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Résumé

L’incidence de maladies neurodégénératives et systémiques liées au vieillissement, tels la
maladie d’Alzheimer (MA) et le diabéte, augmente rapidement. Plusieurs études rapportent que
les patients souffrant de diabéte ont entre 50 et 75 % plus de risque de développer la MA que les
gens sains du méme 4ge. La protéine tau hyperphosphorylée est une des composantes majeures
des enchevétrements neurofibrillaires, une composante neuropathologique classique de la MA.
L’étude présente examine les modifications de tau dans deux mode¢les de souris transgéniques
développant un diabéte de type 2. La phosphorylation de tau est augmentée au niveau de
I’hippocampe de ces souris. Le diabéte de type 2 provoque aussi la dérégulation de quelques
kinases et phosphatases de tau. Cette dérégulation serait résultante de la résistance a I’insuline et
I’hypothermie. Le diabéte de type 2 provoquerait donc 1’accélération de la cascade menant a

développer la maladie d’ Alzheimer.



Abstract

The incidence of age-related neurodegenerative and systemic diseases including
Alzheimer’s disease (AD) and diabetes is increasing rapidly. Multiple studies report that
patients with diabetes have a 50-75% increased risk of developing AD compared with age-
and gender-matched patients without diabetes. Abnormally phosphorylated tau is a major
building block of neurofibrillary tangles, a classic neuropathological characteristic of AD.
The current study examines tau modification in transgenic mice modeling type 2 diabetes
mellitus. Tau phosphorylation is increased in hippocampus of db/db and ob/ob mice
compared with control mouse brain. This increase of Tau phosphorylation is conversely
accompanied of an Type 2 diabetes also induces a deregulation of some kinases and
phosphatases of tau. Our results suggest that the increase of tau phosphorylation caused by
dysregulation of some kinases and phosphatases induce by insulin resistance and
hypothermia.. We hypothesize type 2 diabetes may contribute to exacerbates Alzheimer’s

like pathological cascade.
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sur la protéine tau, en présentant le diabéte de type 2 et la signalisation de I’insuline et
terrine en présentant certaines €vidences qui pourraient lier les deux maladies. L’article
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Introduction

Le diabéte de type 2 et la maladie d’ Alzheimer sont deux pathologies liées a 1’age et
qui montrent une augmentation de leurs incidences. Le diabéte de type 2 est une pathologie
qui affecte la régulation de la glycémie et qui est causée par |’apparition d’une résistance a
I’insuline qui est conséquente de 1’dge et de 1’obésité. Cette pathologie atteint des individus
de plus en plus jeunes en raison de I’augmentation des problémes d’obésité au niveau
mondial. La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative menant a une perte
des fonctions cognitives, qui se caractérise par la présence de deux Iésions
histopathologiques spécifiques : les dépdts extracellulaires de peptides amyloides et les
agrégats intracellulaires de la protéine tau hyperphosphorylée. Bien que certaines études
épidémiologiques aient montré que le diabéte de type 2 soit un facteur de risque de la
maladie d’Alzheimer, les déréglements cellulaires inhérents au diabéte de type 2 qui

pourraient médier une interrelation entre les deux pathologies sont encore mal connus.

Afin de bien mettre en contexte les travaux que j’ai entrepris durant de ma maitrise,
certains concepts clés de la maladie d’Alzheimer et du diabéte de type 2 seront abordés
dans un premier temps. Dans un deuxiéme temps, les résultats expérimentaux et les

conclusions seront présentés sous la forme d’article.

1.1. La maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) a été nommée en 1’honneur du Dr Alois Alzheimer a
la suite des découvertes qu’il a faites en étudiant le cas d’une patiente : Auguste D. Cette
maladie incurable se manifeste par une perte progressive des fonctions cérébrales. Les
premiéres fonctions atteintes sont principalement liées au systéme limbique telles que la

mémoire et les émotions. La maladie d’Alzheimer est la forme de démence la plus
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répandue. Aujourd’hui, plus d’un demi-million de Canadiens en sont atteint et plus de 5
millions de nouveaux cas sont rapportés dans le monde chaque année, ce qui entraine des
conséquences socio-économiques trés importantes (Bekris et al., 2010). Elle a entrainé des
dépenses de plus de 15 milliards de dollars en 2008 et se pose ainsi en probléme de santé
majeur (Source : Société Alzheimer). Actuellement, nous disposons de traitements
symptomatiques qui ralentissent la progression de la pathologie de 5 a 10 ans, mais d’aucun
traitement curatif. De plus, nous disposons de peu de marqueurs diagnostiques précoces et
la complexité multifactorielle de la maladie d’Alzheimer rend la découverte de facteurs de

risques difficiles.

1.1.1. Neurohistopathologie de la maladie d’ Alzheimer

La progression irréversible de la maladie d’ Alzheimer entraine une atrophie globale
des structures cérébrales. De plus, I'analyse de tissus post-mortem révéle la présence de
deux changements histopathologiques importants et caractéristiques : les plaques amyloides
et d’enchevétrements neurofibrillaires qui s’accompagnent d’une importante atrophie
corticale (Figure 1). Les plaques séniles sont le résultat de ’agrégation extracellulaire de
peptides B amyloides (AB) provenant du clivage protéolytique de 1’« amyloid protein
precursor » ou APP. La présence d’enchevétrement neurofibrillaire correspond, quant qu’a
elle, & I’accumulation intracellulaire de la protéine tau hyperphosphorylée regroupée en

filaments appariés en hélice ou PHF pour « Paired Helical Filaments ».



Figure1: Coupe de cerveau humain d’un patient atteint de la maladie

d’Alzheimer. Adapté de (Castellani et al., 2010).

(A) Cerveau d’un patient de 73 ans montrant des signes d’atrophie général et d’une
dilatation des ventricules cérébraux. (B) Vue rapprochée d’une autre coupe du
méme cerveau montrant une atrophie de I’hippocampe et une dilatation de la corne

temporale.




1.1.2. Les Causes de la maladie

La maladie d’Alzheimer est retrouvée sous deux grandes formes: la forme
héréditaire et les formes sporadiques. La forme héréditaire regroupe une famille de
mutations autosomales et représente environ 5 % des cas de la MA. Les formes sporadiques
regroupent un ensemble de prédispositions génétiques et de facteurs environnementaux et

représentent la majorité des cas de la MA (Figure 2).

APOE (# 65%) Sporadic cases
(>95%)

APP (# 0,4%) —

PS-1 (# 2-3%)

Autosomal ™\ pg_ > (4 0.1%)

dominant
mutation cases
(<5%)

Figure 2 : Distribution des diverses formes de la MA et leurs facteurs génétiques
associés. Tiré de (Richard and Amouyel, 2001)

Représentation graphique de la répartition des différentes formes de la MA. Plus de
95 % des cas de la MA n’ont aucun historique familial, ces cas de la MA sont dits
sporadique et d’apparition tardive alors que seulement 5 % des cas sont liés a un historique

familial de mutation génétique.




1.1.2.1. Formes héréditaires

Les formes familiales représentent moins de 5% des cas connus de la maladie
d’Alzheimer. Ces cas sont provoqués par la transmission génétique de mutations li€es a la
voie métabolique de I’APP et sont responsables de I’apparition des formes précoces
(Blennow et al., 2006) (Figure 2). Plus de 32 différentes mutations ont été répertoriées sur
le géne codant pour I’APP (Guyant-Marechal et al., 2007). La majorit¢ de ces mutations
sont retrouvées pres des sites de clivages y ciblés par différents complexes enzymatiques
de clivages appelés y-sécrétases et qui sont responsables de la production du peptide
amyloide a partir de son précurseur (APP). Les autres mutations sont retrouvées dans les
génes codant pour ces sécrétases. Plus de 123 mutations sur le géne la préséniline 1 et plus
de 16 sur la préséniline 2 sont rapporté chez les gens atteints de la forme familiale de la
MA (Bekris et al., 2010). La préséniline 2 est une protéine membranaire qui forme le centre
catalytique du complexe y-sécrétase (De Strooper et al., 1998; Wolfe et al., 1999). Les
mutations sur le géne codant pour la préséniline 1 sont les mutations les plus souvent
rencontrées et causent les formes les plus séveres de cette pathologie (Bekris et al., 2010).
Autant chez les gens porteurs de mutations dans la préséniline 1 ou 2 que dan I’APP, les
symptomes de la maladie d’Alzheimer apparaissent a un dge beaucoup plus jeune et surtout

évolue a un rythme beaucoup plus rapide que chez les gens atteints de la forme sporadique.

1.1.3. Formes sporadiques et facteurs de risques

Les formes sporadiques sont les plus répandues et représentent plus de 95 % des cas
(Richard and Amouyel, 2001) (Figure 2). Ces formes se manifestent a un age beaucoup
plus avancé et les symptdmes évoluent beaucoup moins rapidement que les formes
héréditaires. Il semble que la cause de ces cas soit multifactorielle, avec des facteurs
environnementaux qui interagissent avec la susceptibilité biologique et génétique
intrinséque & chaque personne pour augmenter la susceptibilit¢ de voir la maladie se

développer. Les facteurs multifactoriels impliqués dans les formes sporadiques de la MA



10

touchent beaucoup de voies de signalisation qui interagissent pour causer les divers

symptdmes observés chez les gens atteints de la MA.

