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RESUME

Des efforts considérables ont récemment été consacrés pour valider l'effet
potentiellement neuroprotecteur du fingolimod (FTY720-P) dans le
- contexte de la pathologie Alzheimer. Or, les recherches récentes sur le
sujet ont toutefois révélé que la molécule en question, apparentée a la
spingosine-1-phosphate (S1P), serait susceptible de mettre a mal les
neurones vieillissants. Spécifiquement, le FTY720-P serait en meure
d’accroitre la phosphorylation de la protéine Tau dans les neurones de
I’hippocampe, un événement toxique et caractéristique de la maladie
d’Alzheimer. Depuis quelques années, plusieurs molécules apparentées
au fingolimod ont été synthétisées par les laboratoires pharmaceutiques.
Leurs effets dans le cerveau, notamment au niveau de la protéine Tau,
sont toutefois méconnus a ce jour. En ce sens, le présent mémoire de
maitrise s’est efforcé d’évaluer les effets de deux analogues chimiques
activant préférentiellement les récepteurs 1 (SEW2871) et 3 (CYMS5541)
de la S1P. Travaillant sur des tranches minces d'hippocampe de rats,
on constate que le composé SEW2871 a pour effet de réduire la
phosphorylation de la protéine Tau. Pour y parvenir, la molécule active
d’abord la phosphatase PP2A, une enzyme qui, par son action, permet
d’inhiber l’activité d’une protéine kinase phosphorylante nommeée AMPK.
Le tout conduit alors a une baisse significative du niveau de
phosphorylation de la protéine Tau particulierement sur un site (Ser262)
se trouvant au sein du domaine de liaison aux microtubules. Rappelons
que ’hyperphosphorylation de Tau a la Ser262 est un aspect distinctif de
la phase initiale de la démence Alzheimer. Or, la perspective pragmatique
des résultats obtenus nous invite a penser que l’'activation sélective des
récepteurs 1 de la S1P par le SEW2871 serait susceptible de réduire ’état
d’hyperphosphorylation du site en question de la protéine chez les sujets
Alzheimer.

Mots-clés : protéine Tau; épitope Tau-Ser262; sphingosine-1-phosphate;
récepteurs; kinase; phosphatase; Alzheimer.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

Au cours des derniéres décennies, les recherches sur la maladie
d’Alzheimer ont permis d’affiner notre connaissance sur les causes
biochimiques probables de cette terrible condition. Une grande attention
a d’ailleurs été portée sur le role physiopathologique de la béta-amyloide,
une protéine vraisemblablement toxique pour le cerveau (Wilcox et al.,
2011). Au fil des ans, les essais thérapeutiques ciblant spécifiquement
cette protéine se sont toutefois traduits par des échecs répétés et,
conséquemment, plusieurs chercheurs remettent maintenant en cause la
théorie en vigueur selon laquelle la protéine béta-amyloide serait I'ultime
responsable de la maladie d'Alzheimer (Parsons and Rammes, 2017).
Les études biochimiques actuelles, portant sur les cerveaux Alzheimer,
laissent croire en effet a une seconde hypothése voulant que
I’hyperphosphorylation d’une protéine nommeée Tau contribue, de facon
précoce et indépendante, au développement de cette démence (Rub et al.,

2017; Wu et al., 2017).

Les pharmacologues cherchent donc aujourd’hui a découvrir des
molécules susceptibles de diminuer la phosphorylation de la protéine en
question. Quant a eux, les neurobiologistes s’interrogent depuis peu sur
les effets bénéfiques des analogues de la sphingosine-1-phosphate (S1P)
dans le contexte du traitement de la maladie d’Alzheimer. Le travail réalisé
dans le cadre du présent mémoire s’est de fait intéressé a l'influence de
deux agonistes des récepteurs de la S1P sur les niveaux de

phosphorylation de la protéine Tau dans l'hippocampe, une région du



cerveau particulierement altérée lors du vieillissement prématuré de type

Alzheimer.

On trouvera dans la premiére section de lintroduction des
informations relatives aux effets cellulaires assurés par la S1P et
ses récepteurs. La seconde portion s’évertuera quant a elle a présenter
les caractéristiques moléculaires et fonctionnelles de la protéine Tau
ainsi que son implication dans le développement de maladies

neurodégénératives.

1.1 La sphingosine-1-phosphate : caractéristiques, fonctions et
analogues

1.1.1 Structure et métabolisme de la S1P

Les recherches sur la biochimie et la physiologie des sphingolipides
ont progressé de maniére fulgurante au cours des derniéres décennies
(Lahiri and Futerman, 2007; Merrill et al.,, 1997; Pralhada Rao et al.,
2013; Proia and Hla, 2015; Wang et al., 2015). Ces lipides, retrouvés de
facon ubiquitaire chez tous les eucaryotes et qui apparaissent
indispensables a la survie des mammiféres (Bartke and Hannun, 2009),
désignent une famille de molécules complexes regroupant diverses
substances telles que les gangliosides, les céramides, la sphingosine et la

sphingosine-1-phosphate (S1P) (Figure 1.1).

La S1P se distingue des autres sphingolipides par sa propension a
controler divers mécanismes assurant le bon fonctionnement du systéme
immunitaire et, plus particuliérement, le processus de l'inflammation
(Aoki et al., 2016; Bryan and Del Poeta, 2018; Chi, 2011; Maceyka and
Spiegel, 2014; Spiegel and Milstien, 2011). Fait intéressant, les données

expérimentales récentes laissent présager que les analogues chimiques



de cette molécule sont a méme d’accroitre les processus de mémorisation
(Hait et al., 2014; Miguez et al., 2015) et leur utilisation est présentement
considérée pour le traitement de plusieurs affections neurologiques,
notamment la maladie d’Alzheimer (Alesenko, 2013; Brunkhorst et al.,
2014; Jesko et al., 2018).

Figure 1.1 La structure d’un sphingolipide. »

Les sphingolipides sont des lipides complexes résultant de
l’amidification d'un acide gras sur la molécule de
sphingosine. Sur la fonction alcool primaire de cette
derniére peuvent s’ajouter différents substituants «R»
comme un atome dhydrogéne, permettant ainsi la
production de céramides

(Tirée de https://fr.wikipedia.org/ wiki/ Sphingolipide).

Sur le plan métabolique, la S1P est l'un des nombreux produits
dérivant du métabolisme des sphingolipides. En réponse a plusieurs
stimuli auxquels elles sont exposées, ces molécules se voient d’abord
transformées par des enzymes endogénes en lipides céramides (Bartke
and Hannun, 2009; Kunkel et al.,, 2013). Ces lipides sont ensuite
hydrolysés sous l’action de céramidases pour former la sphingosine.
On retrouve celle-ci dans divers compartiments de la cellule comme le
lysosome, le réticulum endoplasmique ainsi que les membranes
cellulaires (Spiegel and Milstien, 2003). La sphingosine se verra
éventuellement transformée par d’autres enzymes, les sphingosines
kinases (Sphks), lesquelles assuront la formation de la S1P (Pulkoski-
Gross et al., 2015; Tirodkar and Voelkel-Johnson, 2012) (Figure 1.2).
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Figure 1.2 La biosynthése, le transport et les S1PRs.

La S1P est formée dans les compartiments intracellulaires
et la membrane plasmique. Elle sera libérée dans le milieu
extracellulaire par des transporteurs pour agir notamment
sur des récepteurs membranaires couplés aux protéines G
(S1PRs). Ces derniers sont en mesure de moduler une
pléiade d’effecteurs cellulaires tels que ERK1, AKT, PLC,
Rho et JNK, entre autres (Tirée de Proia and Hla, 2015).

Les transporteurs membranaires spécifiques de ce dérivée
sphingolipidique (Transporteurs MFSD2B, ABC et Spns) (Bradley et al.,
2014; Donoviel et al., 2015; Kobayashi et al., 2018) assurent a terme la
libération extracellulaire de la molécule. De fait, les concentrations de la
S1P sont maintenues élevées dans le plasma (~ 1 uM) et dans la lymphe
(~ 100 nM) grace a la capacité des globules rouges et d’autres cellules
endothéliales a libérer ladite molécule. Une trés grande partie de la S1P
plasmatique se retrouve liée a des protéines de transport comme les HDL
et I’albumine. Sur ce plan, des protéines accessoires interviennent afin de
faciliter le transport de la molécule, par exemple, en augmentant sa
solubilité et en limitant sa dégradation enzymatique par des lyases (Proia
and Hla, 2015). Ainsi, présente dans le milieu extracellulaire, la S1P est
a méme d’activer des récepteurs se trouvant a la surface des membranes
cellulaires, des récepteurs possédant des fonctions variées et faisant

intervenir des voies de signalisation multiples. On y reviendra.



1.1.2 Grandes fonctions biologiques de la S1P

On sait depuis plusieurs décennies que la S1P intracellulaire
constitue une molécule essentielle a 'organisation et le fonctionnement
des membranes plasmiques, particulierement au sein des structures
complexes que sont les radeaux lipidiques (Tirodkar and Voelkel-
Johnson, 2012). Par ailleurs, au sein des cellules, plusieurs roles de
seconds messagers ont également été attribués a la S1P (Blaho and Hla,
2014; Li et al., 2015b). A titre d’exemple, elle semble en mesure
d’influencer la régulation de génes spécifiques en régulant 'acétylation
des histones par l'inhibition des HDAC (Hait et al., 2014). Elle serait
également capable d’inhiber la destruction d’¢léments structuraux de la

cellule en favorisant l’activation de NF-xkB (Blaho and Hla, 2014).

Les biologistes s’intéressant a la fonction mitochondriale ont depuis
quelques temps démontré que la S1P est susceptible de réguler la
respiration mitochondriale par son interaction avec la prohibitine 2 (Strub
et al., 2011). Il a également été démontré que la S1P a pour effet de
diminuer la production de protéines B-amyloides (van Echten-Deckert et
al., 2014), des protéines reconnues pour leur implication dans
I’'apparition des dommages de type Alzheimer au cerveau. On suspecte
enfin que la S1P joue un réle primordial dans la relache des réserves
intracellulaires d’ions calcium (Mattie et al., 1994; Seol et al., 2005; Strub
et al., 2010) et de protons acides (Hoglinger et al., 2015). Ces derniers
sont des acteurs biologiques souvent mis en cause dans le développement
de maladies neurodégénératives impliquant, notamment, l’effet toxique
du neurotransmetteur glutamate nommé « phénoméne de neurotoxicité »

(Lewerenz and Maher, 2015).

De nombreuses publications nous laissent croire que les

substances dérivant du métabolisme sphingolipidique exercent des effets



physiologiques variés, pour ne pas dire contradictoires. Alors que
I’'accumulation de céramides et de sphingosine semble conduire a la mort
des cellules, la S1P agirait quant a elle comme un agent mitogéne
inhibiteur du processus d’apoptose (Allende et al., 2013; Ratajczak et al.,
2014; Rutherford et al., 2013; Spiegel and Milstien, 2011; Yester et al.,
2011). En ce sens, des études récentes en biologie cellulaire ont mis en
évidence que la S1P peut limiter les dommages aux cellules béta du
pancréas, un effet cellulaire qui nécessiterait vraisemblablement
Iintervention de la protéine kinase dépendante de 'AMP (AMPK) (Ng et al.,
2017).

