrite en détails dans la partie lll de

cette introduction.

A ce jour, le diagnostic de la MA repose sur un ensemble d’examens.

En premiére intention, des tests cognitifs sont réalisés chez les patients par des
neuropsychologues. Ces tests vont permettre une évaluation cognitive globale (langage,
raisonnement, compréhension, orientation dans le temps et I'espace..) mais également une
évaluation de la mémoire.

L'imagerie médicale permet également de détecter des signes spécifiques de la maladie.
Depuis plusieurs années, I'IRM permet de mettre en évidence des changements de volume de
différentes régions cérébrales. Dans le cerveau des patients il est possible d’observer une diminution
du cortex cérébral et de I’hippocampe et une augmentation de la taille des ventricules (Bobinski et al.,

1999; Whitwell et al., 2012). Il est possible d’associer d’autres méthodes d’imagerie dites
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fonctionnelles aux données morphologiques acquises par IRM. En effet, des études récentes ont mis
en évidence une diminution de la force d’interaction entre les zones cérébrales aux repos (imagées
par la technique de « resting state ») chez les patients au stade MCI (Mild Cognitive Impairment) et
MA (Yuxia Li et al., 2015). De plus aujourd’hui I'imagerie TEP (Tomographie par Emission de Positons)
permet un diagnostic plus précoce et plus spécifique de la MA. L'examen de TEP a notamment permis
de mettre en évidence une diminution de la consommation cérébrale de glucose chez les patients pré
symptomatiques (15 ans avant I'apparition des symptomes) atteints de formes familiales de la MA
(Mosconi et al., 2006). Cette diminution de la consommation de glucose mesurée par tomographie par
émission de positons du marqueur [*®F]-fluorodeoxyglucose (FDG-PET) permet de différencier les
stades MCI et les stades plus avancés de la maladie. L'imagerie TEP permet également de détecter les
plagues amyloides et la protéine Tau hyperphosphorylée présente dans le cerveau des patients
(Matsuda et al., 2019; Villemagne et al., 2017).Le ligand amyloide le plus connu, le 'C-PiB (Pittsburg
Compound), est un dérivé de la thioflavine T (marqueur histologique de la protéine amyloide) et
montre une forte affinité et une grande spécificité de liaison aux fibrilles AB. Cependant son utilisation
est restreinte du fait de sa courte demi-vie (20min) et les nouveaux ligands amyloides marqués au *8F
ont une demi-vie plus longue (Krishnadas et al., 2021). La premiere génération de traceur PET pour la
pathologie Tau, comme le Flortaucipir, présentait de nombreux marquages non spécifiques. La
deuxiéme génération de traceurs Tau comme le 8F-R0948 semblent plus spécifiques des DNFs et
permettent un diagnostic différentiel des différentes Tauopathies (Brendel et al., 2020; Leuzy et al.,
2020). Cependant ces techniques d’'imagerie sont colteuses (synthése de radio-ligands, matériels
d’imagerie...) et leur interprétation nécessite des spécialistes c’est pourquoi la recherche se tourne
aujourd’hui vers des solutions de diagnostic précoce moins couteuses.

Ainsi, il est possible aujourd’hui de renforcer le diagnostic a I'aide de marqueurs biochimiques
détectés dans le LCR et plus récemment dans le plasma sanguin. Ces marqueurs visent a détecter les
deux grands types de lésions caractéristiques de la MA avec des mesures d’AB42 et de p-Taul81 au
niveau du LCR, mais ils peuvent également mettre en évidence une altération synaptique ou encore
une neuroinflammation (figure 9). De nouveaux biomarqueurs sanguins sont en cours de
développement pour mesurer les taux d’AB et Tau dans le plasma. Ces différents biomarqueurs sont
décrits dans les revues récentes de Tarawnesh et coll. et de Ausé et coll. (Auso et al., 2020; Tarawneh,

2020)
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Figure 12 : Biomarqueurs des différentes altérations dans la maladie d’Alzheimer

Ce schéma synthétise les biomarqueurs les plus communément étudiés dans la MA. Abréviations : AR : peptide
amyloide B, BACE : B-sécrétase, GAP-43, growth-associated protein-43; GFAP, glial fibrillary acidic protein;
hFABP : heart-type fatty acid binding protein ; ICAM-1 : intercellular adhesion molecule-1 ; IL : interleukin ; NF-
L : neurofilament light chain ; p-Tau : Tau hyperphosphorylée ; sAPP : soluble amyloid CNS-derived exosomes
precursor protein fragment; SNAP-25: synaptosomal-associated protein-25; sTREM2 : soluble triggering
receptor expressed on myeloid cells-2; TNF-a: tumor necrosis factor-a; VCAM-1, vascular cell adhesion
molecule-1 ; VILIP-1 : visinin-like protein-1. Adapté de Tarawneh R. (2020) (Tarawneh, 2020)

3 Propagation intracérébrale de la pathologie Tau

3.1 Patrons de propagation dans les différentes Tauopathies

3.1.1 Propagation de la pathologie Tau dans la MA : les stades de Braak

La pathologie Tau, caractérisée par la présence de la protéine Tau hyperphosphorylée et agrégée, se
propage selon un schéma spatio-temporel défini par les stades de Braak (Braak and Braak, 1991). Ces
stades de Braak décrits précédemment (cf. $2.2.2.2) ont été mis en évidence par des études post-
mortem sur des cerveaux de patients. Ces études par autopsie révélant la présence des agrégats aussi
bien dans les corps cellulaires et les synapses que dans la matiére blanche composée essentiellement
d’axones comme le nerf optique (DeVos et al., 2018), appuient l'idée d’une propagation de la
pathologie Tau dans les régions cérébrales par les connexions synaptiques entre les neurones.

Ces hypothéses de propagation entre régions synaptiquement connectées ont été testées chez
I’'Homme. Des analyses TEP mises en regard de modeéle de propagation (Vogel et al., 2020) ou encore

d’analyses par IRM fonctionnelle de I’état d’activation basal (Franzmeier et al., 2020, 2019) confirment
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que la pathologie affecte des régions qui sont connectées entre elles par des synapses. Ces études
mettent en évidence une accélération de la propagation de la protéine Tau en présence d’une

pathologie amyloide.

3.1.2 Propagation de la pathologie dans les autres Tauopathies

Le modele de propagation de la pathologie Tau n’est pas le méme dans I'ensemble des Tauopathies.
Pour certaines Tauopathies, des stades de pathologie ont été définis, a I'instar des stades de Braak
pour la MA, selon les zones touchées par la pathologie. Ainsi quatre stades ont été définis pour la
maladie de Pick (Irwin et al., 2016), trois pour la démence a grain argyrophiles (Saito et al., 2004) et six
stades pour la PSP (Verny et al., 1996; Williams et al., 2007).

La progression de la pathologie Tau de régions en régions peut étre liée a deux facteurs : la propagation
de la protéine le long des voies anatomiques et/ou une plus grande vulnérabilité de certaines régions

anatomiques a la pathologie Tau.

3.2 Propagation de la pathologie Tau : I'"hypothese prion

La description de |la protéine Prion comme agent pathologique dans les maladies a prions telles
qgue I'encéphalopathie spongiforme (Prusiner, 1982) et la maladie de Creutzfeldt Jacob a mis en
lumiére I'existence d’un nouveau groupe de pathogénes et un nouveau mécanisme de transmission
d’information biologique. Avec I'évolution des connaissances dans le domaine du prion, de
nombreuses similitudes ont été soulignées entre les mécanismes pathologiques de cette protéine
infectieuse et les protéines impliquées dans certaines maladies neurodégénératives comme la
protéine AB ou encore la protéine Tau. Ces similitudes sont a I'origine de la terminologie « prion-like »
permettant de décrire les protéines ayant la capacité de changer de conformation, s’agréger et de
propager la pathologie d’une cellule a l'autre.

L'hypothese de propagation « prion-like » de la protéine Tau a été testée et validée in vitro et
in vivo par plusieurs équipes ces derniéeres années. En 2009, les premiéres études in vitro établissaient
que les agrégats de la protéine Tau dans le milieu extracellulaire pouvaient étre internalisés par une
cellule et entrainer la formation de nouveaux agrégats dans cette cellule (Frost et al., 2009). Afin de
tester cette hypothése in vivo des injections d’homogénats de cerveau de souris transgéniques (P301S)
ont été réalisées dans le cerveau de souris transgéniques exprimant la protéine Tau humaine sauvage
(souris ALZ17) (Clavaguera et al., 2009). A la suite de ces injections les souris exprimant la protéine
Tau sauvage ont développé une pathologie Tau au site d’injection mais également dans des régions
distales connectées. Ces résultats mettent donc en évidence la capacité de la protéine Tau mutée a

recruter son homologue sauvage pour s’agréger et créer de nouvelles especes pathogenes. Ces
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données ont été depuis confirmées dans d’autres modeéles, utilisant des lentivirus permettant
I’expression de la protéine Tau mutée (Dujardin et al., 2018), des exosomes provenant de cellules IPS
dérivées en neurones exprimant le domaine de répétition de Tau portant les mutations P301L et
V337M (NiPSCEs) (Winston et al., 2019) ou encore des fibrilles de Tau purifiées (Peeraer et al., 2015).

L'utilisation de ces différents modeles a également permis de proposer un concept de souche
pour la protéine Tau. La premiére observation de ce phénoméne de souche in vivo a été rapportée en
2013 dans un modeéle de souris ALZ17 ou non transgéniques injectées avec des homogénats de cerveau
de patients atteints de différentes Tauopathies (Clavaguera et al., 2013). A la suite des injections, les
souris ont développé des Iésions Tau correspondant aux Iésions de la pathologie dont souffraient les
patients. Depuis, plusieurs études ont mis en évidence que différentes souches de Tau se propageaient
entre les cellules et pouvaient se transmettre entre souris tout en définissant différentes Tauopathies
(Kaufman et al., 2016; Narasimhan et al., 2017; Sanders et al., 2014). Ce concept de souche est
également soutenu par des études réalisées par cryo-electomicroscopie révélant une diversité
structurale des filaments Tau dont le repliement est unique et conservé pour chaque Tauopathie
(Scheres et al., 2020).

Ces similitudes entre la protéine prion et la protéine Tau ont soulevé des questions sur sa
possible infectiosité. Afin d’évaluer ce risque de transmissibilité de la protéine Tau via une source
iatrogene, des études sur populations sentinelles ont été réalisées. Ces populations sentinelles sont
constituées de personnes ayant recues des hormones de croissance issues de cadavre ou encore des
greffes de dure-meéres. Bien que de la protéine Tau ait été retrouvée dans certains lots d’hormones de
croissances produits entre 1974 et 1988 en France, des |ésions Tau ont été détectées uniquement
chez 4 des 73 patients analysés dans les quatre études indépendantes réalisées a ce jour (Cali et al.,
2018; Duyckaerts et al., 2018; Jaunmuktane et al., 2015; Ritchie et al., 2017). De plus ces lésions
pourraient étre liées a la pathologie prion responsable de la mort de ces patients ou a d’autres causes
telles que les radiothérapies subies par trois des quatre patients dans leur enfance (Riudavets et al.,
2005)

Bien que les legons tirées du domaine des maladies a Prion permettent de mieux comprendre la
propagation de la protéine Tau, certains points restent en suspens. Par exemple, la nature des espéces
toxiques de la protéine Tau est encore a définir ainsi que les mécanismes impliqués dans le
recrutement de la protéine Tau « normale » ou le réle de la protéine Tau physiologique dans le milieu
extracellulaire. D’autres hypothéses sont a explorer pour mieux définir les mécanismes de propagation
de la protéine Tau, telles que la vulnérabilité sélective de neurones. Pour répondre a ces différentes

guestions le développement de nouveaux modeles pertinents est nécessaire
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3.3 Meécanismes de propagation

Cette partie sur les mécanismes de propagation de la protéine Tau traitera des mécanismes de
propagation trans-synaptique de la protéine Tau impliquant seulement les neurones et pas les cellules
gliales. L'implication des cellules gliales dans la propagation de la protéine Tau sera traitée dans la

partie suivante.

3.3.1 Libération de la protéine Tau dans le milieu extracellulaire

La premiére étape de la propagation de la protéine Tau d’un neurone vers un autre est la libération de
la protéine Tau dans le milieu extracellulaire.

Les premiéres description de la protéine Tau dans le milieu extracellulaire évoquaient des agrégats
persistants aprés la mort de neurones (Probst et al., 1982). Bien qu’encore mal compris, différents
mécanismes de sécrétion de la protéine Tau dans le milieu extracellulaire, sous forme libre ou associée

a différents types de vésicules, ont été mis en évidence (figure 13).

Les mécanismes de sécrétion de protéine par les cellules sont classifiés de conventionnels ou
non-conventionnels. Les protéines sécrétées par la voie conventionnelle possedent un peptide
entrainant leur adressage a la membrane du réticulum endoplasmique. La protéine Tau ne possede
pas ce peptide signal (Chai et al., 2012) et semble donc passer par un ou plusieurs des quatre
mécanismes de sécrétion non conventionnels (Rabouille et al., 2012).

Un des mécanismes de libération de Tau sous forme libre peut se faire par une translocation
directe de la protéine a travers la membrane plasmique. Deux études récentes menées sur des cultures
cellulaires neuronales (N2A) ou non neuronales (CHO) ou encore des neurones en culture primaires,
ont mis en évidence ce processus de libération de Tau phosphorylée facilité par des interactions avec
PI(4,5)P, et les protéoglycanes a héparane sulfate (HSPG) (Katsinelos et al., 2018; Merezhko et al.,
2018). L'autophagie peut jouer un réle dans la régulation de la sécrétion non conventionnelle. Une
étude récente a en effet mis en évidence I'implication de ce processus dans la sécrétion de la protéine
Tau tant « normale » qu’hyperphosphorylée in vitro dans des cellules neuronales (SH-SY5Y)
surexprimant la forme sauvage de la protéine Tau (Kang et al., 2019).

Bien que la majorité (90%) de la protéine Tau dans le milieu extracellulaire soit sous forme
libre (Dujardin et al., 2014a), certaines études rapportent que le transfert intercellulaire de Tau fait
intervenir des vésicules. Les vésicules les plus impliquées dans le transfert intercellulaire de Tau sont
les exosomes. Les exosomes sont des vésicules de 30-90um ayant, a I'inverse des autres vésicules, une
origine endosomale. Des études ont permis de mettre en évidence la présence d’exosomes contenant

la protéine Tau dans le LCR de patients atteints de la MA (Saman et al., 2012; Wang et al., 2017).
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Certains de ces exosomes ont également été trouvés dans le plasma des patients et contiennent des
formes phosphorylées de la protéine Tau sur la thréonine 181 et sur la sérine 396 (Fiandaca et al.,
2015). Cette derniere étude suggere que la présence de ces formes phosphorylées de Tau dans des
exosomes dérivés de plasma de patients pourraient servir de biomarqueur. Ce mécanisme de
propagation a été vérifié in vitro dans des cultures en chambres microfluidiques de neurones
surexprimant la protéine Tau (Lee et al., 2019; Wang et al., 2017).

Les ectosomes sont des vésicules (0,1-1um) formées par bourgeonnement depuis la
membrane plasmique libérés dans le milieu extracellulaire. Comme les exosomes, ces ectosomes sont
impliqués dans la libération de la protéine Tau (Dujardin et al., 2014a). Dujardin et coll. ont mis en
évidence que la protéine Tau pouvait étre sécrétée de cette maniere en condition physiologique mais
aussi que des ectosomes contenant la protéine Tau sont retrouvés dans le liquide interstitiel de rat.
Cette étude montre également que I'accumulation pathologique de Tau a la membrane active la voie
de libération exosomale suggérant que les mécanismes impliqués dans la libération physiologique de
la protéine Tau sont peut-étre différents de ceux impliqués dans le transfert de la protéine Tau
pathologique.

Le dernier mécanisme de transfert interneuronal de la protéine Tau est le passage via des
nanotubes en forme de tunnel (tunneling nanotubes ou TNTs). Ces TNTs sont des structures
membranaires créant un pont entre deux cellules. In vitro, les monomeres et fibrilles exogénes de Tau
augmentent le nombre de TNTs facilitant ainsi le passage de la protéine entre deux cellules (Tardivel
et al., 2016). Plus récemment, le passage d’agrégats de Tau dans ces TNTs a été montré dans des
modeles cellulaires (Chastagner et al., 2020). Cependant, I'existence de telles structures in vivo est

encore sujet a débat.

La libération de la protéine Tau dans le milieu extracellulaire passe donc sans doute par plusieurs
mécanismes, cependant ce phénoméne est dépendant de différents facteurs tels que I'activité
neuronale (Pooleretal., 2013; Wu et al., 2016; Yamada et al., 2014). En outre, la présence d’oligomeres
de Tau dans le milieu extracellulaire augmente I'activité neuronale (F4 et al., 2016) suggérant un cercle
vicieux entrainant une potentialisation de la pathologie. L'état de la protéine Tau (clivage, isoforme,
phosphorylation) module aussi sa libération dans le milieu extracellulaire. Par exemple, I’équipe de
Pérez et coll. a montré que l'utilisation de différentes constructions de Tau dans des cellules non

neuronales (COS-7) entraine la libération de Tau par différents mécanismes (Pérez et al., 2016).
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Figure 13 : Mécanismes de propagation de la protéine Tau par passage trans-synaptique

Différents processus sont impliqués dans la libération de la protéine Tau dans le milieu extracellulaire : (1) la
translocation directe médiée par les protéoglycanes a héparane sulfate (HSPG) ; (2) les exosomes ; (3) Les
ectosomes ; (4) mécanisme de sécrétion non conventionnelle lié a I'autophagie ; (5) les Tunneling nanotubes. La
protéine Tau dans le milieu extracellulaire peut étre captée par un neurone receveur par différents mécanismes
: (1) la macropinocytose dépendante des HSPG ; (2) la translocation directe médiée par les HSPG ; (3)
I’endocytose « en vrac » ; (4) I'endocytose clathrine dépendante ; (5) I'endocytose indépendante de la clathrine
; (6) les exosomes et (7) les tunneling nanotubes. Adaptée de Jiang et Bhaskar, 2020 (Jiang and Bhaskar, 2020)

3.3.2 Internalisation de la protéine Tau par le neurone receveur

Une fois dans le milieu extracellulaire, la protéine Tau qu’elle soit libre ou dans des vésicules peut
entrer dans un autre neurone par différents mécanismes référencés dans les revues de Zhao et coll. et
de De La-Rocque et coll. (La-Rocque et al., 2021; Zhao et al., 2021) (figure 13).

Un des mécanismes les mieux décrits dans le phénomene d’internalisation de la protéine Tau
par le neurone receveur est I'endocytose sous ses différentes formes. Plusieurs études ont mis en

évidence un mécanisme d’endocytose clathrine- et dynamine-dépendants pour I'internalisation des
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agrégats et des monomeéres de Tau (Evans et al., 2018; Falcon et al., 2018) . Certains acteurs modulent
ce phénomene, par exemple, en 2016, une équipe a montré que ce phénomeéne était modulé in vitro
par I'activité et la quantité de BIN1 (Calafate et al., 2016). Cette protéine est impliquée dans de
nombreuses fonctions cellulaires associées a la courbure de la membrane comme la phagocytose (Ren
et al., 2006) Les récepteurs muscariniques a l'acétylcholine ont également été décrits comme
médiateurs de I'entrée de Tau (sous sa forme monomérique « normale » et pathologique) in vitro
(Morozova et al., 2019). Plus récemment encore, une étude de criblage par CRISPR interference
silencing a souligné le role du récepteur LRP1 (Low density lipoprotein-receptor related protein 1) dans
I'internalisation de Tau in vitro et in vivo (Rauch et al., 2020).

D’autres formes d’endocytoses ont été décrites dans I'internalisation d’agrégats ou de fibrilles

de Tau comme I'endocytose en phase liquide ou la pinocytose (Frost et al., 2009; Wu et al., 2013). Les
fibrilles de Tau peuvent également se lier aux protéoglycanes a heparane sulfate (HSPG) a la surface
des neurones et induire leur internalisation via un processus de macropinocytose (Holmes et al., 2013;
Puangmalai et al., 2020).
Les études menées par Evans et coll., sur des cultures de neurones humains dérivés d'iPS suggerent
différentes voies d’entrée pour la protéine Tau en fonction de son état (physiologique, pathologique,
monomérique, agrégée...). Leurs résultats montrent que les agrégats de Tau rentrent
préférentiellement dans le neurone via une endocytose clathrine-dépendante alors que les
monomeres seraient internalisés via un mécanisme de macropinocytose.

La protéine Tau peut également se retrouver dans le milieu extracellulaire encapsulée dans
des vésicules. Le processus d’internalisation des exosomes a été mis en évidence dans plusieurs études
in vitro dans des cultures cellulaires neuronales ou non (Polanco et al., 2018, 2016). Une fois dans le
neurone receveur la protéine Tau entre dans la voie endo-lysosomale qu’elle détourne afin de
s’échapper dans le cytosol du neurone receveur (Polanco et al., 2021, 2018).

A ce jour, la majorité des données de la littérature sur les mécanismes d’entrée de Tau a été
obtenue in vitro et nécessite des vérifications in vivo ainsi qu’une étude des mécanismes moléculaires

impliqués.

3.4 Modeles d’étude de la propagation de la pathologie Tau

L'intérét grandissant pour les mécanismes conduisant a |'effet pathologique de la protéine Tau
a entrainé le développement de nombreux nouveaux modeles a la fois in vitro et in vivo. Ces modeles

ont permis d’améliorer nos connaissances sur les acteurs impliqués dans la propagation de Tau.
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3.4.1 Modeles in vitro

Les modeéles cellulaires de propagation de la protéine Tau permettent de mieux comprendre
les mécanismes d’entrée et de sortie de Tau. Les premiers modeéles décrits sont des modéles de co-
cultures avec des cellules « donneuses » exprimant de facon stable la protéine Tau et contenant des
agrégats et des cellules dites « receveuses » exprimant ou non la protéine Tau (Calafate et al., 2015;
Frost et al., 2009; Katsinelos et al., 2018; Kfoury et al., 2012; Wu et al., 2016). Ces modéles ont permis
d’établir que les agrégats de la protéine Tau pouvaient étre transférés d’une cellule a I'autre.
Cependant, ces modeles utilisent majoritairement des cellules non neuronales (lignées HEK, COS et
CHO).

L'utilisation de vecteurs viraux (Dujardin et al., 2014b; Tardivel et al., 2016), de fibrilles
(Calafate et al., 2015; Takeda et al., 2015) ou encore d’exosomes purifiés provenant de cerveaux de
patients (Wang et al., 2017) a permis I’élaboration de nouveaux modeéles sur des cultures primaires de
neurones de souris. Afin de mieux comprendre le sens de propagation de la protéine Tau certains de
ces modeles ont été mis en place dans des chambres de culture microfluidiques (Taylor et al., 2003)
permettant de séparer les neurones afférants des neurones efférents et empéchant la contamination
accidentelle du neurone receveur.

Ces modeles ont permis de comprendre certains mécanismes impliqués dans la propagation
de la protéine Tau a la fois physiologique et pathologique et d’identifier de nouveaux acteurs
moléculaires. L'utilisation de modeles animaux est cependant nécessaire pour confirmer la pertinence

de ces résultats dans I’environnement cérébral.

3.4.2 Modeles in vivo

Certaines études sont basées sur des modeles transgéniques présentant une expression
retreinte de la protéine Tau dans le cortex entorhinal (de Calignon et al., 2012; Liu et al., 2012). Les
deux modéles existant (Nop-tTA-Tau ou NT et rTgTauEC) ont été créés indépendamment au cours de
la méme année et sont basés sur un systeme de régulation de I'expression du transgene par la
tétracycline (systeme Tet-OFF). lls sont obtenus par un croisement entre une lignée « activatrice » la
lignée neuropsin-tTA et une lignée « répondeuse » la lignée Tg(P301L)4510. La premiére lignée permet
I’expression de la protéine transactivatrive de la tétracycline (tTA) dans les neurones de la couche Il du
cortex entorhinal a I'aide du promoteur neuropsine. Son croisement avec la lignée Tg(P301L)4510
permet alors une surexpression de la protéine Tau humaine portant la mutation P301L dans les
neurones exprimant la tTA. Ces souris développent une pathologie Tau dans le cortex entorhinal dés

I’age de trois mois avec |'apparition d’oligoméres et cette pathologie se propage le long des aires
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synaptiguement connectées. Cependant une fuite d’expression du transactivateur tTA dans les aires

CA1, CA3 et certains neurones du gyrus denté pourrait causer certains biais d’interprétation.

Les modeles d’injections stéréotaxiques de fibrilles synthétiques sont tres similaires a ceux présentés
précédemment. La fabrication de fibrilles synthétiques est réalisée in vitro par incubation de
monomeres en présence d'héparine. Les fibrilles ainsi obtenues ressemblent aux agrégats de protéine
Tau retrouvés chez les patients. Les fibrilles synthétiques les plus communément utilisées sont les
fibrilles T40/PS constituées de protéines Tau sous sa forme 2N4R et portant la mutation P301S et les
fibrilles K18 contenant le MBD de la forme 4R et portant la mutation P301L. L'injection de ces fibrilles
dans des régions définies, majoritairement I'hippocampe dorsal, suffit a induire I'agrégation de la
protéine Tau endogene et sa propagation dans les neurones de souris sauvages ou mutantes. Les
études menées avec ce type de fibrilles ont révélé une vulnérabilité sélective de différentes régions a
la pathologie Tau (Iba et al., 2015; Kaufman et al., 2016; Stancu et al., 2015). Cependant, ces filaments
Tau dont I'agrégation a été induite par I’héparine different structurellement des fibrilles retrouvées
dans la pathologie et présentent une grande hétérogénéité (Fichou et al., 2018). L'utilisation de

I’héparine peut également modifier les propriétés d’agrégation et de propagation de la protéine Tau

Depuis la définition de la protéine Tau comme une protéine « prion-like » de nombreuses
études ont testé les hypotheses d’infectiosité de la protéine Tau entre souris mais aussi entre espéces
donnant ainsi le jour a de nouveaux modeéles permettant I’étude de la protéine Tau. Dans cette sous
partie, seuls les modeles murins seront abordés bien que la transmission de la pathologie entre
I’'humain, le primate et la souris a pu étre prouvée récemment (Gary et al., 2019).

Plusieurs études d’injections stéréotaxiques d’homogénats provenant de souris transgéniques
Tau ont été conduites. Les différences entre ces études se situent en premier lieu dans le type de
matériel injecté : homogénats de cerveau total ou d’une certaine région, fraction de Tau insoluble dans
le sarkozyl. Ces études permettent un ciblage précis d’une région, permettant ainsi d’induire la
pathologie localement et de s’affranchir des fuites d’expression de génes présentes dans les modeles
transgéniques. Ces différentes études montrent que I'injection d’homogénats de souris transgéniques
chez des souris transgéniques exprimant la protéine Tau humaine mutée (P301S) ou non (ALZ17)
entraine une agrégation de la protéine Tau au site d’injection mais aussi dans des régions distales
laissant supposer une propagation de la pathologie de cellules a cellules (Asai et al., 2015; Dujardin et

al., 2018, 2014b; Schultz et al., 2018; Wegmann et al., 2019).
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Plus récemment, les homogénats de cerveaux de souris ont été remplacés par des homogénats
de cerveaux de patients présentant différentes pathologies Tau (DBC, MA, PSP...). Ces nouveaux
modeles ont permis de mieux comprendre les caractéristiques de souche de la protéine Tau. L'injection
stéréotaxique de tels homogénats entraine une pathologie au site d’injection mais également dans des
régions distales. Dans ces modeéles, les |ésions observées chez les souris injectées correspondent aux
|ésions observées chez les patients dont proviennent les homogénats mettant en avant que la protéine
Tau pathologique est capable de garder sa conformation tridimensionnelle et de transmettre dans un

nouvel hote (Clavaguera et al., 2013; He et al., 2020; Narasimhan et al., 2017).

Le dernier type de modeéle d’étude utilise la technique de transfert de genes a I'aide de virus
permettant I’'expression de la protéine Tau. L'utilisation de tels outils permet (1) de cibler une région
et une population cellulaire a I'aide de promoteurs et de capsides spécifiques, (2) d’exprimer la
protéine Tau en intracellulaire et donc ne pas I'apporter dans le milieu extracellulaire, (3) d’exprimer
la protéine Tau avec ou sans mutations pour étudier leur effet, (4) de ne pas injecter de contaminants
tels que les cytokines ou des peptides amyloides pouvant étre contenus dans les homogénats.
L'injection de ces virus dans la région de I'hippocampe a permis I'induction de la pathologie au site
choisi et la propagation de cette pathologie a des régions synaptiquement connectées. Cependant, ces
modeles peuvent également présenter des inconvénients. Tout d’abord |'utilisation de vecteurs viraux
conduit a une surexpression du transgene qui n’est pas présente chez les patients. De plus les types
cellulaires ciblés avec par des vecteurs sous contréle de promoteurs ubiquitaires ne sont pas non plus

fideles a la réalité de la pathologie.

Ainsi, a ce jour, plusieurs modeles animaux permettant I'étude de la protéine Tau existent,
avec leurs avantages mais également leurs inconvénients. Certains contrbles sont essentiels pour
exclure la fuite de transgéne dans les modeles génétiguement modifiés ou encore exclure la diffusion

du matériel injecté (homogénats, fibrilles, virus).
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Tableau 1 : Modéles de transmission de la pathologie Tau in vivo

Abréviations : CE : Cortex entorhinal, h : heure, j : jour, s : semaine, m : mois p.i. : post-injection, Tg : transgénique, PHF : filaments hélicoidaux appariés, MA : Maladie

d’Alzheimer, PiD : Maladie de Pick, AGD : Démence a grain argyrophile, PSP : Paralysie supranucléaire progressive, DCB : Démence Cortico-basale.

Modeles transgéniques

(Liu et al., 2012)

NT lignée inductible exprimant Tau dans le

10-11m (jeunes) et 22m

- CE (ageés)
. Tous les trois mois entre 3m
(de Calignon et al., 2012) . - ot 24m
(Wegmann et al., 2015) ] rTgt’auEC (expression inductible de la } 9 et 12m
protéine Tau humaine avec la mutation
P301L dans le CE)
(Pooler et al., 2015) ) - 10 et 16m

Homogénats provenant de cerveaux de souris

(Clavaguera et al., 2009)

Lysat du tronc cérébral
(soluble/insoluble) de souris
P301S (age :6m)

ALZ17 (WT 2N4R hTau) ; 4ge 3m

Hippocampe et cortex

6,12 et 15 m.p.i.