1.1.3.1.  Prédisposition génétique et ApoE

Le géne APOE code pour une protéine polymorphe exprimée principalement dans le
foie, mais aussi dans le systéme nerveux central et périphérique qui est impliquée dans le
transport des lipoprotéines (Blain et al., 1996). Le gene est présent dans la population sous
3 alléles différents : une forme normale €3 et deux formes anormales €2 ete4. Des études
récentes ont montré que la présence de 1’alléle €4 représente un facteur de risque important
dans le développement de la maladie d’Alzheimer (Strittmatter et al., 1993; Richard and
Amouyel, 2001; Gupta et al., 2011). Le mécanisme entrainant la toxicité via la protéine
ApoE sous la forme €4 n’est cependant pas entiérement connu, mais il est proposé que cette
derniére pourrait moduler I"hyperphosphorylation de tau et 1’agrégation du peptide p-
amyloide (Huang, 2006, 2010). On peut noter également que la concentration plasmique de
la protéine ApoE pourrait servir de marqueur biologique pour évaluer la progression de la

MA (Gupta et al., 2011).

1.1.4. Autres facteurs

1.1.4.1. ;\ge et sexe

L’age est sans contredit le facteur de risque le plus important (Harman, 2002). En
effet, une fois 1’4ge de 80 ans atteint la prévalence se situe entre 10 et 30 %. Les femmes
sont aussi plus touchées par la MA que les hommes, probablement causé par le fait qu’elles

ont une espérance de vie plus longue (Alzheimer's_Association, 2010).
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Ei4.1.1 Diabéte

Le diabéte de type 2 est une pathologie qui affecte la régulation de la glycémie et
qui est causée par I’apparition d’une résistance a I’insuline qui est conséquente de I’4ge et
de l'obésité. Le diabéte de type 2 est caractérisé par un dysfonctionnement de la
signalisation de I’insuline qui provoque une augmentation de la glycémie. Cette pathologie
est trés rependue et son incidence augmente avec le vieillissement de la population et la
détérioration des habitudes alimentaires. Environ 40 % des individus de plus de 65 ans et
50 % des individus de plus de 80 ans souffrent d’intolérance au glucose ou du diabéte
(Lamberts et al., 1997).

Selon certaines études populationnelles et de cohorte, I'incidence de la maladie
d’Alzheimer serait plus grande chez les gens atteints du diabéte de type 2 (Leibson et al.,
1997; Ott et al., 1999a; Xu et al., 2004). Par exemple, I’étude de Rotterdam rapporte que le
risque de démence double chez les gens souffrant de diabéte de type 2 (Ott et al., 1999a).
Ronnemaa et ces collaborateurs ont aussi montré qu’une déficience de la sécrétion
d’insuline, une intolérance au glucose et une résistance a l’'insuline sont toutes deux
associées avec un risque accru de souffrir de la maladie d’Alzheimer une fois I’dge de 50
ans atteint (Ronnemaa et al., 2008). Aux Ftats-Unis, le suivi sur 5 ans de plus de 600
patients dgés de plus de 65 ans a montré que plus de 40 % du risque de souffrir de la

maladie d’ Alzheimer était attribuable au diabéte ou a I’hyperinsulinémie.

De plus en plus d’évidences sont mises en avant pour supporter le lien qu’il pourrait
exister entre la maladie d’ Alzheimer et le dysfonctionnement de 1'insuline (Gasparini et al.,
2002). Par exemple, lors d’étude de groupe de méme age, les cerveaux des patients atteints
d’Alzheimer montrent des concentrations d'insuline et une densité des récepteurs a
I’insuline plus faible (Frolich et al., 1999; Craft and Watson, 2004). Ces anomalies

pourraient jouer un réle dans la réduction du métabolisme local du glucose, comme cela a
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¢été largement rapporté dans les régions temporales et pariétales du cerveau (Small et al.,
2000), tout comme dans I’hippocampe de patient atteint de la maladie d’Alzheimer
(Garrido et al., 2002). Toutes ces évidences ont suggéré I’hypothése que la maladie

d’ Alzheimer pourrait étre une forme de diabéte cérébral (Hoyer, 1998).

Chapitre 2 : Protéine tau

La protéine tau, pour « tubulin associated unit », a été décrite pour la premiére fois
en 1975 (Weingarten et al., 1975) comme étant une protéine essentielle a la stabilisation des
microtubules. Depuis, on sait que cette protéine fait par partie de la famille des MAPs, pour
« microtubule associated protein» et que son principal rdle serait la régulation de la
dynamique des microtubules, mais elle pourrait aussi avoir plusieurs autres roles. Dans le
cerveau humain, la protéine tau constitue une famille de 6 isoformes, possédant entre 352 a
441 acides aminés, formés par épissage alternatif d’un seul géne (Goedert et al., 1989)

(Figure 3).
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Figure 3 : Schéma du géne (A) des ARNm (s) et des différentes isoformes possibles
de tau. Tiré de (Sergeant et al., 2005).

(A)Le géne tau contient 16 exons qui sont numeérotés de -1 a 14. L’exon 8 est
toujours excisé chez ’homme alors que I’exon 4A est principalement présent dans le
systéme nerveux périphérique sous une forme de tau connu sous le nom de « Big tau ». (B)
Schéma des ARNs messagers de tau présent niveau du systéme nerveux central de
I’homme. L’épissage alternatif des exons 2,3 et 10 ménera a |’expression des 6 différents
isoformes de tau présent au niveau du systéme nerveux central chez 1’homme. (C)
Représentation des 6 isoformes retrouvés dans le systéme nerveux central qui sont issus des
différentes possibilités d’épissage alternatif. L’inclusion de I’exon 10 produit

I'incorporation de 3 ou 4 motifs répétés de liaison aux microtubules.
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2.1, Forme

Le géne codant pour la protéine tau, d’une taille de 140 kb est située sur le
chromosome 17(Neve et al., 1986; Andreadis et al., 1995). Ce géne produit apres
transcription un pré-ARNm de 16 exons, numérot¢ de -1 a 14 dont le 8 est
systématiquement exclu alors que le 4A est principalement présent au niveau du systéme
nerveux périphérique. L’insertion de 1I’exon 4A produit une forme de tau nommé « Big
tau » qui est moins étudié et est principalement présent au niveau des nerfs périphériques
du systéme nerveux central. Les exons -1 et 14 sont présents au niveau des ARN, mais ne
sont jamais traduits. En ce qui touche le systéme nerveux central humain, les 3 exons 2, 3 et
10 subissent un épissage alternatif qui va conduire a la production de 6 isoformes de la
protéine tau. L’inclusion de I’exon 10 dans les isoformes tau 4R de tau permet d’incorporer

un quatrieme motif de liaison aux microtubules par rapport aux isoformes 3R sans exon 10.

Les isoformes présents au niveau du systéme nerveux central ont un poids
moléculaire qui varie entre 45 et 65 kDa. La protéine tau peut étre séparée en deux parties
fonctionnelles : le domaine de projection et le domaine de liaison aux microtubules. Le
domaine de projection en N-terminale contient une région acide et une région riche en
proline et est de taille variable selon I’inclusion des exons 2 et 3 (Hirokawa et al., 1988;
Brandt et al.,, 1995). Ce domaine lui permet d’interagir avec le cytosquelette et les
différents organites intracellulaires et la membrane plasmique afin de déterminer le
diameétre axonal (Chen et al., 1992; Brandt et al., 1995) (Figure 4). Le domaine de liaison,
situé en C-terminale est caractérisée par la présence d’une séquence d’acides aminés
répétés 3 ou 4 fois (Himmler et al., 1989; Butner and Kirschner, 1991; Gustke et al., 1994)
qui médie la fonction biologique principale de la protéine tau: la stabilisation des
microtubules et augmenter leur polymérisation (Weingarten et al., 1975; Cleveland et al.,
1977a, b). La taille du domaine de liaison aux microtubules varie selon I’inclusion par

épissage alternatif de I’exon 10 qui code pour une séquence de 31 acides aminés (Figure 4).
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Le domaine de liaison aux microtubules posséde 3 (R1, R3 et R4) ou 4 (R1, R2, R3 et R4)
motifs hautement conservés de 18 acides aminés capables de se lier aux microtubules

(Goedert et al., 1989; Himmler et al., 1989).
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Figure 4 : Structure et fonction la protéine tau. Tiré de (Buee et al., 2000).

Le domaine de projection, qui inclut une région contenant des acides aminés acides, interagit

avec les composantes du cytosquelette pour déterminer le diametre de I’axone.




La

B 3 Fonction

Initialement décrite par (Cleveland et al., 1977a) comme étant une protéine associée
aux microtubules, la principale fonction de tau est de réguler la dynamique des
microtubules ce qui & comme conséquence d’avoir un impact important sur le transport

axonal.