Evidemment, les chercheurs s’intéressent de plus en plus aux
maladies liées a des anomalies sphingolipidiques et aux influences
(bonnes ou néfastes) de ces lipides sur la destinée intracellulaire de
protéines pathologiques (Spiegel and Milstien, 2011). Sur ce plan, on
suspecte qu’une augmentation anormalement élevée de la quantité de
S1P favoriserait la prolifération cellulaire, un effet physiologique qui
pourrait malheureusement contribuer a l'apparition de cancers et au
développement de la résistance aux médicaments anticancéreux (Brizuela
et al., 2012; Long et al., 2010; Maceyka et al., 2012). Inversement, une
diminution intempestive des taux de S1P aurait quant a elle une influence
sur le phénomeéne d’apoptose, un effet cellulaire qui pourrait enclencher
la mort neuronale et, par conséquent, le développement de maladies
neurodégénératives (Arish et al., 2017; Ceccom et al., 2014; Di Pardo et
al., 2017).

1.1.3 Expression et fonctions des récepteurs de la S1P

Les données récentes sur les mécanismes d’action de la SI1P
indiquent que les effets de ce médiateur lipidique découlent entre autres

de lactivation de récepteurs membranaires couplés aux protéines G



(RCPGs) (Blaho and Hla, 2014; Goetzl et al., 2004; Maceyka et al., 2012;
Rosen et al., 2013). Ces derniers seraient d’ailleurs impliqués dans la mise
en ceuvre de plusieurs processus physiologiques tels que le trafic des
lymphocytes, le développement vasculaire et I'inflammation (Maceyka et
al., 2012; Payne et al., 2002; Rosen et al., 2013). Les récepteurs de la S1P
(S1PRs) sont des récepteurs de surface appartenant a la famille des

RCPGs de classe A.

A ce jour, cing S1PRs ont été identifiés (Blaho and Hla, 2014; Rosen
et al., 2013). Ces récepteurs ne s’expriment pas de maniére homogéne
parmi tous les types de cellules du corps mais plutét de facgon
différentielle, ce qui leur permet d’agir en synergie ou encore en
antagonisme. Ils sont appelés a réguler une pléiade d’effecteurs cellulaires
comme la phospholipase C (PLC), 'adénylate cyclase (AC), la kinase
phosphoinositide 3 (PIK3) et certaines GTPases telles que Rho et Ras
(Cuvillier, 2012). Par ailleurs, la stabilité évolutive des récepteurs de la
S1P lui confére des fonctions importantes et distinctives dans 'organisme

(Figure 1.3).
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Figure 1.3 Les réles physiologiques des S1PRs.
[1 existe cinqg récepteurs pouvant étre activés par la
S1P (S1PRs). Selon le type cellulaire, une production
différentielle de ces récepteurs sera faite. De plus, chacun
des S1PRs posséde des rdles physiologiques distincts
(Modifiée a partir de Cuvillier, 2012).

Le S1PR1 est exprimé abondamment dans la majorité des types
cellulaires tels que les cellules endothéliales, musculaires, immunitaires
et neuronales. Il posséde une forte affinité pour son ligand endogéne et
est classiquement associé a la prolifération, la survie et la migration
cellulaires (Guerrero et al.,, 2016). De plus, plusieurs de ses effets
semblent consécutifs a une augmentation des taux intracellulaires en
calcium (Hinkovska-Galcheva et al., 2008; Pimentel and Benaim, 2012;
Spiegel and Milstien, 2003). Les études en lien avec la biologie moléculaire
ont démontré que la délétion du géne codant pour le S1PR1 induit la mort
de 'embryon. Ce phénotype de mortalité embryonnaire semble spécifique

au récepteur 1 de la S1P puisque celui-ci n’est pas reproduit lors de la



délétion des autres S1PRs (Cuvillier, 2012). Des preuves solides montrent
que le S1PR1 est également impliqué dans de nombreuses fonctions
physiologiques faisant de lui une cible thérapeutique particuliérement
intéressante. Par exemple, le récepteur parait essentiel pour la sortie des
lymphocytes T et B du thymus mais aussi des organes lymphoides
secondaires tels que les ganglions lymphatiques (Cavone et al., 2015;
Matloubian et al., 2004; Pulkoski-Gross et al., 2015). Des études
démontrent également que ce récepteur posséde un réle important dans
la protection des cellules myéloides contre l'apoptose (Gonzalez et al.,
2017). De plus, selon toute vraisemblance, le S1PR1 jouerait un réle
capital dans le développement et l'organisation du réseau vasculaire

(Mendelson et al., 2014).

Les études ont pu mettre en évidence que le S1PR2 s’associe, quant
a lui, avec des protéines G susceptibles d’activer diverses voies de
signalisation comme celle de la PLC engagée dans la production d’inositol
phosphate (IP3) et 'augmentation du calcium cytoplasmique (Blaho and
Hla, 2014). Les souris knock-out pour le géne de ce récepteur naissent
sans défauts anatomiques ou physiologiques apparents. Cependant, ces
derniéres vont éventuellement présenter des convulsions sporadiques
parfois létales entre trois et sept semaines de vie (MacLennan et al., 2001).
Fait intéressant, on attribue au SI1PR2 un réle essentiel au
fonctionnement normal des systémes vestibulaires et auditifs, sa
déficience entrainant la surdité des animaux étudiés (Kono et al., 2007,
Romero-Guevara et al., 2015). Le récepteur intervient également dans la
régulation de la réponse du cerveau a la suite d’'une ischémie cérébrale
(Kim et al., 2015). Contrairement au S1PR1, l'activation du S1PR2 est
plutét associée a l'inhibition de la prolifération et de la migration de

nombreux types cellulaires (Adada et al., 2013).
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Les chercheurs s’intéressant au S1PR3 ont démontré que ce dernier
active diverses voies de signalisation faisant intervenir de petites GTPases
telles que Rho et Rac afin de réguler la prolifération, la survie et la
migration cellulaire ainsi que le tonus vasculaire via la libération de
monoxyde d’azote par les cellules endothéliales (Cuvillier, 2012).
I1 convient toutefois de souligner que les souris knock-out pour le géne de
ce récepteur se développent normalement et ne présentent, a ce jour,
aucune anomalie phénotypique évidente (Camprubi-Robles et al., 2013).
Malgré tout, des expériences faites chez un modéle de souris sepsis
knock-out pour ce récepteur ont permis de démontrer son importance
dans l’efficacité des macrophages via la production de dérivés réactifs de
l'oxygéne (Hou et al.,, 2017). Le S1PR4 s’exprime quant a lui
abondamment dans les cellules immunitaires (Olesch et al., 2017).
Des études sur des animaux knock-out pour le géne S1PR4 ont révélé que
ce récepteur pouvait affecter, de fagcon marginale, les fonctions des
lymphocytes T et qu’il serait impliqué dans la migration des cellules
dendritiques ainsi que dans la production de cytokines (Muller et al.,
2017; Schulze et al., 2011). Les recherches indiquent finalement que les
S1PR5 sont modérément exprimés dans les cellules du systéme
immunitaire, notamment les cellules NK, dans lesquelles ils joueraient un
réle important dans leur mobilisation vers les sites inflammatoires

(Cuvillier, 2012).

1.1.4 S1PRs, microglie et neurones

Les récepteurs de la S1P sont présents dans le cerveau ou ils jouent
des roles déterminants (Figure 1.4) (Prager et al., 2015). De fait, ils
apparaissent aujourd’hui comme des acteurs fondamentaux dans le
développement du cerveau et le maintien des fonctions cérébrales
(Ghasemi et al., 2016; Spiegel and Milstien, 2003). Les études sur la

présence et la fonction de ces récepteurs dans le cerveau se sont d’abord
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concentrées sur les cellules dites non-neuronales, c’est-a-dire les cellules
gliales (Nishimura et al.,, 2010). Dans les oligodendrocytes formant la
myéline des cellules du systéme nerveux central (SNC), les effets de la S1P
semblent passer par l’activation de plusieurs sous-types de récepteurs.
Par exemple, on sait que les S1PR1, 3 et 5 sont tous plus ou moins
indispensables pour la survie des oligodendrocytes matures et lors du
développement embryonnaire (Healy and Antel, 2015; Jaillard et al.,
2005). Des observations en lien avec ce type cellulaire indiquent que le
S1PRS serait l'acteur indispensable pour la survie des oligodendrocytes
(Novgorodov et al., 2007). Toutefois, il a été démontré que les souris
knock-out pour le géne S1PRS ne présentent aucun déficit apparent de

myélinisation (Cuvillier, 2012).

Concernant les astrocytes, des cellules gliales spécialisées dans le
soutien fonctionnel des neurones, l’activation conjointe des S1PR1 et
S1PR3 stimule le métabolisme et ultimement la prolifération cellulaire
(Farez and Correale, 2016). La microglie, qui constitue quant a elle
environ 20 % des cellules gliales du cerveau, est également sous le
contrdle des récepteurs de la S1P. Notamment, on sait que 'expression
des S1PRs est susceptible de moduler I'état d’activation des cellules
formant la microglie en augmentant la relache de facteurs pro-
inflammatoires ainsi que la production de monoxyde d’azote via les S1PR1

et 3 (Groves et al., 2013).
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Figure 1.4 Les S1PRs et le systéme nerveux.
Les récepteurs de la S1P s’expriment de fagon différentielle
dans les cellules gliales et dans les neurones produisant
des effets variés dune cellule a l'autre (Tirée de
http://www.edimark.fr/ phototheque/ galerie_detail. php?id_
galerie=869).

Les neurobiologistes s’intéressent depuis quelques temps aux effets
directs de la S1P sur les neurones. Les chercheurs ont d’ailleurs mis en
évidence que l’activation des S1PRs pourrait étre impliquée dans les
meécanismes sous-jacents a ’extension et a la rétraction des axones lors
du développement (Toman et al.,, 2004). De plus, les évidences
expérimentales s’accumulent quant au réle fonctionnel de la S1P.
Il semble que ce dérivé lipidique est a méme de réguler, via les S1PR1,
la transmission synaptique en agissant sur l'excitabilité des membranes
et la relache de neurotransmetteurs (Kajimoto et al., 2007; Li et al.,
2015a; Zhang et al., 2006). Dans les derniéres années, Langeslag et ses
collaborateurs ont démontré que lactivation des S1PR1 a pour effet
d’accroitre les courants dans des cellules sensorielles soumises a un
traitement nociceptif (Camprubi-Robles et al., 2013), un résultat en

faveur d'un réle potentiel du S1PR1 dans le contrdle de la douleur.
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La réponse des neurones sensoriels impliqués dans les mécanismes
controlant la bronchoconstriction est également accentuée suivant

I’activation du S1PR3 (Trankner et al., 2014).

1.1.5 Effets thérapeutiques des analogues de la S1P

La S1P et ses analogues chimiques font ’objet d'un grand nombre de
recherches depuis déja quelques décennies en raison de leur implication -
dans la signalisation, la survie et la prolifération cellulaires ainsi que
I'immunité. Par exemple, le fingolimod (FTY720), un analogue structural
de la sphingosine, posséde un puissant effet immunosuppresseur.
Cette molécule est d’abord connue pour prolonger la survie des greffons
d’organes solides comme la prostate et le sein ainsi que pour sa capacité
a prévenir le développement d’affections comme la polyarthrite
rhumatoide et l’encéphalopathie auto-immune (Kataoka et al., 2005;
Zhang et al., 2015). Actuellement, cette molécule est utilisée afin de
réduire les symptomes de patients souffrant de la sclérose en plaques
(Brinkmann et al., 2010; Chiba and Adachi, 2012; Chun and Hartung,
2010).