(Ahmed et al., 2014)

Lysat du tronc cérébral de souris
P301S (age : 5m)

P301S ; age 2m

Hippocampe et cortex

1j,2s,1,2et2,5m.p.i.

Lysat cérébral de souris P301S

(age : 4 et 24m)

(Clavaguera et al., 2014) R P301S (hétérozygote) ; dge 3m Intra-péritonéal 9 m.p.i.
(3ge :6m)
Mi li ifié td
(Maphis et al., 2015) croglie pur .|ee provenant de Souris non-Tg ; age 2m Striatum 72 h.p.i.
souris hTau
(S. ). Jackson et al., 2016) Lysat cérébral de souris P3015 P301S ; age 10s Hippocampe et cortex 10 s.p.i.
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Homogénats provenant de cerveaux humains

Oligomeres et PHF purifiés ;

L -R l., 2012 78I TauKO; a Hi j.p.i. et 11 m.p.i.
(Lasagna-Reeves et al., 2012) Patients MA : Braak V et VI C57Bl6/) et Tau KO ; age 3m ippocampe 3j.p.i. et 11 m.p.i
(Clavaguera et al., 2013) Homogénats totaux ; patients ALZ17 (WT 2N4R hTau); age 3m Hippocampe 6et 12 m.p.i

& N MA, PiD, AGD, PSP, DCB ;98 PP p p..
Fraction insoluble ; patients DCB
(Boluda et al., 2015) et MA (avec syndrome de PS19; dge 2a5m Hippocampe et cortex 1,3 et6m.p.i.

Down)

Fraction insoluble ; cortex .
Hippocampe, cortex et

(Narasimhan et al., 2017) préfrontal de patients MA, DCB, C57Bl6/J ; 4ge 2-3m 1, 3,6 et9m.p.i
thalamus
PSP
(Smolek et al., 2019) Fraction insoluble ; cortex Rat W72 ou SHR72 (hypertension) ; 4ge 3m Hippocampe 3 m.p.i
v pariétal de patient MA (Braak V) yp » 98 PP P Pl
(Saito et al., 2019) Fibrilles dérivées de cerveaux Souris MAPT/KI (Tau humanisée) ; 4ge 19m Hippocampe et cortex 3 m.p.i.

MA

6htau (6 isoformes humaines et absence de
Tau murine) et T44mTauKO (isoformes 3R, Hippocampe et cortex 1,3 et 6 m.p.i.
absence de Tau murine) ; age 3 a 5m

Fraction insoluble ; patients MA,

(He et al., 2020) PiD, DCB, PSP

Fibrilles synthétiques

T40/PS (Tau 2N4R ; P301S) et

K18 (Tau 4R tronquée ; P301L) PS19; age 2a3m Hippocampe, striatum et cortex 1, 3,6 et9m.p.i.

(Iba et al., 2013)

Lysat de cultures de HEK293

avec agrégats P301S ; age 3m Hippocampe 21j.p.i., 4 et 5s.p.i.

(Sanders et al., 2014)




(Iba et al., 2015)

(Peeraer et al., 2015)

(Stancu et al., 2015)

(Guo et al., 2016)

(Kaufman et al., 2016)

(Gibbons et al., 2017)

(He et al., 2018)

(Albert et al., 2019)

T40/PS (Tau 2N4R ; P301S)

K18 (Tau 4R tronquée ; P301L)

K18 (Tau 4R tronquée ; P301L)

T40 (Tau 2N4R) ou Fibrilles
dérivées de cerveaux MA

Lysat de cultures de HEK293
avec agrégats (18 souches)

T40 (Tau 2N4R) ou Fibrilles
dérivées de cerveaux MA

T40 ou homogénats patients
MA +/- syndrome de Down

K18 (Tau 4R tronquée ; P301L)

PS19; dge 2a3m

P301L ; age 3m

PS19 ; 4ge 3m

C57Bl6/J ; 4ge 2-3m et 15-19m

PS19; age 2a3m

T4OPL-GFP (Tau 2N4R ; P301L ; GFP) ; age 2-

3m

APP-KI, 5XFAD-TauKO ; age 2-3m et 15m

Tg30 (1N4R, P301S et G272V); 4ge 1m (K18)

et htauP301L (2N4R; P301L)

Locus coeruleus

Hippocampe et cortex frontal

Hippocampe, CE, substance
noire et cortex frontal

Hippocampe et cortex

Hippocampe, cortex visuel,
thalamus, colliculi inférieurs,
caudé putamen, cortex somato-
sensoriel

Hippocampe

Hippocampe et cortex

25,1,3,6et12 m.p.i.

1,2 et 3m.p.i.

1,5;2,5;3,5et 6 m.p.i.

3,6 et9m.p.i.

4,5,8et12s.p.i.

3 m.p.i.

1,3 et6m.p.i.

5s.p.i.

Virus

(Dujardin et al., 2014b)

LV-htauWT, LV-htauWT V5, LV-
hTtauP301L ; promoteur CMV

Rat W72 ; age 2m

Hippocampe

2,4 et 8m.p.i.
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(Asai et al., 2015)

(Dujardin et al., 2018)

(Schultz et al., 2018)

(Wegmann et al., 2019)

AAV6-htauP301L ; promoteur
Synl

LV-htau forme : IN4R/1N3R,
WT, P301L, P332S ; promoteur
cMmv

AAV-Tau WT ou TauP301L ;
promoteur Synl

AAV-GFP-P2A-Tau WT ou Tau
P310L ; promoteur CBA

C57Bl6/J ; 4ge 4m

Rat W72 ; age 2m

C57Bl6/J, rTg4510, P301L, TauKO ; 4ge 11s

C57Bl6/J ; 4ge 3m, 8-10m et 22-24m

CE

Hippocampe

Gyrus Denté

CE

7 et 28.p.i.

2 s.p.i. (RNAseq) et 8 m.p.i.

6 et 8s.p.i.

10 s.p.i.
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Ainsi, I'lhypothése de la propagation de cellule en cellule de la pathologie Tau largement appuyée par
les études anatomopathologiques et d'imagerie menée dans le cadre de la MA, mettent en évidence
une propagation de la protéine Tau entre des régions synaptiquement liées dont les mécanismes sont
présentés précédemment. Cependant, ce principe de propagation synaptique correspond de maniere
imparfaite avec la progression de la pathologie dans le cadre de la PSP (Cope et al., 2018) ni avec la
mise en évidence d’agrégats de Tau dans les cellules gliales dans la PSP ou encore dans la CBD. Les
Tauopathies sont un groupe de pathologies hétérogénes et il est donc possible que différents
mécanismes soient impliqués dans la progression en fonction de la pathologie considérée. Une des
possibilités évoquées est une vulnérabilité sélective des neurones ou des régions affectées par
I'agrégation de la protéine Tau. Cette vulnérabilité pourrait-étre liée a plusieurs facteurs tels que des
différences locales de neuroinflammation ou encore des facteurs intrinseques comme des différences
d’expression génétique au niveau cellulaire (Allen et al., 2018) ou encore les types de neurones
considérés. Par exemple, il a été mis en évidence que les neurones excitateurs sont plus vulnérables a
I’'accumulation de la protéine Tau que les neurones inhibiteurs dans le cas de la MA (Freer et al., 2016;
Fu et al., 2019). De plus, il est possible que les cellules gliales et la neuroinflammation jouent un réle
clef dans la propagation de la protéine Tau. Le champ de recherche pour comprendre la propagation
de la protéine dans les différentes Tauopathies est encore en plein essor et des données issues

d’imagerie in vivo aideront a mieux comprendre les différents mécanismes mis en jeu

4 La neuroinflammation

4.1 Laneuroinflammation au cceur de la pathologie Alzheimer

De plus en plus de données montrent que la pathogenéese de la MA n’est pas restreinte a la
population neuronale mais implique également les acteurs de I'immunologie cérébrale. Déja, lors de
sa caractérisation des |ésions dans le cerveau d’Auguste Deter, Alois Alzheimer décrivait des cellules
gliales anormales autours des lésions fibrillaires (les plaques amyloides).

Depuis, I'importance des interactions entre les neurones et les cellules gliales telles que la
microglie, les astrocytes et méme des cellules immunitaires périphériques a été mis en évidence dans
les mécanismes pathologiques de la MA. Une élévation des marqueurs pro-inflammatoires par
exemple, est I'une des caractéristiques des Tauopathies dans de nombreux modéles animaux mais
également dans les tissus de patients (Hopperton et al., 2018). Cette élévation est d’ailleurs
aujourd’hui proposée comme un potentiel biomarqueur (Ausé et al., 2020; Tarawneh, 2020).

Bien que longtemps considéré comme un événement secondaire a la neurodegénérescence,
le r6le de la neuroinflammation est reconsidéré depuis la publication de plusieurs études génétiques

d'association pan-génomique (GWAS). La premiére de ces études menée sur 74 046 individus a permis
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I'identification de 19 loci de susceptibilité pour la MA (Lambert et al., 2013). Plus récemment, trois
nouvelles études ont été réalisées sur de plus grande cohortes et ont identifié de nouveaux loci de
susceptibilité pour la MA, amenant leur nombre a 40 (Jansen et al., 2019; Kunkle et al., 2019; Lambert
et al., 2021; Marioni et al., 2018). Parmi ces variants on retrouve plusieurs génes impliqués dans le
métabolisme lipidique (APOE, ABCA7, SORL1) ou encore dans I'endocytose (PICALM) et une majorité
de génes impliqués dans I'immunité (CR1, CD33, TREM?2...), (figure 14). A ce jour des études cherchent
a mieux comprendre les liens mécanistiques entre ces différents variants et les mécanismes

pathologiques de la MA (Tan et al., 2021).

Gene with Variants Associated in Late-Onset AD

Lipid Immunity
Homeostasis

Cytoskeletal Endocytosis

CR1
CD33*
MS4A6A
TREM2
INPP5D
HLA
MEF2C

Unknown

CASS4
CELF2
FERMT2
NMES8
SLC24A4
ZCWPW1

Apoptosis

Figure 14 : Variants génétiques associés aux formes tardives de la MA

Regroupement par familles de fonctions des variants génétiques associés aux formes tardives de la MA. La
majorité de ces variants sont impliqués dans I'immunité, d’autres dans I'endocytose ou encore I’"homéostasie
lipidique. D’apreés (Eid et al., 2019)

4.2 Les acteurs de la neuroinflammation autres que la microglie

4.2.1 Les astrocytes

Les astrocytes sont les cellules gliales les plus abondantes dans le systeme nerveux central
(SNC). Ces cellules souvent décrites comme une cellule support pour les neurones, sont essentielles
pour le maintien de I'homéostasie cérébrale et constituent un systeme de défense du SNC. Les
astrocytes participent notamment au maintien de |’homéostasie ionique et hydrique, a la
cytoarchitecture de la matiere grise, a la synaptogeneése, a I'angiogenése, a la neurotransmission et a

la régulation du métabolisme énergétique (Verkhratsky and Nedergaard, 2018).
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Etant donné leurs nombreux réles dans le maintien de I'homéostasie, les astrocytes sont
capables de réagir a différents stimuli aigus ou chroniques entrainant une rupture de I’homéostasie.
Suite a des stimuli pathologiques, tels que I'accumulation de protéines mal-conformées, les astrocytes
vont devenir réactifs et acquérir de nouvelles caractéristiques a la fois morphologiques, moléculaires
et fonctionnelles. Une des caractéristiques les plus connues de ces astrocytes réactifs est une
augmentation de 'expression de filaments intermédiaires tels que la GFAP (Glial Fibrillary Acidic
Protein) ou la vimentine. Ce changement dans la production de filaments intermédiaires va conférer

aux astrocytes une morphologie hypertrophique (figure 15) (Wilhelmsson et al., 2006).

Non-reactive astrocytes Reactive astrocytes

-~ [

Figure 15 : Hypertrophie des astrocytes réactifs mise en évidence par une surexpression de la GFAP
Expression de la GFAP dans un hippocampe de souris sauvages (gauche) et dans un hippocampe de soucis apres

Ces astrocytes réactifs forment une population hétérogene tout d’abord définie, en population
Al et A2 (Liddelow and Barres, 2017) a l'instar des macrophages (Murray et al., 2014). Selon la
définition donnée par Shane Liddelow, les astrocytes Al surexprimant des molécules de la cascade du
complément seraient déléteres et les astrocytes A2 exprimant des facteurs neurotrophiques seraient
protecteurs. Les résultats obtenus dans I’étude de Liddelow et coll. suggérent que les astrocytes
réactifs Al sont induits par la sécrétion de molécules telles que l'interleukine-1a (IL-1a), le TNF ou
encore Clq par la microglie (figure 16). Cependant cette classification de la réactivité astrocytaire reste
simpliste et pourrait étre bien plus complexe et dépendre de nombreux parametres tels que la nature
exacte du stimulus ou encore le temps d’exposition a ce stimulus (Escartin et al., 2019, 2021; Liddelow

and Barres, 2017).
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Figure 16 : Hypotheése de la réactivité astrocytaire induite par la microglie

L’activation microgliale peut se produire en réponse a certains facteurs libérés par les neurones a la suite d’une
|ésion. Cette microglie activée va a son tour sécréter certaines molécules (Clq, TNFa, IL-1a) qui vont induire une
activation des astrocytes. Ces astrocytes vont alors adopter un phénotype inflammatoire et produire des
neurotoxines (Liddelow and Barres, 2017)

4.2.2 Laréponse immunitaire adaptative périphérique

Le systéme immunitaire adaptatif désigne la réponse immunitaire impliquant les lymphocytes
B et T. Les lymphocytes B sont impliqués dans I'immunité humorale (immunité par sécrétion
d’anticorps) alors que les lymphocytes T sont responsables de la réponse cellulaire.

Le cerveau a longtemps été considéré comme un organe immuno-privilégié, dans lequel les

cellules immunitaires périphériques n’intervenaient pas. Plusieurs études récentes, ont mis en
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évidence par des analyses en cytométrie, que bien qu’étant les plus abondantes, les astrocytes et la
microglie ne sont pas les seules cellules de l'inflammation dans le SNC méme en conditions
physiologiques (Laurent et al., 2017; Mrdjen et al., 2018). En effet, cette approche a permis de révéler
la présence de quelques granulocytes neutrophiles, de monocytes mais également de lymphocytes B
etT.

Au cours de la MA, la barriere hémato-encéphalique (BHE) ne remplit plus parfaitement son
roéle (Montagne et al., 2015; van de Haar et al., 2016) et cette rupture de la BHE révélée par des
techniques d’IRM semble corrélée aux symptomes cognitifs des patients (Nation et al., 2019). Cette
"porosité" de la BHE permet une infiltration des cellules immunitaires périphériques telles que les
macrophages périphériques et les lymphocytes B et T dans le cerveau de patients atteint de MA ou
chez des souris AAP/PS1 (Gate et al., 2020; Mrdjen et al., 2018; Togo et al., 2002). Bien que le rble des
lymphocytes T soit principalement étudié dans un contexte amyloide (Manocha et al.,, 2018;
Pietronigro et al., 2019), une corrélation a été montré entre l'infiltration des lymphocytes T CD3+ et la
pathologie Tau dans les cerveaux de patients atteints de MA (Merlini et al., 2018). Une étude menée
dans un modele murin de Tauopathie, les souris THY-Tau22, a révélé que l'infiltration de ces cellules T
dans le SNC, entraine des déficits cognitifs (Laurent et al., 2017). Ces données obtenues dans un
contexte de Tauopathie pure correlent avec les données obtenues dans un contexte amyloide
indiquant qu’une meilleure connaissance des mécanismes de I'immunité périphérique dans le
contexte des maladies neurodégénératives et de ses conséquences sur la cognition, pourrait

permettre d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

4.3 La microglie

Le terme microglie a été introduit par Pio del Rio Hortega en 1919. Il a décrit ce
troisieme type de cellules identifiées a I'aide d’un marquage au carbone d’argent dans une série de

publications retranscrites récemment (Sierra et al., 2016).

4.3.1 Origine et maintien de la microglie

La microglie, a I'inverse des autres cellules gliales, ne provient pas du neurectoderme mais
dérive de cellules myeloides primitives provenant du sac vitellin (Alliot et al., 1999). Chez la souris, la
microglie colonise le cerveau dés le jour 8,5 de développement embryonnaire et se poursuit jusqu’a la
fermeture de la BHE au jour embryonnaire 14,5 chez la souris (Ginhoux et al., 2010; Gomez Perdiguero
etal., 2015; Stremmel et al., 2018) (figure 17). Grace a des études post-mortem, il a été mis en évidence
chez ’homme que la microglie envahi le parenchyme cérébral entre la 4™ et la 24°™ semaine de

gestation avant le pic de neurogénese et d’astrogliogénese. (Menassa and Gomez-Nicola, 2018).
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Les cellules microgliales représentent entre 5 a 15% des cellules cérébrales et leur population
est maintenue au cours de I'existence. Les premiéeres données obtenues chez la souris a I’état basal
basées sur incorporation de thymidine tritiée ou encore de BrdU (un analogue de la thymidine), ont
mis en évidence un auto-renouvellement de la microglie basé sur des cycles de prolifération et
d’apoptose (Askew et al., 2017; Lawson et al., 1992). Ces travaux ont mis en évidence un taux de
renouvellement de la microglie oscillant entre 0,074% et 1,04% par jour chez la souris correspondant
a un renouvellement de I'ensemble de la population microgliale tous les 96 jours. Chez ’'Homme, une
étude menée sur deux cortex provenant de patients ayant recu de I'ldU (5-lodo-2’-deoxyuridine) dans
le cadre de traitement de cancers et 12 cortex provenant de sujets exposés au carbonne 14 suggere
que le taux de renouvellement de ces cellules serait de 28% par an (Réu et al., 2017). Les données
acquises dans cette étude suggerent que les cellules microgliales humaines auraient un age moyen de
4,2 ans. Ainsi, les cellules microgliales sont capables de se renouveler chez la souris mais également
chez 'Homme.
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Figure 17 : Ontologie de la microglie chez la souris.

La microglie dérive des macrophages primitifs provenant du sac vitellin embryonnaire durant le développement
(avant le jour 8-8,5) et entre dans I’ébauche du cerveau via la circulation. Ces progéniteurs entourent le
neuroépithélium puis y entrent au jour 9,5 pour coloniser le parenchyme cérébral. Pendant tout le stade
embryonnaire la microglie va conserver un phénotype activé avec une morphologie amoeboide. La microglie
adoptera sa morphologie ramifiée vers le 28°™ jour de développement post-natal. D’aprés (Nayak et al., 2014)
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4.3.2 Fonctions de la microglie en conditions physiologiques

Les cellules microgliales sont décrites comme des macrophages résidents du cerveau et
représentent la premiére ligne de défense du SNC en cas de |ésion ou d’invasion de pathogeénes.

Cependant la microglie a d’autres roles essentiels au maintien du bon fonctionnement du SNC
que ce soit au cours du développement ou durant la vie adulte (Wright-Jin and Gutmann, 2019) (figure
18). Certaines de ces fonctions vont étre abordées en détail dans la partie suivante et une liste non

exhaustive de ces fonctions est schématisée dans la figure 18.
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Figure 18 : La microglie exerce de nombreuses fonctions dans le cerveau adulte et en développement

La microglie a I'aide de ces ramifications tres mobiles exerce une surveillance constante de son environnement.
En tant que cellule immunitaire elle est capable de libérer des médiateurs de I'inflammation solubles telles que
les interleukines et peut phagocyter les débris présents dans son environnement (cellules apoptotiques, débris
de myéline...). En plus de ces rdles propres a I'immunité, la microglie intervient dans la maturation du SNC et le
maintien de la plasticité neuronale par la phagocytose des synapses. Cette cellule est également capable
d’interagir avec les autres cellules du cerveau et d’impacter leurs fonctions : cellules souches neuronales
(élimination des neurones surnuméraires et sécrétion de facteurs indispensables a leur survie), oligodendrocytes
(myélination, différenciation des oligodendrocytes au cours du développement), cellules endothéliales,
astrocytes et perméabilité de la BHE. D’apres (Sierra et al., 2019)
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Au cours du développement la microglie va avoir de nombreuses fonctions cruciales dans la
mise en place du SNC (Frost and Schafer, 2016; Thion et al., 2018). Elle intervient dans la régulation du
nombre de cellules neuronales par une phagocytose active des progéniteurs et en promouvant
I"apoptose des cellules déja différenciées via la sécrétion de facteurs pro-apoptotiques. La microglie
peut également réguler le nombre de neurones en sécrétant des facteurs trophiques tels qu’IGF-1 qui
va permettre la survie des neurones corticaux de la couche V du cortex somato-sensoriel (Ueno et al.,
2013). Elle va également intervenir dans d’autres nombreuses fonctions pendant le développement
cérébral comme la phagocytose des synapses (Schafer et al., 2012, 2013; Tremblay et al., 2010), la
migration des interneurones corticaux (Squarzoni et al., 2014) ou encore la croissance et la
fasciculation des axones dopaminergique et glutamatergiques (Pont-Lezica et al., 2014; Squarzoni et
al., 2014), qui sont décrites dans la revue de Thion et coll, 2018.

La microglie dans le cerveau adulte a longtemps été considérée comme a |'état de repos

("resting microglia" en anglais). Grace a la lignée de souris transgéniques CX3CR1¢

, qui expriment la
GFP dans les cellules microgliales (Jung et al., 2000) et I'utilisation de I'imagerie deux-photons in vivo,
deux études ont démontré in vivo que les cellules microgliales sont des cellules trés dynamiques qui
surveillent constamment leur environnement a I'aide de leurs ramifications (Davalos et al., 2005;
Nimmerjahn et al., 2005). Ces études suggérent bien que leur soma soit statique en conditions
physiologiques, ces cellules peuvent surveiller un domaine de 10 fois leur taille et interagir avec les
cellules voisines.

Une fois les réseaux neuronaux mis en place, la microglie joue un réle crucial dans le maintien
du bon nombre de connections synaptiques et la plasticité neuronale. En 2009, I'équipe de Wake et
coll. a pu mettre en évidence une interaction activité-dépendante entre les boutons synaptiques et la
microglie dans le systeme visuel (Wake et al., 2009). Plus récemment, grace a I'imagerie calcique, une
étude a montré que ces contacts entre les ramifications microgliales et les synapses peuvent induire
une augmentation de I'activité de la synapse (Akiyoshi et al., 2018). Ce contact entre la microglie et les
synapses peut également étre a I'origine d'une phagocytose des éléments présynaptiques et un
remodelage des éléments post-synaptiques (Ji et al., 2013; Weinhard et al., 2018) Des données
récentes montrent cependant que I'inhibition de la phagocytose par la microglie ou encore la déplétion
de la microglie permet d’améliorer la mémoire contextuelle (Wang et al., 2020). Cette étude suggére
ainsi que la microglie participe a I'oubli et le rappel mnésique.

Son réle dans le maintien de la plasticité synaptique ne se limite pas aux synapses. La microglie
peut, en effet, induire la mort programmée de neurones surnuméraires produits lors de la
neurogenése adulte via la sécrétion de molécules comme des ions superoxydes (Marin-Teva et al.,
2004) ou encore le TNF-alpha (tumor necrosis factor alpha) (Sedel et al., 2004). Afin de maintenir une

bonne plasticité synaptique, la microglie sécrete certains facteurs trophiques, comme le BDNF (brain-
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derived neurotrophic factor), jouant dans les processus d’apprentissage et de mémorisation
(Parkhurst et al., 2013).

L'influence de la microglie sur la plasticité synaptique peut également étre indirecte. Deux
études récentes ont mis en évidence que la microglie est capable de remodeler la matrice
extracellulaire et ainsi moduler I'activité (Liu et al., 2021) et la plasticité synaptique (Nguyen et al.,
2020).

Un des roles majeurs de la microglie est la phagocytose. Ce processus permet la dégradation
des débris cellulaires mais également I’élimination des neurones en surplus produits au cours de la
neurogenése adulte. Ce processus de programmation de la mort des neurones par la microglie est
dépendant de I'expression des récepteurs kinases AXL et Mer ainsi que de leurs ligands (Fourgeaud et
al., 2016).

Lorsque I'homéostasie cérébrale est rompue, la microglie s’active. Elle va alors changer de
morphologie et adopter une morphologie amoeboide caractérisée par une hypertrophie du corps
cellulaire, une rétraction et une diminution du nombre de ses ramifications. Cet état d’activation a été
dans un premier temps décrit comme un état unique découlant d’un processus linéaire avec plusieurs
phases entre I'état « homéostatique, ramifié » et I’état « activé, amoeboide ». Plus tard, certaines
études ont essayé de rapprocher les états d’activation des macrophages M1 et M2 a |'activation
microgliale (Ransohoff, 2016). Cependant, plus récemment, grace aux technologies menées a I’échelle
de la cellule unique, la microglie commence a révéler une hétérogénéité complexe et subtile tant dans

des contextes homéostatiques que pathologiques.

4.3.3 Hétérogénéité de la microglie

La notion de diversité microgliale a été introduite, dés 1919, par Pio del Rio Hortega qui
distinguait un sous type de microglie « satellite » a proximité des neurones. Cette notion de diversité
a ensuite été explorée par différentes techniques.

Les premieres études « modernes » décrivant une hétérogénéité microgliale dans le cerveau
murin adulte se sont basées sur des caractéristiques histologiques telles que la densité et la
morphologie des cellules (Lawson et al., 1990). Il a ensuite fallu attendre plus de 20 ans pour que les
techniques permettent I'analyse du protéome de ces cellules par spectrométrie de masse et la
découverte d’une hétérogénéité régionale de la microglie (Sharma et al., 2015). Cette diversité de la
microglie selon les régions a été confirmée un peu plus tard par des analyses de séquencage ARN a
I’échelle de population cellulaires triées de cerveau de souris dgées (Grabert et al., 2016). Finalement
I’explosion de I'utilisation de techniques de séquengage a haut débit a I'échelle de la cellule unique

permet aujourd’hui d’identifier des groupes de cellules définis par leur signature transcriptomique
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dans les modéles animaux mais également sur des analyses post-mortem de tissus humains. Ces
techniques appliquées dans de nombreuses études ont permis de mettre en avant une grande
diversité au sein des cellules microgliales durant toutes les phases du développement (figure 19)

(Masuda et al., 2020; Provenzano et al., 2021).
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Figure 19 : La microglie, une population de cellules tres hétérogene

Les techniques d’analyses transcriptomiques ont mis en évidence différents groupes de cellules microgliales. Ces
différences sont age- et région- dépendantes. La diversité des cellules microgliales est la plus forte durant le
stade embryonnaire et diminue jusqu’a I’age adulte (partie haute). De nouvelles catégories apparaissent au cours
du vieillissement. Ces microglies « agées » présentent un enrichissement des génes de susceptibilité associés a
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la MA et la maladie de Parkinson. BAM (Brain-border macrophages). Adapté de (Provenzano et al., 2021) et de
(Masuda et al., 2020)

L'étude d’Hammond et coll, a permis de caractériser la microglie a différents stades du
développement. (Hammond et al., 2019). Cette étude suggere que la plus forte hétérogénéité des
cellules microgliales est retrouvée lors du stade embryonnaire. A ce stade les cellules expriment de
nombreux genes spécifiques des monocytes et des macrophages. (Hammond et al., 2019; Matcovitch-
Natan et al., 2016). Ce sous-type microglial présente un enrichissement des génes de la famille de
Ms4a également associé a une susceptibilité de développer la MA (Hollingworth et al., 2011).

L’étude menée par Hammond et coll. suggére aussi que I’hétérogénéité de la microglie va diminuer a
partir de la période néonatale jusqu’a I'age adulte.

Durant la période néonatale, la microglie exprime des génes impliqués dans la prolifération, le
métabolisme énergétique et la motilité cellulaire. Cependant un petit groupe distinct est retrouvé dans
des zones présentant une prolifération neuronale ou axonale (niches neurogéniques et matiére
blanche). Ces cellules ont été identifiées comme des PAMs (microglie associée aux régions
prolifératives) et sont caractérisée par une morphologie amoeboide et une forte activité métabolique
et de phagocytose des nouveaux oligodendrocytes (Li et al., 2019).

L'hétérogénéité des cellules microgliales est moins importante au cours de la vie adulte avec
des différences régionales limitées (Hammond et al., 2019; Keren-Shaul et al., 2017; Li et al., 2019;
Masuda et al., 2019). Par la suite, au cours du vieillissement, ’'homéostasie cérébrale est modifiée et
la microglie adopte une morphologie dystrophique (Streit et al., 2004). La fonction de phagocytose est
également altérée chez les souris dgées (Pluvinage et al., 2019). Ainsi, il n’est pas surprenant qu'on
assiste a une nouvelle augmentation de I’hétérogénéité au cours du vieillissement et que des sous-
catégories microgliales soient associées au vieillissement (Galatro et al., 2017; Hammond et al., 2019;
Li et al., 2019; Matcovitch-Natan et al., 2016; Pan et al., 2020). L'analyse de ces cellules révele une
augmentation de I'expression de genes inflammatoires tels que Cc/3 ou /l1b et un enrichissement de

I’expression de génes de susceptibilités associés a la MA et la Maladie de Parkinson.

Un autre facteur semblant influencer I’'hétérogénéité de la microglie dans un contexte
physiologique est le sexe (male/femelle). Cette influence du sexe sur les profils d’expression génique
et les fonctions de la microglie a été rapportée au cours du développement et du vieillissement
(Guneykaya et al., 2018) et sur la réponse inflammatoire (Hanamsagar et al., 2017). Cependant
I’analyse en cellule unique menée par Hammond et coll. ne démontre que des différences subtiles du
transcriptome. Ces données sont encore récentes et nécessitent de nouvelles analyses pour mieux

comprendre les différences entre les cellules microgliales males et femelles. Une des hypotheéses,
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pouvant expliquer ces différences, est liée au sexe chromosomique de la cellule, le chromosome X
contient de nombreux genes liés a 'immunité chez ’THomme (Fish, 2008) et certains de ces génes tel
que TIr7 (Toll-like receptor 7) (Souyris et al., 2018) échappent a l'inactivation des genes liés au

chromosome X chez la femelle entrainant ainsi une expression biallélique de ces génes.