2.2.1. Régulation de la dynamique des microtubules

Les microtubules sont des structures cylindriques qui sont le résultat de
I’assemblage de protofilaments qui sont eux-mémes constitués de tubuline a et . Les
microtubules sont des structures connues pour étre en perpétuelle reconstruction et donc
avoir une dynamique d’élongation et de dépolymérisation continue. Cette dynamique
instable se fait aux deux extrémités de leur structure. L ajout de nouveaux éléments se fait a
I’extrémité (+) alors que la dépolymérisation se fait a I’extrémité (-). C’est en considérant la
dynamique instable que les protéines associées aux microtubules prennent toute leur

importance puisque leur liaison permet de les stabiliser.

L’interaction entre tau et les microtubules a grandement été étudiés au cours des
derniéres années, surtout pour son lien possible avec la MA (Terry, 1996; Pollak et al.,
2003). Tau est une protéine qui a la capacité de se lier aux microtubules afin de promouvoir

leur polymeérisation et les stabiliser (Weingarten et al., 1975; Gustke et al., 1994).

La liaison de tau avec les microtubules se fait par son extrémité C-terminale, au
domaine de liaison aux microtubules. La présence d’isoformes 4 domaines de liaison aux

microtubules confére aux isoformes 4R une plus grande capacité de promouvoir la
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polymeérisation et la stabilit¢ des microtubules. Cette plus grande stabilité confere aux
réseaux axonaux une plus grande rigidité. Bien que I'impact d’un déséquilibre entre la
proportion de 3R et 4R soit toujours sujet a discussions, il semble qu’une modification de la
proportion des différents isoformes puisse avoir un impact sur la progression de la
pathologie d’Alzheimer (Connell et al., 2005; Glatz et al., 2006; Ingelsson et al., 2006;
Espinoza et al., 2008).

2.2.2. Transport axonal

Les neurones sont, par leur fonction, un type de cellules qui peuvent s’étendre sur
de trés grandes distances. Afin de conserver une signalisation cellulaire fonctionnelle sur
toute la longueur de la cellule, le neurone se doit d’avoir un systéme axonal bidirectionnel
tres performant et dynamique. Dans ce contexte, les microtubules ont non seulement le role
de supporter la cellule, mais aussi celui de véritable tapis roulant ot circule des organites et
des vésicules transportées de fagon antérograde ou rétrograde soit respectivement vers la
synapse ou le corps cellulaire. La stabilité du systéme microtubulaire est trés importante
afin que le transport axonal soit le plus efficace possible. Cependant, le systéme
microtubulaire se doit aussi d’étre instable afin de garder une dynamique qui est nécessaire
a certains processus biologiques importants comme la croissance axonale. C’est dans cet
aspect d’équilibre instable que tau joue un réle important en régulant la stabilité des

microtubules.

Par sa fonction de stabilisation des microtubules, tau intervient dans la régulation du
transport axonal. Autant la protéine tau que les autres protéines stabilisatrices associées aux
microtubules ont un rdle important & jouer en maintenant cette « autoroute de transport »
stable. Il a été démontré qu’un déréglement de 1’expression ou de phosphorylation de la
protéine tau entrainait un dysfonctionnement dans le transport axonal, autant in vitro qu’in

vivo (Ebneth et al., 1998; Stamer et al., 2002) (Figure 5). La phosphorylation joue un rdle
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important dans la liaison de tau aux microtubules et influence donc d’une fagon importante
le transport axonal. La forme phosphorylée de la protéine tau a une affinité plus faible pour
les microtubules, ce qui implique que le réseau microtubulaire est plus instable, mais plus
dynamique. La forme déphosphorylée a une plus grande affinité pour le réseau
microtubulaire ce qui le stabilise est permet une plus grande efficacité du transport axonal.
La proportion des différentes isoformes de tau est aussi importante. Ainsi, dans certains
modéles de souris transgéniques qui surexpriment différentes isoformes de tau, le transport
axonal a été trouvé comme étant aussi affecté (Spittaels et al., 1999; Zhang et al., 2004;
Kambe et al., 2011; Kim et al., 2011).

La liaison aux microtubules est négativement régulée par la phosphorylation de
plusieurs sites dans et autour de la région de liaison aux microtubules de la protéine tau
(Biernat et al., 1993; Drewes et al., 1995; Buee et al., 2000; Avila et al., 2004). Cette
hyperphosphorylation jumelée a une expression plus importante des isoformes 3R, ayant un
plus faible pouvoir de liaison, pourraient probablement contribué a une dynamique des
microtubules plus grande plasticité du cytosquelette neuronal, requis lors des périodes de
croissance neuronale (Goedert and Jakes, 1990; Lovestone and Reynolds, 1997; Planel et
al., 2008).
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Figure 5 : Implication de la régulation de tau dans le transport axonal. Tiré de (Ballatore

et al., 2007).

La principale fonction de tau, connu a ce jour, est de stabiliser la dynamique des
microtubules. Cette fonction est un élément clé du transport axonal et est régulée par la capacité de
la protéine tau a se lier aux microtubules. Cette liaison est principalement médiée par la

phosphorylation de tau qui permet le détachement de la protéine du réseau microtubulaire.
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2.2.3. Autres roles

Initialement décrite par (Binder et al., 1985)comme une protéine axonale, tau a
ensuite ét¢ montré comme étant présente dans d’autres compartiments cellulaires. Tau a été
démontré comme pouvant se lier aux ribosomes (Papasozomenos and Binder, 1987), a la
membrane plasmique (Brandt et al., 1995) et aux noyaux des cellules (Loomis et al., 1990;
Thurston et al., 1997; Cross et al., 2000). Suite a ces observations, I’hypothése a été émise
que tau pourrait se lier 3 ’ADN (Hua and He, 2003) et que tau pouvait en induire un
changement de conformation qui pourrait étre impliqué dans la protection de ’ADN (Hua
and He, 2003; Qu et al., 2004; Sultan et al.). Sultan et ces collegues suggérent que cette

protection serait aussi sous 1’influence de la phosphorylation de tau (Sultan et al., 2011).

2.2.4. Modification post-traductionnelle

La protéine tau peut subir plusieurs modifications post-traductionnelles qui peuvent
modifier son efficacité a accomplir ses principales fonctions. Parmi celles-ci on peut noter
l'ubiquitination, 1’acétylation, la glycation, la transglutamination, la formation de ponts
disulfure par oxydation, les N- glycosylations et O-glycosylations (Buee et al., 2000). La

modification la plus étudiée est cependant la phosphorylation.

2.24.1. Phosphorylation

La phosphorylation est la modification post-traductionnelle de tau la plus étudiée,
probablement due & son impact sur la capacité de tau a se lier aux microtubules. Tau peut
compter, selon I'isoforme étudié, jusqu’a 85 sites putatifs de phosphorylation. Dans les
faits, plus de 30 sites de phosphorylation sérines/thréonines ont été décrits phosphorylés au

moyen d’anticorps dirigés contre ces épitopes phosphorylés.
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La fonction principale de tau est de réguler la dynamique de
polymérisation/dépolarisation des microtubules. Cette fonction est grandement influencée
par le degré de phosphorylation de tau. En effet, 1’augmentation du degré de
phosphorylation de tau inhibe sa capacité a induire la polymérisation des microtubules
(Lindwall and Cole, 1984). Le contrdle de la phosphorylation de tau serait donc un moyen
de moduler cette fonction de tau. Aussi, il a été montré que I’état de phosphorylation de tau
varie selon le stade de développement, comme lors de la différenciation neuronale ou du
développement axonal. De plus, la protéine tau est retrouvée sous une forme plus
phosphorylée durant le développement embryonnaire que dans les stades de développement

postnatal (Lindwall and Cole, 1984; Brion et al., 1993).

Afin de permettre une régulation fine son état de phosphorylation, tau dispose d’un
grand nombre de kinases et phosphatases. Parmi elles, GSK-3p et PP2A sont considérés
comme ¢étant respectivement la kinase et la phosphatase majeures régulant la
phosphorylation de Tau in vivo bien que beaucoup d’autres kinases et phosphatases peuvent

étre impliquées ( Voir tableau 1 et 2) (Planel et al., 2002; Tian and Wang, 2002).

22411 Kinases

2.2.4.1.1.1. GSK-3p

Dans un premier temps, la glycogéne synthases kinase 3 (GSK-3) a été décrite pour
son implication dans le métabolisme du glycogéne chez le lapin (Embi et al., 1980).
Depuis, I"implication de GSK-3 a été¢ démontrée dans plusieurs fonctions cellulaires telles
que le contréle de la division cellulaire et I’apoptose. Dans un deuxiéme temps, des études
ont montré que GSK-3 était directement impliquée dans diverses voies de signalisation
cellulaire telle que celle de I’insuline. GSK-3 est une protéine retrouvée sous deux

isoformes (c et B) codés par le méme géne (Woodgett, 1990).
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sites de phosphorylation cibles.