Les résultats publiés en 2017 par le chercheur Joshi et des collégues
dans Scientific Reports ont suscité un réel espoir dans le traitement
pharmacologique de la maladie d’Alzheimer (Joshi et al., 2017).
Selon l'étude présentée, le composé fingolimod, un agoniste non
spécifique activant quatre des cinqg S1PRs, avait pour effet de réduire la
charge amyloide et d’améliorer les performances cognitives chez la souris,
une observation mainte fois reproduite (Doi et al., 2013; Fukumoto et al.,
2014; Hemmati et al., 2013; Ruiz et al., 2014). Hélas, des études récentes
ont démontré que le médicament en question semble en mesure
d’accroitre le niveau de phosphorylation d’une protéine associée aux

microtubules : la protéine Tau (unité d’association aux tubules).
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L’hyperphosphorylation de la protéine Tau, on y reviendra, constitue un
processus biochimique délétére pour les neurones. Ainsi, la découverte
de molécules susceptibles de réduire la phosphorylation de cette protéine

est mise a 'avant-scéne dans la recherche en neuropharmacologie.

Les pharmacologues s’intéressent depuis peu aux effets d’agonistes
agissant plus spécifiquement sur les sous-types de récepteurs de la S1P
dans le contexte de la neuroprotection (Park and Im, 2017). Les composés -
SEW2871 et CYM5442, agissant respectivement sur les récepteurs 1 et 3
de la S1P, semblent donc prometteurs sur ce plan. De fait, le présent
mémoire s’attarde a identifier I'influence de ces agonistes sur les niveaux
de phosphorylation de la protéine Tau dans ’hippocampe, une région du
cerveau précocement atteinte dans la maladie d’Alzheimer (Asle-Rousta
et al.,, 2013; Doi et al., 2013; Hemmati et al., 2013; Takasugi et al., 2013).
Voyons d’abord les caractéristiques biochimiques et cellulaires de la

protéine Tau dans le systéme nerveux.

1.2 La protéine Tau : caractéristiques et fonctions
1.2.1 Isoformes et phosphorylation de Tau

La protéine Tau fut isolée pour la premiére fois en 1975 et décrite
comme une protéine associée a la tubuline ayant la capacité de
promouvoir la polymérisation et la stabilisation des microtubules in vitro
(Cleveland et al., 1977; Grundke-Igbal et al., 1986). Le géne codant pour
la protéine Tau (MAPT) est localisé a la position 17q21.1. et contient
16 exons dont 11 sont impliqués dans la formation des principales
isoformes (Buee et al., 2000). Les six isoformes majeures de Tau sont
synthétisées par épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 dans le cerveau
adulte humain, ce qui permet la production d’isoformes différant par la

présence ou l’absence d’un ou de deux inserts dans la partie N-terminale



15

(ON, 1IN ou 2N) ainsi que par la présence de trois ou quatre domaines
de liaison aux microtubules ou MBDs (3R ou 4R) situés dans la
partie C-terminale (Figure 1.5). Tau se situe principalement dans les
axones des neurones, mais également au niveau des compartiments
somato-dendritiques des neurones, des cellules gliales et des astrocytes

(Migheli et al., 1988; Papasozomenos and Binder, 1987).

Sous sa forme phosphorylée hautement soluble; la protéine Tau -
favorise la stabilisation et 'assemblage des microtubules nécessaires a la
croissance et au transport axonal. Cependant, la phosphorylation des
résidus Ser262, Ser293, Ser324 et Ser356 de Tau, situés a des positions
équivalentes dans les MBDs, compromet fortement la liaison de la
protéine avec les microtubules provoquant ainsi son détachement
(Buee et al.,, 2000; Drewes et al., 1995; Hirokawa et al., 1988).
La phosphorylation de Tau sur des sites n’étant pas compris
dans les MBDs affecte également sa liaison (Ksiezak-Reding et al., 2003;
Sengupta et al., 1998). Lorsque le transport axonal ne fonctionne pas
normalement, il peut en découler des dysfonctions dans la
neurotransmission des signaux qui peuvent provoquer des modifications

dans l'organisation des synapses (Gendron and Petrucelli, 2009).
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Figure 1.5 Le géne et les isoformes de la protéine Tau.
Le géne MAPT de Tau posséde 16 exons. L’épissage alternatif
de ce géne permettra la production de six isoformes dans le
SNC (Tirée du livre Understanding Alzheimer’s Disease).

C’est au milieu des années 80 que Tau fut définie comme étant une
phosphoprotéine (Baudier et al., 1987; Thara et al., 1986). Plus de 80 sites
de phosphorylation potentiels possédant des résidus sérines, thréonines
ou tyrosines ont été identifiés sur la plus longue isoforme de la protéine
au niveau du SNC (Hanger et al., 2009). La phosphorylation de la
protéine Tau est hautement controlée par la balance entre les effets
exercés par des enzymes phosphorylantes (kinases) et déphosphorylantes
(phosphatases) (Hanger et al., 2009). Plusieurs kinases sont reconnues
pour cibler les protéines Tau. Parmi celles-ci, la kinase S5 dépendante
de la cycline (CdkS), les protéines kinases associées aux
microtubules (MAPKs), la protéine kinase A (PKA), la kinase glycogéne
synthase (GSK) 3a/p, la kinase dépendante de '’AMP (AMPK), la kinase
calcium/calmoduline dépendante (CaMKII) ainsi que les protéines

kinases spécifiques pour les résidus de tyrosines telles que Src et Fyn en
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font partie (Domise et al., 2016; Hanger et al., 1992; Ittner et al., 2010;
Kumar et al., 2015; Leroy et al., 2002; Martin et al., 2011; Noble et al.,
2003; Pei et al., 1997; Reynolds et al., 2008; Wei et al., 2015; Zhu et al.,
2000).

Sur le plan physiologique, la phosphorylation de Tau joue un réle
primordial dans la modulation de l’affinité de la protéine pour les
microtubules et les membranes (Brandt et al., 1995). Les processus-de
phosphorylation et d’épissage alternatif jouent également un role clé au
cours du développement. Dans les stades précoces, une seule isoforme de
Tau est présente, celle-ci étant hautement phosphorylée (Goedert et al.,
1989; Kosik et al., 1989). Dans le cerveau mature, on retrouve les
six isoformes de Tau, et leurs niveaux de phosphorylation sont
grandement diminués reflétant ainsi l'importance de la plasticité
neuronale dans l'embryogénése mais aussi dans la maturation, la

différentiation et la gen¢se neuronales (Lazarov and Marr, 2010).

Comme on le sait, de nombreuses protéines phosphatases (PP)
exercent des effets déphosphorylants. Parmi celles agissant sur Tau,
la PP1, la PP2A, la PP2B et la PP5 (Braithwaite et al., 2012; Liu et al.,
2005) en font partie. Les chercheurs ont testé lefficacité de ces
phosphatases dans différentes conditions expérimentales et la PP2A
semble avoir davantage d'impact sur la protéine Tau (Gong et al., 2000a;
Gong et al., 2000b), un résultat peu surprenant puisque cette enzyme
semble assumer plus de 70 % de l’activité phosphatase cellulaire dans le

cerveau (Liu et al., 2005).

Liu et des collegues ont démontré, par ailleurs, que lactivité
enzymatique de PP2A chute considérablement dans les cerveaux
Alzheimer (Liu et al., 2005), une observation qui laisse croire que

I'inactivation de la PP2A pourrait malencontreusement favoriser ’action
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de diverses kinases et, par conséquent, I’hyperphosphorylation de Tau
dans le cerveau Alzheimer. Dans cette perspective, Park et ses
collaborateurs ont démontré que l'activité de la kinase AMPK, connue
pour cibler préférentiellement le site de phosphorylation Ser262 de Tau,
peut étre régulée par les enzymes phosphatases telles que la PP1 et la
PP2A (Park et al., 2013). Les travaux récents de la chercheuse Manon
Domise insistent d’ailleurs sur l'intérét de poursuivre des recherches
précises sur le lien existant entre ’'activité AMPK et la phosphorylation de
Tau sur des sites préférentiels comme la Ser262 (Domise et al., 2016;
Kumar et al., 2015); un questionnement fondamental qui sera abordé

dans le cadre du présent projet de maitrise.

1.2.2 Roles de la protéine Tau dans I’initiation et le développement
de la neurodégénérescence

[1 a été démontré que des modifications sur la protéine Tau
diminuent sa capacité a promouvoir ’assemblage des microtubules (Fulga
et al., 2007; Martin et al., 2011; Minamide et al., 2000} et augmentent
son agrégation sous forme d’enchevétrements conférant ainsi un
caractére toxique a la protéine (Kopke et al., 1993; von Bergen et al.,
2000). L'implication de Tau dans la neurodégénérescence pourrait donc
se produire via une combinaison de gain de fonctions toxiques, suite a
des modification de la protéine, et a une perte de fonctions normales
provoquant des effets nocifs (Gendron and Petrucelli, 2009).
Plusieurs modifications post-traductionnelles peuvent se produire sur
Tau, mais la phosphorylation est de loin la mieux caractérisée et la plus

susceptible de lui conférer un caractére toxique.

Les recherches actuelles démontrent que l’hyperphosphorylation
de la protéine peut étre la conséquence dun débalancement des

phosphatases et des kinases responsables de réguler son état de
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phosphorylation (Wainaina et al., 2014). Une hyperphosphorylation de la
protéine pourrait compromettre son réle dans la stabilisation des
microtubules et favoriser son agrégation. En effet, lorsque Tau devient
anormalement phosphorylée, elle se détache des microtubules; un
événement qui provoque une dépolymérisation de ces derniers ainsi que
la formation d’enchevétrements de Tau hautement toxiques pour la

cellule (Figure 1.6).

I a également été démontré que, méme en I’absence
d’enchevétrements, la phosphorylation de Tau provoque une
désorganisation des composants du cytosquelette, un gonflement des
axones ainsi qu’une présence anormale d’agrégats de mitochondries et de
lysosomes dans l'axoplasme, reflétant une perte de fonctionnalité des
microtubules pouvant mener a la neurodégénérescence (Ahlijjanian et al.,
2000; Bian et al., 2002). Les maladies neurodégénératives caractérisées
par des modifications anormales de la protéine Tau sont regroupées sous
le terme « tauopathies ». La plus commune d’entre elles est la maladie
d’Alzheimer, caractérisée par la présence de plaques séniles constituées
de B-amyloides et d’enchevétrements neurofibrillaires formés d’agrégats
de la protéine Tau. On retrouve également dans ce groupe la paralysie
supranucléaire progressive, la maladie de Pick, la démence
frontotemporale avec parkinsonisme liée au chromosome 17 (DFTP-17),
la dégénérescence cortico-basale, le syndrome de Down, le parkinsonisme
post-encéphalitique et d’autres tauopathies telles que la démence
parkinsonienne, les maladies a prions et la sclérose latérale
amyotrophique (Akwa et al., 2018; Caraci et al., 2017; Ferrer, 2018;
Kovacs et al., 2018; Ludolph et al., 2009; Schweyer et al., 2018).
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Figure 1.6 La protéine Tau hyperphosphorylée.
Elle jouerait un ro6le dans le dysfonctionnement
microtubulaire et la formation d’agrégats de Tau (Tirée de
https://fr.dreamstime.com).

Enfin, sur le plan anatomique, Braak et des colléegues ont démontré
que la progression temporelle de la pathologie Tau suit un circuit de
neurones interconnectés qui est défini et prévisible. Chez les patients
atteints de la maladie d’Alzheimer, les enchevétrements neurofibrillaires
sont initialement détectés dans le cortex transentorhinal. La pathologie
progresse ensuite vers le cortex enthorinal - une région prés de
I’hippocampe qui intégre des informations d’origines diverses — en suivant
les projections glutamatergiques, puis vers l’hippocampe, 'amygdale et le
néocortex (Braak and Braak, 1991; Zhou et al.,, 2012). Le mécanisme
impliqué dans cette progression pathologique n’est pas élucidé mais des
expérimentations précliniques suggérent qu’il pourrait étre similaire a
celui de la propagation de la protéine prion par transmission de cellule a

cellule (Frost and Diamond, 2010).