La diversité de la population microgliale déja prouvée en conditions physiologiques a
également été décrite dans diverses maladie neurologiques. Notamment certains types de microglie,
appelé DAM (Disease-Associated Microglia) ont été décrit comme associé a la MA (Keren-Shaul et al.,
2017). Cette population microgliale est retrouvée dans des régions ou il y a une forte pathologie
amyloide. Ces cellules sont caractérisées par une forte activité de phagocytose ainsi que par une
augmentation de I'expression des genes du métabolisme lipidique. Les roles bénéfiques ou déléteres
de ces cellules sont encore débattus. D’autres sous-types cellulaires ont été associés avec d’autres
maladies neurologiques telles que la sclérose amyotrophique latérale (Maniatis et al., 2019) ou encore
I"autisme (Velmeshev et al., 2019). Ces différentes catégories de cellules microgliales sont décrits dans

la revue de (Provenzano et al., 2021).

Ainsi les analyses menées sur la microglie au cours des dernieres années ont démontré sa trés
grande hétérogénéité en condition physiologique et pathologique. Cependant il est maintenant
nécessaire de réaliser des études fonctionnelles permettant de mieux comprendre les roles joués par
ces différents sous-types de microglie et leurs interactions avec leurs environnements. De telles
connaissances permettraient de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques dans de nombreuses

pathologies.

4.4 Implication de la microglie dans les Tauopathies

4.4.1 Généralités

Bien que la présence de cellules microgliales concentrées autour des plaques soit connue
depuis la description anatomopathologique de la maladie par Alois Alzheimer, la recherche menée sur
le role de la microglie dans la MA a été majoritairement réalisée sur la composante amyloide de la
pathologie prétant peu d’attention a I'association entre microglie et Tauopathie.

Différentes études montrent que I'inflammation est partie prenante dans le développement
de la pathologie Tau. Le traitement de certains modeles murins de tauopathie (P301S et hTau) par des
anti-inflammatoire entraine en effet une diminution de la pathologie Tau (Garwood et al., 2010;
Yoshiyama et al., 2007). A I'inverse I'activation de I'inflammation par une injection systémique de LPS

entraine augmentation de la pathologie Tau chez des souris 3xTg présentant des |ésions Tau et AR
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(Kitazawa et al., 2005). Pour aller plus loin dans la caractérisation du réle de la microglie dans la
pathologie Tau certaines équipes ont déplété la microglie a I'aide du traitement Plexxinkon (PLX)5622
bloquant le récepteur CSF1R (Colony stimulating Factor 1 receptor) nécessaire a la survie de la
microglie. Ces études ont pu démontré que la délétion de la microglie entraine une diminution de
I’accumulation de la protéine Tau hyperphosphorylée dans un modele de tauopathie pure (Asai et al.,
2015).

Plus récemment, un lien entre I'inflammasome NLRP3 et la tauopathie a été mis en lumiére (Ising et
al., 2019; Stancu et al., 2019). L’équipe de M.T. Heneka a tout d’abord mis en évidence une activation
de l'inflammasome NLRP3 dans des tissus humains provenant de patients souffrant de DFT mais
également dans un modéle murin de Tauopathie, le modéle THY-Tau22 (Ising et al., 2019). Ainsi il
semble que la microglie pourrait faciliter la progression de la pathologie Tau en intensifiant
I‘hyperphosphorylation de la protéine Tau via un mécanisme dépendant du récepteur IL-1. De plus,
une déficience de I'inflammasome NLRP3 est corrélé avec une diminution de GSK3-B et de CamKII-a
qui sont toutes les deux des kinases impliquées dans la phosphorylation de Tau. Ces données suggerent
donc que l'inflammasome NLRP3 pourrait réguler la phosphorylation de Tau et ainsi constituer une
bonne cible thérapeutique (Zhang et al., 2020).

Ces études ont donc mis en évidence que l'activation microgliale peut induire et potentialiser la
pathologie Tau.

D’un autre c6té, la pathologie Tau peut également induire I'activation microgliale (van Olst et al., 2020)
et entrainer I'expression de plusieurs cytokines pro-inflammatoires (Kovac et al., 2011) qui peuvent a
leur tour potentialiser la pathologie Tau suggérant un potentiel cercle vicieux entre la
neuroinflammation et la pathologie Tau.

De plus il semblerait que dans un contexte de Tauopathie, la réponse microgliale ne soit pas
un processus binaire mais plutot un phénomene dynamique impliquant plusieurs sous-populations
émergeant a différents stades de la pathologie (Rexach et al., 2020). Les auteurs de cet article, ont
ainsi identifié sept modules (ou groupes de génes co-exprimés) microgliaux associés a différentes
formes ou niveau d’activation microgliale. D’apres les auteurs de cette étude, ces modules seraient
exprimés au cours de trois phases de la pathologie : précoce, intermédiaire et tardive. Au cours de la
phase précoce ces modules confereraient un état prolifératif a la microglie et permettrait I’expression
de récepteurs permettant une réponse rapide aux peptides présents dans I’'environnement proche. La
réponse a ces peptides au cours de la phase intermédiaire entraine une expression de genes impliqués
dans la phagocytose et la dégradation de molécule via le systeme UPS. Pour finir en phase tardive les
modules exprimés sont impliqués normalement dans les réponses chroniques aux virus impliquant une

surexpression d’interferon 2 causant I'apoptose des cellules.

56



Bien que la définition de I'activation microgliale comme cause ou conséquence de la pathologie Tau
reste encore une question centrale, I'ensemble de ces données mettent en évidence une collaboration

entre la microglie et la pathologie Tau via une inflammation chronique.

La microglie pourrait également jouer un réle dans la potentialisation de la pathologie Tau en

participant a la propagation de la protéine Tau. Cette question sera abordée un peu plus tard.

Ainsi, bien que peu de données soient disponibles, les études récentes confirment bien un réle
actif de la microglie dans la pathologie Tau. Il est donc intéressant de mieux étudier les mécanismes

liant ces phénomeénes.

4.4.2 Cas particulier du récepteur TREM?2

Une des pistes intéressantes pouvant expliquer la liaison entre pathologie Tau et microglie est
le récepteur TREM2.

Initialement les variants du récepteur TREM2 (Triggering Receptor Expressed on myeloid cells-
2) étaient connus pour leur implication dans la maladie de Nasu-Hakola aussi connue sous le nom de
PLOSL (polycystic lipomembranous osteodysplasia with sclerosing leukoencephalopathy)(Hakola,
1972). Cette pathologie est une leucodystrophie autosomale récessive caractérisée par une démence
présénile progressive (apparaissant avant 40 ans) associée a des fractures osseuses récurrentes, dues
a des lésions polykystiques (Kaneko et al., 2010). Ce phénotype pathologique est causé chez les
patients par des mutations des genes TREM2 ou TYROBP codant des sous-unités différentes d’un
complexe de récepteurs (Paloneva et al., 2002) résultant en des pertes de fonctions des protéines
TREM2 et DAP12. Du point de vue neurologique, les patients atteints de la pathologie de Nasu-Hakola
présentent une astrogliose, et une dégénérescence axonale massive au niveau des lobes frontaux et
temporaux ainsi que des ganglions de la base (Satoh et al., 2011).

L'intérét autour de TREM2 s’est intensifié a la suite des études GWAS qui ont identifié TREM?2
comme un facteur de risque de la MA. Deux études publiées en 2013 ont notamment identifié certains
variants de TREM2, tel que le polymorphisme R47H comme associé a la MA (Guerreiro et al., 2013;
Jonsson et al., 2013). Ce variant R47H, bien que faiblement représenté dans les populations analysées
(<1%) confere un risque similaire a celui induit par I'alléle €4 du gene APOE (risque 4 fois supérieur
chez les porteurs du variant R47H) (Guerreiro et al., 2013; Slattery et al., 2014). La caractérisation de
ce polymorphisme a mis évidence que la substitution de I'arginine par une histidine confére un

phénotype de perte de fonction du récepteur (Cheng-Hathaway et al., 2018; Xiang et al., 2018). Depuis,
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la phagocytose, la maturation et I'affinité des ligands avec TREM2 (Kober et al., 2016; Yeh et al., 2016).
De facon intéressante, certains polymorphismes de TREM2 sont associés avec d’autres pathologies
comme certaines DFT (Borroni et al., 2014; Thelen et al.,, 2014), la SLA (sclérose latérale

amyotrophique) (Cady et al., 2014) ou encore la maladie de Parkinson (Rayaprolu et al., 2013).

Le géne TREM?2 est localisé sur le chromosome 6g21.1 chez I’'Homme (Allcock et al., 2003) et
17 chez la souris (Bouchon et al., 2000). Ce géne est majoritairement exprimé par les cellules de la
lignée myéloide comme les cellules dendritiques (Bouchon et al., 2000) et les macrophages spécifiques
de certains tissus comme les ostéoclastes (Cella et al., 2003; Humphrey et al., 2006) ou les cellules de
Kippfer (Gongalves et al., 2013). Au niveau cérébral, TREM2 est exprimé essentiellement par les
cellules microgliales (Forabosco et al., 2013; Kiialainen et al., 2005). Des différences de niveau
d’expression ont été constatées entre les régions avec une plus forte expression de TREM2 dans
I'hippocampe, la moelle épiniére et la substance blanche (Forabosco et al., 2013). De fagon
intéressante ces régions sont celles ol la densité microgliale est tres forte. L'expression de TREM2 peut
également étre modulée dans des certaines conditions, elle est notamment augmentée avec l'age,
aussi bien chez 'Homme que chez la souris (Bhattacharjee et al., 2016). En outre, une augmentation

de la quantité protéique de TREM2 a été observé chez les patients atteints de MA (Lue et al., 2015).

TREM2 est un récepteur transmembranaire de la famille des immunoglobulines qui agit
principalement via son adaptateur cellulaire DAP12 (DNAX-activation proteinl2 - aussi connu sous le
nom de TYROBP) via sa partie cytoplasmique (Bouchon et al., 2001). Plusieurs ligands ont été proposés
comme étant reconnus par la partie extracellulaire de TREM2. Parmi ces ligands potentiels se
trouvent : les lipopolysaccharides exprimés a la surface des bactéries, les acides lipoteichoiques
(constituant les parois des bactéries a Gram positif), les lipoprotéines, ou encore certains
phospholipides spécifiques de la phase interne de la membrane plasmique comme Ia
phosphatidylsérine ainsi que plusieurs apolipoprotéines dont APOE (Bailey et al., 2015; Yeh et al.,
2016). Plus récemment AP a également été identifié comme un ligand potentiel de TREM2 capable de
le lier directement et d'activer la signalisation TREM2 (Zhao et al., 2018). En revanche, aucune donnée
ne permet a ce jour de considérer la protéine Tau comme un ligand de ce récepteur.

La liaison de TREM2 avec un de ces ligands va induire la phosphorylation des tyrosines de DAP12 au
sein des motifs ITAMS (Immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) par les kinases de la famille

Syk. Cette signalisation va étre a I'origine d’une cascade de signalisation de la réponse inflammatoire
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incluant en conséquence une mobilisation calcique, la signalisation mTor (Ulland et al., 2017) ou la

signalisation PI3K/Akt (Sun et al., 2013) ou encore la signalisation des MAPK (figure 20)
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Figure 20 : Signalisation et fonction du récepteur TREM2

(A) Les ligands se liant a TREM2 déclenche une interaction entre TREM2 et DAP12 ou 10, entrainant une
mobilisation calcique, une activation des intégrines, un réarrangement du cytosquelette, les cascades de
signalisation mTOR et MAPK ainsi que |'activation du métabolisme énergétique. (B) Le récepteur TREM2 peut
étre impliqué dans plusieurs fonctions telles que la modulation de la réponse inflammatoire, la maturation, la
prolifération et la survie ainsi que la phagocytose. D’aprés (Qin et al., 2021)

Le récepteur TREM2 est impliqué dans de nombreuses fonctions essentielles pour la microglie

comme la phagocytose. Le taux d’expression de cette protéine est en effet corrélé a I'activité de
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phagocytose des neurones apoptotiques par la microglie (Hsieh et al., 2009). De plus la perte de TREM2
entraine une diminution de I'activation microgliale ainsi que de I’activité de phagocytose chez la souris
(Kawabori et al., 2015) mais également dans des cellules microgliales humaines dérivées de cellules

iPSC (Claes et al., 2019)

TREM?2 est impliqué dans la survie et prolifération des cellules myéloides (Bouchon et al.,
2001; Song et al., 2017). Ainsi une diminution de I’'expression de TREM?2 est associée a une plus faible
prolifération microgliale (Wang et al., 2016; Zheng et al., 2017) et une diminution du taux de survie de

ces cellules (Wu et al., 2015).

TREM2 joue également un rdle dans la modulation de la réponse inflammatoire bien que les
données de la littérature soient contradictoires. Certaines études suggerent que TREM2 aurait des
propriétés anti-inflammatoires via la régulation des récepteurs TLR (Gao et al., 2013; Piccio et al.,
2007). Cependant, dans une étude menée chez des souris modeles de la MA (APP/PS1), le récepteur
TREM2 déclenche la signalisation APOE et conduit a I’acquisition d’un phénotype pro-inflammatoire
(Krasemann et al., 2017). Cette étude fait écho a la description des DAM rapportée par Keren-Shaul
(Keren-Shaul et al., 2017). Cette derniere étude implique la signalisation TREM2 dans le processus de
transformation de la microglie en DAM et plus particulierement dans le passage en DAM de stade 2
qui seraient plutdt protecteur avec une augmentation de la phagocytose. Il semble donc que la
microglie joue un réle complexe dans la modulation de I'inflammation et cette modulation pourrait
étre contexte-dépendante en fonction d’une situation aiglie ou chronique.

Dans le cadre d’'une inflammation aiglie causée par une infection par exemple, I'activation de la
microglie va permettre la libération de cytokines pro-inflammatoire et la phagocytose de I'élément
causal. Une fois la cause éliminée la microglie va sécréter des molécules anti-inflammatoire
permettant la réparation des tissus avant de retrouver un état homéostatique. Dans le cadre des
maladies neurodégénératives, la cause ne peut pas étre éliminée, il y a une augmentation de la mort
neuronale et la microglie sécréte continuellement des cytokines pro-inflammatoires provoquant ainsi
un état d’activation chronique de la microglie délétere dans la progression de la neurodégénerescence.
Ainsi TREM2 a de nombreux roles et la dérégulation de son expression ou de ses fonctions

pourraient étre impliqué dans les mécanismes en jeu dans les maladies neurodégénératives

Depuis l'identification de polymorphismes TREM2 comme facteurs de risque dans la MA, de

nombreuses études se sont intéressées a I'impact de TREM2 dans la pathologie. Une grande partie de
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cette littérature étudie TREM2 dans un contexte d’amyloidose et s’accorde a dire qu’une déficience
de TREM2 augmente la pathologie amyloide. Cependant en fonction du stade de la pathologie analysé
les études présentent des conclusions contradictoires sur le role bénéfique ou délétére de TREM2 (Jay
etal., 2017, 2015; Jiang et al., 2016, 2015; Kleinberger et al., 2014; Song et al., 2018; Wang et al., 2016,

2015; Yuan et al., 2016). Cette partie de la littérature ne sera pas abordée dans ce manuscrit.

En plus des preuves génétiques apportées par les études de GWAS associant des
polymorphismes de TREM2 avec la MA mais également des DFT, des preuves biologiques ont renforcé
le lien TREM2 / Tauopathie. Il existe, en effet une corrélation positive entre la présence du variant
RA7H et la quantité de protéine Tau phosphorylée dans le LCR des patients atteint de MA (Cruchaga
et al.,, 2013; Lill et al., 2015). En outre une corrélation positive entre la charge de Tau et TREM?2 a été
mise en évidence sur des tissus de patients par histologie et par quantification de ’ARNm (Celarain et
al., 2016). Cette augmentation de I’expression de TREM2 a été également observée dans des modeéles
transgéniques de Tauopathie (Jiang et al., 2015).

A l'image des études menées sur les modeles amyloides, les études modulant I'expression de
Tau dans les modeles de Tauopathie aboutissent a des résultats contradictoires.

Les premiéres études, rapportent que I'absence de TREM2 est associée a une augmentation
de la pathologie Tau dans deux modeles différents, les modeles P301S (expression de la protéine Tau
1N4R humaine portant la mutation P310S) et htau (expression des 6 isoformes de la protéine Tau
humaine) (Bemiller et al., 2017; Jiang et al., 2015). Cependant une étude plus récente montre que la
déficience de TREM2 est associée a perte neuronale et une neuroinflammation moindres (Leyns et al.,
2017). Le bénéfice de la diminution de la réactivité microgliale liée au polymorphisme R47H a
également été établi treés récemment chez les souris PS19 (Gratuze et al., 2020). Les auteurs de cette
étude ont mis en évidence que les souris exprimant le variant R47H présentent une diminution de
I'activité de phagocytose des éléments post-synaptiques et de I'atrophie cérébrale. Cette observation
va a I'encontre des premiéres données suggérant que le variant R47H serait délétére dans la MA.
Cependant cette étude a été menée dans un contexte de tauopathie pure et ne prend donc pas en
compte l'effet lié a la pathologie amyloide présente dans la MA. En outre, une étude récente menée
sur des souris pR5-183 (qui exprime la protéine Tau humaine portant la mutation P301L) et des souris
TauPS2APP (croisement des souris pR5-183 avec des souris PS2APP exprimant des formes mutées des
protéines APP et PSEN2) montre par un séquencage de I’ARN sur cellule unique une activation d’un
profil DAM dépendant de la pathologie amyloide et indépendant de TREM2 (Lee et al., 2021). De plus
cette étude met en évidence que la délétion de TREM2 entraine une augmentation de I'accumulation
et de la propagation de la pathologie Tau ainsi qu’une atrophie cérébrale seulement si la pathologie

amyloide est présente.
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Certaines des contradictions entre les résultats de ces études peuvent étre expliquées par les
différents modeles utilisés.

Une des hypotheses proposées aujourd’hui est un role distinct de TREM2 et de la microglie
dans la MA (figure 21) selon le stade de la pathologie. Ainsi une diminution partielle ou totale de
TREM?2 a des stades précoces serait délétere et entrainerait une augmentation de la pathologie Tau.
Aux stades tardifs a lI'inverse, la perte de TREM2 serait associée a une diminution de la réactivité

microgliale et donc a une diminution de la phagocytose des synapses (Qu and Li, 2020).

AD progression

Extracellular tau and AB accumulation
CX3CR1 and CX3CL1
Inflammasome activation

Microglial homeostasis TREM2 signalling
Phagocytic capacity CD33
Early stages Late stages

TREM2 partial loss |AB accumulation, tau propagation  Reduces tau phosphorylation,
or R47H variant and neuronal death microglial activation and brain a

Increase in tau-dependent synapse

TREM2 activation AB pathology decreases loss through microglia phagocytosis

Figure 21 : : Influence de TREM2 en fonction du stade de la pathologie

Aux stades précoces de la pathologie, I'absence de TREM2 est associée a une pathologie Tau exacerbée alors que
durant les stades tardifs I'absence de TREM2 maintien la microglie en état homéostatique voit son activité de
phagocytose diminuée ce qui entraine une atrophie cérébrale amoindrie. D’apres (Perea et al., 2020).

4.4.3 Role de la microglie dans la propagation de la pathologie Tau

L’étude de la propagation de la protéine Tau est I'objet de nombreux articles. Cependant la majorité
de ces études se sont concentrées sur les mécanismes purement neuronaux et trés peu sur
I'implication tierce de la microglie.

Pourtant il a été montré que la microglie est capable de phagocyter la protéine Tau sous sa forme
soluble ou agrégée (Asai et al., 2015; Bolds et al., 2016, 2017; Brelstaff et al., 2018; de Calignon et al.,
2012; Funk et al., 2015; Luo et al., 2015; Majerova et al., 2014; Morales et al., 2013; Hopp et al., 2018).
De plus la microglie est également impliquée dans la phagocytose des synapses ou de neurones entiers
pouvant contenir des formes toxiques de la protéine Tau (Brelstaff et al., 2018; Dejanovic et al., 2018).
Une fois internalisée la protéine Tau peut étre soit dégradée (Luo et al., 2015) soit de nouveau libérée
dans le milieu extracellulaire dans des vésicules (Hopp et al., 2018) qui pourront étre internalisées par

les neurones avoisinants. L'étude de Hopp et coll. suggere que la microglie est capable d’internaliser
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la protéine Tau mais n’est pas capable de neutraliser ses propriétés pathologiques et sa capacité a
jouer un réle dans la propagation.

Ce role de la microglie a été questionné dans un modele de propagation de la protéine Tau mis en
place par la technique de transfert de gene médiée par les rAAVs. L'injection d’AAV dans le cortex
entorhinal entraine une surexpression de la protéine Tau au niveau du site d’injection et sa
propagation via la voie perforante au gyrus denté (Asai et al., 2015).La déplétion de la microglie dans
ce modele ainsi que I'inhibition de la synthése d’exosome par ces cellules entraine une diminution de
la propagation de la pathologie in vivo et in vitro. Cette étude met donc en évidence le role de la
microglie dans la propagation de la protéine Tau qui passerait par la synthése d’exosomes. Ces
données sont corroborés par les résultats de I'étude de Wang et coll. définissant les exosomes comme
un des vecteurs potentiels de propagation de la protéine Tau (Wang et al., 2016). De plus une étude
s’intéressant au réle de BIN1 dans la propagation de Tau, a mis en évidence que |'absence de Bin1 au
niveau de la microglie entraine une diminution de la sécrétion de Tau dans des exosomes in vitro et

de la propagation de la protéine chez les souris PS19 (Crotti et al., 2019).

Ainsi la microglie jouerait un réle actif dans la propagation de la protéine Tau.

Cette hypothése est en accord avec les données déja présentes dans la littérature montrant qu’une
greffe de microglie provenant de souris modeles de Tauopathie (hTau) est suffisante pour induire une
pathologie Tau dans le cerveau de souris saines (Maphis et al., 2015). De fagon intéressante cette étude
met également en évidence la propagation de la protéine Tau a la suite de la greffe de microglie est
plus importante chez des souris double transgéniques hTauCx3crl1”, présentant une réactivité
microgliale exacerbée, que chez des souris hTau. Cette étude suggere donc que la microglie est
suffisante pour induire la propagation de la protéine Tau et que l'activation de la microglie pourrait
potentialiser ce phénoméne.

Ainsi les données de la littérature suggerent que la microglie joue un réle important dans la
propagation de la protéine Tau mais n’explique pas la nature des relations entre les acteurs en jeu.
Une des hypothéses proposées actuellement est que la microglie capte la protéine Tau
hyperphosphorylée, oligomérique ou agrégée dans le milieu extracellulaire ou par la phagocytose de
synapses ou de neurones. La protéine Tau est ensuite dégradée par la microglie mais de facon
insuffisante ce qui permettrait sa libération dans le milieu extracellulaire via la sécrétion d’exosomes
qui pourraient ensuite étre captée par les cellules avoisinantes. Ce phénomene est peut-étre ensuite
potentialisé dans un cercle vicieux ou la progression de la pathologie Tau entraine une activation

chronique de la microglie.
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5 Objectifs et stratégies

Afin d’étudier I'implication de la microglie dans la propagation de la protéine Tau, nous avons
dans un premier temps travaillé a la mise en place d’'un modeéle de propagation pertinent et facilement
adaptable. Nous nous sommes tournés vers les stratégies de transfert de génes a 'aide de vecteurs
rAAV (recombinant adeno-associated virus). Au début de ma thése, I’équipe venait de montrer qu’il
était possible avec cette stratégie de reproduire chez la souris et le rat I’hyperphosphorylation et
I'agrégation de la protéine Tau observée dans le cerveau des patients suite a l'injection dans
I’hippocampe de vecteurs rAAV codant la protéine Tau (d’Orange et al., 2018). Cependant, dans ce
modele, I'injection stéréotaxique du vecteur se fait dans la région CA1 et |'étude de la propagation de
la protéine dans les régions efférentes proches est tres difficile. En effet, il estimpossible de discriminer
une pathologie due a la diffusion du virus au moment de I'injection d’une pathologie résultant d’un
phénomeéne de propagation de la pathologie entre les cellules. Ainsi lors du développement de nos
modeles nous avons choisi de cibler des circuits neuronaux dans lesquels les neurones afférents et
efférents sont anatomiquement bien séparés : les voies visuelles et les projections contra-latérales du
gyrus denté.

Pour le premier modéle basé sur les voies visuelles, nous avons ciblé les cellules ganglionnaires
de la rétine (RGCs) dont les axones forment le nerf optique et projettent au niveau des premiers relais
des voies visuelles dans le cerveau (les corps genouillés latéraux et les colliculi supérieurs). Pour ce
modele nous avons di créer de nouveaux vecteurs permettant I'expression de la protéine Tau
humaine portant une étiquette V5 (désigné Tag V5 dans la suite du manuscrit) afin de faciliter sa
détection. La protéine est exprimée spécifiguement dans les RGCs a |'aide du promoteur du géne de
la gamma-synucléine (SNCG), spécifique de ces cellules dans la rétine (Chaffiol et al., 2017).

Pour le second modele, nous avons ciblé la couche polymorphique du gyrus denté ou se
trouvent les cellules granulaires dont les axones projettent dans le gyrus denté contralatéral. Pour ce
modele, nous avons congu un nouveau transgene bicistronique permettant I'expression de la GFP et
de la protéine Tau humaine tagguée sous controle du promoteur neuronal spécifique SYN2.

Pour caractériser ces modeles nous avons choisi de réaliser des analyses immmunohistochimiques
permettant d’analyser I’expression de la protéine Tau, son hyperphosphorylation, la
neurodégénérescence et l'inflammation. Ces différents criteres ont été analysés au niveau du site

d’injection mais également dans les zones de projections des neurones ciblés par nos AAVs.

Une fois ces modeles mis en place, nous avons pu les appliquer dans d’autres modeles murins

dans lesquels le fonctionnement de la microglie est perturbé. Nous avons ainsi choisi d’utiliser des

souris déficientes pour le récepteur TREM2, dont les cellules microgliales restent bloquées a I'état
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homéostatique. Les études récentes de transcriptomique ont également mis en évidence une
altération des capacités de phagocytose dans la microglie de souris agées. La phagocytose étant I'un
des mécanismes par lesquels la microglie pourrait influer sur la propagation nous avons également
décidés d’appliquer nos modeles de propagation chez des souris agées.

Ainsi dans la partie suivante je présenterai les résultats obtenus dans le modéle mis en place dans les
voies visuelles. Ce modele permet le développement d’une tauopathie au niveau de la rétine qui se
diffuse le long des axones des cellules ganglionnaires jusqu’au colliculus supérieur. Je présenterai
ensuite les premiers résultats obtenus avec le modéle mis en place dans le Gyrus denté. Pour finir,
j’aborderai ma participation a I’étude longitudinale de I'influence de la déficience en TREM2 dans un

modele progressif de tauopathie, les souris transgéniques THY-Tau22.
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Résultats




Résultats

Dans cette partie du manuscrit nous aborderons les résultats obtenus au cours de ma thése sous deux

formes :

e Sous forme d’articles pour les deux études ayant été complétées et qui sont actuellement
soumises pour publication.

e Sous forme descriptive des résultats préliminaires nécessitant encore plusieurs analyses
et expériences complémentaires avant de pouvoir faire I'objet d’une publication
scientifique. Pour cette partie seules les méthodes non décrites dans les articles déja
préparés seront abordées afin de permettre une meilleure compréhension des techniques

utilisées.

1 Un nouveau modele de tauopathie focale dans la rétine permettant
I’étude du role de la microglie

1.1 Contexte, objectifs et synthese

La Tauopathie, une caractéristique majeure de la MA, est due a I'hyperphosphorylation et I'agrégation
intraneuronale de la protéine Tau. Au cours de la MA, ce phénomeéne suit une progression
spatiotemporelle précise (Braak and Braak, 1991), définie par les stades de Braak, qui correlent avec
la sévérité des symptomes (Blennow et al., 2006). Cette diffusion de la tauopathie entre régions
synaptiguement connectées suggere une propagation de type «prion» de la protéine Tau
pathologique. De nombreuses hypothéses de libération et de recapture de la protéine Tau par les
neurones ont donc été avancées (Gibbons et al., 2019). Or la plupart ne prennent pas en compte la
microglie, macrophage résident du systéme nerveux central, alors que la neuroinflammation joue un
role majeur dans la MA. Il a pourtant été montré que la microglie est capable de phagocyter la protéine
Tau pathologique présente dans le milieu extracellulaire (Asai et al., 2015; Bolés et al., 2016). Elle peut
également la sécréter dans des exosomes qui peuvent ensuite étre internalisés par les neurones
avoisinants (Hopp et al., 2018). La microglie pourrait ainsi participer activement au processus de
propagation de la pathologie (Asai et al., 2015; Hopp et al., 2018). Il a de plus été montré que la greffe
de microglie provenant de cerveau de souris modéle de tauopathie était suffisante pour induire une
pathologie Tau chez des souris saines (Maphis et al., 2015). Ces données mettent en évidence un lien
entre la microglie, I'activation microgliale, et la tauopathie, mais n'expliquent pas la nature des

relations entre ces différents mécanismes..
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Ainsi dans I'objectif de mieux comprendre le réle joué par les cellules microgliales dans la progression
de la pathologie Tau, nous avions pour but au début de ce projet de mettre en place un nouveau
modele de propagation de la protéine Tau. Notre équipe a développé des vecteurs viraux permettant
I’expression spécifique de la protéine Tau humaine au site d’injection (d’Orange et al., 2018). Afin de
nous affranchir de la complexité des circuits neuronaux présents dans I’hippocampe nous avons choisi
une voie neuronale simple, le systeme visuel. Dans cette étude, les cellules ganglionnaires de la rétine
(RGCs, figure 22) sont ciblées par transfert de géne. Ces cellules projettent vers des zones spécifiques
dans le cerveaux via le nerf optique (NO). L'expression de la protéine Tau humaine spécifiquement
dans ces cellules a été rendue possible grace a la combinaison d’une capside (Capside 2 mutée) et d’un

promoteur spécifique (SNCG) (figure 23).
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Figure 22 : Schéma de projection des cellules ganglionnaires de la rétine

Les cellules ganglionnaires de la rétine sont présentes dans la couche ganglionnaire (gauche). Leurs axones
formant le nerf optique (en vert dans le schéma en 2D) projettent dans des régions cérébrales spécifiques que
sont les corps genouillés latéraux et les colliculi supérieurs (en rose dans le schéma en 3D). NO : Nerf optique,
CGL : corps genouillé latéral, CS : colliculus supérieur. D’apres Anabac et Brain Explorer 2 (Allen Atlas)

CBA-GFP SNCG-GFP

Figure 23 : Expression spécifique des transgenes
Le promoteur SNCG permet une expression du transgéne GFP restreinte aux cellules ganglionnaires de la rétine.
Barre d’échelle : 50um.
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Dans cette étude, nous avons mis en évidence que l'injection intravitréenne de I'AAV-Tau permet
d’induire une tauopathie focale dans les RGCs. Cette tauopathie est caractérisée par la présence de la
protéine Tau humaine hyperphosphorylée sur la sérine 422 (épitope pSer422) dans le soma des RGCs
mais également dans leurs axones (nerfs optiques et colliculi supérieurs). La surexpression de la
protéine Tau dans la rétine est egalemment associée a une toxicité entrainant la mort des RGCs ainsi
que d’une réactivité microgliale et astrocytaire présente dans la rétine mais également le nerf optique.
Cependant nous n’avons pas pu mettre en évidence de propagation de la protéine Tau entre les RGCs
et leurs neurones cibles situés dans les colliculi supérieurs (interneurones ou encore axones des
neurones projetant vers le cortex visuel primaire).