(*) sites de phosphorylation, mis en évidence in vitro (*) sites de phosphorylation, mis en évidence in vivo. Les sites de phosphorylation indiqués en
rouge correspondent aux sites de types Ser/Thr-Pro. Abr : PDPK : « Proline Directed Protein Kinases », N-PDPK : « Non-Proline Directed Protein Kinases »,

BI : Kinases a la fois PDPK et N-PDPK et YK : « Tyrosines Kinases ». Tiré de la theése d’Alexis Bretteville (2007, Université Droit et Santé de Lille 2)
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GSK-3p est abondamment exprimée dans tous les tissus, avec des niveaux particuliérement
élevés dans le systéme nerveux central (Woodgett, 1990; Plyte et al., 1992). GSK-3p est
présente dans les dendrites chez 1’adulte et dans les axones embryonnaires (Takahashi et
al., 1994; Leroy and Brion, 1999). GSK-38 est également retrouvée dans le noyau cellulaire
ou elle peut étre notamment impliquée dans la régulation de la transcription en étant un
partenaire de la voie de signalisation impliquat NFkB (Hoshi et al., 1995; Diehl et al.,
1998; Ougolkov et al., 2005).

La régulation de I’activit¢ de GSK-3f est modulée par la phosphorylation de deux
épitopes. La régulation majeure de GSK-3p est opérée par sa phosphorylation sur la sérine
9 (Sutherland et al., 1993). La phosphorylation sur site agit comme un compétiteur du
domaine catalytique ce qui entraine une baisse de I’activité de la kinase (Yuan et al., 2004).
La phosphorylation sur la tyrosine 216 a aussi été montrée pour augmenter ’activité de
GSK-38, bien que la phosphorylation de ce site de semble étre une voie de régulation
mineure (Dajani et al., 2001). In vitro, il a été montré que I’inhibition de GSK-3p peut-&tre
levé sous I’action de la protéine phosphatase 2A (PP2A) (Sutherland and Cohen, 1994).
Cette réactivation de GSK-3p par PP2A a ensuite été démontrée en culture cellulaire et en
culture de coupes de cerveaux (Bennecib et al., 2000; Planel et al., 2001). In vivo, la mise a
jeun et I’hypothermie en résultant provoquent aussi une inhibition de GSK-3f via la
phosphorylation de sa sérine 9 (Planel et al., 2001; Planel et al., 2007b). GSK-38 serait
aussi capable de s’autoréguler en s’inhibant par autophosphorylation sur sa sérine 9 (Wang
etal., 1994).

GSK a la capacité de phosphoryler une grande variété de substrats comme certains
facteurs de transcriptions ou protéines de structures (Grimes and Jope, 2001). GSK-3p a été
montré comme étant capable de se lier a la portion N-terminales de tau (Sun et al., 2002).
Au préalable, GSK-3f avait été montré capable de phosphoryler tau a plusieurs épitopes

dont a la sérine 199, la thréonine 231, la sérine 396 et la sérine 413 (Tableau 1) (Ishiguro et
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al., 1992). Ensuite, plus de 15 sites ont été montrés comme étant des sites de
phosphorylation ciblés par GSK-3B. De son coté, GSK-3a a la capacité de phosphoryler tau
sur 2 sites (Tableau 1). La régulation de la phosphorylation de tau par la GSK-3f est
complexe. Afin d’étre efficace sur certains épitopes, GSK-3f a besoin que tau subisse une
pré-phosphorylation par certaines kinases comme CDKS35 (Ishiguro et al., 1995) ou MAPK
(Thomas et al., 1999). GSK-3 peut donc étre régulé par son état de phosphorylation sur la
sérine 9 et par 1’état de phosphorylation de son substrat. En effet, la pré-phosphorylation de
certains épitopes rend possible I’action GSK-3f alors que la déphosphorylation de certains

autres épitopes rend sont action impossible (Hur and Zhou, 2010).

2.2.4.1.1.2. JNK

Les JNKs (c-Jun N-terminal kinase) sont des kinases qui sont actives en réponse a
des facteurs de stress (Schaeffer and Weber, 1999). Les JNKs sont codés par 3 génes qui
subiront un épissage alternatif qui résultera en la production de 6 isoformes. Seuls jnkl,
jnk2 et jnk3 sont exprimés au niveau du cerveau et la fonction des différents isoformes
n’est pas bien comprise, mais ils ont des affinités pour des substrats différents in vivo
(Gupta et al., 1996). JNK est activé par sa double phosphorylation (Derijard et al., 1994;
Kyriakis et al., 1994; Gupta et al., 1996) et est capable de phosphoryler tau in vitro et in
vivo (Mielke and Herdegen, 2000). Lorsque JNK est activé, il colocalise avec les agrégats
de tau hyperphosphorylés dans la maladie d’Alzheimer (Atzori et al., 2001; Zhu et al.,
2001), JNK pourrait donc jouer un rdle important de la phosphorylation de tau chez les
gens atteins de la MA (Okazawa and Estus, 2002; Ferrer et al., 2005). En cellule, INK a été
montré étre capable de phosphoryler tau sur divers épitopes, dont AT8 et AT270 (Tableau
1) (Buée-Scherrer and Goedert, 2002; Sato et al., 2002)(Buée-Scherrer and Goedert, 2002;
Sato et al., 2002)(Buée-Scherrer and Goedert, 2002; Sato et al., 2002).
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2.24.1.1.3.ERK

Tous comme les INKSs, les ERKs (Extracellular signal-regulated kinases) répondent
a divers stimuli et sont capables de phosphoryler une grande variété de substrat (Schaeffer
and Weber, 1999)(Schaeffer and Weber, 1999)(Schaeffer and Weber, 1999). Parmi la
famille des ERKS, seuls ERK1 et ERK2 font 1’objet de recherche importante. Elles sont
connues comme étant fortement exprimées dans le cerveau (Boulton et al., 1991; Schaeffer
and Weber, 1999). Bien que connu depuis longtemps pour phosphoryler tau sur plusieurs
épitopes in vitro (Tableau 1) (Reynolds et al., 2000; Abe et al., 2002), la phosphorylation
de tau par ERK in vivo demeure & démontrer. En effet, des études en cellules ont montré
une faible hyperphosphorylation de tau suite & une co-transfection de ERK (Baum et al.,
1995; Illenberger et al., 1998). Il a cependant été rapporté, dans un modele cellulaire de
neurotoxicité induite par le manganeése, que lorsque la phosphorylation de ERK méne a la

phosphorylation de tau(Lovestone et al., 1994).

22412 Phosphatases

Il existe 4 protéines phosphaosérine et phosphothréonine qui sont fortement
exprimées dans le cerveau et qui ont la capacit¢ de phosphoryler tau in vitro et
probablement in vivo (Cai et al., 2010). Chacune des phosphatases a une efficacité et une

régulation qui leur sont propres.
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Phosphatase Phosphorylation sites of tau

PP1 Thr205 =~ Thr212 = Ser214 = Ser409 > Ser396
> Ser262 > Serd04 > Serl99 > Ser202

PP2A Thr205 =~ Thr212 = Ser262 = Ser4(09 > Ser214
= Ser396 > Ser202 > Serl 99 > Serd(4

PP2B Ser262 =~ Ser396 =~ Serd09 > Ser212 = Serd(4
> Thr205 =~ Ser214 > Ser202 > Serl99

PP5 Thr205 =~ Thr212 = Serd409 > Ser202 = Ser214
> Ser199 > Ser396 ~ Serd(4 > Ser262

Tableau 2 : Spécificité et efficacité des phosphatases de tau. Tiré de (Liu et

al., 2005)
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2.2.4.1.2.1.PP2A

La protéine phosphatase 2A (PP2A) est un apoenzyme trimérique connu pour jouer
un role dans diverses voies cellulaires, dont la dynamique du cytosquelette, la prolifération
et la mobilité cellulaire (Liu et al., 2005). PP2A est retrouvée de fagon ubiquitaire dans tout
le cerveau et est la phosphatase la plus importante.PP2A est composée de 3 sous-unités :
une sous-unité catalytique (C), une sous-unité régulatrice (B) et une sous-unité de liaison
(A). La sous-unité régulatrice est retrouvée sous 4 familles qui comptent chacune entre 2 et

5 isoformes (Janssens and Goris, 2001; Shi, 2009).

La méthylation de la leucine 309 empéche la liaison de la sous-unité catalytique
avec la sous-unité régulatrice ce qui empéche I’activité de PP2A (Eichhorn et al., 2009). La
protéine phosphatase 2A (PP2A) est connue pour étre la phosphatase la plus importante de
tau in vivo (Bennecib et al., 2000; Gong et al., 2000; Virshup and Shenolikar, 2009). Elle
peut agir directement sur la phosphorylation de tau sur plusieurs épitopes (voir (Tableau 2)
et aussi indirectement via la régulation d’autres effecteurs. Elle agit directement sur la
phosphorylation de tau et est connue pour étre responsable de plus 70 % de ’activité de
déphosphorylation de tau dans le cerveau (Planel et al., 2001). De plus, son activité est
connue pour étre réduite chez les gens atteints de la MA (Gong et al., 1995; Liu et al.,
2005). PP2A peut aussi agir de fagon indirecte sur la phosphorylation de tau. En effet,
I’acide okadaique, un inhibiteur spécifique de PP2A en culture cellulaire, a permis de
démontrer que I’inhibition de PP2A augmente aussi 1’action de certaines kinases, dont
CAMK, ERK et GSK-3 qui sont des effecteurs de la phosphorylation de tau (Gong et al.,
1993; Bennecib et al., 2000; Bennecib et al., 2001).