Les études sur le sujet tendent, de fait, a démontrer que la

propagation de la pathologie Alzheimer dans le cerveau implique une
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dispersion de la protéine Tau par des organelles intracellulaires nommées
exosomes. Selon toute vraisemblance, la sécrétion de ces derniers serait
assurée par l’action de nombreuses enzymes comme la spingomyélinase
neutre de type 2 (nSMase?2), laquelle contribue normalement a régulariser
les niveaux de céramides et de ses dérivés. Fait intéressant, il a été
démontré que l'inhibition de cette enzyme constitue un moyen efficace
pour freiner la sécrétion de Tau par les exosomes et, conséquemment, la
propagation de la pathologie dans ’ensemble du cerveau chez la souris
(Bilousova et al., 2018), une découverte thérapeutique potentiellement

intéressante pour les chercheurs dans le domaine.



CHAPITRE II

HYPOTHESES DE RECHERCHE

La recension des écrits scientifiques met bien en évidence la
pertinence de l'utilisation d’analogues de la S1P dans le -traitement de
maladies neurodégénératives. C’est particulierement incontestable pour
la prise en charge pharmacologique des patients souffrant de la sclérose
en plaques par le composé fingolimod. Cette molécule, qui s’inscrit dans
la grande famille des analogues des récepteurs de la S1P, est toutefois
enclin a favoriser l’hyperphosphorylation de la protéine Tau, un
phénomeéne délétére retrouvé lors du développement de la pathologie
Alzheimer. Or, on le comprendra facilement, les chercheurs se
questionnent sur la pertinence d’utiliser un tel agoniste dans des
circonstances cliniques caractérisées par des niveaux élevés de
phosphorylation de la protéine Tau. De fait, pour plusieurs, le traitement
de la maladie d’Alzheimer devrait essentiellement s’évertuer a réduire
I’'hyperphosphorylation de la protéine Tau dans diverses régions du

cerveau touchées par cette terrible affection comme 'hippocampe.

L’industrie pharmaceutique regorge de molécules analogues a la S1P
qui agissent, au contraire du fingolimod, spécifiquement sur certains
récepteurs membranaires. Or, comment positionner ces molécules dans
le contexte de la thérapie Alzheimer? L’option que nous privilégiions est
de préciser les effets de certains de ces composés sur la phosphorylation
de Tau. Emanant de cette démarche originale, deux objectifs principaux

tenteront de répondre aux questions suivantes :
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2.1 Est-ce que des analogues spécifiques de la S1P affectent les
niveaux de phosphorylation de Tau dans I’hippocampe?

Rappelons-le, les études biochimiques conduisent a penser que
I’'activation globale des récepteurs de la S1P par le composé fingolimod
peut contribuer a l'apparition de ’hyperphosphorylation de la protéine
Tau, un processus pathologique contribuant vraisemblablement a la
maladie d’Alzheimer. Ainsi, le premier volet expérimental de ce projet
consistera a évaluer si cet effet indésirable sur Tau peut étre évité par
I'utilisation d’analogues plus spécifiques pour ces récepteurs.
Une emphase sera donc portée sur ’étude de deux molécules, le SEW2871
et le CYM5541, connues pour activer respectivement les sous-types 1 et

3 des récepteurs de la S1P.

Cette analyse s’attardera a estimer les effets de ces molécules sur
des sites de la protéine Tau devenant hyperphosphorylés au cours de la
pathologie Alzheimer. Les résidus étudiés sont localisés dans la région
riche en proline (Ser199/202), dans 'un des domaines de liaison aux
microtubules (Ser262) et dans la partie C-terminale (Ser396 et Ser404) de
la protéine. Sur le plan expérimental, des tranches d’hippocampe de rats
seront maintenues fonctionnelles dans une chambre d’incubation
afin d’étre traitées avec le SEW2871 ou le CYMS5541. Les échantillons
recueillis permettront l'analyse des niveaux de phosphorylation des
sites choisis par la technique classique dimmunobuvardage de type

Western Blot.

2.2 Est-ce que les analogues en question sont en mesure de
moduler l’activité d’enzymes connues pour controler la
phosphorylation de Tau?

Les recherches actuelles semblent démontrer que

I’hyperphosphorylation de la protéine est la conséquence dun
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débalancement des phosphatases et des kinases responsables de réguler
I’état de phosphorylation de Tau (Wainaina et al., 2014). Ainsi, ce
deuxiéme volet permettra d’évaluer lactivité de certaines enzymes
impliquées de prés dans la régulation de ’état phosphorylé de la protéine
Tau. Par les mémes méthodes expérimentales utilisées dans le volet
précédent, l’activité d’enzymes déphosphorylantes (phosphatases) et
phosphorylantes (kinases) susceptibles d’agir sur Tau sera estimée.
Une attention particuliére sera portée sur la caractérisation de certains
sites de modifications post-traductionnelles reconnus pour contréler
l’activité d’enzymes tels que la Tyr307 et la Leu309 de PP2A, la Thr286 de
CaMKII, la Ser9 et la Tyr216 de GSK3-$ et la Thr172 d’AMPK.

Peu importe les résultats obtenus, il est fort probable que la présente
étude nous en apprenne davantage sur les effets des récepteurs de la S1P
au niveau de la protéine Tau. Si I'hyperphosphorylation de Tau induite
par le fingolimod est un effet malheureusement indésirable dans le
contexte Alzheimer, I’étude proposée ici aura comme bénéfice potentiel de
valider la pertinence de l'utilisation d’analogues plus spécifiques comme
le SEW2871 et le CYM5541, des informations qui pourraient s’avérer

importantes tant sur le plan pharmacologique que clinique.



CHAPITRE III

ARTICLE SCIENTIFIQUE

3.1 Contribution des auteurs

Etant le premier auteur de ce manuscrit, j’ai rédigé I’article
avec laide précieuse de mon directeur de recherche, le professeur
Guy Massicotte. Le professeur Michel Cyr a contribué, avec mon directeur
de recherche, a ’ébauche conceptuelle de ce projet. De plus, le professeur
Marc Germain et Laure Chagniel ont permis d’interpréter les présentes
observations avec une meilleure objectivité. Enfin, la mise au point des
techniques requises pour la réalisation de la démarche expérimentale
retenue s’est faite avec la précieuse contribution de ma collégue

Suzanne Attiori Essis.
Le contenu du présent chapitre est présenté sous forme d’article en
anglais qui a fait l'objet d’une publication pour la revue Brain Research

en janvier 2017. La référence de cet article est la suivante :

DOI: 10.1016/j.brainres.2017.01.014
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Introduction

First considered to be an intracellular second messenger (Mattie et
al., 1994; Olivera and Spiegel, 1993), S1P was eventually found to work
physiologically by activating extracellular G protein-coupled receptors
(Guerrero et al., 2016; Kono et al., 2014). These receptors, divided into
S subtypes (S1PR1-5), exhibit different cell specificities in a wide variety
of tissues (Blaho and Hla, 2014), and a substantial volume of literature
indicates that S1PRs can be activated by various agonists (Roberts et al.,
2013). From a clinical perspective, the drug fingolimod (also called
FTY720-P) is a global S1PR agonist capable of prompt lymphocyte
sequestration in lymph nodes to prevent autoimmune reactions in
multiple sclerosis (Choi et al., 2011; Di Menna et al., 2013; Doi et al,,
2013; Janssen et al., 2015). This therapeutic action is generally thought
to result from agonist-induced internalization, down-regulation and
degradation of S1PR1 (Blumenfeld et al., 2016; Mullershausen et al.,
2009).

FTY720-P may also exert additional pharmacological effects on
central nervous system cells which may contribute to the treatment of
various neuropathological conditions, such as stroke (Brunkhorst et al.,
2014), Huntington’s (Di Pardo et al., 2014) and Alzheimer’s diseases (AD)
(Martin and Sospedra, 2014). In that line, it was recently found to reduce
the density of pathological plaques and decreased the number of pro-
inflammatory cells in animal models of AD (Aytan et al., 2016; Fukumoto
et al., 2014). However, both in vitro and in vivo experiments have
demonstrated that FTY720-P, accumulating above a certain threshold in
the brain, becomes less effective (Aytan et al., 2016) and even neurotoxic
(van Echten-Deckert et al., 2014). In fact, studies have documented the
possibility that FTY720-P can alter normal brain physiology via a

mechanism involving hyperphosphorylation of Tau proteins (Attiori Essis
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et al., 2015). Hyperphosphorylated Tau has been related to various brain
pathologies (Kovacs, 2015; Murray et al., 2014), including AD (Brunden
et al., 2009; Clausen et al., 2012), where it contributes to the formation
of paired helical filaments and neurofibrillary tangles in brain lesions
(Ballatore et al., 2007; Noble et al., 2011).

Over the years, numerous pharmacological agonists, acting more
selectively on S1PR subtypes, have been developed (Guerrero et al., 2016).
At this stage, however, it is not known to what extent these other drugs
can alter Tau proteins. In this context, we compared the effects of
SEW2871 and CYM5541 on Tau phosphorylation, two selective agonists
of S1PR1 and S1PR3, respectively. Combining hippocampal slice
preparation and Western blotting experiments we established that Tau
phosphorylation at the Ser262 epitope is reduced after selective S1PR1
(but not S1PR3) activation. The relevance of this observation is discussed

in the context of Tau-related pathologies.

Results
Tau phosphorylation is differentially regulated by S1PR agonists

It was recently reported that the global S1PR agonist FTY720-P
selectively enhanced Tau phosphorylation at the Ser262 epitope (Attiori
Essis et al., 2015). Here, the effects on Tau phosphorylation of SEW2871
and CYMS5541, two potent and selective agonists acting respectively on
S1PR1 and S1PR3 (for chemical structures, see Figures 1A and 3A) were
compared. Acute hippocampal slices were treated for 3 h with either
compound and then processed for Western blotting analysis. Initial
experiments with antibody (Ab) recognizing phosphorylated (p)-Tau at
Ser262 revealed 4 distinct isoforms with molecular weights ranging from

68 to 44 kDa (Fig. 1B).
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As illustrated in Figure 1C, SEW2871 treatment (10 uM) markedly
reduced p-Tau-Ser262 levels. When normalized to total Tau, SEW2871
treatment significantly reduced p-Tau-Ser262 on all isoforms detected, an
effect that was more pronounced on the 62 kDa isoform. Western blotting
with Tau-5 indicated that the effect of SEW2871 on Ser262
phosphorylation cannot be attributed to changes in total Tau levels,
compared to control slices (Fig. 1D). Further biochemical analysis showed
that this effect on p-Tau-Ser262 was rather specific, as treatment of rat
hippocampal slices with SEW2871 did not produce significant changes
in the phosphorylation of other Tau residues, such as p-Ser199/202,
p-Ser396 and p-Ser404 (Fig. 2). On the other hand, Western blotting
indicated that p-Tau-Ser262 levels were not modified in slices pretreated
with the S1PR3 agonist CYM5541 (3 h, 10 uM) (Fig. 3). Here, again, it was
seen that phosphorylation levels of other Tau epitopes (p-Ser199/202,
p-Ser396 and p-Ser404) were not altered by CYMS5541 treatments (data

not shown).