Nous avons ensuite appliqué notre modeéle a des souris déficientes en TREM2 présentant un blocage
de I'activation microgliale en condition de neurodegenerescence (Deczkowska et al., 2018; Keren-
Shaul et al., 2017). Nous avons pu confirmer ce défaut d’activation microgliale suite a I'injection de
I'AAV-Tau. Dans notre modele nous avons également mis en évidence que ce défaut d’activation
microgliale était associée a une diminution de la neurodégénérescence des RGCs.

Enfin, le vieillissement impacte également les cellules microgliales, entrainant notamment un
état de primo-activation (Niraula et al., 2017; Perry and Holmes, 2014) et un défaut de phagocytose
(Pluvinage et al., 2019). Ainsi, nous avons appliqué notre modéle a des souris dgées de 15mois et nous
avons pu mettre en évidence une agravation de la pathologie Tau chez ces souris agées associée a un

défaut d’activation astrocytaire.
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Abstract

Tauopathy is a typical feature of Alzheimer's disease that is of major importance because it is strongly
correlated with the severity of cognitive deficits experienced by patients. During the pathology, it
follows a characteristic spatiotemporal course which has its origin in the transentorhinal cortex, and
then gradually invades the entire forebrain. To study the mechanisms of tauopathy, and test new
therapeutic strategies, it is necessary to have relevant and versatile in vivo models allowing to
recapitulate tauopathy. With this in mind, we have developed a model of tauopathy by overexpression
of the Tau protein in the ganglion cells of the mouse retina (RGCs). This overexpression led to the
presence of hyperphosphorylated forms of the protein in the cells as well as their progressive
degeneration. The application of this model to mice deficient in TREM2 as well as to old mice showed
that microglia actively participate in the degeneration of RGCs. Although we were able to detect the
transgenic Tau protein even in the terminal arborization of RGCs at the level of the superior colliculi,
we could not detect passage in the efferent neurons, which suggests that there are mechanisms

allowing this passage that are not present in RGCs.
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Introduction

Alzheimer's disease (AD) presents two types of histological lesions, amyloid plagues composed of
extracellular deposits of B-amyloid peptide resulting from cleavage of the APP protein by
endopeptidases of the amyloidogenic pathway, and neurofibrillary tangles (NFTs) which result from
intraneuronal aggregation of hyperphosphorylated Tau protein [1]. These two lesions typical of AD are
always accompanied by a neuroinflammatory component which is characterized by astrocytic
activation and microgliosis [2]. All these lesions do not appear concomitantly and the hypothesis which
currently prevails to explain the etiology of the disease implies an initial appearance of amyloid plaques
which subsequently induce neuroinflammation and promote the appearance of neurofibrillary
degenerations, without the mechanism(s) linking these two phenomena being clearly established. For
this reason, one of the most explored therapeutic avenues currently aims to reduce plaques in the
patients' brain, in particular using monoclonal antibodies specific for aggregated AB peptide. This
strategy has yielded very encouraging results in animal models of the disease. However, despite some
encouraging recent advances, the conclusions of the numerous clinical trials conducted in the field
remain globally disappointing. On the other hand, it is now shown that the cognitive symptoms of the
disease are strongly correlated with tauopathy, but also that there are people with a significant
cerebral amyloid load in the absence of any cognitive symptoms [3; 4; 5; 6]. Countering the formation
of NFTs therefore also appears to be a major therapeutic strategy for AD. Braak et al. demonstrated
that in AD tauopathy follows a typical spatiotemporal course which results in the onset of the
pathology in the trans-entorhinal cortex in the early stages, before spreading first to the limbic regions,
and then to invade the entire neocortex in the terminal stages of the disease [7; 8]. These histological
studies carried out post-mortem were more recently confirmed by in vivo imaging thanks to the
emergence of PET radioligands specific for aggregated forms of Tau. All these data have made it
possible to establish the correlation between the severity of the symptoms and the extent of the
tauopathy [9], and also to reveal the Prion-like character of this type of lesion which involves a spread
of the toxic Tau species between interconnected neurons - or cerebral regions [10]. Thus, stopping, or
even only slowing down, the spread of tauopathy in the brains of patients should make it possible to
very significantly reduce the progression of cognitive deficits.

To test this type of therapeutic strategy, but also to study the cellular and molecular players involved
in the inter-neuronal propagation of pathological forms of the Tau protein, it is necessary to set-up
relevant in vivo models. There are many mice transgenic lines that model tauopathy (reviewed in [11]),
but their use to study propagation phenomena faces various obstacles. In particular, the fact that the
expression of the transgene is diffuse does not make it possible to easily distinguish the initial event
leading to intrinsic neuronal tauopathy from a secondary event due to the propagation of Tau seeds

in an anatomically connected area of the brain. For this reason, several groups, including ours, have
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developed models of focal tauopathy obtained by targeted gene transfer in the central nervous system
[12;13; 14; 15; 16; 17; 18; 19]. Most of these models rely on the use of recombinant adeno-associated
virus (rAAV), a very versatile vector for gene transfer in the central nervous system [20]. This type of
model has enabled us in particular to demonstrate that soluble oligomeric forms the Tau are more
toxicto pyramidal neurons of the CA1 layer of the hippocampus than the highly aggregated forms [12].
More recently, using vectors capable of specifically targeting neurons or astrocytes, we have shown
that astrocytes are capable of internalizing pathological forms of Tau and that certain subpopulations
of these cells are very sensitive to tauopathy which could actively contribute to the severity of cognitive
symptoms (Maté de Gérando et al., in press). These models of focal tauopathy obtained by rAAV
injection seem at first glance ideal for studying propagation, but nevertheless have a major drawback:
the very efficient diffusion of viral particles in the cerebral parenchyma [21; 22; 23]. Because of this, it
is often difficult to accurately determine whether a neuron is affected in an area of the brain connected
to the injected region as a result of the spread of tauopathy or of the diffusion of viral particles during
the injection. To overcome this drawback, we have chosen to transduce neural networks whose
connections are well characterized and for which the anatomical organization prevents the possibility
of transduction of the efferent regions from the target neurons. For this, the retinal ganglion cells
(RGCs) appear as an ideal model. Their cerebral projections are well characterized [24], and rAAV make
it possible to transduce them with great efficiency in mice [25; 26]. In addition, it is now established
that the retina is one of the areas of the central nervous system that is affected in AD [27], and in
particular that RGCs naturally express the different isoforms of the Tau protein [28] and can be affected
by tauopathy [29; 30; 31; 32].

In the present study, we report the development of a model of overexpression of the 1N4R isoform of
wild-type human Tau protein in mouse RGCs. For this, we have used an rAAV construct making it
possible to specifically target these cells without transducing the afferent and efferent neurons thanks
to a specific promoter / serotype combination [33]. Our results show that this overexpression causes
progressive degeneration of RGCs which is accompanied by microglial activation characterized by an
increase in the specific marker Iba-1. The transgenic Tau protein is found all along the axons of RGCs
to the primary visual brain areas such as the superior colliculi. However, in these areas, we could not
demonstrate the passage of the Tau protein in the efferent neurons of RGCs, which suggests that all
neuronal circuits do not have all the characteristics required to cause the propagation of pathological
Tau species from the afferent neuron to the efferent neuron. To determine the influence of microglial
activation on the progression of tauopathy, we applied our model to TREM2-deficient as well as aged
mice. These experiments showed that microglial activation is deleterious for tauopathic neurons and

that the sensitivity of RGCs to tauopathy increases with age.
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Materiel and Methods

Animals

Animal procedures were performed in accordance with the French regulation (EU directive 86/609 —
French Act Rural Code R214-87 to 131). The animal facility was approved by veterinarian inspections
(authorization n°B92-032-02) and complied with Standards for Humane Care and Use of Laboratory
Animals of the Office of Laboratory Animal Welfare

(OLAW — n°#A5826-01). All procedures received approval from the local ethical committee (Comité
d’Ethique en Expérimentation Animale CEA) and the French Ministry of Research (APAFIS#612-
2015050514376362 v3). Adult male C57BI/6J mice (3 months old, JANVIER laboratories) were used to
for AAV transduction. Female Trem2**, Trem2*- and Trem2”" mice (Turnbull et al., 2006) were used to
assessed the role of TREM2 in tauopathy. Aged female C57BI/6J mice (15 months old) were used to

study the impact of age in tauopathy.

Viral vectors

To drive specific transgene expression in RGCs, we place the different transgene in a rAAV shuttle
plasmid under the transcriptional control of the SNCG promoter[33], and we generated rAAV particles
with AAV2 capsids bearing a tyrosine to phenylalanine in position 444 (AAV2-Y444F) [25; 34].
Recombinant viral particle were the generated by transient co-transfection of HEK 293T cells with a
three plasmid system as previously described [35]. Briefly, 3 days following transfection, viral particles
were extracted from cell supernatant and cell lysate, concentrated by PEG precipitation, purified by
ultracentrifugation on an lodixaniol step-gradient, and desalted by tangential ultrafiltration. The
resulting rAAV vector batches were stored at 4°C until further use. rAAV concentration was estimated
by QPCR using a plasmid of known concentration for the standard curve [36], and expressed as genome

content by ml (GC / ml).

Intravitreal injections of rAAV vectors

For intravitreal delivery of rAAV, mice were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine
(90mg/kg, Imalgéne 1000, Merial, Lyon, France) and xylazine (5mg/kg, Rompun® 2%, Bayer SAS, La-
Garenne-Colombes, France). Pupil dilation was achieved by topical administration of a mixture of
neosynephrine and mydriaticum on the cornea, followed by local analgesia with oxybuprocaine. rAAV
vectors were administered in the vitreous chamber through a small incision made in the sclera at the
limit of the limbus using a 10uL Hamilton syringe adapted with a 33 gauge microneedle (total volume:

1,2uL delivered at 120 nl.sec?). The needle was then left in place for 10sec and slowly removed to
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avoid reflux of the viral solution. Ophthalmic ointment was then applied to the cornea and the animals

were monitored until complete recovery from the anesthesia.

Immunohistology

One, three or six months after injection, mice were deeply anaesthetized with a lethal dose of
pentobarbital. Tissues were fixed by intra-cardiac perfusion with 15mL of 0.9% NaCl followed by 100mL
of PBS containing 4% paraformaldehyde.

After enucleation, eyes and optic nerves were then post-fixated for one hour in the same fixative. The
posterior chamber was then separated from the rest of the eye, and the tissues were incubated over-
night in PBS containing 30% sucrose before being embedded in a gelatin (7%) sucrose (30%) medium,
frozen in -40°C isopentane, and sectioned with a cryostat in 14um (retina) or 10um (optic nerve) thick
sections that were collected onto superfrost” plus slides (Thermo Fisher Scientific, Les Ulis, France) and
conserved at -20°C until use.

Brains were extracted following perfusion and post-fixed for 24 hours in PBS containing 4%
paraformaldehyde before being transferred in PBS containing 30% sucrose for cryoprotection and
stored at 4°C until sectioning. Brains were cut coronally into 10 series of 30-um thick sections on a
freezing sliding microtome (SM1020R; LeicaTM) and stored in cryoprotectant solution at -20°C until
use.

For immunostaining of retinae or in optic nerves, slides were maintained at room temperature during
5min before being rehydrated in PBS. After rehydration, slides were incubated 1h with a blocking
solution containing 10% normal goat serum in PBS with 0,2% of Triton X-100 and then incubated with
solution containing primary antibody overnight at +4°C. After rinsing, slides were incubated with the
appropriated secondary antibody diluted to 1/1000e into PBS containing 1% NGS for 1h at room
temperature. Slides were then mounted with Mowiol.

For free-floating immunofluorescence, brain sections were incubated directly in blocking solution
before transfer into primary antibody solutions for incubation overnight at + 4°C. After rinsing with
0.01 M PBS, sections were incubated for 1 hour at RT into blocking solution containing 1/1000 Alexa-
coupled secondary antibodies (Thermo Fisher). Sections were then mounted on slides with Mowiol.

Dilutions and providers of all the primary antibodies are indicated in Supplementary table 1.

Image analysis

Images of immunostaining of retina and optic nerve sections were acquired at 20X using an
epifluorescent microscope (DM600, Leica, Germany). Images of superior colliculi were acquired at 20X
using a slide scanner (Nanozoomer 2.0HT associated to the NDPIView nanozoomer software,

Hamamatsu Photonics, Japan). NDPI files were open with Image J plugin Bioformat.
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For survival analysis of RGCs, Brn3a positives nuclei were manually counted with Cell counter plugin
(Imagel) and the length of the RGCs layer displayed on the transversal section was estimated to deduce
the RGCs cell density expressed in cell number.um™. Colliculi were manually segmented using Image)
and then a thresholding was applied on each fluorescent channel before analysis of V5 and ESRRB
signaling.

For Ibal, GFAP, V5, AT8, HT7 and pSer422, three transversal section of retina and four transversal
section of optic nerve were acquired. In retina, 4 area of ganglion cell layer was defined along length
of the retina and thresholding was applied for each immunostaining. In optic nerve, 4 sections were
acquired and then a thresholding was also applied for each immunostaining. Integrated density of each

labelling was then used to performed analysis.

Statistical analysis

Results are presented as mean + standard error of the mean (SEM). Statistical analysis was carried out
using GraphPad Prism version 9.1 (GraphPad"® software, San Diego, CA, USA). Data were assessed for
normality and homogeneity of variance by Bartlett’s test prior to analysis. According to results of these
test, comparison between more than 2 groups wer performed by one-way ANOVA or Kruskall-Wallis
followed by Sidak’s post-hoc test to compare Injected groups vs non injected groups or Dunn post-hoc
test for multiple comparisons between groups. For comparison between two groups, Mann-Whitney

test were used.

Results

Generation of a new model of focal tauopathy targeting retinal ganglion cells

We used rAAV mediated gene transfer to overexpress Tau in the mouse retina. To restrict expression
to RGCs we combined AAV2-Y444F capsids with the SNCG promoter. To generate the AAV-Tau, we
used a Tau transgene derived from the 1N4R human cDNA in which a V5 tag was inserted between
exons 3 and 4 [13; 37]. In the AAV-GFP control vector, the Tau-V5 cDNA was replaced by EGFP. These
rAAV vectors were injected bilaterally in the vitreous of 3-month-old C57BI6J male mice (figure 1A).
One month after injection, GFP and V5 immunofluorescence labelling demonstrated high levels of
transgene expression specifically in RGCs (figure 1B). To quantify Tau expression in RGCs, we
performed immunofluorescecne labeling using the human specific anti-total Tau antibody HT7 and
measured the fluorescence intensity across the whole ganglion cell layer (GCL) of a transversal section
of the retina (figure 1C). The HT7 burden was the same for the two time-points (Mann Whitney test, P
=0.3095). Quantification of Tau expression based on V5 immunofluorescence gave the same results

(figure Suppl1A). The ability of our construct to induce Tau hyperphosphorylation was then assessed
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by pSer422 antibody (figure 1D). We observed a significant accumulation of hyperphosphorylated Tau
at three months post-injection compared to the one-month post-injection time-point, characterized
by an increased pSer422 quantity (Mann-Whitney test, P < 0.01). This suggests that pathological
phosphorylation of Tau can occur in RGCs.

We next assessed the toxicity of hTau overexpression in RGCs, using Brn3a labelling as a surrogate
marker of RGCs survival (figure 1E and F). Brn3a is a transcription factor specifically expressed in RGCs
nuclei and whose expression indeed declines when RGCs enters in apoptosis [38]. Counting Brn3a
positive cells in the AAV-GFP control group showed that rAAV injection in itself or EGFP expression
induced a slight toxicity (Figure 1E, Kruskal-Wallis test, P <0.01 Dunn’s test vs non-injected retinae).
However, in the AAV-Tau injected group, no toxicity was observed at 1 month post-injection (Kruskal-
Wallis test, P>0,9999 Dunn’s test vs non-injected), but this was followed by an important degeneration
of RGCs at the three-months time-point, characterized by a 20% decrease of Brn3a positive cells
(Kruskal-Wallis test, P<0.001 Dunn’s test vs non-injected). This strongly suggests that RGCs are
sensitive to tauopathy.

To assess whether RGCs degeneration was associated with neuroinflammation, we analyzed astrocytes
and microglia reactivity in the retina. We first quantified GFAP immunofluorescence labeling in the GCL
(Figure 1G), which indicated a strong and equivalent astrocytic reactivity at one-month post-injection
in the AAV-GFP (Kruskal-Wallis test, P<0.01 Dunn’s test vs non-injected) and AAV-Tau (Kruskal-Wallis
test, P < 0.001 Dunn’s test vs non-injected) groups. At three months post-injection, GFAP reactivity
was resolved in all groups, suggesting that this transient astrocyte reactivity was mainly due to the
injection procedure. To assess microglial response, we used lbal immunolabelling in the GCL as an
indicator of activation state (Figure 1H). There was an activation of microglia only in GFP group at 1-
month post-injection (Kruskal-Wallis test, P < 0.01 Dunn’s test vs non-injected) which was still present,
but significantly attenuated, at three-months post injection. The situation was more complex in the
AAV-Tau group for which a significant microgliosis was observed only after one-month post-injection.
However, this effect could partly be due to outliers resulting from traumatic injection.

Altogether, our results indicated that AAV-Tau injection in the vitreous of adult C57BI6J mice resulted
in overexpression hyperphosphorylated Tau in RGCs which led to a progressive degeneration of these

cells.

Tauopathy follows RGCs axonal tracts up to the superior colliculi
RGCs' axons form the optic nerve and these cells project directly into the brain. The superior colliculus
is the main relay for these cells in the brain. Therefore, we assessed the diffusion pattern of EGFP and

Tau-V5 further in visual pathway.
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First, we analyzed expression of Tau-V5 and EGFP in the optic nerve (Figures 2A and Supp1C). Following
the same methodology than for the GCL, we assessed total Tau expression using HT7
immunofluorescence labelling. The Tau burden in optic nerve increased with time (Figure 2B, Mann-
Whitney, P< 0.05). However, this increase in total Tau was no correlated with an increased in
hyperphosphorylated Tau, evidenced by the pSer422 marker (Figure 2C, Mann-Whitney, P = 0.1320).
We next assessed astrocytes and microglia reactivity. GFAP immunofluorescent signal quantification
revealed a global astrocytic activation at both time-points (Figure 2D). There was no significant
difference between groups, but we observed a decreased in astrocytes reactivity at three-months
post-injection compared to one-month. Concerning microgliosis, quantification of Ibal labelling
showed a global microglia activation at one-month post-injection, which tended to resolve at the
three-months time-point only in the AAV-Tau injected group (Figure 3E).

Finally, we characterized the tauopathy in the superior colliculi, one of the main projection area of
RGCs in the brain. Representative immunofluorescence labeling of V5 and EGFP in this nucleus are
shown in Figure 3A. Quantification of the fluorescence signal showed that Tau-V5 significantly
accumulated between the one-month and the three-months time-points (Figure 3C, Mann-Whitney,
P< 0.05). Although not significant, the same tendency was observed in the AAV-GFP group (Figure 3B).
As shown in high magnification views of Figure 3A, transgene expression displayed the typical
appearance of fiber staining in both groups. Moreover, despite a precise screening of the sections
across the whole superior colliculi, we were not able to detect any cell soma positively stained for V5
nor HT7, strongly suggesting that in our system the Tau was not able to propagate from RGCs to their
target neurons of the superior colliculi. To determine whether transduction of RGCs by AAV-Tau could
lead to a toxic effect in the superior colliculi we used immunolabelling of Estrogen-Related Receptor-
3 (ESRRR), a valuable tool for labelling the full retinofugal projections [39]. A typical staining of ESRRR
is shown on Figure 3D. In the AAV-GFP control group ESRRR signal remained constant between one-
and three-months post-injection. However, at one-month post-injection, ESRRR was significantly
higher in the AAV-Tau group suggesting that an acute toxicity occurred in the AAV-GFP group following
vector delivery (Figure 3E). Interestingly, we detected a 40% decrease of ESSRR quantity between one-
and three-months post-injection in the AAV-Tau group (Figure 3E, One-way ANOVA, P<0,05 Sidak’s
test), mirroring the neurotoxic pattern observed in the retina using Brn3a.

Taken together, these results demonstrate that injection of AAV-Tau in the retina induced a focal
tauopathy which diffuses all along the axonal tract to join a distal region in the brain. As we were not
able to detect any Tau propagation in RGCs efference, this also suggests that not all the neuronal

circuits are subjected to this phenomenon.
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Reduction of microglial activation by TREMZ2 deletion protects RGC from hTau toxicity

To challenge the role of microglia in tauopathy progression and assess whether it could have a role in
propagation of Tau in our model we applied our experimental paradigm into Trem2”- mice [40]. These
mice present a default in the activation of microglia which remain in an homeostatic state in
neurodegenerative conditions [41; 42]. We thus assessed the effect of TREM2 deletion on RGCs
neurodegeneration induced by AAV-Tau intravitreal injection in Trem2 knockout, heterozygous and
wild-type littermate mice at one-, three- and six-months post injection (Figure 4A-C). Counting of Brn3a
positive cells revealed a toxicity due to Tau-V5 overexpression in all groups at one-month post injection
(Figure 4A). However, at three- and six-months post-injection, RGCs survival in Trem27" mice was not
significantly different from non-injected animals (one-way ANOVA, P = 0.6372 Dunnett’s comparison
test vs non-injected), whereas RGCs survival in Trem2 knockout and heterozygous mice remained
significantly different from non-injected animals at three- and six-months (Figure B and C). Moreover,
at three-months, only Trem2 knockout were significantly different form wild-type, whereas at six-
months bot Trem2 knockout and heterozygous were significantly different form wild-type. This shows
that microglial activation through its TREM2 receptor is involved in the Tau-induced death of RGCs,
and strongly suggests that Trem2 gene dose has an effect. Surprisingly these differences at 3- and 6-
months post injection between groups in term of toxicity of Tau protein was not present in the superior
colliculi (Fig S2A and B, Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison).

Next, we analyzed lbal immunofluorescent signal to check whether better RGCs survival ibn TREM2-
deficient animals was associated to a decrease in microglia inflammation (Figure 4D-F). As expected,
microglia activation was markedly reduced at one-month post-injection in Trem27 and Trem2*" mice
(Figure 4D, no difference with non-injected animas Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple
comparison). Analysis at three months post injection showed a diminution of microglia activation in
Trem2”" animals (Figure 4E). Six months after the AAV exposure, there was a resolution of
inflammation in retina of all groups (figure 4F).

Recent evidences suggest that activated microglia can regulate astrocytic reactivity [43]. Hence, we
tested the hypothesis that reduced microglial activation in TREM2 deficient mice could impact
astrogliosis. We quantified the expression level of GFAP on GCL (Figure S2C-E). AAV-Tau injection
induced a strong astrogliosis in all groups at one-month post-injection (Figure Supp2C) with no effect
of TREM2 deficiency. Nonetheless, at three-months post-injection astrogliosis resolved in Trem2-/-
and Trem2+/- animals but not in wild-type (Figure Supp2D, Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple
comparison, P =0.0660). This suggest that, following the acute phase of injection-induced
neuroinflammation, there is a temporal window during which astrogliosis could be driven by microglia

subsequently to its activation by neuronal tauopathy through its TREM2 receptor. Finally, similarly to
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what we observed for microgliosis, there astrogliosis was abolished at six-months post-injection
(Figure Supp?2E).

These results suggest that TREM2 deficiency delays microglia activation in our model of AAV-Tau-
induced RGCs tauopathy and that this reduction of microgliosis diminishes astrogliosis and protects

RGCs from hTau toxicity.

Aging exacerbates Tau pathology in our model.

Aging having a significant impact on microglia activation state [44], we explored the effect of age in
our model. To do this, we performed intravitreal injection of AAV-Tau in 15 month-old wild-type mice
and analyzed RGCs survival and neuroinflammation one-month post-injection. First, we compared
tauopathy induced by AAV-Tau into young and old mice by analyzing total human Tau protein with
HT7 labelling (Figure 5A) and hyperphosphorylated Tau with pSer422 epitope (Figure 5B). We did not
detect any difference in HT7 or pSer422 burden between young and aged animals (Mann-Whitney
test, P = 0.1823 for HT7 and P = 0.9682 for pSer422). These analyses were consistent with
quantification of V5 signal (figure S3A). Then, we quantified RGCs neurodegeneration induced by Tau-
V5 expression in the retina (Figure 5C) and in the superior colliculi (Figure 5D). Comparison of RGCs
density revealed that neurotoxicity was significantly exacerbated in aged animals (Figure 5C, Mann-
Whitney test P<0.001) with 40% more RGCs loss compared to non-injected animals (Figure Supp3B).
We found the same difference in the superior colliculi based on quantification of ESRRR
immunofluorescence (Figure 5D).

Finally, we compared the neuroinflammatory state of young and old animals with GFAP and Ibal
labelling of the GCL. Surprisingly, quantification of GFAP burden revealed that aged animals did not
show any astrocytic reactivity (Figures 5E and S3C). In the same way, we did no detect microglia
activation with Ibal quantification (Figures 5F and S3D).

These results show that aging aggravates toxicity of Tau-V5 protein in our model. In addition, it
suggests that astrocytic activation in young mice would be protective against tau pathology. However,
gene expression are highly modified in aging astrocytes and microglial cells [45] and the use of specific

alternatives to GAFP and Ibal would be necessary to precisely characterize their activation status.

Discussion

During Alzheimer’s disease tauopathy follows a follows a precise spatio-temporal progression, defined
by the Braak stages [7]. Today, understanding the underlying mechanisms of the spreading of
pathological Tau through the patients' brain could permit to find new therapies avenue. Here, we

developed a new model of tauopathy by AAV-mediated overexpression of Tau in RGCs of the mouse
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retina. With this model, we showed that TREM2 signaling in retinal microglia is involved in Tau-induced
death of RGCs and that this neurotoxicity is exacerbated in old animals. However, we were not able to
evidence any spreading of Tau in RGCs efferent neurons, suggesting that cellular and molecular
mechanisms at play in this phenomenon are not ubiquitously present in all neurons.

Many studies focused on the mechanisms of Tau spreading in different models (for review see [46].
These models took place in regions presenting complex anterograde and retrograde connections and
so presented some limitations and potential bias in interpretation of the trans-synaptic spreading of
Tau. To avoid these difficulties and prevent ambiguities about passive transfer of toxic protein
following injections of brain homogenates of recombinant fibrils, we choose to develop an in vivo
model based on AAV gene transfer and targeting the visual pathway. This pathway presents a unique
route of connections from the RGCs to the superior colliculi via their axons which form the optic nerve.
Overexpression of wild-type Tau protein led to Tau hyperphosrphorylation and neurodegeneration of
RGCs. However, even if Tau protein was found all along RGCs axons up to their terminal arborization
in the superior colliculi, we did not detect Tau spreading to their target neurons.

Previous results obtained by our team showed that AAV-mediated Tau expression in the rat brain led
to the induction of an early stage of tauopathy in the CA1 layer of the hippocampus [12; 47]. We took
advantage of the versatility of AAV gene transfer to apply it to the visual system. Our results showed
that injection of AAVs encoding human Tau protein in vitreous chamber, led to an expression of Tau
protein in retinal ganglion cells (figures 1A-C). This expression of AAV vectors is followed by a strong
gliosis in retina (figures 1G-H) and in optic nerve (figures 2D-E) restored three months after injection.
Tau overexpression in the retina led to an accumulation of hyperphosphorylated form of the protein
in retina (figure 1C) causing a neurodegeneration of retinal ganglion cells (figure 1E). Tauopathy
provoked by AAV injection was not restrained in ganglion cells layer but propagates through retinal
projection to superior colliculi (figures 3 A-C) which received 85 to 90% of RGCs axons [48]. Like in
retina Tau protein accumulates in superior colliculi and causes a RGC’s terminal degeneration (figure
3D-E). Surprisingly, we did not detect any trans-synaptic spread of tau protein in RGCs targeted
regions. Further investigations are needed to understand this absence of propagation.

A selective vulnerability of some neurons to tau pathology was described at network level in
Alzheimer’s disease [7; 49; 50]. This selective vulnerability could be due to intrinsic neuronal properties
[51; 52] or to the neuronal microenvironnement. In this regard, extracellular matrix (ECM) component
including heparan sulfate proteoglycans (HSPGs), hyaluronic acid and chondroitin sulfate
proteoglycans, have been shown to be critical mediator in Tau binding and uptake [53; 54; 55; 56].
Intriguingly, neurons association with aggregates of ECM around neurons, also called perineuronal
nets (PNN), seems to be protected against Tau pathology [57; 58; 59]. It is possible that these ECM

compounds are able to trap Tau protein in the mouse superior colliculi and prevent its neuron-to-
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neuron propagation. PNN typically assemble around parvalbumin positive neurons [60] and a recent
studie showed that a large percentage of neurons in superior colliculi are parvalbumin positive [61]. It
is therefore plausible that accumulation of PNN around neurons in the superior colliculi could block
Tau spreading. Further investigations will be needed to describe PNN in this region and assess the role
of the ECM in Tau spreading from RGCs to their neuronal target.