2.2.4.1.2.2. PPl

La protéine phosphatase 1 (PP1) est une phosphatase qui est exprimée dans toutes
les cellules eucaryotes et qui est impliquée dans diverses voies cellulaires, dont la synthése
de protéine, la division cellulaire et la réorganisation du cytosquelette (Pei et al., 2003;
Ceulemans and Bollen, 2004). PP1 est constituée de deux sous-unités: la sous-unité
catalytique et la sous-unité régulatrice (Cohen, 2002). PP1 est capable de déphosphoryler

tau in vitro et son activité a €té montré comme étant diminué chez les gens atteints de la
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MA (Gong et al., 1993; Shi, 2009). PP1 a notamment été montrée pour étre capable de

déphosphoryler tau in vitro sur plusieurs épitopes (Tableau 2).

2.2.4.1.2.3.PP2B

La protéine phosphatase B (PP2B ou calcineurin) joue un réle important dans
plusieurs voies cellulaires importantes ou le calcium est impliqué comme dans les réactions
immunitaires, le développement neurologique et la mémoire (Gong et al., 1994). PP2B
consiste en deux sous unité : une régulatrice et une catalytique (Rusnak and Mertz, 2000).
PP2B a été montrée pour avoir la capacité de déphosphoryler tau in vitro sur plusieurs
épitopes (Tableau 2). Bien que PP2B soit hautement exprimé dans le cerveau des
mammiféres, il semble son efficacité a déphosphoryler tau in vitro (Shi, 2009) et chez les

gens atteints de la MA soit toutefois assez négligeable (Liu et al., 2005).

2.3 Pathologie tau

Les tauopathies correspondent aux maladies neurodégénératives qui se caractérisent
par I’accumulation intracellulaire de la protéine tau anormalement phosphorylée et
hyperphosphorylée, dont la maladie d’ Alzheimer est sans doute la plus connue. La protéine
tau anormalement et hyperphosphorylée est retrouvé sous forme de PHF (Paired Helical
Filaments ) et peut étre coloré au rouge congo pour étre visible en microscopie €lectronique
(Qian et al., 2011). Tout au long de la progression de la pathologie, I’accumulation de PHF
est accentuée et peut €tre caractérisée en cytologie selon le stade d’évolution.
L’hyperphosphorylation de tau est le résultat de [’augmentation de [’état de
phosphorylation de la protéine tau sur plusieurs épitopes, provoquée par la dérégulation de

I’activité des kinases et/ou phosphatases de tau (Kidd, 1963).



30

Chez les gens atteints de la MA, certaines kinases et phosphatases ont été¢ montrées
comme étant dérégulées. Par exemple, 1’activité de PP1 et PP2A a été montrée comme étant
diminu€es chez les patients atteints de la MA (Gong et al., 1994; Gong et al., 2005).
Certaines kinases sont aussi relocalisées chez les gens atteints de la MA, ce qui laisse croire
qu’elles pourraient étre impliquées dans le développement de la pathologie. Par exemple,
JNK activé colocalise avec les agrégats de tau hyperphosphorylés dans la maladie
d’Alzheimer (Gong et al., 1993; Atzori et al., 2001). Une autre kinase de tau GSK-3 f a
aussi €été¢ montrée pour colocaliser sous sa forme active avec les formes précoces de la
dégénérescence neurofibrillaire et non avec les formes plus tardives (Zhu et al., 2001;
Leroy et al., 2007). Ce qui laisse croire que cette kinase pourrait étre impliquée dans la
mise en place de la dégénérescence neurofibrillaire. En raison du grand nombre de
phosphatases et de kinases qui pourraient étre impliquées dans la phosphorylation de tau
chez les gens atteints de la MA, il n’est pas exclu que ce soit une synergie entre plusieurs

acteurs qui soient responsables de la mise en place de la pathologie.

La cause de la dérégulation de I’activité des kinases et phosphatase chez les gens
atteins de la MA peut étre la résultante de plusieurs facteurs. Depuis longtemps la relation
entre les lésions liées aux plaques amyloides et a la dégénérescence neurofibrillaire est
fortement discutée et débattue. Dans la théorie de la cascade amyloide, c’est le peptide
amyloide- qui est le pivot central. De fagon intéressante, il a été montré que la GSK-3
pouvait étre le lien entre la pathologie amyloide et de la pathologie Tau. En effet,
I’exposition de cultures de neurones hippocampiques de rat au peptide amyloide-p entraine
une augmentation de la phosphorylation de tau via I’activation de la GSK-3 (Takashima et
al., 1998; Pei et al., 1999). De la méme fagon, I’inhibition de la voie de signalisation
PI3K/Akt semble étre un des liens entre les mutations présénilines 1 et I’augmentation de la
phosphorylation de tau (Takashima et al., 1996). L’accumulation du peptide amyloide-f
semble donc étre un facteur qui influence I’équilibre entre I’activité des kinases et
phosphatases. Cependant, I’observation de modéle murin montrant une accumulation
importante de peptides amyloides montre que ceux-ci de présentent pas de dégénérescence

neurofibrillaire (Duff et al., 1996; Baki et al., 2004). En contrepartie, les modéles murins de
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dégénérescence neurofibrillaire montrent [’apparition de mort neuronale, mais pas
I’accumulation de peptide-p (Games et al., 1995). Il semble cependant que la cohabitation
des deux lésions provoque un effet synergique qui provoque une augmentation et
I’apparition de la pathologie Tau (Gotz et al., 2001; Lewis et al., 2001; Perez et al., 2005;
McGowan et al., 2006). L’observation de la protéine tau hyperphosphorylée chez des
modeles animaux présentant une dérégulation de la voie signalisation de I’insuline semble
indiquer que cette voie pourrait influencer 1’équilibre entre I’activation des kinases et
phosphatases (Duvillie et al., 1997; Ribe et al., 2005; Schechter et al., 2005). C’est dans
I’optique de permettre de mettre en évidence la relation moléculaire entre le diabéte et la

pathologie tau que les modéles murins de diabéte sont maintenant utilisés.

Chapitre 3 : Diabéte

Le diabéte est une maladie chronique qui est marquée par un niveau élevé de
glucose sanguin. Le diabéte est connu principalement sous deux formes : diabéte de type 1
et type 2. Chacune des formes représente respectivement 5-10% et 90-95% de la
population vivant avec le diabéte. D’autres formes de diabéte sont connues, comme le

diabéte gestationnel, mais elles sont beaucoup moins étudiées et moins répandues.

3.1.1. Diabéte type 1

Le diabete de type 1 ou diabéte indépendant est généralement diagnostiqué chez les
enfants ou les adultes en bas dge. Ce type de diabéte est dii & une réaction auto-immune qui
détruit les cellules B des ilots de Langerhans qui produisent (Schubert et al., 2004).
Actuellement, la thérapie a I’insuline est la seule voie pour corriger 1’absence ou la trés
faible production d’insuline (Castano and Eisenbarth, 1990). Cependant, des effets
secondaires aux traitements tels que I’hypoglycémie iatrogénique sont fréquents et

entrainent, chez les patients, des tremblements, des changements de 1’humeur (anxiété,
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énervements, ataxie) et peut occasionner le coma dans les cas extrémes (Cryer, 2001; Cryer
et al., 2003; Cryer, 2004; McCrimmon and Sherwin, 2010).

3.1.2. Diabéte type 2

Le diabéte de types 2 ou indépendant de I’insuline est habituellement associé avec le
vieillissement, mais il touche des populations de plus en plus jeunes en raison de
I’incidence élevée de 1’obésité, qui est un facteur de risque majeur de développer le diabéte
de type 2 dans les populations développées. Chez les patients atteints du diabéte de type 2,
le pancréas produit dans un premier temps des taux normaux d’insuline, mais en d’une
raison d’une résistance a I’insuline, les cellules réceptrices ne répondent correctement au
stimulus hormonal. La phase précoce du diabéte de type 2 se caractérise donc par une
hyperglycémie et une hyperinsulinémie induite par I’absence d’une boucle de rétrocontrdle
négatif (Briscoe and Davis, 2006). Avec le temps, le pancréas, qui est surtaxé, devient
incapable de produire suffisamment d’insuline pour pallier la résistance a I’insuline et
maintenir la glycémie a un niveau normal. Les cellules B du pancréas vont donc
s’essouffler et la production d’insuline va diminuer de fagon importante, ce qui va causer
une hyperglycémie et une déficience en insuline qui accompagne le diabéte de type 2 dans

les cas les plus avancés de la pathologie (Festa et al., 2006).