Implications of AMPKa and PP2A

The influence of SEW2871 on the activity of kinases known to
phosphorylate Tau proteins was explored to investigate putative
mechanisms responsible for p-Tau regulation by S1PR1. The results
obtained with 3 of them, glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3p),
calcium/calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII) and AMPKaq,
are reported in Figure 4. Pretreatment of rat hippocampal slices with the
S1PRI1 agonist SEW2871 did not significantly modify GSK3[ activity, as
phosphorylation levels of both Ser9 and Tyr216 residues were unchanged
(Fig. 4A). Similarly, preincubation of slices with SEW2871 had no
significant effect on CaMKII levels phosphorylated at Thr286. However,
reduction of AMPKa activity was detected by measurement of its

phosphorylation at Thr172 (Fig. 4B), which was decreased by more than
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70%. We performed experiments in slices treated with the AMPK activator
A-769662 (A76; 10 uM). As shown in Figure 5, both AMPKa-Thr172
(Fig. 5A) and Tau-Ser262 (Fig. 5B) phosphorylation were substantially
increased in rat hippocampal slices after A76 treatment. In this set of
experiments, we also observed that the ability of A76 to accentuate
AMPKa and Tau phosphorylation was totally compromised in SEW2871-

treated slices.

It is known that AMPK is an important target of PP2A. The present
study further indicates that the ability of SEW2871 to dephosphorylate
p-Tau-Ser262 1is probably mediated by this phosphatase. While
enhancement in PP2Ac methylation at Leu309 epitopes was detected
following SEW2871 treatment, PP2Ac phosphorylation at Tyr307 residues
was found to be reduced (Fig. 6A). When estimated in the same slices,
the ratio of m-PP2Ac-Leu309 to p-PP2Ac-Tyr307 was augmented by 85%
in slices treated with SEW2871 compared to the controls (Fig. 6B), which
strongly suggests augmentation of PP2A activity. On that line, Western
blotting revealed that in slices pretreated with the PP2A inhibitor
cantharidin (CAN; 1 uM) the effect of SEW2871 on p-Tau-Ser262 was
totally prevented in comparison to control slices (Fig. 7A). If anything, we
observed that SEW2871 treatment is inclined to enhance Tau-Ser262
phosphorylation in the presence of CAN, with the most potent effect noted
for the 68 kDa isoform. In contrast to the PP2A inhibitor, the ability of
SEW2871 to decrease Tau-Ser262 phosphorylation was not compromised
by the PP2B inhibitor FK506 (FK; 1 uM). When compared to Figure 1, the
effect of SEW2871 on p-Tau-Ser262 appears to be even more pronounced
in the presence of this PP2B inhibitor (Fig. 7B). We finally estimated the
potential implication of PP2A in regulating AMPK activity after SEW2871
treatment. As shown in Figure 8 and, as expected, SEW2871-induced
AMPKa-Thr172 dephosphorylation was also entirely prevented by the
PP2A inhibitor CAN.
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Discussion

In recent years, it has been proposed that S1PRs possess broad
biological functions in cells, ranging from control of membrane receptors
to the generation of signaling molecules affecting cell viability (Hannun
and Obeid, 2008; Hannun and Obeid, 2011; Maceyka and Spiegel, 2014,
Pyne and Pyne, 2013; van Echten-Deckert et al., 2014). Initial reports on
the influence of S1PRs on Tau properties indicated that the global
receptor agonist FTY720-P is inclined to increase Tau phosphorylation
in vitro (Attiori Essis et al., 2015). In contrast, the present study suggests
that p-Tau-Ser262 was reduced in rat hippocampal slices by the selective
S1PR1 agonist SEW2871. This effect appears to be quite specific as the
same compound was only slightly efficient in regulating p-Tau-Ser396
epitopes and totally incapable of modulating p-Ser199/202 and p-Ser404
residues. The influence of SEW2871 on kinases known to regulate Tau
properties (Domise et al., 2016; Martin et al., 2013; Qian et al., 2010;
Wei et al., 2015) was ascertained to identify the mechanisms underlying
the effect on p-Tau-Ser262. The data suggest that both CaMKII and
GSK3p activities are probably not responsible for reducing Tau-Ser262
phosphorylation after SEW2871 treatments. It is noteworthy that the
unchanged phosphorylation status of Tau-Ser199/202, a residue directly
affected by GSK3p activity (Lin et al., 2016; Qian et al., 2010), supports

this observation.

It has been reported abundantly in the literature that Tau-Ser262
phosphorylation is linked preferentially to AMPK activation (Domise et al.,
2016; Kumar et al., 2015; Thornton et al., 2011). On the basis of the
present data, showing that SEW2871-treated slices exhibited decreased
AMPKa phosphorylation at its Thr172 residue, it seems reasonable to
suggest that Tau dephosphorylation is possibly mediated here by AMPKa

inactivation. This view is consistent with recent observations that
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endogenous AMPK activation in mouse primary neurons is prone to
induce increased Tau phosphorylation at multiple sites, especially
Ser262, whereas AMPK inhibition leads to rapidly decreased Tau
phosphorylation. From a pathological perspective, it is noteworthy that
AMPKa inactivation might be inclined to reduce Tau pathology in the
PS19 mouse model of tauopathy (Domise et al.,, 2016). Although it is
acknowledged that AMPKa can be composed of 2 different subunits
(al and a2) (Liu and Chern, 2015), the present in vitro study did not -
identify the isoform involved. However, the potential importance of
AMPKal in AD development was recently supported by experiments
indicating that amyloid-f3 (AB) oligomers, which are the core components
of senile plaques (Marwarha and Ghribi, 2012), are likely to evoke
AMPKal activation (Mairet-Coello et al., 2013; Thornton et al., 2011).
Of course, further experimentation is required to test whether selective
S1PR1 stimulation by SEW2871 might indeed be effective in reducing
Ap-induced Tau hyperphosphorylation via a pathway involving AMPKal

inactivation.

The target molecular processes underlying AMPKa inhibition
remain to be determined. Candidate mechanisms may include
cellular disturbances that may culminate in dephosphorylation of the
AMPKa-Thr172 epitope, for instance, after reduction of upstream kinase
activities, such as liver kinase B1, calcium/calmodulin-dependent
protein kinase kinase 2 beta, transforming growth factor beta-activated
kinase 1 and protein kinase A (PKA) (Hurley et al., 2006; Momcilovic et
al., 2006; Ross et al., 2016). Several studies have revealed that AMPK
activity can also be reduced by mechanisms involving protein
phosphatases, especially PP1, PP2A and PP2C (Park et al.,, 2013).
Here, increased PP2Ac activity was observed in SEW2871-treated slices,
while the ability of this SIPR1 agonist to decrease both AMPKa and Tau
phosphorylation was completely abrogated by the .PP2A inhibitor
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cantharidin (Swingle et al., 2007). Altogether, it appears that PP2A-
mediated AMPK dephosphorylation may play a crucial role in SEW2871-
induced Tau dephosphorylation at Ser262. A scenario which is consistent
with the recent literature showing that S1PRs are linked to PP2A
activation (Egom et al., 2016). The present study is contrasting with our
previous observations indicating that global S1PR activation by the S1P
analog FTY720-P is prone to induce Tau-Ser262 phosphorylation in rat
hippocampal slices (Attiori Essis et al.,, 2015). The .possible target -
mechanisms contributing to this differential regulation of Tau by S1PR
agonists remain to be determined. Candidate scenarios may include
differential regulation of receptor cycling and/or signaling. One possible
explanation for this apparent discrepancy could be that phosphatase
enzymes might display different patterns of regulation by non-selective
versus selective S1PR agonists. A notion that would be consistent
with a previous investigation performed with different FTY720-based
compounds in dopaminergic cell systems (Vargas-Medrano et al., 2014).
On the other hand, it was previously reported that Tau phosphorylation
at the Ser262 epitope is preferentially targeted by CaMKII (Bennecib et
al., 2001; Li et al., 2014). Therefore, it seems conceivable that non-
selective activation of S1PRs by FTY720-P might be associated with strong
CaMKII stimulation, an effect that would eventually lead to Tau-Ser262

phosphorylation in rat hippocampal slices.

It should be kept in mind that many other signaling pathways can
control Tau-Ser262 phosphorylation without any link with AMPK activity.
On that line, there is evidence that S1PR1 can directly suppress PKA
activity (Jiang and Bajpayee, 2009}, which is known to regulate directly
Tau phosphorylation (Wang et al.,, 2007). Consequently, it seems
reasonable to postulate that SEW2871-induced Tau dephosphorylation
could be mediated by PKA inactivation. On the other hand, given that
Tau-Ser262 phosphorylation is preferentially targeted by PP2A
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(Braithwaite et al., 2012}, we cannot yet exclude the possibility that a part
of the effect of SEW2871 might be produced directly by this phosphatase
(Fig. 9). From a functional perspective, it has been reported that, like other
G protein-coupled receptors, pharmacological activation of S1PRI1 is
inclined to induce receptor desensitization by mechanisms involving
receptor internalization (Taha et al., 2004). Consequently, downstream-
coupled signaling pathways of S1PR1 can be inactivated during S1PR1
‘internalization, which could include extracellular signal-regulated-
kinases (ERKs). One can speculate that the ability of SEW2871 to reduce
Tau phosphorylation might be attributable to ERK inactivation resulting
from S1PR1 internalization. This would be consistent with the
observations that Tau phosphorylation is controlled by ERKs (Q1 et al.,
2017). The implication of these additional scenarios will be a topic for

further investigations.

Regardless of the processes responsible for reduction of Tau-Ser262
phosphorylation after SEW2871 treatment of hippocampal slices, the
present results might be physiologically relevant. Tau is known to interact
with cytoskeletal dynamics by transient binding and unbinding to
microtubules, a process controlled in part by its phosphorylation (Kutter
et al., 2016). In addition to microtubule stabilization, Tau proteins
interact with many signaling pathways to regulate the intracellular
trafficking of organelles and molecules involved in presynaptic and
postsynaptic function of neurons (Ballatore et al., 2007; Shemesh et al.,
2008). In this context, it is interesting that dephosphorylation of Ser262,
a residue positioned in the microtubule-binding domain of Tau proteins,
was previously shown to be associated with a shift from accumulation in
the soma to co-distribution with tubulin in neurites (Chen et al., 2014).
It will certainly be worthwhile to estimate the ability of SEW2871 to

control Tau localization and synaptic functions, for instance long-term
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depression, which is known to be dependent on Tau phosphorylation

(Kimura et al., 2014).

Conclusion

The SEW2871-mediated effects on Tau phosphorylation reported
here point to the following model: selective S1PR1 activation could lead to
'PP2A-mediated AMPKa inactivation in rat hippocampal slices, events that
might eventually decrease Tau phosphorylation at Ser262 (Fig. 9).
Many in vivo and in vitro studies have demonstrated that Tau site-specific
phosphorylation is correlated with disease outcomes (Ando et al., 2016;
Lauckner et al., 2003; Moszczynski et al., 2015; Stoothoff and Johnson,
20095). Precisely, Tau hyperphosphorylation at Ser262 appears to be an
early Tau pathological event in AD, which is critical for AB-induced Tau
toxicity (lijima et al., 2010). It is envisioned that SEW2871-induced Tau
dephosphorylation of Ser262 residue might be eventually beneficial to
neurons, reducing the processes underlying pathological ageing of the
hippocampus - a scenario which is in good agreement with the reported
protective role of this agonist at the behavioral level in AB-treated animals
(Asle-Rousta et al., 2013). It should be noted, furthermore, that S1PR1
activation by SEW2871 may be beneficial to neurons by acting on
additional biological processes, including the production of brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), which is known to control Tau-Ser262
phosphorylation (Chen et al., 2012; Chen et al., 2014). It will certainly be
interesting to test whether (or not) SEW2871 is inclined to
dephosphorylate Tau-Ser262 in the hippocampus in vivo via a pathway
involving BDNF and its receptors. Additional inquiries are needed to
determine whether this compound and, other S1PR1 agonists, will also

be inclined to regulate Tau properties in other brain regions and how
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p-Tau-Ser262 is altered among the various cell types (neuronal vs

non-neuronal).