Although our initial goal of establishing Tau spreading in the visual pathway was not reached, we could
use our model to challenge the role of TREM2 receptor in this pathological context. To that aim we
used Trem2”" mice in which microglia are blocked in a homeostatic state. As previously described in
other pathological context, in our model TREM2 deficiency led to a decrease in microglial activity
(figure 4). This was associated with a neuroprotection of RGCs form Tau-induced degeneration. This
resultis in accordance with studies taking place in PS19 mice showing a decrease of neuronal loss when
TREM?2 is deleted. This protective effect can be linked to a decrease in phagocytic activity [62]. The
effect of TREM2 deficiency on Tauopathy has indeed already been assessed in several transgenic
models and led to contradictory results reporting deleterious or on the contrary protective effect [62;
63; 64]. Our own experiment on THY-Tau22 mice showed that TREM2 deficiency led to higher tangles
accumulation in the CA1 layer of the hippocampus only at late stage of the disease (Vautheny et al., in
preparation). The results shown here reinforce the hypothesis that tauopathy drives a
neuroinflammatory status of microglia which is deleterious for neuronal cells.

Microglial phagocytic activity could also be disrupted by aging [44]. Thus, we challenged the effect of
aging in our model. Surprisingly our results show that aging increase Tau pathology characterized by
an increase hyperphosphorylated Tau burden in RGCs, which was associated with an important
degeneration of these cells (figure 5). These results are in accordance with data reported recently in a
comparable experimental paradignm, in which aged mice received an intrahippocampal injection of
AAV-Tau [17]. We hypothesized that even if aged microglia are less capable to phagocytose tauopathic
neurons, they can release high quantity of proinflammatory cytokines inducing neurodegeneration of
neurons bearing tau pathology. Notably this “primed” phenotype is described and characterized by an
exaggerated and uncontrolled inflammatory response to an inflammatory stimulus [65; 66].

To conclude, we described here a new model of focal tauopathy obtained by targeted gene transferin
RGCs. This model proved to be valuable to study the role of microglia Tauopathy. Further work will be

needed to explore the mechanism preventing Tau spreading form RGCs to their neuronal targets.
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Figure 1 : Tauopathy can be induced in RGCs following intravitreal administration of AAV-Tau.
(A) Schematic representation of the experimental paradigm. rAAV vectors encoding V5-tagged
wild-type 1N4R isoform of human Tau (AAV-Tau) or EGFP (AAV-GFP) under the transcriptional
control of the SNCG promoter were delivered bilaterally by intravitreal injection in three
month-old mice. (B) Representative images of Tau and GFP expression one- and three-months
post-injection using EGFP direct fluorescence and V5 immunolabeling. Arrowheads point to
RGCs cell bodies. Immunofluorescence labeling of the GCL using HT7 (C) and the human
phospho-Tau specific epitope pSerd22 (D) shows an accumulation of pSerd422 labeling at
three-months post-injection with no concomitant increase of HT7 labeling. (E) Representative
micrograph of Brn3a labeling used for assessing RGCs survival. (F) Density of of Brn3a-positive
cells in AAV-GFP and AAV-Tau injected animals at one-and three-months post-injection. (G)
Representative micrograph of GFAP labeling in GCL and quantification of the fluorescent signal
in the different groups. (H) Representative micrograph of Ibal labeling in GCL and
quantification of Ibal fluorescent signal in the different group. NI: Non-injected, GCL: ganglion
cell layer, INL: Inner Nuclear Layer, ONL: Outer Nuclear Layer. Data represents Mean + SEM.
Scale Bar : 50um. Asterisks above each bar represents results of t-test between groups for C
and D, results of post-hoc comparisons between groups for F, G and H *P < 0.05 **P < 0.01
and ***P < 0.001 . # above each bar represents results of post-hoc comparison vs. non-
injected animals.
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Figure 2 : Characterization of AAV-Tau induced tauopathy in the optic nerve.

(A) Representative images of transgene expression in optic nerves at one- and three-month
post-injection. (B-C) Quantification of immunofluorescence signals of total human Tau using
HT7 antibody (B) and Tau phospho-epitope pSer422 (C) in optic nerves at one- and three-
month post-injection. (D) Quantification of GFAP labeling of transverse sections of the optic
nerve in the different conditions. (E) Quantification of Ibal immunofluorescence of transverse
sections of the optic nerve in the different conditions. Data represents Mean + SEM. Scale Bar:
50um. Asterisk in B represents result of t-test between groups (post-hoc comparison, *P <
0.05). # above each bar represents results of post-hoc comparison vs. non-injected animals
(#P < 0.05 ##P < 0.01 and ###P < 0.001).

91



B 1x107+

8x10°
6%10°
4x1064

2%10°

GFP fluorescence (A.U.)

o
T

O
m

ESRR§ fluorescence (A.U.)

1 mont

3 months

V5 fluorecence (A.U.)

6x107+

4x107

2x1074

1x107+
8x10°-
6%10°-
4x10°

2%10°4

T T
1 month 3 months

GFP Tau GFP Tau

1 month 3 months

Figure 3: Characterization of AAV-Tau induced tauopathy in the superior colliculi.

(A) Representative micrographs of transgenes expression in the superior colliculi. (B)
Quantification of EGFP direct fluorescence. (C) Quantification of Tau-V5 expression based on
V5 immunolabeling signal. (D) Micrograph showing representative ESRRR labeling in the
superior colliculi. (E) Quantification of ESSRB fluorescent signal as a surrogate marker of
toxicity on RGCs terminal arborization in the superior colliculi. Data represents Mean + SEM.
Scale Bar: 500um (large views in A) and 20um (high magnification views in A). Asterisks above
each bar represents results of t-test between time-points for C and between AAV-GFP and
AAV-Tau injected groups in E, results of post-hoc comparisons between groups *P < 0.05.
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Figure 4: TREM2 deletion protects RGCs from Tau toxicity and reduces microglial reactivity.
(A-C) Quantification of Tau-V5 toxicity in the retina based on Brn3a-positive cell counting at
1- (A), 3- (B) and 6-months (C) post-injection in Trem2”-, Trem2*/- and wild-type littermates.
(D-F) Quantification of Ibal immunofluorescence in GCL at 1- (D), 3- (E) and 6-months (F) post-
injection in Trem2”/, Trem2*~ and wild-type littermates. Data represents Mean * SEM.
Asterisks above each bar represents results of one-Way ANOVA between genotypes for B and
C, results of post-hoc comparisons between groups E *P < 0.05 **P < 0.01 and ***P < 0.001.
# in boxes represents results of post-hoc comparison for each genotype vs. non-injected
animals, ns not significant, #P < 0.05, ##P < 0.01, and ###P < 0.001.
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Figure 5 : Aging increased susceptibility of RGCs to Tau-V5 neurotoxicity.

(A-B) Quantification of HT7 (A) and pSer422 (B) immunofluorescence one monthe following
injection of three-months old (Young) or 15-months-old (Old) animals. (C) Brna3a-positive cell
counting in the retina of young and old animals. (D) Quantification of ESRRR
immunofluorescence in the superior colliculi of young and old animals. (E-F) Quantification of
GFAP (E) and lbal (F) immunofluorescence in the retinal of young and old animals. Data
represents Mean + SEM, normalized against young-animals group for A, B and D and against
non-injected animals in C, E and F. Asterisks above each bar represents results of Mann-
Whitney test P <0.05 **P < 0.01 and ***P < 0.001.
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Figure S1: EGFP and Tau-V5 expression in the retina and optic nerve.

(A, C) Quantification of EGFP direct fluorescence in GCL at one- and three-months post-
injection in the retina (A) and the optic nerve (C). (B, D) Quantification of V5
immunofluorescence at one- and three-months post-injection in the retina (B) and the optic
nerve (D). Data represents Mean + SEM. *P < 0.05, Mann-Whitney test.
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Figure S2 : Influence of TREM2 deletion on AAV-Tau induced RGCs tauopathy

(A, B) Quantification of ESSRR immunofluorescence as a surrogate marker of toxicity on RGCs
terminal arborization in the superior colliculi at three- and six-months post-injection. (C,D,E)
Quantification of GFAP immunofluorescence on retina at one-, three-, and six-months post-
injection. Asterisks above each bar represents results of one-Way ANOVA between genotypes
for B and C, results of post-hoc comparisons between groups E *P < 0.05 **P < 0.01 and ***P
< 0.001. # in boxes represents results of post-hoc comparison for each genotype vs. non-
injected animals, ns not significant, #P < 0.05, ##P < 0.01, and ###P < 0.001.
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Figure S3: Influence of aging on AAV-Tau induced RGCs tauopathy

(A) Quantification of V5 immunofluorescence in the retina one month following injection of
three-months old (Young) or 15-months-old (Old) animals. (B) Brna3a-positive cell counting in
the retina of old animals compared to non-injected ones. (C-D) Quantification of GFAP (C) and
Ibal (D) immunofluorescence in the retinal of old animals. Data represents Mean * SEM,
normalized against young-animals group for A and against non-injected animals in D-D.
Asterisks above each bar represents results of Mann-Whitney test ****P < 0.0001

Supplementary material

Antibody Reactivity Species Supplier Reference Dilution
Brn3a Brn3a Mouse Santa Cruz SC-8429 AF594 1/500
ESRRR ESRRR Rabbit Sigma E0156 1/500
GFAP-CY3 GFAP Mouse Sigma 9205 1/10000
HT7 Human Tau Mouse Innogenetics 90204 1/1000
Ibal Ibal Rabbit Wako W1wW011-27991 1/500
PSer422 Human Tau Rabbit Abcam Ab79415 1/1000
pSer422
V5 V5 tag Mouse Invitrogen R960-25 1/1000

Supplementary Table 1 : Summary table of antibodies used in this studiy and the concentration used

for different applications
1.3 Conclusion

Dans cette étude, nous avons créé un nouveau modele de tauopathie focale affectant les RGCs dans

la rétine de souris. L'application de ce modele chez des souris déficientes en TREM2 ou encore des
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souris agées permet I'obtention de résultats similaires a ceux observés par les différentes études
menées dans |I’hippocampe. Ce nouveau modeéle versatile permet donc une nouvelle approche pour
étudier les réactions des cellules gliales et neuronales a la protéine Tau au niveau du site d’injection
mais également les réactions causées par cette injection dans les régions ciblées par les synapses des
cellules ganglionnaires de la rétine n’étant pas directement impactées par l'injection. Ce modéle peut
également permettre de comprendre certains mécanismes empéchant la propagation de la protéine
Tau. Une des pistes envisagées pour expliquer I'absence de propagation dans les colliculi supérieurs
est le microenvironnement et notamment la matrice extracellulaire autour des neurones recevant les

afférences provenant des RGCs.

2 Modele de propagation de la protéine Tau dans le gyrus denté

2.1 Avant-propos

L'objectif de ma thése est I'étude de la propagation de la protéine Tau et du role de la microglie dans
ce phénomene. Dans le premier modeéle que nous avons mis en place, nous n’avons pas réussi a mettre
en évidence une propagation de la protéine Tau entre neurones connectés et nous avons donc
souhaité développer un nouveau modele dans le gyrus denté en nous inspirant des travaux de I'équipe
de Schultz et coll. qui mettent en évidence une propagation de la protéine Tau d’un gyrus a l'autre en

8 semaines apres injection unilatéral d'un vecteur AAV-Tau (Schultz et al., 2018).

2.2 Stratégies expérimentales

2.2.1 Vecteurs viraux et injection stéréotaxique

Pour réaliser ce modele, nous avons modifié nos vecteurs viraux afin de pouvoir discriminer les
neurones transduits des neurones dans lesquels la protéine Tau se serait propagée. Pour cela notre
construction entraine I'expression dans les cellules transduites de la GFP (Green Fluorescent Protein)
et de la protéine Tau humaine (1N4R) portant le Tag V5 (figure 24) sous contrdéle d’un promoteur
synapsine (SYN2) permettant une expression neurone spécifique (DeGennaro et al., 1983). Les
séquences des génes GFP et Tau sont séparées par un peptide P2A qui est clivé lors de la traduction
du polypeptide, permettant ainsi une co-expression stoechiométrique des deux transgenes (Kim et al.,

2011).
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Figure 24 : Constructions AAVs utilisées

Les constructions virales utilisées expriment les protéines GFP et Tau 1N4R séparées par un peptide P2A. Les
neurones transduits par la GFP exprimeront les deux protéines alors que les neurones affectés secondairement
par une propagation de la protéine Tau ne contiendront que la protéine Tau tagguée par V5 (ici représenté en
rouge).

Ces virus sont injectés dans la couche polymorphique du gyrus denté a des coordonnées définies par
rapport au Bregma a I’aide du mouse Brain Atlas de Paxinos et Franklin (AP : -3,5mm ; L: +2,6mm;V:
-3,1mm) (figure 25). Cette injection va permettre une transduction des cellules moussues dans la
couche polymorphique qui projettent une partie de leurs axones vers la couche polymorphique
contralatérale.

Avant l'injection les souris sont anesthésiées par une injection intrapéritonéale d’un mélange de
kétamine (90mg/kg, Imalgéne 1000) et de xylazine (5mg/kg). Une solution de lidocaine (5mg/kg) est
injectée en sous-cutanée avant de réaliser le scalp. Les vecteurs rAAVs ont été injectés a I'aide d’une
seringue Hamilton de 10uL (Hamilton, Reno, NV) reliée par un cathéter en polyéthyléne a une aiguille
a bout arrondie de 34 gauge. 2ulL de virus a une dose de 5x10% Vg diluée dans une solution de PBS
0,1M contenant 0,001% d’acide pluronique sont délivrés dans la couche polymorphique a une vitesse
de 0,2uL/min a I'aide d’une pompe de microdialyse (Stoelting Co., Wood Dale, USA). A la fin de
I'injection, I'aiguille est laissée en place pendant 5 minutes avant d’étre retirée pour éviter tout reflux
de la solution contenant le vecteur au cours de la remontée de la canule. A la fin de la procédure, la
peau est agrafée et désinfectée. Les agrafes sont laissées en place pendant 1 semaine avant d’étre

retirées.
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Figure 25 : Coordonnées d’injection stéréotaxique d’apres I’Allen Brain Atlas

Plusieurs groupes de souris ont été utilisés pour cette étude (tableau 2). Pour la mise au point du
modeéle, des souris méales C57BI/6J ont été injectées a I’dge de 12 semaines et les analyses ont été
réalisées 1 mois apreés l'injection. Deux doses ont été testées (5x10'° et 1x10'! Vg) avec des effectifs
de n = 3. Ce modeéle a ensuite été appliqué a 60 souris males et femelles déficientes en TREM2 et les
analyses ont été réalisées a 3 et 6 mois post-injections. Pour finir, I'effet du vieillissement sur la
propagation de la protéine Tau a été étudiée chez 10 souris injectées a I’age de 15 mois et les analyses

ont été menées a 1 et 3 mois post-injections.

Tableau 2 : Effectifs de souris pour I'étude dans le gyrus denté

Etude Génotype Age d’injection Temps post injection Effectif
Mise en place du Dosel1n=3
WT (C57BI/6J) 12 semaines 1 mois post-injection

modele Dose2n=3
5 males et 5

Souris déficiente 3 et 6 mois post-
Trem2 /- 12 semaines femelles par

en TREM2 injection

groupes (n = 60)
Imois:n=4

Souris agées WT (C57BI/6J) 15 mois 1 et 3 mois 3moisn=5

2.2.2 Analyse de la propagation

Pour analyser la propagation dans le gyrus contralatéral, des comptages stéréologiques ont été réalisés

manuellement a I'aveugle sur des coupes ayant été immunomarquées par un anticorps anti-V5. Les
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cellules comptées sont les cellules V5 positives et GFP négatives dans les régions CA1, CA2 et CA3 de
la corne de Amon et dans le gyrus denté sur un ensemble de 12 coupes représentatives de I'ensemble

de I’axe antéro-postérieur de I"hippocampe.

2.2.3 Remarque

La mise en place du modéle dans le gyrus denté a été réalisée au cours du dernier trimestre de I'année
2019 et son application aux différents paradigmes expérimentaux a été réalisée au cours du dernier
semestre de I'année 2020. Les données présentées dans ce manuscrit devront donc étre complétées

et plusieurs analyses sont actuellement en cours sur les tissus prélevés au cours de cette étude.

2.3 Validation du modele de propagation dans le gyrus denté

L'utilisation du gene rapporteur codant la GFP a permis la localisation des cellules transduites par les
vecteurs rAAVs. A I'aide d’'un immunomarquage dirigé contre I'étiquette V5 présente sur la protéine
Tau, nous avons pu également localiser I’expression de la protéine Tau transgénique avec une grande
sensibilité. L'analyse des deux marquages confirme une co-expression de nos deux protéines dans les
neurones de la couche polymorphique du gyrus denté mais également dans ceux de la couche

granulaire de ce dernier (figure 26).

A Ispilateral contralateral

Figure 26 : Propagation a un mois post-injection de la protéine Tau humaine aprés transduction du gyrus denté.
(A-C) Marquage par immunofluorescence de la protéine Tau humaine (anticorps V5 rouge) et de la GFP (vert)
dans le gyrus denté injecté (B) et dans la région contralatérale (C). (A) Représentation a faible grossissement de
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la zone transduite par nos vecteurs rAAV pour la dose la plus faible de vecteur. Dans le GD injecté (B), les
neurones transduits sont marqués a la fois par GFP et V5 et dans la région contralatérale (C les neurones affectés
secondairement par la propagation de de la protéine Tau [V5+/GFP-] sont détectés dans les couches
polymorphique (CP) et des cellules granulaires (CCG) (fleches blanches).

L’analyse de la localisation des transgénes GFP et Tau du c6té injecté révele une localisation
subcellulaire différente de ces deux protéines. La protéine GFP emplit I'ensemble du soma et des
projections axonales jusque dans le coté contralatéral alors que la protéine Tau se situe dans la
périphérie nucléaire et dans les axones. Ces données indiquent d’'une part que le peptide P2A a bien
permis le clivage en deux parties des protéines Tau et eGFP. D’autre part, il estimportant de noter que
la localisation subcellulaire des transgenes est cohérente avec leurs fonctions. La eGFP en effet n’a pas
de fonction définie dans les neurones et n’a donc pas de localisation précise. La protéine Tau a une
localisation axonale ce qui est cohérent avec ses fonctions (cf introduction $2.1.5) et cet adressage
n’est pas affecté par la combinaison de la protéine Tau et de la séquence P2A. De plus certaines cellules
au niveau du site d’injection semblent étre seulement positive pour le Tag V5 et pas pour la protéine
GFP Ces données suggéerent que la protéine Tau se propage de proche en proche au niveau du site
d’injection. Une technique d’analyse est en train d’étre mise au point au laboratoire pour tenter de
quantifier la propagation de proche en proche de la protéine Tau.

L'analyse des tissus du c6té contralatéral par des techniques d’'immunofluorescence met en
évidence la présence de cellules V5+ et GFP —dans les couches polymorphiques et granulaires du gyrus
denté. La localisation de la protéine GFP est quant a elle restreinte aux projections axonales provenant

du c6té injecté (figure 26C).

Pour la mise en place de ce modéle nous avons testé deux doses de vecteurs dans I'objectif d’induire
le maximum de propagation. Afin de mesurer la propagation au niveau contralatéral les cellules ont
été comptées manuellement au microscope a épifluorescence dans le gyrus denté mais également

dans les zones CA1, CA2 et CA3 (figure 27).
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Figure 27 : Mesure de la propagation dans I’hippocampe contralatéral en fonction de la dose de virus injectée.
Les cellules V5 positives GFP négatives sont comptées manuellement dans les régions CA1/C2 et CA3 et le gyrus
denté (GD) sur un ensemble de 12 coupes représentatives de I'axe antéro-postérieur (1coupe sur 10). Dose 1:
5x10'%Vg, Dose 2 : 1x 10''Vg. Les données représentent la moyenne + SEM. * p < 0,05. T test.

La quantification des cellules affectées secondairement par la tauopathie met en évidence un effet-
dose entre le nombre de cellules V5 positives et la dose de virus injecté (t test, p < 0,05). Bien que les
données suggerent que I'injection de la plus forte dose de virus entraine une plus grande propagation
de la protéine Tau V5 du coté contralatéral, nous avons choisi pour la suite des expériences la dose la
plus faible afin de ne pas induire une trop grande toxicité au site d’injection.

En conclusion, ces données mettent en évidence que l'injection de nos vecteurs AAV-GFP-P2A-Tau
dans le gyrus denté permet d’induire une co-expression des transgenes EGFP et Tau-V5 au niveau du

site d’injection ainsi qu’une propagation de la protéine Tau dans I’hippocampe contralatéral.

2.4 Influence de 'activation microgliale dans |la propagation de la protéine Tau

Afin d’étudier le réle de la microglie dans la propagation de la protéine Tau nous avons une fois encore
appliqué le modele d'injection du vecteur AAV-Tau dans le gyrus denté a des souris déficientes en
TREM2.

Pour cette étude nous avons choisi d’inclure des males et des femelles afin d’augmenter le nombre
d’animaux dans notre étude. Le nombre de souris transgéniques est limité car |'élevage est réalisé par
nos soins. Cependant un équilibre entre le nombre de males et de femelles utilisés a été respecté
permettant de mettre en évidence un éventuel effet sexe (Villa et al., 2018). Dans un premier temps
nous avons évalué I'impact de la déficience en TREM2 sur la propagation de la protéine Tau du coté
contralatéral. Pour ce faire nous avons analysé la zone transduite au niveau du site d’injection (figure

28).
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Figure 28 : Expression du géne rapporteur GFP dans I'hippocampe ipsilatéral a 3 et 6 mois post-injection
(A-C) Image représentative de |'expression des transgenes chez 3 animaux au niveau du site d’injection illustrant
la variabilité de la transduction entre les animaux. (D-E) Analyse de I'intensité de la fluorescence GFP au niveau
du site d’injection. Les données représentent la moyenne + SEM.

Pour quantifier la transduction des cellules au niveau du site d’injection, nous avons analysé I'intensité
de fluorescence de la GFP a I'aide d’image J et utilisé la mesure de la densité intégrée correspondant
au produit de I'intensité de gris moyen et de I’aire de |la zone analysée. Les mesures de densité intégrée
ne révelent aucune différence entre les groupes (Kruskall-Wallis, comparaison multiple de Dunn’s, p >
0,999) mais révele une forte variabilité de la transduction chez nos animaux.

Pour analyser la propagation de la protéine Tau dans notre modéle nous avons donc réalisé deux types

de mesures :

- Dans notre modele nous avons pu mettre en évidence du coté ispilatéral la présence de
cellules V5 positives /GFP négatives. Les cellules ne pouvant pas étre manuellement
comptées a cause de l'intensité du signal GFP, nous avons donc mesuré |'aire occupée par
les signaux V5 et GFP apreés seuillage sur le gyrus denté. Nous avons ensuite rapporté l'aire
V5 positive sur I'aire GFP positive afin d’obtenir des rapports en pourcentage d’aire
occupée par chacun de nos transgénes nous donnant un indice de propagation pour le
cOté injecté (ipsilatéral).

- Au niveau contralatéral, nous avons compté manuellement les cellules positives
seulement a I'immunomarquage V5. Afin de ne pas induire de biais, lié aux différences de

transduction, dans I'analyse de la propagation au niveau contralatéral nous avons donc
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appliqué une correction a nos résultats de comptage de cellules V5 positives suivant la

Nombre de cellules V5 positives

formule suivante : Index de propagation =

Mesure de densité intégrée (1 pour 106 unités)

Nous avons dans un premier temps évalué I'impact du sexe de nos souris dans la propagation (figure
29). L'analyse de la propagation du coté ipsi- et contralatéral indique que le sexe des animaux
n’influence pas la propagation de la protéine Tau quel que soit le génotype Trem2. Pour la suite des
analyses, les résultats obtenus chez les males et les femelles ont donc été regroupés pour augmenter

la puissance des tests statistiques.
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Figure 29 : Impact du sexe sur la propagation de la protéine Tau

(A) Mesure de l'indice de propagation de la protéine Tau dans le gyrus injecté a trois mois post-injection. Cet
indice est un rapport entre 'aire occupée par le signal V5 et celle occupée par le signal GFP. (B) Analyse de la
propagation de la protéine Tau dans le gyrus contralatéral a 3 mois post-injection. Le nombre de cellules V5
positives est corrigée en fonction de I'intensité de transduction du c6té ipsilatéral. Les données représentent la
moyenne + SEM.

L’analyse de la propagation de la protéine Tau du c6té ipsilatéral ne révéle aucune différence associée
a la délétion partielle ou totale de TREM2 (figures 30A et 30B, ANOVA a deux facteurs, comparaison
multiple de Tukey). En revanche, I'analyse de I'index de propagation du c6té contralatéral montre une
différence dans le nombre de cellules V5 positives sur I’'ensemble des zones CA1/2/3 et du gyrus denté
(figure 30C, ANOVA a deux facteurs, comparaison multiple de Tukey, p < 0,01 Trem2*/*vs Trem2”", et p
= 0,0715 Trem2* vs Trem2”"). Cette différence suggére une plus grande propagation de la protéine
Tau chez les animaux déficients en TREM2 a 3 mois post-injection. Cette différence n'est plus présente
a 6 mois post-injection. Il est possible que la déficience d’activation de la microglie chez les animaux
déficients en TREM2 ait causé un défaut de phagocytose de la protéine Tau dans le milieu
extracellulaire ainsi que des neurones affectés par la tauopathie entrainant ainsi une plus grande
propagation au temps d’analyse 3 mois. Il est possible qu’au temps 6 mois post-injection les astrocytes
aient pris le relai et aient ainsi éliminé une partie des neurones affectés par la protéine Tau dans le
gyrus denté contralatéral compensant ainsi une diminution de I'activité de phagocytose chez les

animaux déficients en TREM2.
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Ces premiers résultats obtenus chez ces souris suggérent qu’une diminution de I’activation microgliale

peut favoriser la propagation de la protéine Tau.
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Figure 30 : Impact de la déficience en TREM2 sur la propagation de la protéine Tau dans le modéle mis en place
dans le gyrus denté

(A-B) Mesure de I'indice de propagation de la protéine Tau dans le gyrus denté injecté a 3 (A) et 6 mois post-
injection(B). Cet indice est un rapport entre I'aire occupée par le signal V5 et celle occupée par le signal GFP. (C-
D) Analyse de la propagation de la protéine Tau dans le gyrus contralatéral a 3 (C) et 6 mois post-injection (D).
Le nombre de cellules V5 positives est corrigé en fonction de I'intensité de transduction du c6té ipsilatéral. Les
données représentent la moyenne + SEM. ANOVA a deux facteurs, comparaison multiple de Tukey’s, ns p>0,1, *
p <0,05

2.5 Influence de I'age des souris sur la propagation de la protéine Tau

Le vieillissement est le premier facteur de risque de nombreuses pathologies neurodégénératives
caractérisées par la propagation de protéines comme la MA ou encore la Maladie de Parkinson. Il est
possible que le vieillissement soit a 'origine de modification dans I’environnement des cellules
permettant une meilleure propagation des protéines pathologiques. Afin de tester cette hypothése
nous avons injecté unilatéralement 10 souris C57BI6/) souris dgées de 15 mois dans la couche
polymorphique du gyrus denté et nous avons analysé la propagation de la protéine Tau du coté
contralatéral a 1 (n=5) et 3 mois post-injection (n=5).

A ce jour, les seuls résultats obtenus dans ce paradigme expérimental sont issus du comptage manuel
des cellules V5 positives du c6té contralatéral. Durant la période suivant I'injection des vecteurs, deux

souris sont mortes avant le temps d’analyse diminuant le n a 4 souris a chaque temps d’analyse. De
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plus nous avons également éliminé un animal au temps un mois post-injection de I'analyse aprés une
analyse de Grubb’s permettant d’identifier les outliers. Ces premiers résultats montrent un nombre de
cellules V5 positives, GFP négatives plus important chez les animaux agés que chez les animaux jeunes
(figure 31). Ces premiers résultats suggérent que le vieillissement accélere la propagation de la
protéine Tau.
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Figure 31 : Impact du vieillissement sur la propagation de la protéine Tau dans le gyrus denté contralatéral
apres injection d’AAV-GFP-P2A-Tau dans la couche polymorphique du gyrus denté.

Analyse de la propagation de la protéine Tau dans le gyrus contralatéral a 1 et 3 mois post-injection chez les
animaux agés comparés aux résultats obtenus chez les souris jeunes. Les données représentent la moyenne +
SEM.

3 Participation a I’étude de I'impact de la déficience en TREM?2 chez
des souris THY-Tau22

3.1 Contexte, objectifs et synthese

Plusieurs variants du gene TREM2 sont décrits comme des facteurs de risque dans le cadre de la MA
et de certaines tauopathie (cf. introduction SIV.D.2).Le variant majoritaire R47H est décrit comme une
mutation perte de fonction (Cheng-Hathaway et al., 2018). Ainsi, plusieurs équipes ont étudié
I'influence de la déficience en TREM2 dans des modeles murins de tauopathie, et cela a abouti a des
résultats en partie contradictoires (Bemiller et al., 2017; Leyns et al., 2017). Ainsi dans |'objectif
d’apporter de nouveaux éléments, notre équipe a réalisé une étude longitudinale sur I'impact de Ia
déficience en TREM2 dans un modele progressif de Tauopathie, la lignée de souris transgéniques THY-
Tau22 (Schindowski et al., 2006a). Pour ce faire, nous avons créé une lignée double transgénique THY-
Tau22 : Trem2”". Des cohortes d'animaux ont été étudiées a trois ages (3, 6 et 12 mois), analysant a la
fois la tauopathie, la neuroinflammation et les déficits mnésiques par des études histologiques,
comportementales et de biologie moléculaire (RT-gPCR).

Cette étude suggere que la déficience en TREM2 entraine un défaut d’activation microgliale chez des
souris agées de 12mois caractérisé par des analyses morphologiques et de qPCR. Cette déficience est
associée a une augmentation de la quantité de protéine Tau hyperphosphorylée et agrégée au méme
age. Cependant cette augmentation de la pathologie a un temps tardif n’est pas corrélée avec une

augmentation de la neurodégénerescence mesurée dans la région CA1 de I'hippocampe ni a une
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aggravation des déficits mnésiques chez ces souris. L'ensemble de ces résultats suggerent que la
déficience en TREM2 entraine une aggravation de la pathologie Tau seulement a des stades tardifs de
la pathologie.

Cet article est en cours de révision positive pour une publication dans la revue Neurobiology of Disease.