3.1.3. Etiologie du diabéte et signalisation a I’insuline

Le role de I'insuline est bien connu dans les muscles et tissus adipeux, cependant
son role est beaucoup moins bien documenté au niveau du systéme nerveux central.
Toutefois, de récentes découvertes suggérent que I’insuline pourrait jouer un réle important
au niveau cérébral dans son métabolisme, au niveau neurotrophique, de la neuromodulation

et des fonctions neuroendocriniennes (DeFronzo, 2004).
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3.1.3.1.  Signalisation extracellulaire et récepteurs cellulaires

L’insuline présente au niveau du systéme nerveux central provient a la fois de la
circulation sanguine puisque I’insuline est transportée de fagon active a travers la barriére
hémato-encéphalique et est aussi produite localement au niveau du cerveau (Torres-
Aleman, 2000). Les récepteurs a I’insuline sont aussi abondants au niveau cérébral et
hautement exprimé dans le bulbe olfactif, I’hypothalamus, I’hypophyse, le cortex et
I’hippocampe (Havrankova et al., 1978; Schulingkamp et al., 2000). Le récepteur a
I'insuline est un récepteur hétéro-tetramérique qui est composé de deux types de sous-
unité : a et B. La sous unité f a une activité tyrosine kinase (Unger et al., 1991) qui est

activée suite a la liaison de la sous-unité a.

3.1.3.2.  Signalisation intracellulaire : kinase et phosphatases

Une fois activé, le récepteur de I'insuline va phosphoryler sa protéine cible
(Youngren, 2007), qui va a son tour activer la phosphatidyl-inositol-3 phosphate kinase
(PI3K) (Shpakov and Pertseva, 2000) (Figure 6). La PI3K est a I’embranchement de deux
voies métaboliques importantes : la voie des « mitogen-activated proteine kinase »
(MAPK) et la voie de Akt (Sun et al., 1993). La voie des MAPKSs est notamment impliquée
dans la différenciation, la prolifération et la mort cellulaire (Carnero et al., 2008). La voie
de signalisation qui passe par Akt est pour sa part impliquée dans la prolifération et la
croissance cellulaire ainsi que dans la synthése protéique (Brazil and Hemmings, 2001;
Pearson et al., 2001). Akt peut aussi phosphoryler la GSK-3 sur la sérine 9, ce qui la rend
inactive (Tremblay and Giguere, 2008). De cette fagon, un mauvais fonctionnement de la
voie de signalisation Akt méne a une déphosphorylation de GSK-3p et donc a une

activation (de la Monte and Wands, 2005; Deng et al., 2009).
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La résistance a ’insuline qui est présente dans les cas de diabéte de type 2 conduit a
une diminution de la capacité d’induire la cascade de phosphorylation (Balaraman et al.,
2006). Bien que la cause initiale de la perturbation de la cascade de signalisation ne soit pas
connue, la biopsie de muscle de sujet résistant a |’insuline a montré une réduction de
I’activité enzymatique et de 1’état de phosphorylation de kinases et substrats impliqués dans

la voie de signalisation de I’insuline.
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Figure 6 : Signalisation de I’insuline. Tiré de (Pirola et al., 2004).

La voie de signalisation de I’insuline est une voie métabolique importante qui comporte
plusieurs ramifications qui touchent beaucoup de processus biologiques. Suite a I’activation de son
récepteur, une cascade de signalisation est activée qui touche beaucoup de fonctions métaboliques,

dont la phosphorylation de la protéine tau.
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3.2. Modéles d’études du diabéte de type 2

3.2.1. Modéle génétique

La prise alimentaire est finement régulée par plusieurs systémes et peut donc étre
influencée de plusieurs fagons. Dés les années 50, il a été suggéré que les dépdts adipeux
jouaient un role dans la régulation de la prise alimentaire (Gasparini et al., 2002). Ce n’est
que quelques années plus tard que la leptine a été clonée chez la souris ainsi que sa
séquence homologue chez I’homme (Kennedy, 1953). La leptine est une hormone qui est
principalement sécrétée par les tissus adipocytes (Zhang et al., 1994). Le principal lieu
d’action de la leptine est ’hypothalamus pour la régulation de la satiété et la dépense
énergétique. Elle régule de fagon négative la balance énergétique en inhibant la prise de

nourriture et en stimulant la dépense énergétique (Maffei et al., 1995) (Figure 7 ).
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Figure 7 : Signalisation de leptine et contrdle de la prise alimentaire. Tiré de (Cottrell et

al., 2010).

La leptine produite par les adipocytes joue un rdle central dans le controle de la satiété. Sa
présence au niveau du systéme nerveux central diminue la prise alimentaire en modulant la réponse
face de satiété. Chez les animaux ob/ob ou db/db porteurs de mutation dans cette voie de

signalisation, la prise alimentaire est donc augmentée.
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Depuis la découverte de la leptine, deux principales lignées animales ont été
utilisées pour étudier les effets de la prise alimentaire excessive. Chez les souris adultes
porteuses de la mutation ob/ob, il n’y a pas de leptine détectable en dans la circulation
sanguine puisque la mutation produit une protéine qui est tronquée et non sécrétée
(Schwartz and Porte, 2005). Les animaux db/db ayant une mutation sur le géne codant pour
le récepteur de la leptine (Zhang et al., 1994) auront pour leur part un niveau de leptine
circulante normal, mais la signalisation en aval du récepteur ne sera pas activé puisque le
récepteur est non fonctionnel. Autant chez les animaux db/db que les animaux ob/ob, les
signaux de la satiété transmis par le systéme de la leptine sont absents. Le méme phénotype
est donc observé chez les deux lignées d’animaux, c’est-a-dire que ces animaux auront une
augmentation de la prise alimentaire qui causerait une obésité accompagnée
d’hyperinsulinémie et une sévére résistance a I’insuline (Chen et al., 1996). Ils auront donc
une augmentation de la masse corporelle rapide et la mise en place d’un diabéte insulino-
résistant (diabete de type 2). Ces modéles murins (ob/ob et db/db) meurent généralement

avant I’age de 10 mois.

3.2.1.1. Marqueurs de la maladie d’Alzheimer

Plusieurs études ont rapporté une hyperphosphorylation de la protéine tau dans des
modeéles de rats (Hummel et al., 1966; Jung et al., 2011) et de souris (Li et al., 2007)
développant le diabeéte de type 2. Les deux groupes ont rapporté une augmentation de la
phosphorylation de tau dans les neurones corticaux, mais chacun sur deux épitopes
différents (Kim et al., 2009; Jung et al., 2011). De la méme fagon, plusieurs études ont
montré des niveaux d'expression d’APP et de B-amyloide augmentée dans des modéles de

rats (Li et al., 2007) et de souris (Li et al., 2007) développant le diabéte.

3.2.2. Modéle induit et marqueurs de la maladie d’Alzheimer
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Les diétes riches en gras sont la méthode la plus couramment utilisée pour induire
I’apparition du diabéte de type 2. Il a été¢ démontré que les dictes riches causent le diabéte
de type 2(Jolivalt et al., 2008), I’augmentation de la masse corporelle des animaux (Julien
et al., 2008; Moroz et al., 2008) et une diminution de la masse cérébrale (Moroz et al.,
2008). Ces modeles animaux reproduisent mieux que les modeles génétiques les aspects
retrouvés chez les sujets humains souffrant du diabéte de type 2 soit : I’hyperinsulinémie,

I"hyperglycémie, la résistance a I’insuline.

3.2.2.1. Marqueurs de la maladie d’Alzheimer

Il a été démontré que les diétes riches causent le diabéte de type 2(Moroz et al.,
2008), I'augmentation de la masse corporelle des animaux (Julien et al., 2008; Moroz et al.,
2008) et une diminution de la masse cérébrale (Moroz et al., 2008) . Il a été montré que
I’utilisation de telles diétes augmentait la production de peptide AP 1-40 et AR 1-42 et
augmentait les niveaux totaux de protéine tau, mais n’augmente pas les niveaux de la

protéine tau phosphorylée chez un modéle transgénique de souris Alzheimer (Moroz et al.,

2008).