Experimental procedures
Animal and ethic approval

Young male Sprague-Dawley rats were obtained from Charles River
Laboratories (Montréal, QC, Canada) and housed in groups of 4, in a
temperature-controlled room, with free access to laboratory chow and
water. Animals selected for the experiments were acclimatized at least 1
week before treatment began. Animal protocols were reviewed by the
Institutional Animal Care Committee of Université du Québec a
Trois-Riviéres and were in accordance with guidelines of the Canadian

Council on Animal Care.

Pharmacological agents and antibodies (Abs)

The active S1PR1 agonist SEW2871 (5-[4-phenyl-5-(trifluoromethyl)-
2-thienyl]-3-[3-(trifluoromethyl)phenyl]-1,2,4-oxa-diazole) was purchased
from Tocris (Burlington, ON, Canada). CYM5541 (N,N-dicyclohexyl-5-
cyclopropyl-3-isoxazolecarboxamide), an active S1PR3 agonist, was
obtained from Cayman Chemical (Burlington, ON, Canada).
The PP inhibitors cantharidin (1,2-dimethyl-3,6-epoxyperhydrophthalic
anhydride) and FK506 (tacrolimus) were sourced from Tocris (Burlington,
ON, Canada). The allosteric AMPK activator A-769662 (6,7-Dihydro-4-
hydroxy-3-(2'-hydroxy[1,1'-biphenyl]-4-yl}-6-oxo-thieno[2,3-b|pyridine-5-
carbonitrile) was also provided from Tocris. All Abs reacting with Tau
proteins, GSK3f and CaMKII were bought from Abcam (Toronto, ON,
Canada), while Abs reacting with AMPKa and the catalytic subunit of
protein phosphatase 2A (PP2Ac) were procured from Cell Signaling
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Technology (Beverly, MA, USA). Abs reacting with p-Tyr307 and
methylated (m)-Leu309 residues of PP2Ac were from Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, TX, USA) and Abcam (Toronto, ON, Canada),

respectively.

The mouse polyclonal Ab Tau-5 (dilution 1:1,000) served to estimate
total Tau protein levels in hippocampal extracts, along with rabbit
- polyclonal Abs recognizing p-Tau at Ser199/202 {(dilution 1:1,000),
Ser262 (dilution 1:1,000), Ser396 (dilution 1:10,000) and Ser404 (dilution
1:1,000) residues. The mouse polyclonal Ab GSK3f (dilution 1:1,000)
served to estimate total GSK3p protein levels, while rabbit polyclonal Abs
recognizing p-GSK3p at Ser9 (dilution 1:1,000) and Tyr216 (dilution
1:1,000) residues were portrayed GSK3p activity. CaMKII activity was
estimated with a mouse polyclonal Ab recognizing p-CaMKII at Thr286
(dilution 1:2,000) residues, along with a rabbit polyclonal Ab (dilution
1:20,000) that ascertained total CaMKII protein levels. PP2A activity was
assessed with a rabbit polyclonal Ab recognizing p-PP2Ac at Tyr307
(dilution 1:1,000) and a mouse polyclonal Ab recognizing m-PP2Ac at
Leu309 (dilution 1:100) residues. Total PP2Ac protein levels were
estimated with the rabbit polyclonal Ab PP2Ac (dilution 1:1,000). Rabbit
polyclonal antibody AMPKa (dilution 1:1,000) served to estimate total
protein levels, while a rabbit polyclonal Ab recognizing AMPKa
phosphorylated at Thr172 (dilution 1:1,000) was considered to measure
AMPKa activity.

For loading controls, Abs recognizing beta-actin (3-actin; dilution
1:500) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; dilution
1:5,000) were purchased from Abcam. Finally, goat anti-rabbit and goat
anti-mouse peroxidase-conjugated Abs (dilution 1:5,000) as well as
SuperSignal chemiluminescent substrate kits came from Pierce Chemical

(Rockford, IL, USA).
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Hippocampal slice preparation and pharmacological treatments

For hippocampal slice preparation, young male rats (37-45 days old)
were anesthetized by isoflurane inhalation (Baxter Corp.; Toronto, ON,
Canada) and decapitated. Their brains were quickly removed and placed
in ice-cold cutting buffer containing 126 mM NacCl, 3,5 mM KCl, 1,2 mM
NaH2PO4, 2,3 mM MgCl2, | mM CacCl2, 25 mM NaHCO3 and 11 mM
~ glucose, saturated with 95% 02 and 5% CO2 (pH 7.4). Hippocampi were
dissected, and transverse 350 um slices were prepared with a Mcllwain
tissue chopper. Slices were placed on nylon mesh in a liquid-gas interface
recording chamber with artificial cerebrospinal fluid (aCSF) containing
124 mM NaCl, 3 mM KCI, 1,25 mM KH2PO4, 3 mM CaCl2, 1 mM MgSO04,
26 mM NaHCO3 and 10 mM glucose (De Montigny et al., 2013; Laurier-
Laurin et al., 2014). S1PR agonists were dissolved in dimethyl sulfoxide
(0.1%, final concentration) on the day of experimentation and were mixed
in aCSF to obtain the desired final concentration of 10 uM. At this
concentration, preliminary data indicate that the SI1PR1 agonist
SEW2871 produced robust and time-dependent effects on Tau-Ser262
phosphorylation, with a maximal regulation observed after a 3 h
incubation in rat hippocampal slices. Consequently, all experiments

reported in the current study were realized at this incubation period.

Tissue samples and Western blotting

After pharmacological treatment, hippocampal slices were
homogenized in ice-cold radioimmunoprecipitation assay lysis buffer
containing 50 mM Tris-HC], 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.25%
sodium deoxycholate and 1 mM EDTA supplemented with protease and
phosphatase inhibitor cocktails (cOmplete and PhosSTOP, Sigma-Aldrich;
Oakville, ON, Canada). Protein levels were measured by Bradford assay

(Bio-Rad; Hercules, CA, USA) and, in most experiments, protein
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lysates (40 ug) were electrophoresed on 10% sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel. Separated proteins were transferred onto
nitrocellulose membranes, and nonspecific binding sites were blocked by
incubation for 1 h at room temperature in Tris-buffered saline (pH 7.4)
containing 5% bovine serum albumin (BSA fraction V) purchased from
Fisher Scientific (Pittsburgh, PA, USA). Primary Abs were added for
overnight incubation at 4 'C. After several washes with 0.1% Tween 20,
blots were incubated for 1 h at room temperature in specific secondary
peroxidase-conjugated Ab solution. Both primary and secondary Abs
were diluted in Tris-buffered saline, 0.1% Tween 20 and 1% BSA.
Immunoreactivity was visualized by chemiluminescence reactions,
membranes were processed for densitometry scanning with Vision Work
LS software (UVP Bioimaging; Upland, CA, USA) and band intensity was
quantified by Image J software (W.S. Rasband, National Institutes of
Health; Bethesda, MD, USA). Densitometry data were expressed as
relative optical density. In all experiments, PB-actin (or GAPDH) was

labeled routinely to ensure identical protein loading on blots.

Statistical analysis

Data are presented as means = SEM. In most cases, variations in
protein and phosphorylation levels were compared by 1-way analysis of
variance (ANOVA), followed by Newman-Keul’s post hoc test (GraphPad
Software; San Diego, CA, USA). Conventional criteria of statistical

significance were set at p < 0.05 values.
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Figure legends

Figure 1. Tau phosphorylation at the Ser262 epitope is reduced by
the S1PR1 agonist SEW2871

Levels of p-Tau-Ser262 were estimated by Western blotting on cell
extracts obtained from hippocampal slices treated or not with the S1PR1
agonist SEW2871 (SEW; 10 uM, 3 h). (A) Chemical structure of SEW2871.
(B) Four Tau isoforms were consistently distinguished in immunoblots
with Abs directed against p-Tau-Ser262 and total Tau (Tau-5).
(C) Summary data on p-Ser262 levels were expressed relative to total Tau
levels and shown in the bar graph (means *+ SEM of 6 different
experiments). For statistical analysis, 1-way ANOVA was followed by
Newman-Keul’s post hoc test. **P < 0.01, ***P < 0.001, SEW2871 (closed
bars) versus controls (open bars). (D) The ability of SEW2.871 to reduce

p-Tau-Ser262 was not dependent on reduction of total Tau levels.

Figure 2. Tau phosphorylation of other epitopes is not altered by
SEW2871

As in Figure 1, except that immunoblotting was performed with Abs
directed against other phosphoepitopes (Ser199/202, Ser396 and Ser404)
and total Tau (Tau-5). Summary data on p-Ser199/202 (A), p-Ser396 (B)
and p-Ser404 (C) were expressed relative to total Tau levels (D) and shown
in the bar graph (means £ SEM of 5 different experiments). For statistical
analysis, 1-way ANOVA was followed by Newman-Keul’s post hoc test.
SEW2871 (closed bars) versus the controls (open bars).

Figure 3. Tau phosphorylation at the Ser262 epitope is not altered
by the S1PR3 agonist CYM5541

Total Tau and p-Tau-Ser262 levels were estimated by Western blotting on
cell extracts obtained from hippocampal slices treated or not with the

S1PR3 agonist CYMS5541 (CYM,; 10 uM, 3 h). The chemical structure of
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this compound is presented in panel (A) with immunoblots in panel (B).
(C) Summary data on p-Ser262 levels were expressed relative to total Tau
(D) and shown in the bar graph (means + SEM of 4 different experiments).
For statistical analysis, 1-way ANOVA was followed by Newman-Keul’s

post hoc test. CYMS5541 (closed bars) versus the controls (open bars).

Figure 4. AMPKa phosphorylation at Thr172 is reduced by SEW2871
treatment

As in Figure 1, except that immunoblotting was performed with
Abs directed against different kinases (A) p-GSK3p-Ser9 and -Tyr216;
(B) p-CaMKII-Thr286 and p-AMPKa-Thrl172. Summary data are
expressed relative to total protein levels and shown in the bar graph
(means + SEM of 6 different experiments). For statistical analysis, 1-way
ANOVA was followed by Newman-Keul’s post hoc test. **P < 0.01,
SEW2871 (closed bars) versus the controls (open bars). Note the strong
ability of SEW2871 to reduce AMPKa phosphorylation.

Figure 5. SEW2871 treatment reduced A76-induced AMPKa-Thr172
and Tau-Ser262 phosphorylation

Levels of p-AMPKa-Thr172 (A) and p-Tau-Ser262 (B) were estimated by
Western blotting on cell extracts obtained from hippocampal slices treated
or not with the AMPK activator A-769662 (A76; 10 uM, 3 h). Summary
data on p-AMPKa-Thr172 and p-Tau-Ser262 (62 kDa isoform) levels were
expressed relative to total protein levels and shown in the bar graph
(means + SEM of 4 different experiments). For statistical analysis, 1-way
ANOVA was followed by Newman-Keul’s post hoc test. **P < 0.01, A76
(closed bars) versus the controls (open bars). Note the ability of SEW2871
(10 uM) to prevent A76-induced AMPKa and Tau phosphorylation in rat

hippocampal slices.