Cette étude a été initiée au laboratoire par Audrey Vautheny qui finissait sa thése au moment
ou je débutais la mienne. Les techniques classiques d’analyses de la neuroinflammation (mesure de la
fluorescence des marqueurs Ibal et GFAP) ne permettaient pas de mettre en évidence de différence
pourtant visibles a I'ceil nu entre les groupes. Nous avons donc décidé de réaliser des analyses
morphologiques plus poussées par la technique de Sholl (Sholl, 1953) en utilisant FlJI et le module Sholl
analysis pluggin (Ferreira et al., 2014) des cellules microgliales et astrocytaires dans I'ensemble de nos
conditions (3 ages et 3 génotypes -figures 2, 4, S3 et S6). Nous avons défini les critéres morphologiques
pour |'analyse de la microglie et j’ai acquis I'ensemble des images nécessaires au microscope confocal
puis analysé pour chaque animal 32 cellules réparties sur 4 zones a deux niveaux antéro-postérieur
(Bregma -2,3 et -2,8) a I'aide du plugin "Sholl Analysis" du logiciel Image J. Ces analyses ont permis de
mettre en évidence un défaut d’activation microgliale chez les souris déficientes en TREM2 a 12 mois
dans le contexte d’une tauopathie pure (pas de différence observée sans stimulus pathologique). Au
cours de la rédaction de I'article, j'ai également participé a I'élaboration des analyses statistiques et

de I'ensemble des figures.
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Abstract

The role played by microglia has taken the center of the stage in the etiology of Alzheimer's disease
(AD). Several genome-wide association studies carried out on large cohorts of patients have indeed
revealed a large number of genetic susceptibility factors corresponding to genes involved in
neuroinflammation and expressed specifically by microglia in the brain. Among these genes TREM2, a
cell surface receptor expressed by microglia, arouses strong interest because its R47H variant confers a
risk of developing AD comparable to the €4 allele of the APOE gene. Since this discovery, a growing
number of studies have therefore examined the role played by TREM2 in the evolution of amyloid
plaques and neurofibrillary tangles, the two brain lesions characteristic of AD. Many have reported
conflicting results, reflecting the complex nature of microglial activation in AD. Here, we investigated
the impact of TREM2 deficiency in the THY-Tau22 transgenic line, a well-characterized model of
tauopathy. Our study reports an increase in the severity of tauopathy lesions in mice deficient in TREM?2
occurring at an advanced stage of the pathology. This exacerbation of pathology was associated with a
reduction in microglial activation indicated by typical morphological features and altered expression of
specific markers. However, it was not accompanied by any further changes in memory performance.
Our longitudinal study confirms that a defect in microglial TREM2 signaling leads to an increase in

neuronal tauopathy occurring only at late stages of the disease.
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Introduction

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease and the most common cause of
dementia worldwide with more than 35 million people affected (World Health Organization, Global
action plan on the public health response to dementia 2017 — 2025), and about 6 million people in the
USA only (Hebert et al., 2013). It is characterized by two pathological lesions that are always associated
in the patients' brains: extracellular accumulation of senile plaques made of B-amyloid peptide deposits,
and neurofibrillary tangles (NFTs) formed by the intraneuronal aggregation of hyperphosphorylated Tau
proteins (Serrano-Pozo et al., 2011). These lesions are associated with neuroinflammatory processes
involving astrocytic and microglial activation (Webers et al., 2019). Several genetic studies conducted
in recent years on large cohorts of patients have identified numerous risk factors related to genes
specifically expressed in microglia, the resident immune cells of the central nervous system. The TREM?2
gene has focused particular attention because some of its polymorphisms, although rarely present in the
general population, confer a risk of developing AD comparable to €4 allele of the 4 POE gene (Guerreiro
et al., 2013; Jonsson et al., 2013). TREM2 is specifically expressed by the myeloid lineage, which is
represented by microglial cells in the brain. In the case of AD, concentration and activation of microglia
around amyloid plaques have been consistently observed, as originally demonstrated by Alois
Alzheimer (Cipriani et al., 2011). Consequently, pan-genomic studies demonstrating the involvement
of TREM2 were rapidly followed by experimental studies aimed at elucidating its role in amyloid
models of the disease. The first published studies, on different models, reported conflicting results.
Indeed, Wang et al. demonstrated that the invalidation of Trem2 caused an increased amyloid load in
pathologically advanced 5xFAD mice (Wang et al., 2015), while Jay et al. reported that Trem2
deficiency mitigated amyloid load in APPPS1-21 mice at the beginning of the pathology (Jay et al.,
2015). A second study of this model at a later stage however demonstrated an increased in amyloid load
(Jay et al., 2017), suggesting a versatile role of TREM2 depending on the stage of the pathology. More
recently, single-cell RN Aseq characterization of microglia in different AD models has shown the
existence of a subpopulation of microglial cells associated to the pathology and whose activation is
dependent on TREM2 (Keren-Shaul et al., 2017; Krasemann et al., 2017). This subpopulation, called
DAM (disease-associated microglia) or MGnD (microglial neurodegenerative phenotype), may have a
beneficial role by stimulating the phagocytic activity to phagocyte and contain the senile plaque in
formation.

Number of studies now report a tight link between microglia and Tau pathology development (Ising et
al., 2019; Laurent et al., 2018; Laurent et al., 2017), including Tau pathology seeding and spreading
(Asai et al., 2015; Hopp et al., 2018; Maphis et al., 2015; Stancu et al., 2019). This prime role of
microglia in Tau pathology development logically raised questions on the potential role that TREM?2
receptor might play in the development of tauopathy. In a similar manner to amyloid models, several
mouse models of tauopathy were crossed with TREM2 deficient mice. Using the PS19 model, which
express the human 1N4R Tau form bearing the P301S mutation, Leyns et al. reported that TREM2
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deficiency moderates microglial activation and neurodegeneration in these animals while the extent of
tauopathy remained unchanged (Leyns et al., 2017). Similar results were reported in the same mice
expressing the R47H variant of TREM2 (Gratuze et al., 2020). Puzzingly, the magnitude of TREM2
loss-of-function could promote differential outcomes (Sayed et al., 2018). In sharp contrast, using
another transgenic model expressing the wild-type human Tau on a murine Tau knockout background,
Bemiller et al. showed that Trem2 deficiency leads on the contrary to an aggravation of tauopathy
(Bemiller et al., 2017). Overall, data published to date on the role of TREM2 in tauopathy remain
conflicting and need to be further investigated. In order to study the role of TREM2 at different stages
of Tau pathology, we took advantage of the progressive THY-Tau22 model (Schindowski et al., 2006).
This transgenic line over-expresses the human 1N4R Tau carrying the G272V and P301S mutations
under the control of the Thyl.2 neuronal promoter, resulting in the development of hippocampal Tau
pathology associated with synaptic, neuroinflammatory and cognitive alterations that progressively
evolve from 3 to 10-12 months of age (Chatterjee et al., 2018; Laurent et al., 2017; Van der Jeugd et al.,
2011; Van der Jeugd et al., 2013a). In the present study, to appreciate the potential impact of Trem2
deficiency over the course of tau pathology development, we deleted Trem2 from THY-Tau22 and
investigate outcome in a longitudinal study from an early stage (3 months), where pathology initiates,
to a late stage (12 months), where pathology is fully developed. Overall, our data indicated that TREM?2
deficiency dampened microglial activation and hippocampal atrophy while increasing tauopathy at late

stages, suggestive of a complex role of TREM?2 in tauopathy.

Material and Methods

Animals

Animal procedures were performed in accordance with the French regulation (EU directive 86/609 —
French Act Rural Code R214-87 to 131). The animal facility was approved by veterinarian inspections
(authorization n° B92-032-02) and complied with Standards for Humane Care and Use of Laboratory
Animals of the Office of Laboratory Animal Welfare

(OLAW — n°#A5826-01). All procedures received approval from the local ethical committee (Comité
d’Ethique en Expérimentation Animale CEA) and the French Ministry of Research (APAFIS#612-
2015050514376362 v3). THY-Tau22 heterozygous mice (Schindowski et al., 2006b) expressing the 412
amino acids isoform of human Tau with 4-repeat domains (1N4R) and bearing the G272V and P301S
point-mutations, were crossed with Trem2” or Trem2"" littermate mice (Turnbull et al., 2006) to
generate 7 rem2™"  Tau22 and Trem2” :Tau22 mice. Both males and females were used for analysis in

this study. All mice were backcrossed on a C57BL/6J genetic background.

Immunohistology
Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of a lethal dose of pentobarbital. Tissues were fixed

by cardiac perfusion with 15mL of 0.9% NaCl followed by 100mL of 4% paraformaldehyde. Brains
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were then post-fixed for 24 hours in the same fixative before being transferred in PBS containing 30%
sucrose and stored at 4°C until sectioning. Brains were cut coronally into 12 series of 30-um thick
sections on a freezing sliding microtome (SM1020R; LeicaTM) and stored in cryoprotectant solution at
-20°C until use.

For AT100, free-floating sections were incubated for 30 min with 0.3% H>O, in PBS. After rinsing with
0.01 M PBS, 0.2% TritonX-100 (Sigma), sections were incubated 1 hour in blocking solution containing
4% normal goat serum (NGS) in PBS and transferred into primary antibody solution for incubation
overnight at 4°C. After rinsing, sections were incubated with a goat anti-mouse IgG secondary antibody
(1/1000 dilution into blocking solution) for 1 h at room temperature and revealed using Vectastain ABC
Kit and a DAB substrate (Vector Laboratories) according to manufacturer's instructions. Sections were
then mounted on slides and dehydrated in increasing ethanol concentrations and xylene before mounting
using Eukitt (Dutscher, France).

For free-floating immunofluorescence, sections were incubated directly in blocking solution before
transfer into primary antibody solutions for incubation overnight at + 4°C. After rinsing with 0.01 M
PBS, sections were incubated for 1 hour at RT into blocking solution containing 1/1000 Alexa-coupled
secondary antibodies (Thermo Fisher). AT8 immunostaining was amplified using CY3-coupled
streptavidin diluted to 1/1000 in blocking solution (Sigma-Aldrich). Sections were then mounted on
slides with Mowiol. For primary antibody dilutions, see supplementary table 1.

For Gallyas silver impregnation sections were washed 3 times in sterile 0.1 M PBS, mounted on slides
and left for drying overnight. Sections were then permeabilized by incubation into toluene followed by
decreasing ethanol concentrations (100%, 90% and 70%). Slides were then transferred into a 0.25%
potassium permanganate for 15 min, incubated 2 min in 2% oxalic acid followed by a 60 min incubation
into a solution containing 0.4g lanthanum nitrate, 2g sodium acetate and 30% hydrogen peroxide in a
volume of 100mL. Slides were then rinsed 3 times with distilled water before incubation for 2 min in a
solution containing 0.035% AgNO3, 0.04g/ml of NaOH and 0.1g/ml KI. Reaction was then stopped by
rinsing with 0.5% acetic acid and development performed by incubation for 20min in a solution
containing 2g/L NH4NO3, 2g/L. AgNO3, 10g/L tungstosilicic acid, 0.28% formaldehyde and 50g/L
Na2CO3. Sections were then washed again in 0.5% acetic acid, incubated 5 min in 1% gold chloride
before rinsing in distilled water. Fixation of the staining was then performed by washing sections 3 times
in 1% sodium thiosulfate, after which sections were dehydrated in increasing ethanol concentrations and

xylene before mounting using Eukitt (Dutscher, France).

Image analysis

Images of AT8/Ibal/DAPI, pSer422/GFAP immunostainings and Gallyas were acquired at 20X using
the slide scanner Axio ScanZ.1 (Carl Zeiss, Jena, Germany). Files acquired were then converted into
TIFF format and reduced to 50% of full resolution size. Manual segmentation of the CA1 region was

performed on 3 sections of the hippocampus at 1.7, 2.3 and 2.9 mm posterior from bregma. For ATS,
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Ibal, pSer422 and GFAP, the fluorescence levels were quantified with ImagelJ, and Gallyas positive
neurons were counted on those 3 sections. As a surrogate index of neuronal degeneration, the thickness
of the pyramidal neuronal CAl layer was assessed on the DAPI staining on three different areas and
pooled for each section. The analysis of the AT100 labelling was performed with Mercator
(ExploraNovaTM) by counting the number of AT 100 positive neurons on 3 sections of the hippocampus

at 1.7, 2.3, 2.9 mm posterior from bregma. All quantifications were performed blindly.

Real-time quantitative PCR

After euthanasia with a lethal dose of pentobarbital, animals were perfused by 30 mL sterile PBS to
wash the brain from blood, then the hippocampus were dissected on ice and frozen in liquid nitrogen
before storage at -80°C. Frozen hippocampus structures were lysed in 1 ml of TRIzol using Precellys
homogenizer (OzymeTM). 200 pL of chloroform (Merck) were added in each tube before centrifugation
at 12 000 g for 15 min at 6°C. Aqueous phase was separated and total RNA was precipitated by adding
250 uL isopropanol (VWR) and washed two times with 500uL. 75% ethanol (VWR). Then, RNA was
resuspended in 20 uL of RNase-free H20 (Gibco) and RNA concentration was measured on a Nanodrop
(Spectrophotometer ND-100, Labtech). The samples were stored at -80°C before transcriptomic
analysis. Ppia and Gapdh were used as reference genes pair for quantification. Primers sequence are

described in supplementary table 2.

Behavioral studies

Circadian activity: mice were monitored for 23 hours using a video camera and automatic tracking of
the Ethovision™ software in Phenotyper™ chambers (Noldus Information Technology Inc). Food and
drinking water were available ad libitum. Moving distance was quantified for each hour of the recording
session in order to evaluate motor behavior and circadian rhythm.

Elevated Plus Maze: the maze was set at a height of 50 cm and consisted of four Plexiglas arms. Two
of the arms have 15 cm high walls (closed arms), while the others two are open. Individual mice were
placed in the middle section of the apparatus facing an open arm, and left to explore the maze for 6
minutes. Time spent in open and closed arms was measured by a video camera connected to a computer
and analysed with Ethovision™ video-tracking system and frequency of head-dipping into open arms
was analyzed by manual tracking.

Novel Object Recognition (NOR) test: memory was first evaluated using an object recognition test in a
V-maze (Puighermanal et al., 2009). For this, a discrimination index, between -1 and 1, is calculated in
order to evaluate an exploration preference for a new object (index 1) with respect to an already known
object (index -1). The test is performed in a V-shaped chamber to reduce the variability associated with
the experimenter. The device consists of two black Plexiglas arms and is illuminated at 50 lux at the end
of each arm. For each phase, the distance traveled was measured by video-camera and analyzed with

the EthoVision™ video-tracking system and the time spent exploring each object was measured
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manually. During the first habituation phase, each mouse was placed at the angle of the V, and left in
the maze without object for a 9 min training session. The next day, two identical objects (cylinders)
were placed at the end of each arm in the same place, and the time spent by the mouse exploring each
object was recorded for a session lasting 9 min. The third day one of the cylinder was replaced by a new
object (i.e. a Lego™) and the test phase was recorded for 6 min. The discrimination index was calculated
with the following formula: (time spent exploring new object - time to explore old object) / total time
of exploration.

Morris Water Maze (MWM) test: the maze consisted in a large circular tank filled with an opaque mix
of water and white painting kept between 20°C and 22°C. An escape platform was submerged 0.5 cm
under the water level. Visual clues were provided by different geometrical forms placed on the four
surrounding walls. On day first mice were trained to find the platform on 4 trials at 20-30 minutes
interval, location of the platform and starting point of the mice being changed for each trial. Escape
latency was defined as the time required for the mouse to reach the platform and to stay there for at least
3 s. During the subsequent learning phase, location of the platform remained the same and mice
performed 3 trials every day for 5 days. Starting point was changed for each trial. If a mouse did not
find the platform after 1 min the experimenter guides it to the platform and let it rest there for 30 s.
Escape latency was recorded for each trial. Probe test was performed 72 h after the last training day in
order to assess long term memory. During this phase, platform was removed and mice were let freely
swimming in the pool for 1 min. The pool was divided in four virtual quadrants: the target quadrant
(TQ) in which the platform was located, the quadrant opposite to the TQ (OQ), and the two quadrants
adjacent to the TQ (AQ). Time spent in virtual quadrants and total distance to the platform previous

location were measured.

Statistical analysis

Results are presented as mean + standard error of the mean (SEM). Statistical analysis were carried out
using Statistica 13 software (Statsoft, Tulsa, OK, USA), except for Sholl analysis and pSer422 and
GFAP immunolabeling quantification which were processed with Prism 8 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). Data were assessed for normality and homogeneity of variance by the Levene test
prior to analysis. Unless otherwise mentioned, data fulfilling the criteria were analyzed by two-way
ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc tests for pairwise comparisons. A non-parametric
equivalent was used if normality and homogeneity of variance was not reached. Annotations used to
indicate level of significance were as follows: *P<(.05, **P<0.01, ***P<0.001. To determine frequency
distribution of the Ramification Index after Sholl analysis of microglia or astrocytes, a number of bins
to classify the cells was established following the log2 of sample size at the three studied ages, and the
smallest value among the three time-points was selected for subsequent analysis. Statistical significance
of distribution into bins was then assessed by y? test. Results of the Phenotyper™ were analyzed by

ANOVA repeated-measures, after confirmation of normality and homogeneity of variance by the
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Levene test as well as sphericity by the Mauchley test. Results of the Elevated Plus Maze test were
analyzed by Student's ¢-test after assessment of normality and homogeneity of variance by the Levene
test. NOR test was analyzed by Student's #-test comparing the discrimination index to a value of 0.
Learning phase of the MWM test was analyzed by ANOVA repeated-measures, after assessment of
normality and homogeneity of variance by the Levene test as well as the sphericity by the Mauchley
test. Results of the probe test were analyzed by Student's #-test comparing the percentage of time spent

in each quadrant to a value of 25%.

Results

Trem? deficiency leads to an increase of hyperphosphorylation and aggregation of Tau at 12 months in
the THY-Tau22 mouse model.

To investigate the role of TREM2 signalling on the progression of tauopathy, we crossed Trem2™~ mice
(Turnbull et al., 2006) and wild-type littermates with THY-Tau22 heterozygous transgenic mice
(Schindowski et al., 2006) to generate four different genotypes: THY-Tau22'¢":Trem2™*, THY-
Tau22"®":Trem2”, THY-Tau22”:Trem2"", THY-Tau22":Trem2”, referred below as Tau22,
Tau22:Trem2”, wild-type and Trem2” respectively. We first evaluated in CA1 layer of the hippocampus
Tau hyperphosphorylation by immunofluorescence using antibodies raised against pSer202/pThr205
(ATS), pSer422, and Tau mis-conformation by immunohistochemistry using AT100 (recognizing
misconformed Tau at pThr212/pSer214). Quantification of fluorescence levels for markers of
hyperphosphorylation or AT100+ cells counting did not reveal any significant difference between Tau22
and Tau22:Trem2” at 3 months (Mann-Whitney test, p=0.91 for ATS8, Figure SIA-B; Student’s t-test,
p=0.30 for pSerd22, Figure S1C-D; Student's t-test, p=0.44 for AT100, Figure S1E-F) and 6 months of
age (Student's t-test, p=0.19 for ATS8, Figure S1A-B; p=0.74 for pSer422, Figure S1C-D; p=0.70 for
AT100, Figure S1E-F). Interestingly, TREM?2 deficiency led to a significant increase of tauopathy at a
later pathological stage. At 12 months, Tau22:Trem2” mice indeed showed more ATS labelling
(multifactorial ANOVA, F=4.5, p=0.045, Figure 1A-B), as well as higher number of AT100-positive
(multifactorial ANOVA, F=24.43, p <0.001, Figure 1E-F) and Gallyas-positive neurons (multifactorial
ANOVA, F=5.841, p=0.025, Figure 1G-H) as compared to littermate Tau22 mice. Such worsening of
tauopathy due to TREM2 deficiency was similar in males and females (Figure S2). To exclude the
possibility that exacerbated tauopathy in a TREM2-deficient context resulted from an increase in
transgene expression, we used RT-QPCR to quantify human MAPT expression. No difference was

observed between Tau22 and Tau22:Trem2” animals at any studied age (Figures 11 and S1G-H).

Tauopathy worsening in Trem2-deficient Tau22 mice is associated with microglial sub-activation.
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Given the previous data obtained in THY-Tau22 model and associating microglial activation to Tau
pathology development (Ising et al., 2019; Laurent et al., 2017), we next examined whether TREM2
deficiency led to a change in the neuroinflammatory response generated by tauopathy. To assess the
microglia response, we quantified the intensity of Ibalimmunolabeling as an index of activation state,
and we counted the number of microglial cells using the nuclear marker PU.1, a monocyte-specific
transcription factor expressed in myeloid cells and lymphoid B cells (Mak et al., 2011). There was no
difference in the overall level of Ibal immunofluorescence in the CAl layer between the 4 genotypes at
3 months (multifactorial ANOVA, F=2.41, p=0.13 for the Trem2 genotype, F=0.019, p=0.89 for Tau22,
Figure S3A-B), 6 months (multifactorial ANOVA F=1.42, p=0.24 for TremZ2 genotype and F=0.53 ,
p=0.47 for Tau22, Figure S3C-D) or 12 months (Kruskal-Wallis ANOVA, p=0.13, Figure 2A-B).
Moreover, all genotypes exhibited the same number of PU.1 positive nuclei at 6 or 12 months (Figures
S3F-G and 2C-D). To further characterize the microglial activation state, we also performed a Sholl
analysis (Figure 2E-J). Analysis of the microglial ramification index in Tau22 animals indicated that the
cells adopted a more amoeboid morphology with age, a phenomenon which was significantly attenuated
in TREM2-deficient animals (Figure 2G). The classification of cells according to the ramification index
particularly revealed a significantly smaller ramification index in Tau22 mice compared to
Tau22:Trem2” at 12 months of age (Figure 2H-J). We also observed an increase in the ramification
index with age in wild-type and Trem2” animals, but no effect of TREM2 deficiency in this context
(Figure S3I-L). Overall, these data suggest a close association between the reduced microgliosis
observed in TREM2-deficient Tau22 animals and the worsening of tauopathy observed in aged animals.
Finally, we also used RT-QPCR to evaluate the expression of a set of genes involved in
neuroinflammatory processes (Figures 3, S4 and S5). Regardless of their 7rem2 genotype, 3 months-
old Tau22 mice expressed higher levels of Gfap (multifactorial ANOVA, F=21.35, p <0.001) and
Serpina3n (multifactorial ANOVA, F=18.13, p <0.001) compared to WT, two markers of reactive
astrocytes, as well as Tmem 19 (multifactorial ANOVA, F=6.31, p=0.017) and Aif] (Kruskal-Wallis
ANOVA by multiple comparison, p=0.046), two microglial markers. At this age, only Dapi?2
(multifactorial ANOVA, F=11.71,p=0.0018) and the pro-inflammatory cytokine 7nfa (multifactorial
ANOVA, F=5.75, p=0.041) were significantly down-regulated on the Tau22:Trem2”" animals compared
to Tau22 (Figure S4). At 6 months (Figure S5), only Gfap (multifactorial ANOVA, F=7.08, p=0.016)
and 7nfo (multifactorial ANOVA, F=4.751, p=0.0421) were significantly upregulated in Tau22 mice,
whether they express Trem2 or not. Consistent with our histological results, most of the microglial
markers were up-regulated in 12 month-old Tau22 animals compared to wild-type (Figure 3).
Interestingly, the markers of microglial activation towards a less homeostatic state (CD68, Dap12, Aifl,
1l-1b, TgfB, Tmemll9) were significantly down-regulated in Tau22:Trem2” animals compared to
Tau22. Of note at that age, a sex-dependent effect was observed for some genes, whose differential
expression was more accentuated in males: Cd68 (multifactorial ANOVA, F=9.16, Bonferroni post-hoc

test, p=0.0006), Aif1 (Kruskal-Wallis ANOVA by multiple comparison, p=0.027), Tgf-f (multifactorial
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ANOVA, F=6.56; Bonferroni hoc, p=0.0047) and Gfap (Kruskal-Wallis ANOVA by multiple
comparison, p=0.0034) were significantly up-regulated only in Tau22 males compared to wild-type.

Recent evidences suggest that activated microglia can regulate astrocytes reactivity (Liddelow et al.,
2017). Hence, we tested the hypothesis that reduced microglial activation in TREM2 deficient mice
could impact astrogliosis. We quantified the expression level of GFAP on immunostained sections
(Figures 4 and S6). In agreement with the literature (Laurent et al., 2016; Laurent et al., 2017;
Schindowski et al., 2006), expression of the Tau transgene induced a strong astrogliosis throughout the
hippocampus and in particular in the CAl layer (multifactorial ANOVA, F=21.075, p <0.001).
However, TREM?2 deficiency did not influence astroglial activation (Figure 4A-B). To catch potential
subtle changes in astrocyte morphology indicative of astrocyte reactivity, we also performed a Sholl
analysis of these cells and did not uncover change in complexity in Tau22:Trem2”~ animals at any time-

points tested (Figure 4C-G).

TREM?2-deficiency has a limited impact on hippocampal morphology in THY-Tau22 mice.

We next assessed whether TREM2 deficiency was associated with a faster degeneration of CAl
pyramidal neurons which strongly develop Tau pathology in this mouse model. To that aim, we
quantified the area of CA1 and the thickness of the pyramidal neurons nuclei layer as surrogate markers
of hippocampal atrophy. Already at three months, we observed a thinner CA1 pyramidal nuclei layer in
Tau22 animals independently of Trem2 genotype (multifactorial ANOVA, F=14.36, p <0.001, Figure
5A-B), reaching 17% decrease at 12 months of age (Mann Whitney, p <0.001, Figure 5E-F). The six
months' time-point showed the same tendency, although not significantly due to small sample size and
greater heterogeneity (Kruskal-Wallis ANOVA by multiple comparison, p=0.19, Figure 5C-D). This
result was corroborated by quantification of the whole CAL1 layer area, that was significantly reduced in
Tau22 mice compared to wild-type at six (multifactorial ANOVA, F=8.07, p=0.0086, Figure 5H) and
twelve months (multifactorial ANOVA, F=7.85, p=0.0075, Figure 5I) regardless of Trem2 genotype.
Interestingly, this quantification revealed a slightly higher CAl area in Tau22:Trem2” animals
compared to Tau22 at 6- (13% increase) and 12 (10% increase) months of age (Figure SH-I). These
results show that TREM2 deficiency mitigates CA1 atrophy induced by Tau pathology.

The poor performance of Tau22 mice in cognitive tests is not restored by Trem2 deficiency.

To investigate whether differences in tauopathy, neuroinflammation and neurodegeneration observed in
Tau22:Trem2” mice compared to Tau22 led to behavioural changes, we carried out a battery of
cognitive tests on these animals at the age of 10 months, as well as on wild-type and Trem2” littermate
controls. These two control groups performed equally well in all the tests, therefore showing that
TREM2 deficiency in itself had no effect on mice performance (Figure S7). Conversely, and as
expected, THY-Tau22 mice exhibited important behavioural dysfunction (Figure 6). The Phenotyper ™

did not reveal any significant difference in the basal activity between Tau22 and Tau22:Trem2” mice
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(ANOVA repeated-measures, F=1.29, p=0.27, Figure 6A), indicating that TREM?2 deficiency does not
seem to impact the overall mice activity. However, it should be noted that TREM?2 deficient mice
showed a trend toward increased activity at the beginning of the dark phase (i.e. between 11h and 17h)
and of the light phase (i.e. between 22h and 23h), and conversely a trend toward decreased activity at
the end of the dark phase (i.e. between 18h and 21h), without these differences reaching statistical
threshold. In the elevated plus maze, Tau22:Trem2” mice showed a tendency to spend more time in the
open arms (Student's t-test, p=0.063; Figure 6C). In addition, Tau22:Trem2”" mice spent significantly
more time leaning at the edges of the maze (Student's t-test, p=0.0061; Figure 6D). It should also be
noted that all mice have spent ~ 50% of the time in the open arms, thereby demonstrating a low level of
general anxiety of Tau22 mice compared to wild-type mice (Figures 6C-D and S7C-D). In the NOR
test, we did not detect any difference between Tau22 and Tau22:Trem2” mice (Student's t-test, p=0.81;
Figure 6B). In addition, none of the groups explored the novel object significantly more than the familiar
one (Student's t-test with respect to 0, p=0.12 for Tau22 mice, p=0,26 for Tau22:Trem2”"). Tau22 mice
therefore presented a memory defect at 10 months related to object recognition, which was not rescued
by TREM2 deficiency. In the MWM test, the latency to find the platform significantly decreased over
days for both groups (ANOVA repeated-measures, p <0.001; Figure 6E). Furthermore, no difference in
learning was observed between Tau22 and Tau22:Trem2” mice, showing that TREM2 deficiency has
no further effect on the learning ability in 10-month-old Tau22 mice (ANOVA repeated-measures,
p=0.65; Figure 6E). We next assessed long-term memory using a retention test performed 72 hours after
the last training day. None of the group showed a preference for the target quadrant (Student's t-test
relative to 25%, p=0.11 for Tau22 mice, p=0.26% for Tau22:Trem2”" mice; Figure 6F), showing an
overall long-term memory deficit for Tau22 mice, which was not impacted by TREM2 expression.
overall, this behavioural study showed that THY-Tau22 mice had important memory deficits at 10

months, which were neither worsened nor rescued by TREM2 deficiency.

Discussion

Deciphering the role of microglia in the progression of tauopathy is an important issue for understanding
the etiology of Alzheimer's disease and the search for new therapeutic avenues for this pathology. In
this context, the TREM2 microglial receptor is of particular importance because some of its
polymorphisms increase the risk of developing the disease (Guerreiro et al., 2013; Jonsson et al., 2013),
and TREM2 signaling has been shown to lead to the appearance of a subpopulation of microglial cells
characteristic of neurodegenerative diseases (Keren-Shaul et al., 2017). Several studies have reported
the potential of TREM2 in mouse models of tauopathy, with partially contradictory results. Here, we
investigated the effect of invalidation of Trem2 on THY-Tau22 mice, a well-characterized model of

Tauopathy. We observed an increased Tau hyperphosphorylation and a greater number of neurons
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containing aggregated forms, only in the advanced stages of the pathology. This increase in tauopathy
lesions was associated to a slight but significant decrease in microglial activation.