Les résultats cumulés des études épidémiologiques faites chez I'homme et les
modeles murins semblent montrer qu’il y a une corrélation entre le diabéte de type 2 et la
phosphorylation de tau. Cependant, les études faites avec les modéles animaux ne sont pas
completes. Le modéle db/db utilisé par Kim et ces collegues (Julien et al., 2008)est
caractérisé par une obésité associée a de 1’hyperphagie, de I’hyperinsulinémie et une sévere
résistance a I’insuline (Kim et al., 2009). L’hyperphosphorylation de tau observée pourrait
donc étre conséquente de plusieurs facteurs. Il serait donc intéressant de dissocier ces
anomalies métaboliques afin de pouvoir mieux discerner les causes possibles de la
phosphorylation de tau chez ces modéles animaux. De plus, plusieurs de ces études ont

utilisé des agents anesthésiants, ce qui est connu pour provoquer une hyperthermie rapide et
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induire une forte hyperphosphorylation de tau (Hummel et al., 1966), les voies
métaboliques causant I’augmentation de la phosphorylation de la protéine devront aussi étre

élucidées.
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Chapitre 4 : Objectifs et Hypothése

Notre laboratoire s’intéresse a la protéine tau et aux facteurs influengant ces
modifications post-traductionnelles, dont sa phosphorylation. En effet, la phosphorylation,
comme nous I’avons précédemment vu au cours de l'introduction, semble jouer un rdle
important dans la capacité de tau a assurer sa fonction de stabilisation des microtubules.
D’un point de vue pathologique, de nombreuses évidences semblent suggérer que la
phosphorylation de tau semble impliquée dans la cascade moléculaire menant a
’agrégation de tau et a la mort neuronale. Enfin, de nombreuses évidences cliniques et
I’étude de modéles expérimentaux modélisant le diabéte indiquent un possible lien entre

diabéte et maladie d’ Alzheimer.

Mon projet de maitrise s’inscrit donc dans cette voie et vise a évaluer I'impact du
diabete de type 2 sur la phosphorylation de la protéine tau in vivo. Pour démontrer que le
diabéte de type 2 augmente la phosphorylation de la protéine tau, nous avons utilisé deux
modeles de souris transgéniques obéses, déficientes pour la régulation de la prise
alimentaire médi€e par la leptine : les souris ob/ob et db/db. Chacun des modéles de souris
diabétiques est comparé par rapport a un groupe contrdle qui a un fond génétique commun.
Aprés avoir analysé les différents parameétres physiologiques relevant du diabéte, nous
avons ¢tudié la phosphorylation de tau chez ces souris au cours de la mise en place des
différentes phases du diabéte de type 2. Chacun des modeles de souris diabétique ont
parameétres physiologiques différents et ne développeront pas un diabéte de la méme
intensité puisqu’ils ont des fonds génétiques différents. L utilisation de deux modeles, sur
deux fons génétiques différents, ayant des paramétres physiologique différents pourrait
nous aider a mieux cerner les désordres métaboliques impliquer dans le diabete de type 2

qui ont un impact sur la phosphorylation de la protéine tau.

Dans un deuxiéme temps, afin de comprendre les mécanismes moléculaires pouvant

relier le diabéte de type 2 et la phosphorylation de tau in vivo, nous avons étudié les
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niveaux d’expression et d’activation des kinases et phosphatases majeures de tau. Notre
objectif étant de montrer que le diabéte de type 2 entraine une dérégulation de certaines

kinases ou phosphatases de tau.

Les résultats seront présentés sous la forme d’un article scientifique a comité de
revue qui comprendra respectivement une section: résumé, introduction, matériel et

méthode, résultats et discussion.
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Chapitre S : Results

Tau Hyperphosphorylation In Type 2 Diabetes Mouse Model:
Implications For Alzheimer’s Disease

Noura EL Khoury', Frangois Marcouiller, Frangoise Morin, Carl Julien, Alexis

Bretteville, Emmanuel Planel”™
* These authors contributed equally to this work

** Corresponding author

S.L Résumé

L’incidence des maladies neurodégénératives et systémiques liées au vieillissement,
tels la maladie d’Alzheimer (MA) et le diabéte, augmente rapidement. Plusieurs études
rapportent que les patients souffrant de diabéte ont entre 50 et 75 % plus de risque de
développer la MA que les gens sains du méme age. La protéine tau hyperphosphorylée est
une des composantes majeures des enchevétrements neurofibrillaires, une composante
neuropathologique classique de la MA. L’étude présente examine les modifications de tau
dans deux mode¢les de souris transgéniques développant un diabéte de type 2. La
phosphorylation de tau est augmentée au niveau de 1’hippocampe de ces souris. Le diabéte
de type 2 provoque aussi la dérégulation de quelques kinases et phosphatases de tau. Cette
dérégulation serait résultante de la résistance a I’insuline et I’hypothermie. Le diabete de
type 2 participerait donc I’accélération de la cascade menant a développer la maladie

d’Alzheimer.
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5.2. Abstract

The incidence of age-related neurodegenerative and systemic diseases including
Alzheimer’s disease (AD) and diabetes is increasing rapidly. Multiple studies report that
patients with diabetes have a 50—-75% increased risk of developing AD compared with age-
and gender-matched patients without diabetes. Abnormally phosphorylated tau is a major
building block of neurofibrillary tangles, a classic neuropathological characteristic of AD.
The current study examines tau modification in transgenic mice modeling type 2 diabetes
mellitus. Tau phosphorylation is increased in hippocampus of db/db and ob/ob mice
compared with control mouse brain. This increase of Tau phosphorylation is conversely
accompanied of an Type 2 diabetes also induces a deregulation of some kinases and
phosphatases of tau. Our results suggest that the increase of tau phosphorylation caused by
dysregulation of some kinases and phosphatases induce by insulin resistance and
hypothermia.. We hypothesize type 2 diabetes may contribute to exacerbates Alzheimer’s

like pathological cascade.
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5.3, Introduction

Alzheimer's Disease is a neurodegenerative disorder characterized by a progressive loss of
memory, a decline of cognitive functions leading to behavioral disturbances. With aging
population as a main risk factor (Harman, 2002 #1986), this pathology becomes one of the
most frequent neurodegenerative diseases and one of the top public health economic
concerns since estimated 26.6 million people worldwide are affected (Planel et al., 2007b).
The neuropathological hallmarks of AD include amyloid plaques, composed of
extracellular aggregates of the beta-amyloid peptide (AP) (Brookmeyer et al., 2007) and
intraneuronal neurofibrillary tangles (NFT), composed of abnormally hyperphosphorylated
tau protein(Glenner and Wong, 1984). Tau is a microtubule-associated protein that is
abundant in the CNS and expressed mainly in axons. Its main function is to bind and
stabilize which is crucial to neuronal functions such as axonal transport (Grundke-Igbal et
al., 1986; Avila et al., 2004). Only rare cases of early onset Familial Alzheimer’s Disease
(FAD) are caused by mutations in the amyloid precursor protein or presenilin genes. By
contrast, the etiology of the vast majority are sporadic late onset AD (LOAD) cases, is still
misunderstood due to its multifactorial components involving both genetic and
environmental factors. Diabetes mellitus (DM) might be such factor, as there is extensive
data from epidemiological studies suggesting that DM is associated with an increased
relative risk for AD (Leibson et al., 1997; Ott et al., 1999b; Buee et al., 2000). Moreover,
over the last decade, there has been considerable interest on the impact of insulin
dysfunction and diabetes on tau pathology. It has been shown that insulin could regulate tau
phosphorylation in neuronal cells (Stolk et al., 1997), (Hong and Lee, 1997) which was
confirmed by observations of hyperphosphorylated tau in mice showing abnormal insulin
levels (Lesort et al., 1999), (Freude et al., 2005), (Planel et al., 2004), (Schechter et al.,
2005), (Schubert et al., 2003).We (Schubert et al., 2004) have found tau
hyperphosphorylation in models of streptozotocin-induced type 1 diabetes (Planel et al.,
2007a), (Clodfelder-Miller et al., 2006), (Jolivalt et al., 2008).
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Furthermore, starvation, which results in a decrease in the amount of circulating glucose
and insulin (Zhao et al., 2003) (Newsholme, 1976) has already been reported to induce AD-
like tau hyperphosphorylation in mice (Cherel et al., 1988). In this study, we investigated
the impact of T2DM on tau pathogenesis in two genetic model of spontaneous T2DM: the
diabetic ob/ob and db/db mice. These are well-established transgenic mice which are
respectively deficient for the leptin itself or its receptor (Planel et al., 2001). Leptin is a 16
kDa hormone that regulates adipose-tissue mass through hypothalamic effects on satiety
and energy expenditure (Coleman, 1978). Due to a mutation in the leptin receptor, db/db
mice are a model of T2DM with in mild obesity and extreme hyperglycemia (Hummel et
al., 1966). Due to a nonsense mutation, leptin is missing from homozygous mutant mice
ob/ob mice on the C57BL/6J background are a model of T2DM with mild hyperglycemia
and extreme obesity (Coleman, 1978), (Lindstrom, 2007), (Ingalls et al., 1950).
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5.4. Materials and Methods

54.1. Animals.

All adult male C57BL/6J (JAX mice stock no. 000664), ob/ob (Bé.V-Lep"b/J, JAX
mice stock no. 000632), db+ and db/db (BKS.Cg-Dock7" +/+ Leprdb/J , JAX mice, stock no.
000642) were purchased from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Mice were
maintained in a temperature-controlled room (~23°C) with a light/dark cycle of 12/12h, and
experiments were performed during the light period. Animals were handled according to
procedures approved by the Laval University Animal Ethics Committee in accordance with
the standards of the Canadian Council on Animal Care. The body temperature of the
animals was monitored using a rectal probe (Thermalert TH-5, Physitemp, Clifton, NJ).
Mice were sacrificed at 4, 16, or 26 weeks of age, and analyzed as described below. Five

animals were used for each group.