43

Figure 6. PP2Ac activity is increased by SEW2871 treatment

As in Figure 1, except that immunoblotting was performed with Abs
directed against (A) p-Tyr307 and m-Leu309 of PP2Ac. Summary data of
optical density are expressed relative to total protein levels and shown in
the bar graph (means = SEM of 4 different experiments). For statistical
analysis, 1-way ANOVA was followed by Newman-Keul’s post hoc test.
*P < 0.05, SEW2871 (closed bars) versus the controls (open bars). (B) Note
the strong ability of SEW2871 to enhance m-Leu309/p-Tyr307 ratio.
Here, statistical significance was estimated by conventional unpaired

t-test. **P < 0.01.

Figure 7. SEW2871-induced Tau-Ser262 dephosphorylation is
dependent on PP2Ac activation

As in Figure 1, except that SEW2871-treated slices (10 uM) were
preincubated for 3 h without or with (A) the PP2A inhibitor cantharidin
(CAN; 1 uM) or (B) the PP2B inhibitor FK506 (FK; 1 uM). Summary data
are expressed relative to total Tau and shown in the bar graph (means *
SEM of 4 different experiments). For statistical analysis, 1-way ANOVA
was followed by Newman-Keul’s post hoc test. Panel (A) *P < 0.05,
SEW2871 + CAN (closed bars) versus SEW2871 alone (open bars);
Panel (B) **P < 0.01, ***P < 0.001, SEW2871 + FK (closed bars) versus
SEW2871 alone (open bars).

Figure 8. SEW2871-induced AMPKa-Thrl172 dephosphorylation is
dependent on PP2Ac activation

Total AMPKa and p-AMPKa-Thr172 levels were estimated by Western
blotting on cell extracts obtained from SEW2871-treated slices (10 uM,
3 h). In parallel experiments, hippocampal slices were preincubated
with both SEW2871 and cantharidin (CAN; 1 uM). Summary data are
expressed relative to total AMPKa levels and shown in the bar graph

(means * SEM of 4 different experiments). Statistical significance was
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estimated by conventional unpaired t-test. **P < 0.01, SEW2871 (closed

bars) versus the controls (open bars).

Figure 9. Diagram depicting reduction of Tau phosphorylation by the
S1PR1 agonist SEW2871

SEW2871 is recognized as a potent S1PRI1 agohist. Here, this S1PRI1
activator was found to reduce Tau phosphorylation at its Ser262 epitope
through a pathway involving AMPKa-Thrl72 - dephosphorylation.
The results suggest that this effect might be mediated by PP2Ac activation
(pathway in blue). Additional scenarios might include PKA inactivation or
more direct dephosphorylation of Tau by PP2A (pathways in red). Because
of its action on p-Tau-Ser262, it is speculated that SEW2871 could impact

brain function and the treatment of Tau-related pathologies.
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CHAPITRE IV

DISCUSSION

Depuis déja plusieurs décennies, la démence de type Alzheimer fait
I’objet ‘d’intenses recherches rﬁettant a l'avant-plan les possibles causes
biochimiques de cette maladie qui prend souvent naissance dans
I’hippocampe et ses régions proximales. L’idée selon laquelle 'amyloide-f3
serait un acteur moléculaire obligatoire dans le développement de la
maladie d’Alzheimer est généralement bien regue. Les thérapies
développées en ce sens se sont toutefois avérées inefficaces. Il est donc
évident que d’autres scénarios doivent étre actuellement envisagés.
De fait, de nombreux chercheurs pensent que ’hyperphosphorylation de
la protéine Tau est a l'origine des anomalies initiatrices de la pathologie
Alzheimer (Pickett et al., 2017; Uematsu et al., 2018). De plus, le lien
existant entre 'accumulation des diverses isoformes de la protéine et les
différents stades de I’Alzheimer démontre clairement limportance de
I'hyperphosphorylation de Tau dans la propagation de la maladie (Hara et
al., 2013; Valachova et al., 2018). La conviction implicite qui s’en dégage
est celle d’'une grande confiance que les molécules pharmacologiques
susceptibles de déphosphoryler Tau seraient 4 méme de ralentir la

détérioration des fonctions cognitives chez les sujets Alzheimer.

C’est dans le contexte d’une science moléculaire pointue que les
neuropharmacologues ont démontré que certains analogues de la S1P
semblent exercer des effets sur ’état de phosphorylation de la protéine
Tau (Attiori Essis et al., 2015). Or, le présent ouvrage met en lumiére
la capacité du SEW2871 a induire une diminution importante de

la phosphorylation au résidu Ser262 de Tau dans !'’hippocampe.
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Précisément, la diminution de phosphorylation de ce résidu, induite par
l’activation spécifique du S1PR1 par le SEW2871, semble dépendre d’'une
baisse marquée d’activité de la kinase AMPK induite par l’action de la
protéine phosphatase PP2A. On comprend qu’il s’agit ici d’une
observation intéressante qui permet d’envisager les S1PR1 en tant que
cible thérapeutique pour le traitement de la maladie d’Alzheimer et, bien

entendu, des autres tauopathies.

4.1 La phosphorylation de la protéine Tau et ses influences

Dans les cerveaux post mortem de sujets Alzheimer, I'un
des principaux marqueurs de la maladie est 'accumulation d’agrégats
intraneuronaux nommeés « enchevétrements neurofibrillaires ».
Ces apparitions toxiques sont décrites, depuis un certain nombre
d’années, comme étant majoritairement constituées de protéines Tau
hyperphosphorylées (Grundke-Igbal et al., 1986; Kosik et al., 1986).
Parmi les acides aminés qui composent la protéine et qui sont propices a
une phosphorylation excessive, la Ser262 fait partie de ceux affectés au
tout début de la maladie (Augustinack et al., 2002; lijima et al., 2010).
On sait, par ailleurs, que la phosphorylation de cette sérine influence
fortement la régulation de la liaison de Tau avec les microtubules (Buee
et al., 2000; Hanger et al., 2009). En effet, lorsque ce site est phosphorylé,
la protéine Tau se détache des microtubules, ce qui I'empéche de jouer
son role stabilisateur des microtubules (Drewes et al., 1995). La protéine
Tau se retrouve alors libre dans le cytoplasme des neurones.
I1 en résulte, du coup, un processus d’auto-agrégation de la protéine et,
ultimement, la formation d’enchevétrements neurofibrillaires (Kopke et

al., 1993; von Bergen et al., 2000).
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I1 semble donc pertinent de cibler moléculairement la
phosphorylation de la Ser262 puisque cela permettrait de rétablir la
fonction stabilisatrice de la protéine. De fait, des études récentes laissent
présager que l'action pharmacologique sur ce site de phosphorylation de
Tau permettrait de ralentir l'apparition des enchevétrements
neurofibrillaires et de diminuer les troubles de la mémoire chez les
personnes Alzheimer (Kang et al., 2017). Or, le présent ouvrage propose
que la diminution de la phosphorylation de la Ser262 de Tau est
physiologiquement possible par l'activation du S1PR1 par le SEW2871.
D’ailleurs, la molécule en question permet non seulement de diminuer la
phosphorylation de la protéine Tau, mais également d’améliorer les
troubles de la mémoire spatiale chez le rat et de réduire la charge amyloide
(Asle-Rousta et al., 2013), 'autre marqueur biochimique de la maladie

d’Alzheimer.

Au-dela de ces observations, il nous reste a préciser les
conséquences fonctionnelles de la déphosphorylation de Tau au site
Ser262. Or, l'utilisation de techniques cellulaires comme l’analyse par
microscopie de fluorescence serait appropriée pour décrire, notamment,
les répercussions de la déphosphorylation observée sur la liaison de Tau
avec les microtubules. Ce type de techniques permettrait également de
nous informer sur la possible relocalisation de la protéine et sur ses
interactions avec d’autres composants cellulaires tels que les protéines

kinases Fyn et ERK.

Dans cette optique, notre équipe de recherche a publié des résultats
concernant un autre analogue de la S1P, le fingolimod, et sa capacité a
moduler la phosphorylation de la Ser262. Précisément, ces résultats
démontrent que la modulation de la phosphorylation de Tau permet
Iinteraction entre la protéine et la Kinase Fyn. Ainsi, par cette interaction,

le complexe Tau/Fyn est relocalisé a la membrane post-synaptique, ce qui
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a pour conséquence la hausse du nombre de récepteurs NMDA (Attiori
Essis et al.,, 2015). En prenant en compte les effets médiés par le
fingolimod, il parait intéressant de se questionner sur la capacité du
SEW2871 a promouvoir lui-méme, par lintermédiaire de Tau,
des interactions et des relocalisations avec . certaines protéines.
De la méme fagon, on peut également s’interroger sur la capacité de la
molécule a influencer le nombre de récepteurs NMDA, des récepteurs qui

sont essentiels a I’établissement des souvenirs (Martin et al., 2000).

Une étude plus récente réalisée en Italie par I’équipe de Verderio a,
pour sa part, permis de préciser que l’enrichissement des récepteurs
NMDA provoqué par le fingolimod se concentre précisément dans la région
synaptique, ce qui a pour effet d’améliorer les performances cognitives
chez un modele de souris Alzheimer (Joshi et al., 2017). Quant a eux,
les récepteurs situés dans la région extra-synaptique ont la capacité
d’induire la dégénérescence et la mort neuronale via Tau et la protéine
ERK, une protéine impliquée dans la survie cellulaire (Sun et al., 2016).
Par conséquent, il s’avérera indispensable de caractériser 'influence du
SEW2871 sur la présence des récepteurs NMDA situés de part et d’autre

de la membrane post-synaptique.

Selon toute vraisemblance, il se pourrait bien que la diminution du
niveau de phosphorylation de Tau induite par le composé SEW2871
puisse contribuer a l’élimination des récepteurs NMDA toxiques et
enclencher, du coup, un mécanisme neuroprotecteur endogeéne, une
théorie que nous verrons a valider dans lavenir. Dans ce contexte,
rappelons l'existence du lien entre I’hyperphosphorylation de Tau et la
diminution de la production de BDNF (Atasoy et al., 2017}, une molécule
impliquée non seulement dans la survie des neurones mais également
dans la croissance et la différentiation des nouveaux neurones (Acheson

et al., 1995; Huang and Reichardt, 2001). Or, puisque le SEW2871
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conduit a la diminution de la phosphorylation de la protéine Tau,
I’'hypothése voulant que la production de BDNF soit a contrario augmentée

devra étre investiguée.

Le SEW2871 semble a priori contrer la phosphorylation de Tau au
site Ser262, une observation intéressante sur le plan thérapeutique.
I1 faut savoir cependant que d’autres résidus de la protéine sont
également propices a une hyperphosphorylation néfaste dans la maladie
d’Alzheimer. A titre d’exemple, la phosphorylation de la Ser422 est
reconnue pour ses effets trés négatifs sur les neurones. Dans des
conditions pathologiques, une kinase impliquée dans la régulation du
cycle cellulaire - la MAPK4 - est activée, ce qui provoque la
phosphorylation de la sérine en question. Ainsi, cela a pour conséquence
d’empécher I’élimination de Tau par autophagie via la caspase 3 et de
conduire a la formation d’enchevétrements neurofibrillaires (Voss et al.,
2011). 1l serait donc évidemment important de vérifier si 'activation des
récepteurs 1 de la S1P par divers analogues chimiques est en mesure de
contrer ’hyperphosphorylation de ce site. Dans ce contexte, nous nous
intéressons actuellement a vérifier l'effet du SEW2871 sur un autre acide
aminé précocement phosphorylé dans le cerveau, la Thr231, un site qui,
comme la Ser262, régule la dissociation de la protéine des microtubules

(Sengupta et al., 1998).