Based on the hypothesis that less neuroinflammation in Trem2” mice would allow a better functioning
of remaining neurons that are not affected by tauopathy, we carried out a behavioral study on 10 month-
old animals. TREM?2 deficiency having a slightly neuroprotective effect resulting in a preservation of
the volume of the CAl layer at this age (Figure 5I), we expected to observe better cognitive
performances in Tau22:Trem2” mice. The NOR and the MWM tests however showed that Trem?2
invalidation had no effect on THY-Tau22 mice memory deficits at this age (Figure 6). This suggests
that in the THY-Tau22 model, reducing microgliosis does not lead to improve function of neurons that
remain functional at 10 months of age and could be impaired by microglia-mediated neuroinflammation.
Importantly, we carried out these experiments at an age at which the deficits of the mice are maximum
(Schindowski et al., 2006; Van der Jeugd et al., 2013b). Therefore, it remains possible that the increase
Tau pathology seen in Trem2-deleted Tau22 mice, which is fairly correlated to memory deficits in this
model (Van der Jeugd et al., 2013b), cannot translate at late stage with further detrimental effects on
memory abilities. This would require additional behavioral analysis at an earlier time, i.e. when the
deficits of THY-Tau22 mice are still subtle. Importantly, we show here that Trem2” mice are not
different from wild-type mice in all the behavioral tests we have studied (Figure S7), thus ensuring that
invalidation of this gene in itself does not induce any bias that would complicate the interpretation of
these experiments.

The effect of TREM2 deficiency has already been studied in several transgenic models of pure
tauopathy. The first studies published by Jiang et al. suggest that activation of the TREM2 signaling
pathway in the PS19 transgenic line reduces neurodegeneration and hyperphosphorylation of Tau (Jiang
et al., 2014; Jiang et al., 2015). However, it is difficult to compare these results with our study, because
in the case of the work of Jiang et al., the modulation of TREM2 signaling pathway was based on
lentiviral gene transfer to overexpress or silence 7rem?2 expression in vivo. In addition, these studies did
not provide definitive proof of efficient microglial targeting by gene transfer. Other studies used a
methodology similar to ours, based on crossing tauopathic mice with 7rem?2 knockout mice, but with
different models of tauopathy. Leyns et al. showed that TREM2 deficiency leads to a decrease in
neurodegeneration and neuroinflammation in PS19 mice (Leyns et al., 2017). This is in line with our
results showing that TREM2 is involved in the microglial activation in response to tauopathy, this effect
is however less marked in our study most certainly because the microglial activation is stronger in the
PS19 model than in the THY-Tau22 model, and occurs even before the appearance of lesions
characteristic of tauopathy (Yoshiyama et al., 2007). In sharp contrast, Leyns et al. did not observe
changes in the course of tauopathy, while our data report a significant enhancement. A second study
also based on the PS19 line reports similar results on the course of tauopathy in animals deficient in
TREM2 (Trem2”), but surprisingly an increase in tauopathy in haplo-insufficient animals (7rem2*")

(Sayed et al., 2018). Bemiller et al. used the hTau mouse line which expresses all the wild-type human
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isoforms of Tau in a knockout context for the mouse Mapt gene (Andorfer et al., 2003). In this model,
TREM2 deficiency also led to a reduction in microgliosis, but also to an increase in
hyperphosphorylation and aggregation of Tau in the cortex (Bemiller et al., 2017), contrarily to what
was observed in the PS19 transgenic line. This is in line with our own results and strongly suggests that
a decrease in microglial activation induces an increase in tauopathy lesions which can be explained in
several ways. The absence of microglial activation may lead to an acceleration of tauopathy in neurons
by a modification of the crosstalk between these two cell types, which is known to take place by multiple
signaling pathways such as neurotransmitters, cytokines, or purinergic receptors (De Schepper et al.,
2020). Alternatively, it is possible that the decrease in microglial activation slows the clearance of
damaged and dysfunctional Tau-bearing neurons. The fact that we observe a slight increase in the
surface area of CAl in the present study (Figure 5G-I) and a decrease in the expression of markers of
microglial activation (Figure 3) is rather in favor of this last hypothesis which is further reinforced by
the fact that the microglia are able to phagocytose pathological species of the Tau protein (Hopp et al.,
2018). A strong astrogliosis occurs in THY-Tau22 mice, as we have shown here (Figures 4 and S6) and
previously (Laurent et al., 2017; Schindowski et al., 2006). This astrogliosis was unchanged in
Tau22:Trem2”" mice suggesting that microglial homeostatic state has no effect on astrocyte activation
in THY-Tau22 mice, excluding a role of the TREM2 signalling pathway in this context.

Initially, the role of TREM2 in AD was studied in animal models of amyloidosis (Jay et al., 2017; Jay
et al., 2015; Parhizkar et al., 2019; Wang et al., 2015; Wang et al., 2016; Yuan et al., 2016), because it
has long been known that reactive microglia are found in the immediate vicinity of senile plaques.
Although the first published studies initially seemed to report conflicting results, there now seems to be
a consensus that TREM2 engagement contributes to the maintenance of microglial metabolism in an
active state that allows these cells to contain the progression of the amyloid load by compacting senile
plaques (Ulland et al., 2017; Wang et al., 2016). Very interestingly, a recent publication reports the
effect of TREM2 deficiency in a model exhibiting both B-amyloid accumulation and lesions
characteristic of tauopathy obtained by injection of patients' brain extracts into APPPS1-21 mice (Leyns
et al., 2019). This study suggests that microglia could be a major player in the link between amyloid
load and the progression of tauopathy. TREM2, by allowing the activation of microglia leading to the
compaction of plaques (McQuade et al., 2020; Wang et al., 2016), would slow down this phenomenon.
In this hypothesis, it appears rational to develop TREM?2 agonists in order to explore new therapeutic
avenues for AD (Cignarella et al., 2020; Price et al., 2020; Wang et al., 2020). On the other hand, the
effects of TREM2 deficiency that we describe here, or those described by others (Leyns et al., 2017), in
a context of pure tauopathy suggest that activating TREM2 could lead to a deleterious increase in
microglial activation subsequent to tauopathy. To validate a therapeutic strategy targeting microglia and
its TREM2 receptor, it therefore appears crucial to study its effects in pure models of either amyloid 8

accumulation or tauopathy but also in mixed models presenting these two types of lesions.
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Figure and legends
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Figure 1: TREM? deficiency led to an increase in Tau phosphorylation and aggregation at 12 months

in Tau22 mice. Immunofluorescence labelling of the CAl layer of the hippocampus using the human
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phospho-Tau specific epitopes AT8 (A) and pSerd22 (C). Fluorescent signal intensity of the whole CAl
layer was quantified using Image] (B, D). Tau misconformation was revealed by AT100
immunohistochemical staining (E) and positive neurons were manually counted in each group (F).
Mature aggregates were detected using Gallyas staining (G) and manually counted in each group (H).
Consistency of THY-Tau22 trangene expression among groups was assessed by RT-QPCR on the
human MAPT gene on hippocampal samples, and showed that Trem?2 genotype did not modify transgene
expression (I). Results were normalised by expression of the housekeeping genes Gapdh and Ppia. Data

represents mean + SEM. Scale bar: 200 pm.
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Figure 2: Morphological characterization of microglia in 12 month-old mice showed a reduced
microglial activation in Taul2:Trem2” animals. (A) Representative micrographs of Ibal
immunofluorescence and (B) quantification of the signal of wild-type, Trem2”, Tau22 and
Tau22:Trem2” animals. (C) Representative micrographs of PU.1 immunohistochemical staining and

(D) PU.1 positive nuclei counts in wild-type, Trem2”, Tau22 and Tau22:Trem2” animals. (E)
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Representative confocal image of an Ibal stained microglia (left) and corresponding binarization (right)
for Sholl analysis. The formula for calculating the ramification index is summarized on the right. (F)
Representative confocal images of Tau22 and Tau22:Trem2”" microglia. Data in B and D represents
mean + SEM. (G-J) Sholl analysis of microglial morphology in the CA1 layer based on Ibal staining
for Tau22 and Tau:Trem2”~ animals at 3-, 6- and 12 months of age. A significant decrease in the
morphology of microglial complexity is observed with age in both groups although to a lesser extent in
Tau22:Trem2”- animals. Consequently microglia have a significantly less amoeboid phenotype in
Tau22:Trem2” mice compared to Tau22 at 12 months of age. Scale bars: 200um in A (left), 50um in A
(right) and C, 10pm in E and F.
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Figure 3: Level of expression of neuroinflammatory genes quantified by RT-QPCR at twelve months of

age. mRNA were extracted from total hippocampus. Results were normalized using Gapdh and Ppia

housekeeping genes expression. Statistical data reported in black refers to the effect of THY-Tau22

transgene expression, and in red refers to differences between Trem2™* and Trem2” mice,

independently of the THY-Tau22 genotype. Data are presented as mean = SEM. $: p=0.0011
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Figure 4: The strong astrogliosis occuring in Tau22 mice was not affected by TREM?2 deficiency. (A)

GFAP immunofluorescence showing the strong astrogliosis induced by expression of the THY-Tau22

transgene in the CA1 layer of 12 months-old animals. (B) Quantification of GFAP immunofluorescence

in CA1 layer. (C) Representative confocal images of GFAP immunofluorescence used for Sholl analysis

of astrocytes morphology. (D-G) Sholl analysis of astrocytic morphology in the CA1 layer based on

GFAP staining for Tau22 and Tau22:Trem2” animals at 3-, 6- and 12 months of age. Repartition of the

ramification (RI) is similar in the two groups at 3-, 6- and 12 months of age (E-G), indicating that

astrogliosis is similar between Tau22 and Tau22:Trem2”" animals. Scale bar : 200pum in A (left), 50um

in A (right), 20um in C.
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Figure 5: Assessment of neuronal degeneration in the CAI layer of the hippocampus at 3, 6 and 12
months. Representative epifluorescence micrographs showing DAPI-stained nuclei in wild-type, Trem2

”, Tau22 and Tau22:Trem2” animals at 3- (A), 6- (C) and 12 months. (E). Quantification of pyramidal
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nuclei layer thickness at 3- (B), 6- (D) and 12 months (F) showed a significant cell loss in THY-Tau22
expressing mice and no effect of TREM?2 deficiency. Atrophy was estimated by quantification of CA1
area on coronal sections (G-I). In accordance with measurement of pyramidal neuronal nuclei layer
thickness, a significant atrophy was detected in Tau22 mice at 6- (H) and 12 months (I). At both time-
points, CA1 area was partially protected from shrinkage in TREM?2 deficient mice (H-1, p=0.0763 at 12

months). Data represents mean + SEM. Scale bar: 20 um.
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Figure S1: TREM? deficiency did not induce any difference in the phosphorylation or aggregation of
Tau in Tau22 mice at 3 and 6 months of age. (A, C, E) Immunolabeling of AT8 (A), pSer422 (C) and
AT100 (E) in the CAl layer of the hippocampus of Tau22 (left panels) and Tau22:Trem2” animals
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(right panels) at 3 and 6 months. (B, D, F) Quantification of AT8 (B), pSer422 (D) and AT100 (F)
immunolabeling. Expression of the human MAPT gene at 3 (G) and 6 months (H), quantified by RT-
QPCR in the hippocampus of Tau22 and Tau22:Trem2”" animals. Data were normalised using Gapdh

and Ppia housekeeping genes expression. Data are presented as mean + SEM. Scale bars: 200 pm.
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Figure S2: Quantification of tauopathy markers in the CAl layer of the hippocampus of Tau22 and
Tau22:Trem2” animals at 12 months of age. These data are the same as those presented in figure 1, here
making a stratification of the different groups by sex (F: females; M: males). Data are presented as mean

+ SEM.
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Figure S3: Quantification of microgliosis in Tau22 and Tau22:Trem2”" mice at 3 and 6 months of age
and Sholl analysis of the wild-type and Trem2™ control groups. (A-D) Representative images of Ibal
immunolabeling at 3- (A) and 6 months of age (B) and respective quantification of the

immunofluorescence signl (B, D). (E) Quantification of Ibal immunofluorescence in the CA1l layer of
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the hippocampus at 12 months of age for the four different genotypes. These data are the same as those
presented in figure 2B, here making a stratification of the different groups by sex (F: females; M: males).
(F) Immunohistochemical staining of PU.1 positive nuclei of microglia in the CAl layer of 6 month-old
mice. (G) Nuclei counts of PU.1 positive nuclei of microglia in the CA1 layer of 6 month-old mice. (H)
Nuclei counts of PU.1 positive nuclei of microglia in the CA1 layer of 12 month-old mice. These data
are the same as those presented in figure 2D, here making a stratification of the different groups by sex.
(I-L) Sholl analysis of microglial morphology in the CA1 layer based on Ibal staining for wild-type and
Trem2”~ animals at 3-, 6- and 12 months of age. A significant decrease with age in the morphology of
microglial complexity is observed in both control groups, although to a lesser extent in Trem2”~ animals.
Consequently microglia have a significantly less amoeboid phenotype in Trem2-/- mice compared to
wild-type at 12 months of age (I, L). Data in B, D ,E and G are presented as mean £+ SEM. RI:
ramification index. Scale bars: 200 um in A and C (left), 50um in A, C (right) and in F.
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Figure §4: Level of expression of neuroinflammatory genes quantified by RT-QPCR at 3 months of age.
mRNA were extracted from total hippocampus. Results were normalized using Gapdh and Ppia
housekeeping genes expression. Statistical data reported in black refers to the effect of THY-Tau22
transgene expression, and in red to differences between Trem2*™* and Trem2”~ mice, independently of

the THY-Tau22 genotype. Data are presented as mean + SEM.
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Figure 85: Level of expression of neuroinflammatory genes quantified by RT-QPCR at 6 months of age.

mRNA were extracted from total hippoocampus. Results were normalized using Gapdh and Ppia

housekeeping genes expression. Statistical data reported in black refers to the effect of THY-Tau22

transgene expression, and in red refers to differences between Trem2™* and Trem2” mice,

independently of the THY-Tau22 genotype. Data are presented as mean + SEM.
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Figure S6: Quantification of astrogliosis in Tau22 and Tau22:Trem2” mice at 3 and 6 months of age
and Sholl analysis of wild-type and Trem2™” control groups. (A-D) Representative images of GFAP
immunolabeling at 3- (A) and 6-months (B) of age and respective quantification of the
immunofluorescence signl (B, D). (E) Quantification of GFAP immunofluorescence in the CA1 layer
of the hippocampus at 12 months of age for the four different genotypes. These data are the same as
those presented in figure 3B, here making a stratification of the different groups by sex (F: females; M:
males). (F-I) Sholl analysis of astroglial morphology in the CA1 layer based on GFAP staining for wild-
type and Trem2” animals at 3-, 6- and 12 months of age. This analysis did not reveal any significant
alteration of astrocytes' morphology due to TREM2 deficiency. RI: ramification index. Scale bars : 200
pm in A and C (right), 50 um in A and C (left).
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Figure S7: Control groups wild-type and Trem2” show normal and equivalent performance in
behavioral tests. (A) Spontaneous activity during the circadian cycle using an activity cage (Phenotyper)
showed no difference in basal activity during the day (ANOVA by repeated measurement; F=0.67,
p=0,42; A, white area of the graph), but wild-type mice presented less activity at night (ANOVA
repeated-measures, F=4.90, p=0.039; A, grey area of the graph). (C, D) Anxiety was assessed with the
Elevated Plus Maze test (EPM). TREM2 deficiency had no effect on the time spent in the open arms
(Student t-test, p=0.96, C), as well as on the time spent leaning above the edge of the open arms
(Student's t-test, p=0.29; D). Memory was evaluated using a novel object recognition (NOR) test in a

V-maze set-up (Puighermanal et al., 2009). Both groups showed normal performance resulting in
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significantly more exploration of the new object resulting in a discrimination above 0 (Student's t-test
against 0, p <0.001 for WT mice, p=0.027 for Trem2”" mice) which was not different between wild-type
and Trem2”" mice (Student's t-test, p=0.38; B). (E, F) Long-term spatial memory was evaluated with the
Morris Water Maze (MWM). During the learning phase, the time to find the platform was significantly
reduced over days for all mice (ANOVA by repeated measurements, F=22.29, p <0.001; E), which
confirms that the mice were able to recall equally the platform position (ANOVA repeated measures,
p=0.65 wild-type vs Trem2”"; E). A retention test was performed 72 hours after the last training day to
evaluate long-term memory (F). Both wild-type and Trem2” mice spent significantly more time in the
target quadrant (Student's t-test versus 25%, p=0.002 for wild-type mice and p=0.0015 for Trem2” mice,

thus showing no long-term memory deficit at 10 months of age.
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Discussion




Discussion

1 Implication de la microglie et de son récepteur TREM?2 |la tauopathie

La protéine Tau hyperphosphorylée et agrégée est une caractéristique majeure de plusieurs
pathologies communément nommées tauopathies. Ces tauopathies incluent notamment la MA et
d’autres pathologies telles que la DCB, la DFT ou encore la PSP. Aujourd’hui encore les mécanismes
sous-jacents de cette pathologie sont mal compris mais de plus en plus de données indiquent que la
neuroinflammation pourrait jouer un réle critique dans la physiopathologie de la pathologie Tau.
Plusieurs polymorphismes dans des génes impliqués dans la réponse immunitaire ont notamment été
décrits comme des facteurs de risques dans la MA (Jansen et al., 2019; Kunkle et al., 2019; Lambert et
al., 2013; Marioni et al., 2018). Parmi ces polymorphismes, plusieurs variants du géne TREM2 ont été
fortement associés avec la MA (Guerreiro et al., 2013; Jonsson et al., 2013) mais également avec
d’autres Tauopathies comme la DFT (Borroni et al., 2014; Thelen et al., 2014). Ces polymorphismes du
géne TREM2 peuvent entrainer une perte de fonction partielle de ce récepteur (Songetal., 2018; Wang
etal., 2015). Il est doncintéressant d’étudier I'impact de l'invalidation du gene Trem2 dans le cadre de
la Tauopathie.

Cette question a été abordée par notre équipe au cours d’'une étude menée dans un modeéle de
tauopathie progressif, le modele THY-Tau22 (Schindowski et al., 2006a) dans lequel le récepteur
TREM?2 a été délété par la création de lignée double transgénique THY-Tau22 : Trem27". La création de
cette lignée a permis d’étudier I'impact de la déficience en TREM2 a des stades précoces de la
pathologie Tau (3 mois) jusqu’a des stades plus tardifs (6 et 12 mois) auxquels apparaissent les
premiers défauts de mémoire non-spatiale et la neurodégénerescence. Une étude morphologique
associée a |"évaluation par gPCR de marqueurs microgliaux nous a permis de mettre en évidence que
la déficience en TREM2 entraine un défaut d’activation microgliale. Ce défaut d’activation microgliale
est associé a une augmentation de la pathologie Tau et une légére augmentation de la surface CAl.
Ces résultats corroborent les résultats obtenus par I’'équipe de Bemiller et coll. chez des souris hTau
déficientes en TREM2 exprimant les 6 isoformes de la protéine Tau humaine dans un contexte de
délétion du géne murin Mapt (Andorfer et al., 2003). Dans cette étude, les auteurs rapportent que la
déficience en TREM2, dans leur modele, entraine une accélération et une augmentation de
I’hyperphosphorylation de la protéine Tau. Ces données suggerent que la déficience en TREM2
entraine une diminution de I’activation microgliale qui induit par la suite une augmentation de la

pathologie Tau.
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Ce phénomene peut-étre expliqué par une modification de la communication entre les neurones et la
microglie qui pourrait impliquer la signalisation purinergique, des cytokines, des neurotransmetteurs
ou encore des neuropeptides (De Schepper et al., 2020). Cette altération de la communication pourrait
conduire a une modification du métabolisme neuronal et notamment un déséquilibre entre les kinases
et les phosphatases impliquées dans la modification de Tau induisant une hyperphosphorylation de la
protéine. Ce phénomeéne a été observé par I'équipe de Bemiller et coll. chez des souris hTau agées de
6mois chez qui la déficience en TREM2 entraine une augmentation des voies de signalisation JNK, ERK
et GSK-3R (Bemiller et al., 2017) impliquées dans la phosphorylation de Tau (pour revue : Martin et al.,
2011). Il serait intéressant de confirmer ces résultats dans notre modele en étudiant I'activité de ces
voies de signalisation par western blot sur les souris THY-Tau22 : Trem2”".

Cette augmentation de la pathologie Tau pourrait également refléter une diminution de I’élimination
des neurones affectés par la tauopathie. La cause de la mort des neurones dans les tauopathies n’est
pas encore clairement définie. Une étude in vitro récente a pu mettre en évidence que les neurones
affectés par des oligoméres provenant de cerveaux de souris P301S (exprimant la protéine Tau
humaine portant la mutation P301S) peuvent rester en vie (Brelstaff et al., 2018). Ces neurones vont
en revanche produire de grande quantité de ROS qui vont induire |'exposition extra-cellulaire d’une
grande quantité de phosphatidylsérines, cette exposition est considérée par la microglie comme un
sighal « eat-me » par la microglie (Brown and Neher, 2014). De fagon intéressante, ces
phosphatidylsérines sont reconnues par le récepteur TREM2 (cf. introduction $3.4.2.2) et la déficience
de ce récepteur dans le modeéle THY-Tau22 : Trem2” pourrait expliquer une diminution d’élimination
par la phagocytose des neurones atteints par la pathologie Tau. La phagocytose des neurones peut
étre étudiée in vitro a I'aide de co-culture de neurones et de lignées microgliales (B2V) ou encore des
cellules microgliales provenant de cultures primaires comme dans I’étude de Brelstaff et coll. (Brelstaff
et al.,, 2018). Récemment, McQuade et Coll. (McQuade et al., 2018) ont développé un protocole
simplifié qui permet I’obtention d’'un modele d’étude sur cellules humaines que nous pourrions mettre
en place au laboratoire pour étudier la phagocytose microgliale. L'équipe de Blurton-Jones a
également mis en place un protocole dans ce modele permettant la délétion in cellulo de TREM2 a
|"aide de la technologie CRISPR (McQuade et al., 2020). L'utilisation de ces techniques nous permettrait
d’étudier la phagocytose de neurones porteurs de la pathologie Tau en fonction de I'expression de
TREM2.

L’amélioration constante des techniques d’'imagerie comme I'imagerie 3-photons pourrait également
permettre I'analyse de la phagocytose des neurones Tau positifs par la microglie in vivo en fonction de
I’expression de TREM2. Pour cela il faudrait mettre en place une étude chez des souris Cx3cr1-GFP, qui

expriment la GFP dans les cellules microgliales au niveau cérébral, croisées avec des souris déficientes
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en TREM2. Afin de pouvoir visualiser les neurones Tau positifs, la tauopathie pourrait étre induite par
une injection de vecteurs rAAV codant pour la protéine Tau taguée avec un fluorophore tel qu'une
protéine fluorescente rouge sous contréle d’'un promoteur neuronal. La tauopathie pourrait
également étre induite par l'injection de fibrilles de Tau purifiée marquées avec un fluorophore
sensible au pH (pHrodo, Thermofisher Scientific). Ce senseur de pH utilisé couramment pour étudier
la phagocytose in vitro n’émet pas de fluorescence en condition de pH neutre et émet une forte
fluorescence en milieu acide comme dans les autophagolysosomes formés au cours du processus

d’autophagie.

Ainsi notre étude des souris THY-Tau22:Trem2”- a mis en évidence qu’une diminution de I'activation
microgliale pouvaitimpacter la progression de la tauopathie. Cette augmentation de la pathologie peut
étre corrélée avec une augmentation de la propagation de la pathologie. Dans le modele THY-Tau22
I’expression neuronale de la protéine Tau humaine est présente dans l'ensemble des régions
cérébrales et rend I'étude de la propagation compliquée, c’est pourquoi nous avons par la suite
souhaité mettre au point des modeles murins permettant I'étude de la propagation des formes

pathologiques de la protéine Tau.

2 Deéveloppement de nouveaux modeles de tauopathie

2.1 Mise en place d’'un modele de tauopathie pure dans la rétine

De nombreuses équipes cherchent aujourd’hui a comprendre les mécanismes impliqués dans la
propagation de la Tauopathie entrainant ainsi la mise en place de nombreux modéles de propagation
(cf. introduction $3.4). Cependant, comme il a été décrit précédemment chacun de ces modeéles
présente ses avantages et ses inconvénients, et nous avons décidé de créer un nouveau modele de
propagation de la protéine Tau par transfert de géne médié par les rAAVs. Afin de nous affranchir de
difficultés d’interprétation liées a la complexité des connexions entre les neurones, nous avons choisi
de mettre en place ce nouveau modeéle dans les voies visuelles. Le premier relai de cette voie est
composé d’une voie de connexion démarrant dans les RGCs jusqu’au colliculus supérieur.

L'injection de rAAV codant pour la protéine Tau dans la chambre vitréenne permet |’expression
de la protéine Tau humaine dans les RGCs mais également dans leurs axones qui forment le nerf
optique et dans les colliculi supérieurs qui regoivent 90 a 95% des axones provenant des RGCs (Ellis et
al., 2016). L'expression de transgeéne est accompagnée d’une forte gliose a un mois post-injection,
résolue a 3 mois post-injection. Cette inflammation n’est pas directement liée a I'expression de la
protéine Tau car elle est également retrouvée dans le groupe injecté avec les vecteurs contréles qui

codent la GFP. Cette inflammation peut également étre liée au geste chirurgical et une étude de
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I'inflammation sur des souris injectées avec du PBS nous permettrait de mesurer I'inflammation liée a
chacun des transgénes.

A trois mois post-injection, une accumulation de la forme phosphorylée de la protéine Tau est
retrouvée au niveau des soma des RGCs. Cette accumulation entraine une neurodégénerescence des
RGCs visible dans la rétine par comptage des noyaux Brn3a+ mais également dans les colliculi
supérieurs par quantification de l'immunoréactivité ESRRRB. Cependant, nous n’avons pas pu mettre en
évidence de propagation de la protéine Tau dans les cellules cibles des RGCs présentes dans les colliculi
supérieurs.

Il est possible que la propagation de la protéine Tau soit un phénomeéne discret que les méthodes
d’analyses utilisées ne permettent pas de quantifier. Pour évaluer la propagation, nous observons la
présence de neurones V5 positifs au niveau des colliculi supérieurs, des corps genouillés latéraux et du
cortex visuel primaire. Cependant le Tag V5 est situé dans la partie N-terminale de la séquence de la
protéine Tau et nous ne pouvons pas exclure que la protéine Tau soit tronquée pour se propager d’un
neurone a |I'autre ou encore que les PTMs modifient le repliement de la protéine Tau et bloquent ainsi
I'acces a la séquence V5 reconnue par I'anticorps. Il serait intéressant d’évaluer les formes de Tau
présentes dans la rétine mais aussi dans les corps genouillés latéraux et les colliculi supérieurs et méme
le cortex visuel primaire par des analyses biochimique. Une premiere analyse simple pourrait étre
réalisée par des technique de western blot afin de détecter la protéine Tau a I'aide de son Tag V5 mais
aussi de marqueurs spécifiques de la protéine Tau humaine comme I’anticorps TauC qui détecte une
séquence placée en c-terminale de la protéine Tau (Ueno et al., 2007) dans des extraits protéiques
provenant des différentes régions citées ci-dessus. Une caractérisation plus compléte des formes de
Tau présentes et de leurs modifications post-traductionnelles pourrait étre apportée a I'aide du
protocole FLEXITau (full-lengh expressed stable isotope labeled Tau) développé par I’équipe de Judith
A. Steen (Mair et al., 2016). Cette technique quantitative utilisant la spectrométrie de Masse a haut
débit fournit une information quantitative non biaisée des PTM présentes sur la protéine Tau dans des
extraits provenant de patients (Wesseling et al., 2020). Cependant cette méthode n’est actuellement

maitrisée que par une seule équipe et n’a pas encore été testée sur des tissus murins.

2.2 Nouveau modele de propagation dans le gyrus denté

L'objectif de ce projet étant d’étudier la propagation de la protéine Tau entre neurones connectés, et
qgue le modele développé dans les voies visuelles ne permet pas d’induire ce phénoméne de
propagation, nous avons développé un nouveau modele dans le gyrus denté. Ce modéle basé sur les
travaux de Schultz et coll. permet d’induire un phénoméne de propagation de la protéine Tau entre le

gyrus denté injecté et le gyrus denté contralatéral en 8 semaines (Schultz et al., 2018).
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Avec ce modele nous avons développé un nouvel outil, le vecteur AAV-GFP-P2A-TauV5 qui permet
I'identification des neurones transduits par les vecteurs viraux mais aussi la localisation de la protéine
Tau qui se propage de neurone en neurone. L'injection de ces vecteurs rAAV-GFP-P2A-TauV5 dans le
gyrus denté permet d’induire une co-expression des transgenes eGFP et Tau-V5 dans les neurones de
la couche polymorphique et de la couche granulaire du gyrus injecté (figure 25B). Une propagation est
également mise en évidence dans le gyrus denté contralatéral mais également dans les régions
CA1 /CA2/ CA3 de I'hippocampe (figure 25C).

L’observation de cellules V5 positives-GFP négatives au niveau du site d’injection suggére une
propagation de la protéine Tau de proche en proche. Une quantification de ces cellules pourrait nous
permettre d’évaluer cette propagation. Cette quantification pourrait étre réalisée en comptant les
neurones V5 positifs-GFP négatifs et en normalisant le résultat par le nombre de neurones V5 positifs-
GFP positifs dans une région d’intérét. Cette technique a été appliquée dans I'étude de Wegmann et
coll. dans un nouveau modele de propagation de la protéine Tau utilisant également un vecteur rAAV-
GFP-P2A-Tau (Wegmann et al., 2019). Cependant, du fait de l'intensité du signal GFP, il est parfois
difficile de différencier deux neurones notamment dans la couche granulaire du gyrus denté. Pour
pallier a ce probleme technique il serait également possible d’étudier cette propagation de proche en
proche avec une technique de cytométrie en flux apres dissociation des cellules et marquage du Tag
V5. L'utilisation de cette technique nécessite la perméabilisation des cellules isolées afin de marquer
I’étiquette V5 présente sur la protéine Tau. De plus, il est nécessaire de vérifier que la présence de la
protéine Tau du c6té contralatéral est bien due a une propagation de la protéine Tau entre les
neurones et pas a une transduction des neurones. Pour vérifier cela, une analyse des tissus par
hybridation in situ est en cours de réalisation afin de confirmer que les neurones qui sont uniquement
V5 positifs ne sont pas transduits.

Au cours du développement de ce modeéle, plusieurs doses ont été testées et bien qu’une plus
grande quantité de virus injecté induise une propagation plus importante de la protéine Tau-V5, la plus
faible dose a été retenue pour la suite des expériences. Ce choix a été fait au vu des résultats obtenus
dans le laboratoire au moment de la mise en place du modele. Certaines expériences de
caractérisations de ces constructions ont en effet révélé une forte toxicité des vecteurs exprimant la
protéine Tau sous contréle d’'un promoteur SYN2. Ainsi, nous avons fait le choix d’utiliser la dose la
plus faible de vecteur dans le but d’observer un phénomene de propagation sans induire une toxicité
trop importante.