Rappelons que la phosphorylation de Tau est un processus
hautement régulé et qu’elle ne conduit pas nécessairement a un état
pathologique. A ce sujet, une étude menée par Ittner et ses collaborateurs
indique que la phosphorylation de la Thr205 de Tau permet de réduire
les déficits de mémoire chez un modéle de souris Alzheimer.
Plus précisément, il semblerait que, lorsque phosphorylé par la kinase
p38y, ce site perturbe le complexe PSD-95/Tau/Fyn, ce qui prévient

I’excitotoxicité et la toxicité -amyloide (Ittner et al., 2016). De plus amples
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recherches seront évidemment nécessaires afin de valider linfluence

potentielle des analogues de la S1P sur cette interaction complexe.

4.2 La signalisation induite en lien avec le S1PR1

L’importance de la Ser262 et de sa phosphorylation aberrante dans
les tauopathies est bien documentée. Néanmoins, sa phosphorylation ne
permet pas a elle seule d’engendrer des déficits de mémoire. Majd et des
collégues soutiennent au contraire quune combinaison de sites
phosphorylés est requise, résultant elle-méme d’une combinaison
d’activité de kinases et de phosphatases. En effet, dans les cerveaux
Alzheimer humains disséqués, il a été démontré que la Ser262
hyperphosphorylée soit présente lorsque l'activité d’AMPK est augmentée
et celle de PP2A est diminuée (Majd et al., 2016). De fait, cette observation
semble appuyer la présente hypothése voulant que l'effet du SEW2871
sur Tau passe par le tandem enzymatique PP2A /AMPK.

La littérature montrant le lien probable entre la phosphorylation de
la Ser262 de Tau et ’'activité de la kinase AMPK est claire (Domise et al.,
2016; Kumar et al., 2015). En analysant les effets du SEW2871 sur des
tranches d’hippocampe, notre étude suggere que la déphosphorylation de
Tau au site Ser262 par l'analogue chimique en question requiert
Iinactivation de l'’enzyme AMPK, une observation démontrant
effectivement l’étroite relation entre Tau et AMPK. Il faut mentionner
également que de nombreuses études suggérent que le contrdle de la
phosphorylation de Tau nécessite essentiellement l'action de l’enzyme
PP2A (Braithwaite et al., 2012), une découverte intéressante puisqu’il a
été démontré que cette enzyme est la seule phosphatase capable de
promouvoir la déphosphorylation de protéines Tau hyperphosphorylées
dans les cerveaux de type Alzheimer (Hu et al., 2016; Wang et al., 2007;
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Wang and Liu, 2008). Ainsi, la présente suggestion voulant que PP2A
fasse partie de la signalisation conduisant a la déphosphorylation de la
Ser262 de Tau semble corréler avec la littérature actuelle. Un autre
scénario possible pourrait impliquer la réduction d’activité du tandem
kinase PAR-1/MARK qui semble, quant a lui, induire la toxicité de
Tau en augmentant la phosphorylation des sites Ser262 et Ser356.
Fait intéressant, cette phosphorylation provoque a son tour
l'augmentation de la Thr231 (Ando et al, 2016), un résidu
hyperphosphorylé et retrouvé dans les pré-enchevétrements
neurofibrillaires de cerveaux Alzheimer (Luna-Munoz et al., 2007).
D’autres kinases comme Cdk5, PKA et Src, également connues pour leur
régulation de.la protéine, pourront aussi faire l'objet d’investigations

éventuelles (Martin et al., 2011).

Sur le plan mécanistique, on connait encore trés peu de choses sur
les étapes moléculaires assurant la déphosphorylation de la protéine Tau
par le composé SEW2871. De nombreuses études laissent toutefois croire
que les effets de la S1P et de ses analogues pharmacologiques impliquent,
dans une certaine mesure, un processus de désensibilisation des
récepteurs membranaires. En effet, on sait que la S1P posséde une forte
affinité pour les S1PR1 (Oo et al., 2011) et qu’elle est susceptible de
favoriser l'internalisation de ces récepteurs aprés leur activation via la
phosphorylation du résidu Tyr143 (Chavez et al., 2015; Pyne and Pyne,
2017), un phénomeéne caractéristique des récepteurs couplés aux
protéines G. Dans cet optique, des études ont également démontré que
Iinternalisation des S1PR1 dans les cellules du systéme immunitaire
accompagne les bienfaits cliniques du FTY720-P (Sykes et al., 2014).
Plus précisément, certains effets du fingolimod découlent d'une action
activatrice qui conduit ultimement a l'inactivation des récepteurs, un

processus antagoniste dit fonctionnel (Brinkmann et al., 2010).
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Selon toute vraisemblance, le processus d’internalisation des S1PR1
par des endosomes implique la liaison de la protéine Gj avec la protéine
cytosolique B-arrestine, un complexe qui interragit, quant a lui, avec
plusieurs acteurs moléculaires tels que le proto-oncogéne c-Src et les
protéines kinases ERK-1/2 (Pyne and Pyne, 2017). Toutefois, rappelons-
le, rare est la littérature traitant de ’activation des récepteurs 1 de la S1P
par le SEW2871 et les étapes moléculaires qui en dépendent. De fait, de
nombreuses études seront requises pour évaluer si la déphosphorylation
de Tau par cet analogue chimique requiert effectivement un processus de

désensibilisation impliquant le site Tyr143 du récepteur.

Cela dit, on ne pourrait passer sous silence le fait que ’activation des
récepteurs de la S1P par des analogues chimiques implique des réponses
cellulaires variées, voir redondantes. Par exemple, selon les doses
utilisées, le composé FTY720-P est en mesure de réguler différemment la
perméabilité vasculaire cérébrale en contrélant la dégradation
intracellulaire des S1PR1 (Oo et al., 2011). Par ailleurs, les études tendent
a démontrer que leffet antagoniste du composé AUY954 requiert la
dégradation du S1PR1 alors que le composé W146 induit son effet
antagoniste par un mécanisme indépendant de la dégradation (Pan et al.,
2006). S’agissant du composé SEW2871, on ignore toujours si son action
sur la protéine Tau corréle (ou non) avec la dégradation du récepteur.
De plus, si la modulation de la phosphorylation de Tau par 'analogue
SEW2871 est ici bien démontrée, les effets potentiels de molécules
apparentées n'ont pas encore été estimés. En effet, les molécules comme
le ponesimod (Bolli et al., 2010), le CS-0777 (Moberly et al., 2012) et
I’'amiselimod (Chaudhry et al.,, 2017) sont également des substances

connues pour activer les S1PR1.

Au fil du temps, lattention portée a la béta-amyloide en tant que

cible thérapeutique essentielle pour le traitement de la maladie
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d’Alzheimer a quelque peu minimisé l'intérét pour la protéine Tau
hyperphosphorylée. Toutefois, la présente recherche laisse penser que des
médicaments activateurs des S1PR1 seraient éventuellement capable de
freiner les ravages de cette maladie en limitant la phosphorylation de
Tau a son site Ser262. Notre étude révele que ce mécanisme de
déphosphorylation de Tau pourrait intéresser la  structure
hippocampique, une région du cerveau trés vulnérable a la pathologie
Alzheimer. Mais qu’en est-il des autres structures du cerveau comme le
cortex et le cervelet? On comprend par ailleurs que la déphosphorylation
de Tau induite par le composé SEW2871 s’avére efficace dans le tissu
sain. De cette observation, peut-on déduire que l'effet du SEW2871 serait
effectivement reproduit sur des cerveaux affectés par la pathologie
Alzheimer? La réalisation d’expériences qui prendraient avantage de
I'utilisation de modéles animaux transgéniques pourrait nous aiguiller

sur cette question.

Enfin, beaucoup de chercheurs s’intéressent au réle de
I'inflammation en tant que mécanisme initiateur de la démence Alzheimer
(Parbo et al., 2018). Des résultats récents laissent présager que les effets
bénéfiques du SEW2871 impliquent une action sur la cascade
inflammatoire (Kim and Tabata, 2017). En effet, lorsqu’elle se lie aux
S1PR1, la molécule en question induit un phénotype anti-inflammatoire
(Hughes et al.,, 2008). Mais quelle serait le lien entre Jleffet
anti-inflammatoire du SEW2871 et la déphosphorylation de Tau?

La possibilité que la déphosphorylation de Tau par des analogues de
la S1P fasse grand bien au cerveau Alzheimer est certes une hypothése
qui pourrait relever de I’évidence. L’ennui, c’est qu’on dispose
actuellement de données qui montrent que la déphosphorylation de Tau
pourrait s’accompagner dune sécrétion de la protéine dans le milieu

extracellulaire via les exosomes (Kellett and Hooper, 2015; Pooler et al.,
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2013; Wang et al., 2017). En ce sens, les observations tendent a
démontrer que la protéine Tau sécrétée serait toxique pour le cerveau.
Ne faudrait-il pas s’inquiéter de cette possibilité? De plus, serait-il plus
judicieux d’opter pour la neutralisation de Tau hyperphosphorylée par
des anticorps plutét que pour sa déphosphorylation (Gibbons et al.,

2018)? L’avenir nous le dira bien.



CHAPITRE V

CONCLUSION

I1 n’existe encore aucun traitement permettant de guérir la maladie
d’Alzheimer ou d’en freiner sa progression. Se manifestant d’abord par
des troubles de la pensée et de la mémoire, la maladie d’Alzheimer
provoque peu a peu chez la personne touchée une atteinte des facultés
cognitives qui se traduira progressivement par une difficulté a
effectuer les taches quotidiennes comme s’habiller et faire sa toilette.
Eventuellement, cette personne ne pourra plus s’occuper d’elle-méme et
communiquer verbalement. Elle devra donc étre prise en charge par ses
paires. Au bout du compte, il y aura non seulement atteinte des facultés
cognitives, mais également atteinte des facultés physiques qui, peu a peu,

s’aggraveront et laisseront place a la mort.

Rappelons que la maladie d’Alzheimer fait partie des formes de
démences les plus connues. Selon les statistiques rendues publiques en
2016 par la Société Alzheimer du Canada, 564 000 Canadiens sont
atteints de cette maladie ou d’une maladie apparentée, un nombre qui
s’élevera a 937 000 dans 15 ans. Les couts engendrés par ces problémes
de santé sont actuellement estimés a 10,4 milliards de dollars par année
et, en 2031, cette somme bondira a 16,4 milliards de dollars. Il faut savoir
que le plus grand facteur de risque de la maladie d’Alzheimer est ’age, un
fait qui apparait non négligeable et a considérer étant donné le
phénomeéne du vieillissement démographique probant que font face notre
société et bien d’autres, comme le Bureau du recensement des Etats-Unis

I'indique.
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Manipuler pharmacologiquement les neurones du cerveau dans un
but thérapeutique requiert la compréhension des processus moléculaires
qui engagent la pathologie humaine. S’agissant de la maladie d’Alzheimer,
la théorie amyloide a longtemps confié la responsabilité des dommages
engendrés a cette protéine agglomérée en plaques. Or, aprés de multiples
tentatives thérapeutiques, les chercheurs sont a considérer d’autres
mécanismes moléculaires dans l'initiation du processus pathologique.
Plusiéurs recherches actuelles tendent ainsi a impliquer la protéine Tau
hyperphosphorylée comme mécanisme précoce de la pathogénése
Alzheimer. De fait, les observations effectuées dans le cadre du présent
travail expérimental laissent envisager qu'un traitement préventif par des
analogues de la S1P comme le SEW2871 pourrait freiner les dommages

causés par la protéine Tau hyperphosphorylée. Une histoire a suivre.
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