Les premiers résultats obtenus avec ce modéle doivent encore étre complétés afin de répondre a
plusieurs questions restées en suspens. Une caractérisation par immunofluorescence de la protéine
Tau qui s'est propagée dans I'hémisphére contralatérale est en cours. Cependant, il est possible que la

sensibilité de cette méthode soit trop faible pour caractériser une propagation limitée de la protéine
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Tau. Ainsi il serait intéressant d’utiliser d’autres méthodes biochimiques plus sensibles telles que le
western Blot avec différents marqueurs de la protéine Tau. Une caractérisation de Ia
neuroinflammation est également en cours avec des immuomarquages dirigés contre les marqueurs
GFAP et Ibal. Pour finir, cette étude sera complétée par I'analyse de la toxicité des vecteurs a I'aide
du marqueur NeuN.

En conclusion, I'injection de vecteurs rAAV-GFP-P2A-Tau dans la couche polymorphique du gyrus
denté permet I'expression de la protéine Tau et de I’eGFP dans les cellules du gyrus denté et induit la

propagation de la protéine Tau du c6té contralatéral.

2.3 Mise en parallele des deux modeles

Dans ces deux modeles, la technique de transfert de genes a 'aide de vecteurs rAAV est utilisée. Dans
les voies visuelles, un vecteur rAAV codant la protéine Tau humaine 1N4R taguée par le peptide V5
sous controle du promoteur SNCG est injecté dans la chambre vitréenne de I'ceil pour transduire les
cellules ganglionnaires de la rétine. Dans le modéle mis en place dans le gyrus denté, un vecteur rAAV
permettant I'expression de la protéine eGFP et de la protéine Tau V5 sous controle d’'un promoteur
SYN2 est utilisé. Bien que ces deux modeles soient développés de fagon similaire et entraine une
pathologie Tau similaire au niveau du site d’injection, une propagation de la protéine Tau est observée
dans le modele mis en place dans le gyrus denté mais pas dans le modéle de tauopathie focale induit
dans les voies visuelles.
Ce résultat pourrait étre lié a la vulnérabilité sélective des neurones ou des régions affectés par la
pathologie Tau. Cette vulnérabilité peut étre liée a des facteurs intrinseques tels que des différences
d’expression génétique au niveau cellulaire (Allen et al., 2018; Leng et al., 2021). |l serait intéressant
de comparer les transcriptomes des cellules présentes dans les colliculi supérieurs et des cellules
moussues et granulaires du gyrus denté recevant les afférences des cellules transduites par les
vecteurs rAAVs. Les génes différentiellement exprimés entre ces populations neuronales pourraient
aider a mettre en évidence certains génes impliqués dans la vulnérabilité des populations neuronales
déja décrits dans la littérature comme potentiellement impliqués dans les tauopathies et ainsi mieux
comprendre les différences observées entre les deux modeéles. Cette analyse peut également
permettre I'identification de nouveaux genes impliqués dans la vulnérabilité des régions. Cette analyse
pourrait in fine permettre de mieux comprendre les facteurs intrinseques responsables de la
vulnérabilité sélective des populations et proposer de nouvelles pistes thérapeutiques permettant de
bloquer la propagation de la protéine Tau.

La vulnérabilité sélective des neurones a la tauopathie peut également étre liée au

microenvironnement. Certaines études ont, en effet, mis en évidence une implication de certains
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composants de la matrice extracellulaire (MEC) dans la modulation de la propagation de la protéine
Tau. Dans le cerveau adulte la MEC est spécifiquement composée de HSPG, d’acide hyaluronique et
de protéoglycanes de sulfate de chondrotoines (CSPG). Les CSPG forment des agrégats de MEC autour
des neurones appelés réseaux périneuronaux (perineuronal nets PNN). Ces réseaux périneuronaux
sont impliqués dans plusieurs fonctions telles que la régulation de la plasticité synaptique, la
stabilisation des synapses, ou encore la protection des neurones vis-a-vis du stress oxydatifs et des
neurotoxines (Reichelt et al., 2019). Certaines études ont mis en évidence que les neurones entourés
de ces PNN semblent protéger de la pathologie Tau et contenir la pathologie dans les neurones affectés
(Lendvai et al., 2013; Morawski et al., 2010; Suttkus et al., 2016). Il est possible que ces réseaux soient
capables de piéger la protéine Tau dans les colliculi supérieurs dans le modéle mis en place dans les
voies visuelles et ainsi empécher sa propagation de cellule a cellule. Cette hypothése est confortée par
I'observation de la perte de la MEC chez les patients atteints de MA (Baig et al., 2005; Lendvai et al.,
2013). Une caractérisation de ces réseaux perineuronaux au niveau des synapses des neurones
transduits dans les deux modeles développés permettrait peut-étre de comprendre I'absence de
propagation de Tau dans le modele de tauopathie mis en place dans les voies visuelles. Cette
caractérisation peut étre faite par des techniques d’immunohistochimie a I'aide de marqueurs
spécifiques tels que la WFA (Wisteria floribunda aggltuin) et les anticorps Cat-315 et AB1031 dirigés

contre I'aggrécane (composant majoritaire des PNN).

3 Influence de la microglie dans les modeles développés

Les résultats obtenus lors des études GWAS suggérent que la microglie pourrait jouer un réle
important dans le développement de la MA. La microglie pourrait notamment jouer un réle dans la
propagation de la pathologie Tau (cf. introduction $4.4.3). Afin de comprendre ce rdle nous avons
appliqué les modeles d’injection de vecteurs rAVV dans les voies visuelles et le gyrus denté a des souris

dans lesquels le fonctionnement de la microglie est perturbé.
3.1 Influence de la déficience en TREM?2

Pour commencer, les modeles créés au cours de ce projet ont été appliqués a des animaux déficients
en TREM2.

Chez les animaux ayant regu une injection intravitréenne de vecteurs rAAVs, les premiéeres analyses
réveélent un délai d’activation microgliale chez les animaux ayant 1 seule ou aucune copie de Trem2.
Ces analyses ont été réalisées par quantification de la densité intégrée de fluorescence du marquage
Ibal sur la couche ganglionnaire de la rétine et pourrait étre complétée par une quantification des
cytokines sécrétées par la microglie lorsqu’elle est activée comme I'll-1R ou encore le TNFa afin de

mieux caractériser son état d’activation.
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La quantification de la neurodégénerescence par le comptage des cellules ganglionnaires révele une
diminution de la neurotoxicité liée a la protéine Tau chez les souris déficientes en TREM2. Ces résultats
sont en accord avec les observations réalisées précédemment dans le modéle THY-Tau22 : Trem2” et
renforcent I’hypothése que la tauopathie entraine un état d’activation chronique de la microglie
délétére pour les neurones. Cette hypothése a déja été testée dans la rétine et les résultats de I'étude
rapportent que I'inhibition de la microglie a I'aide de traitement pharmaceutique (minocycline) ou son
ablation par PLX5622 permet de diminuer la dégénérescence des RGCs dans différents contextes
d’occlusion veineuse ou d’excitotoxicité (Jovanovic et al., 2020; Takeda et al., 2018; Todd et al., 2019).
Plusieurs études suggerent que la microglie activée peut réguler I’activation astrocytaire notamment
par la sécrétion des cytokines 1L-1a, TNF et Clqg (Liddelow et al., 2017). Nous avons donc analysé
I'impact de la déficience en TREM2 sur I'activation astrocytaire. Les résultats de cette quantification
ont révélé une forte activation astrocytaire dans tous les groupes a un mois post-injection, ce qui
suggére que la déficience en TREM2 n’a pas d’effet sur I'activation astrocytaire. Cependant a trois mois
post-injection I'astrogliose n’est observée que pour le groupe Trem2**. Il semble ainsi que a la suite
de lI'inflammation aigilie induite par I'injection de vecteurs viraux, il existe une fenétre temporelle
durant laquelle I'astrogliose peut étre maintenue par la microglie via son récepteur TREM2 a la suite
de son activation par la pathologie Tau. Cependant, dans cette étude I'évaluation de I’activation
astrocytaire est basée sur le seul marqueur GFAP qui seul ne permet pas de qualifier les astrocytes de
réactifs (Escartin et al., 2021) et il faudrait associer cette évaluation avec d’autre marqueurs
moléculaires comme par exemple la vimentine.

Ainsi les données acquises dans le modeéle d’injection intravitréenne suggerent que la déficience en
TREM2 retarde |’activation microgliale. Cette diminution de I’activation microgliale entraine une
diminution de I'astrogliose et protege les cellules ganglionnaires de la rétine de la toxicité induite par
la tauopathie.

L'effet de la déficience en TREM2 sur la propagation de la protéine Tau a été étudiée par
I’application du modéle de tauopathie mis en place dans le gyrus denté a des souris Trem2”. Les
premiers résultats obtenus avec ce modele suggérent que la déficience en TREM2 peut favoriser la
propagation distale de la protéine Tau a trois mois post-injection. A six mois post-injection, il n’y a plus
de différence dans lI'indice de propagation mesuré en contralatéral, cependant du c6té ipsilatéral, la
propagation proximale de la protéine Tau semble |égerement augmentée chez les souris déficientes
en TREM2. |l est possible que les résultats observés a 3- et 6- mois post injections révelent différents
mécanismes mis en place en réponse a la présence de la protéine Tau. Il est alors possible d’envisager
que du coté ipsilatéral, les cellules microgliales déficientes en TREM2 présentent un défaut de
phagocytose des cellules mortes a la suite de la tauopathie et d’élimination des neurones affectés mais

vivants, ce qui pourrait expliquer I'augmentation de la propagation proximale de la protéine Tau a 6
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mois post-injection. Au niveau contralatéral, trés peu de cellules sont V5 positives et il est possible que
les astrocytes aient pris le relais de la microglie afin d’éliminer les cellules V5 positives en souffrance.
Le délai d’activation des astrocytes peut étre expliqué par les résultats obtenus dans le modele
d’injection intravitréenne. Ces résultats montrent que le défaut d’activation microgliale peut entrainer
une diminution de l'astrogliose. Cette hypothése est appuyée par une étude récente révélant que la
phagocytose des cellules mortes est réalisée par la microglie et les astrocytes de fagon synchronisée
et orchestrée (Damisah et al., 2020). Cette étude suggére que chaque cellule joue un rdle précis : la
microglie phagocyte le soma et les dendrites apicales alors que les astrocytes phagocytent les synapses
distales et les débris neuritiques.

Cependant ces hypothéses doivent étre vérifiées par une caractérisation de I'état d’activation des
cellules microgliales et des astrocytes. Une premiere analyse par immunofluorescence est en cours au

laboratoire.

Pour conclure, les résultats obtenus dans ces deux modeles permettent de reproduire et compléter
les résulats obtenus dans le modéle THY-Tau22 : Trem2”". Dans les modéles de tauopathie développés
par transfert de gene, la déficience en TREM2 entraine une diminution de I'activation microgliale
associée a une diminution de I'astrogliose. La diminution de la neuroinflammation est accompagnée
par une diminution de la neurodégénerescence liée a la tauopathie ainsi qu’une augmentation de la

propagation de la protéine Tau.
3.2 Influence du vieillissement

Un des principaux facteurs de risque dans le développement de la MA est 'augmentation de I'age. Ce
vieillissement est caractérisé par la senescence des cellules définie entre autres par un arrét du cycle
cellulaire, une résistance a I'apoptose, des altérations mitochondriales, etc...  Pour les cellules
microgliales, cette senescence est associée a un phénotype « pré-activé » (priming state) caractérisé
par une morphologie dystrophique, une élévation des marqueurs inflammatoires et une diminution
des marqueurs neuroprotecteurs et une réponse inflammatoire incontr6lée a un stimulus
inflammatoire (Angelova and Brown, 2019; Niraula et al., 2017; Perry and Holmes, 2014; Zoller et al.,
2018). De plus récemment une étude a mis en évidence un déclin de la phagocytose microgliale avec
I’age (Pluvinage et al., 2019). Ces modifications de la microglie peuvent avoir un impact sur la
pathologie Tau et nous avons donc appliqué les modeles développés a des souris 4gés de 15 mois.
Dans le modele intravitréen, I'analyse des résultats montre une augmentation de la quantité
de protéine Tau phosphorylée dans les RGCs associée a une forte neurodégénerescence de ces
cellules. Il est possible que bien que la microglie présente un défaut de phagocytose a cet age, la

microglie sécrete plus de cytokines pro-inflammatoire du fait de son état « pré-activé » entrainant une
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augmentation de la neurodégénerescence chez les souris agées. La caractérisation de la propagation
de la protéine Tau dans le modéle mis en place dans le gyrus denté compléte ces données en suggérant
une propagation distale plus importante chez les souris dgées (15-18 mois) que chez les souris jeunes
(4mois ; figure 31). Ces résultats sont cohérents avec les résultats obtenus dans un modeéle similaire
obtenus par injection intra hippocampique d’AAV chez des souris agées (Wegmann et al., 2019).

Les premiers résultats obtenus avec ces modeéles de transfert de génes suggérent que I'age a un effet
sur la progression et la propagation de la pathologie. Cependant, une caractérisation plus profonde
des effets de I’age est nécessaire pour comprendre les raisons entrainant une plus grande propagation

de la protéine Tau avec I'age.

4 Perspectives

4.1 Application de ces modeles pour mieux comprendre la propagation de la protéine

Tau.

Les modeles mis en place au cours de ce projet ont été réalisés dans un premier temps avec un vecteur
rAVV codant la protéine Tau sauvage dont la surexpression conduit a une hyperphosphorylation de la
protéine Tau dans les neurones transduits (d’Orange et al., 2018). Le choix de ce vecteur est basé sur
I’hypotheése que I'agrégation de la protéine Tau pourrait protéger les neurones de la progression de la
protéine Tau en empéchant la propagation de la protéine de neurone en neurone. Cependant nous
disposons de vecteurs rAVV-Tau qui permettent une induction de I'hyperphosphorylation et de
|"agrégation de la protéine Tau dans les cellules transduites (d’Orange et al., 2018). L'utilisation de ces
constructions dans les modeles mis en place pendant mon projet de these permettrait de mieux
comprendre I'effet bénéfique ou délétere de I'agrégation de la protéine Tau dans la propagation de la

protéine.

4.2 Caractérisation de la microglie au site d’injection et au site de propagation

Les résultats obtenus au cours de cette étude suggerent une implication de la microglie dans la
propagation de la protéine Tau mais ne permettent pas de définir les processus microgliaux mis en jeu
dans ce phénomeéne de propagation. Une étude récente a mis en évidence que la pathologie Tau
entraine |'activation de différents groupes de génes en fonction du stade de la pathologie (Rexach et
al., 2020). Différents stades de la pathologie Tau sont présents dans les modéles mis en place au cours
de ce projet et il serait intéressant de caractériser par des techniques de RNAseq sur cellules uniques
les populations microgliales présentes au niveau des sites d’induction de la pathologie (rétine ou

couche polymorphique du gyrus denté) et au niveau des sites recevant les projections axonales des
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cellules transduites (colliculi supérieurs et région hippocampique contralatérale). De plus cette analyse
pourra également étre réalisée sur des souris déficientes en TREM2 au niveau des mémes régions pour
comprendre I'impact de la déficience en TREM2 sur les fonctions microgliales impliquées dans la
propagation de la protéine Tau.

L'impact de la I'agrégation de la protéine Tau et la caractérisation de la microglie dans les modéles

développés font I'objet d’une thése en cours au laboratoire.
4.3 Autres acteurs potentiels impliquées dans la relation microglie-propagation de la

protéine Tau

4.3.1 Interaction de la microglie et des réseaux périneuronaux

Les réseaux périneuronaux pourraient étre impliqués dans la propagation de la protéine Tau. Il a en
effet été mis en évidence que ces réseaux périneuronaux empéchent la libération et la recapture de la
protéine Tau (Lendvai et al., 2013; Morawski et al., 2010; Suttkus et al., 2016). De plus la microglie est
capable de remodeller la MEC dans des conditions d’inflammation aigués comme lors d’accidents
vasculaires cérébraux (AVC). La microglie sécréte alors des metalloprotéinases matricielles (MMP) et
plus particulierement par la MMP9 qui vont dégrader la MEC (Pirbhoy et al., 2020). De plus une perte
de ces PNN est décrite dans des conditions de neurodégénerescence comme la maladie de Huntington
(Joshua D Crapser et al., 2020), certaines maladies a Prions (Franklin et al., 2008) ou la MA (Baig et al.,
2005; Cattaud et al., 2018). Une étude récente menée dans un modele amyloide murin, les souris
5XFAD (Jawhar et al., 2012), portant 3 mutations sur le géne APP (KM670/671NL (Swedish);
I716V(Florida) et V7171 (London)) et 2 mutations sur le géne PSEN1 (M146L et L286V) par PLX5622
suggere que la microglie est impliquée dans la dégradation des PNN soit directement par la sécrétion
d’enzymes dégradant la MEC et la phagocytose des fragments générés ou en interagissant directement
avec les neurones pour éliminer les PNN (Joshua D. Crapser et al., 2020). Cette étude montre que
I'inhibition de la microglie par administration de PLX562 prévient la perte des PNN.

Le réle de ces réseaux neuronaux pourrait étre abordé dans les modeles mis en place au cours
de cette thése apres avoir caractérisé les PNN présents dans les colliculi supérieurs et le gyrus denté.
Certaines molécules telles que la chondroitinase ABC permettent digérer la MEC et I'injection de telles
molécules au niveau des sites de projections des cellules transduites par les AAV pourraient moduler
la propagation interneuronale de la protéine Tau. Il serait également intéressant de caractériser la
MEC chez les souris déficientes en TREM2 et les souris agées pour mettre en évidence des différences
qui expliqueraient I'augmentation de la pathologie Tau et de sa propagation observées dans cette

étude.
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4.3.2 Interaction des astrocytes et de la microglie

Une étude récente menée au laboratoire sur un modeéle de tauopathie développé par transfert de
génes, a mis en évidence un transfert de Tau in vivo entre les astrocytes et les neurones (Mate de
Gerando et al, in press). Cette étude suggére que les astrocytes seraient des vecteurs de la propagation
de Tau et qu’ils sont capables, a l'instar de la microglie, de capturer la protéine Tau dans le milieu

extracellulaire et de la sécréter bien que les mécanismes de cette sécrétion restent encore a définir.

Un des mécanismes qui pourrait intervenir dans I'internalisation de la protéine Tau dans les astrocytes
est la phagocytose de la protéine Tau dans le milieu extracellulaire ou encore de synapses de neurones
affectés par la pathologie Tau. Il a été mis en évidence qu’au cours du développement la phagocytose
des synapses médiée par les astrocytes est controlée par la microglie et notamment par son récepteur
TREM2 (Jay et al., 2019). De plus la microglie et les astrocytes phagocytent les cellules mortes de
maniére synchronisée via une communication dépendante du récepteur MERTK (Myeloid-epithelial-
reproductive tyrosine kinase). Liddelow et coll. ont également mis en évidence que la microglie induit
la transition des astrocytes vers un phénotype neurotoxique nommé Al (Liddelow et al., 2017). Ainsi
ces études et d’autres données de la littérature suggérent que les interactions microglie-astrocyte
représentent un équilibre fragile affectant les fonctions neuronales en conditions physiologiques et
pathologiques. Un déséquilibre de cette interaction pourrait étre un des mécanismes impliqués dans
la physiopathologie de la MA et des tauopathies.

Les résultats obtenus au cours de cette étude suggerent que la déficience en TREM2 entraine une
diminution de I'astrogliose dans le modéle mis en place dans les voies visuelles, ces données sont en
accord avec les données obtenues par I'équipe de Ben Barres (Liddelow et al., 2017). Les données
obtenues par I'équipe de Ben Barres suggerent que I'induction du phénotype Al par la microglie est
médiée par la sécrétion II-1a, TNF et C1q. La libération de ces cytokines par la microglie est augmentée
lorsque la microglie est activée, et ces données pourraient expliquer la diminution de I'astrogliose
observée chez les souris déficientes en TREM2 dont la microglie présente un défaut d’activation. Les
astrocytes Al sont caractérisés par la perte de plusieurs fonctions telles que leur capacité a promouvoir
la survie neuronale ou encore leur capacité de phagocytose. Ainsi chez les animaux déficients en
TREM?2, il serait intéressant de caractériser les astrocytes. Il est possible que ces animaux aient une
guantité d’astrocytes Al plus faible que les animaux ayant une ou deux copies du gene Trem2 et soient
ainsi capables de mieux phagocyter les synapses et ainsi de plus propager la protéine Tau de neurones

en neurones.
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4.3.3 Apport de la composante amyloide

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par la présence des dégénérescences neurofibrillaires mais
également des plaques amyloides. Une étude récente suggéere que la microglie serait le lien entre ces
deux acteurs de la pathologie. Cette étude a été menée dans un modeéle de souris APP humanisées
(APPNSSF) injectées avec des AAV-Tau permettant I’expression de la protéine tau humaine portant la
mutation P301L qui favorise son agrégation. L'injection de I’AAV-Tau™%!* chez des souris APP induit
une propagation de la protéine Tau plus importante que chez des souris sauvages. L'inhibition de la
microglie chez ces souris réduit drastiquement la propagation de la protéine (Clayton et al., 2021).
Cette étude suggére donc que la pathologie amyloide potentialise la pathologie Tau via des
mécanismes dépendant de la microglie.

Certaines études suggérent que ces mécanismes pourraient impliquer le récepteur TREM2. Leyns et
coll. ont mis en évidence que la déficience en TREM2 dans un modele présentant a la fois des lésions
amyloides (modéle APPPS1-21) et des lésions Tau (injection d’homogénats de patients) entraine une
réduction de la microgliose autour des plaques et facilite la propagation de la protéine Tau (Leyns et
al., 2019). Ainsi la pathologie amyloide semble jouer un réle dans la propagation de la pathologie Tau
via des mécanismes dépendant de TREM2 et de I'activation microgliale. C’'est pourquoi nous avons
injecté des souris APP-PS1 de 15 mois avec des AVV-GFP-P2A-Tau et que nous sommes actuellement
en train de les caractériser. La mise en place de ce modeéle présentant a la fois la pathologie Tau et la
pathologie amyloide permettra de tester des stratégies thérapeutiques visant a moduler I'activité de

de la microglie.

5 Conclusion

L'objectif de ce projet était de mieux comprendre le réle de la microglie dans la propagation de la
protéine Tau. Pour atteindre ce but, deux nouveaux modeles de tauopathie focale ont été développés
par transfert de géne médié par des vecteur AAV. Le premier modele qui cible les voies visuelles
permet l'induction d’une tauopathie focale au niveau de la rétine qui se diffuse jusqu’aux colliculi
supérieurs mais ne se propage pas. Un second modéle mis en place dans le gyrus denté permet
d’induire une tauopathie focale dans les couches granulaire et polymorphique du gyrus denté et la
caractérisation de ce modele met en évidence une propagation de la protéine Tau un mois aprés
I'injection des vecteurs.

L’application de ces modeles a des conditions ou le fonctionnement de la microglie est perturbé met
en évidence un role important de cette population de cellules que ce soit dans la progression de la
pathologie Tau mais également dans sa propagation. Cependant, bien que ces études suggerent un
lien entre une altération des fonctions microgliales et la propagation de la microglie, elle ne permet

pas de comprendre les mécanismes sous-jacents a ce lien. Il est possible que ce lien ne soit pas direct
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et fasse intervenir d’autres acteurs tels que les réseaux périneuronaux, les astrocytes ou encore la
composante amyloide. La compréhension de ces mécanismes permettrait de trouver de nouvelles

cibles thérapeutiques pour bloquer la propagation de la pathologie Tau.
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Histologie

_ s Isoformes de . Ration L Spécificité Déficits cex
Lignée Fond génétique Promoteur _ Mutations . . Distribution P . .. Références
Tau exprimée Endogéne/exogéne cellulaire Mort cognitifs
HyperP® DNF
neuronale
6 isoformes (He et al
6hTau C57BL6 ND Humain - 2 H, Cx, ME, C ND - - - ND 2020) v
(KOMAPT)
C57BL/6 x ME, H, S, Cx, (Probst et al.,
Alz17 DBA/2 Thy-1 hTau 2N4R - 1,5-10 NOA, NS, TC N + - ND ND 2000)
6 isoformes (Andorfer et
hTau C57BL/6 Tau Humain (KO - ND Cx, H, S, C, ME N + + + +
al., 2003)
MAPT)
hTau40AK280 ND CamKila 2N4R AK280 1-3 H, Cx, S ,BO N + + . + (Ec:ler;“oaor;r; et
MAPT knock-in C578BL/6) Prp remplacement - ND ND ND . . . ) (aito et al.,
mapt par MAPT 2019)
P301S CBAXC57BL/6 Thy-1 hTau ON4R P301S ND Cx, H, TC, ME N " " " . (A”igoezt)a"'
Cx, H, TC, A, (Yoshiyama et
PS19 C57BL/6 x C3H Mo-PrP hTau 1N4R P301S 5 ME N + + + + al,, 2007)
rTg(P301L)4510 12956 x FVB CamKilla hTau 2N4R P301L 13 Cx, H, S, BO N + + + + (Gaalmggqg)et
rTgTauEC C57BL/6) neuropsin-tTA hTauON4R P301L ND CE, S, GD N + + + + (léger) (dealcalz'(gﬁ‘;'; et
C57BL/6 x H, Cx, C, TC, (Ishihara et al.,
? - -
Ta4 DBA/2 ? hTau ON3R 5-15 ME N + + + ND 1999)
ME, H, S, Cx, (Terwel et al.,
Tau P301L FVB/N Thy-1 hTau 2N4R P301L 1,5-6 NOA, NS, TC N + + ND + 2005)
(Leroy et al.,
G272V et 2007;
Tg30 C57BL/6 Thy-1 hTaulN4R P301S ND Cx, H, ME, N + + + ND Schindowski et
al., 2006a)
G272V et (Schindowski et
THY-Tau22 C57BL/6 Thy-1 hTaulN4R P301S ND CX,S,H, BO, A N + + + + al, 20063)
hTau ON3R (Heetal.,
Tm44TKO C57BL/6) ND (KOMAPT) - ND H, Cx, Me, C ND - - - ND 2020)

Annexe 1: Modéle Murrin transgéniques de tauopathie cités dans le manuscrit

Cx : cortex ; H : hippocampe ; S:striatum ; C: cervelet; T : thalamus ; ME : moelle épiniere ; NOA : noyaux olfactifs antérieurs ; NS : Noyaux septaux ; cortex entorhinal ; GD : gyrus denté ;
N : neurone ; HyperP° : hyperphosphorylation, TC : tronc cérébral ; A : amygdale ; BO : bulbes olfactifs ; CE : Cortex Entorhinal; ND : non déterminé ; DNF : dégénérescences neurofibrillaires
Adapté de (Dujardin et al., 2015)
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Résumé : La tauopathie, une caractéristique majeure de la
maladie d'Alzheimer (MA), est due a I'hyperphosphoryla-
tion et l'agrégation intra-neuronale de la protéine Tau. Au
cours de la MA, ce phénomene suit une progression spatio-
temporelle précise, définie par les stades de Braak, qui cor-
réle avec la sévérité des symptdmes. Les données actuelles
suggerent que cette progression est due a la propagation
des formes pathologiques de la protéine Tau entre neu-
rones connectés et dans laquelle la microglie et la neuroin-
flammation pourraient jouer un réle. Il est donc nécessaire
de développer des modeles pertinents permettant d'étu-
dier les mécanismes moléculaires et cellulaires de cette pro-
pagation, ce qui pourrait aboutir a I'identification de nou-
velles cibles thérapeutiques capables de la ralentir ou
méme de la stopper.

Nous avons développé dans ce but des vecteurs AAV indui-
sant une surexpression de la protéine Tau que nous utili-
sons pour transduire les neurones du gyrus denté de I'hip-
pocampe ou les cellules ganglionnaires.

de la rétine, dont les neurones efférents sont bien ca-
ractérisés. Afin de déterminer le réle joué par la mi-
croglie dans la propagation des especes pathologique
de la protéine Tau, ces modeles sont ensuite appli-
qués a des paradigmes expérimentaux dans lesquels
I'homéostasie microgliale est perturbée, comme les
souris Trem2 KO. Les premiéres analyses montrent la
présence de la protéine Tau hyperphosphorylée dans
les cellules transduites par les vecteurs mais aussi une
propagation de la protéine Tau des cellules trans-
duites vers les cellules avoisinantes et synaptique-
ment connectées dans notre modéle gyrus denté mais
pas dans le modele ciblant les neurones de la rétine,
au temps étudié. Les résultats préliminaires obtenus
chez les souris Trem2 KO indiquent que l'absence
d'activation de la microglie semble protéger les neu-
rones transduits de la toxicité liée a présence de la
protéine Tau. Cette absence d'activation microgliale
semble également favoriser le passage intra-neuro-
nale de la protéine Tau

Title : Study of the role of microglia in Tau protein propagation : Development of new models

Keywords : Tau, Tauopathie, Propagation ; Gene Transfer, AAV, Microglia

Abstract : During AD, tauopathy follows a precise spatio-
temporal progression, in correlation with symptoms sever-
ity. This progression may be due to the spread of patholog-
ical forms of Tau between connected neurons and in which
microglia and neuroinflammation could play a role. Our
main objective is therefore to develop relevant in vivo mod-
els to study the molecular and cellular determinants of Tau
propagation which could lead to the identification of new
therapeutic targets capable of slowing or even stopping it.
We have developed AAV vectors inducing an overexpres-
sion of the human Tau protein, which we use to transduce
neurons of dentate gyrus of hippocampus and ganglion
cells of the retina (RGCs), whose efferent neurons are well
characterized . In order to determine the role played by mi-
croglia in propagation of pathological species of the Tau
protein, we are currently applying this experimental para-
digm in Trem2 KO

or aged mice in which microglial homeostasis is dis-
turbed. The first analyzes show the presence of hyper-
phosphorylated Tau protein in the cells transduced by
our vectors but also a spreading of Tau protein from
the transduced cells towards the neighboring and
synapatically connected cells, in the dentate gyrus
model only but not in the model within we target gan-
glion cell in the retina. Preliminary results obtained in
Trem?2 KO mice indicate that absence of microglia ac-
tivation seems to protect cells from toxicity induced
by the presence of the Tau protein. This deficiency in
microglial activation seems to favor intra-neuronal
spreading of Tau protein.
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