5.4.2. Plasma glucose and insulin measurements.

The Glucose Tolerance Test (GTT) was performed by fasting the mice for 6h (0"),
and then injecting them intraperitoneally with 1 g of glucose for 1kg of mouse. Blood was
analyzed after 15, 30, 60 and 90 min. Plasma glucose was determined using a blood
glucose monitor (Accu-Check®Aviva Nano, Roche). Plasma insulin was determined using
a ELISA sandwich enzyme immunoassay according to the manufacturer instructions
(Insulin, Mouse ELISA ,Mercodia).
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5.4.3. Analysis of Tau phosphorylation

Mice were killed by cervical dislocation, brains were immediately removed and
tissues dissected on ice. Hemispheres (hippocampus and neocortex) were quickly frozen
on dry ice and kept at -80°C. Tau phosphorylation was analyzed by a modification of the
protocol of Greenberg and Davies (Greenberg and Davies, 1990; Hamann and Matthaei,
1996).Briefly, frozen hemispheres were homogenized without thawing in 5 times
volume/weight of RIPA buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4; 1% NP-40; 0.25% Na-
deoxycholate; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM PMSF; 1 mM Na3VO04; 1 mM NaF; 1|
pug/ml of aprotinin, leupeptin, and pepstatin) supplemented with  proteases and
phosphatases inhibitor cocktail, mechanically dissociated with amicrohomogenizer
(Microgen Fisherscience), and centrifuged at 20,000 g for 20 min at 4°C. An aliquot of the
supernatant representing the total Tau fraction was kept for analysis. Supernatant was
diluted sample buffer (NP0008, Invitrogen,) supplemented with 5% 2-mercaptoethanol;
protease inhibitor cocktail (P8340, Sigma-Aldrich) and phosphatases inhibitor boiled for
10 min and kept at -20°C.

5.4.4. Antibody

The anti-Tau PHF-1 (phospho-Ser-396/404) monoclonal antibody was a generous
gift from Dr. Peter Davies (Albert Einstein University, New York, NY). Total Tau was
detected with TauC A0024 (polyclonal, Dako Cytomation, Carpinteria, CA). AT8 (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL) reacts with Tau phosphorylated at Ser-202 and Thr-205
(Planel et al., 2004). Changes in the expression and phosphorylation of tau kinases were
investigated with the following antibodies: CaMKII, phospho-CaMKII (Santa-Cruz
Biotechnology, Santa-Cruz, CA); GSK-3p (BD Transduction Laboratories); phospho-GSK-
3B (Ser9), SAPK/INK, phospho-SAPK/JINK (T183/Y185) G9, p44/42 MAP kinase,
phospho-p44/42 MAPK (T202/Y204) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA). Levels
of protein phosphatases were analyzed with the following antibodies: PP1 (E-9) and PP2A-
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A (H-300) from Cell signaling, PP2B (Calcineurin A) from R & D Systems; PP2A-C
(Santa-Cruz Biotechnology, Santa-Cruz, CA);

5.4.5. Western blot analysis.

Membrane blocking and antibody incubations were performed as described
(Goedert et al., 1995), with appropriate primary and secondary antibody dilutions. Anti-
mouse and anti-rabbit HRP-conjugated secondary antibodies were purchased from
Cerdarlane. = Immunoreactive bands were visualized and analyzed by enhanced
chemiluminescence reagent (ECL, Milipore) using a Fujifilm LAS4000 imaging system

and the Image Gauge Mac OS X software.

5.4.6. Statistical analysis.

Statistical analysis was performed by t-tests. Except otherwise indicated, data are means +
standard deviations (S.D.). *, ** and *** symbols indicate significant differences versus
control with p < 0.05, p <0.01, p<0.001, respectively. Note that for all experiments, ob/ob
mice were compared to wild-type (WT) animals, and db/db mice were compared to their

heterozygous (db/+) littermates.
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5.5. Results

5.5.1. Physiological parameters of ob/ob and db/db mice.

We first investigated physiological parameters of db/db and ob/ob mice at 4, 16 and
26 weeks old. At 4 weeks old, both ob/ob and db/db mice were heavier than control;
however, there was no significant weight difference between ob/ob and db/db mice In
addition, ob/ob mice were significantly heavier than db/db mice at 16 weeks and 26 weeks
old (Fig.8A.). While rectal temperature was not different among groups at 4 weeks, we
could detect a mild hypothermia first in ob/ob mice at 16 weeks old, then in both ob/ob and
db/db mice at 26 weeks old (Fig.8B.).

Blood glucose levels showed severe hyperglycemia in both ob/ob and db/db mice at
all ages. Moreover, db/db were significantly hyperglycemic than ob/ob mice at 16 and 26
weeks old (Fig.8.C). Blood insulin levels revealed hyperinsulinemia in ob/ob and db/db
mice at 4 weeks in comparison to their control. Moreover, ob/ob mice showed severe

hyperinsulinemia at 16 weeks old in comparison to db/db mice (Fig.8.D).

5.5.2. Metabolic features of ob/ob and db/db mice.

We next examined insulin resistance and glucose tolerance in both obese and diabetic mice.
Interestingly, ob/ob and db/db mice were insulin resistant at 4, 16 and 26 weeks old, as
shown by the Insulin Tolerance Test (ITT) (Fig.9.A-C). Similarly, blood glucose analysis
during Glucose Tolerance Test (GTT) revealed glucose intolerance in young ob/ob mice at

4 and 16 weeks old and db/db mice at 4 weeks old (Fig.9 D-F).



51

5.5.3. Increased tau phosphorylation in type 2 diabetes mouse
model

Thus, we next investigated whether T2DM was able to influence tau
phosphorylation in the hippocampi of db/db and ob/ob mice compared to their controls
(db+ and WT respectively) at 4, 16, 26 weeks of age. At 4 weeks, we observed a massive
increase of phosphorylation at AT8 (pS201/pT205) and PHF1 (pS396/pS404) epitopes both
in db/db and ob/ob mice (Fig. 10. A.1, A.2). db/db mice showed a mild tau
hyperphosphorylation at the PHF1 (120%) epitope at 16 and 26 weeks, and a massive one
at the AT8 (300%) epitope at 26 weeks. We could also detect a tau hyperphosphorylation
at the AT8 (300%) and PHF1 (150%) epitopes in ob/ob mice at 16 weeks, and at the AT8
(250%) epitope at 26 weeks old (Fig.10. B, C.) Overall, tau phopshorylation was increased
in both in ob/ob and db/db mice, but to different extent according to mouse strain. We
observe a increase of total tau protein level (150%) in db/db mice at 4 weeks old, there was

no change in total tau protein levels in other time points (Fig. 10.).

5.5.4. Tau-related kinases activation in ob/ob and db/db mice.

We have presented evidence showing that T2DM can induce tau
hyperphosphorylation. To examine the sequence of events implicated in this mechanism,
we next investigated the molecular mechanisms underlying this event. Thus, we first
analysed the activation profile of neuronal kinases by immunoblots in ob/ob and db/db
hippocampi. We could detect an increase of phosphorylation of CaMKII (200%) in the
hippocampi of 4 weeks old ob/ob mice. However, db/db mice did not show a similar
activation of CaMKII kinase. ERK phosphorylation was significantly increased in both
ob/ob (160%) and db/db (140%) mice at 4 weeks, and this activation was more marked in
ob/ob mice. (Fig.11.A.). GSK-3f serine 9 phosphorylation was increased in db/db brains at
16 weeks (450%) and 26 weeks (200%), and in ob/ob brains at 26 weeks (400%)
(Fig.11.).We did not observe any changes in pJNK activation. In addition, we did not
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observe any significant changes in total protein level of CamKII, MAPK, GSK-3p and JNK

(Data not shown).

5.5.5. Phosphatases profile during type 2 diabetes

Our results suggested that tau hyperphosphorylation could be attributable to a deregulation
of the tau related kinases/phosphatases balance. Therefore, we next assessed the expression
levels and activation of tau ser/thr phosphatases (PP). PP are classified into four types, PP1,
PP2A, PP2B, and PP2C, on the basis of their substrate specificities and sensitivity to
specific activators and inhibitors (Planel et al., 2001). To investigate the pattern of PPs
during T2DM, we looked at levels of PP1, PP2A, and PP2B (calcineurin), as biochemical
studies have demonstrated that they can dephosphorylate Tau (Cohen, 1989).. At 4 weeks
old, we observe a significant increase in the A scaffolding subunit of PP2A and PP2B
levels in both ob/ob and db/db mice (Fig. 12.A.). An increase in the level in the PP1 in
ob/ob was the only change detected at 16 weeks old (Fig.12.B.). However, at 26 weeks,
immunoblots quantification revealed increased levels of PP1 catalytic subunits and PP2A-a
and PP2A-c in ob/ob and db/db mice. In addition, PP2B levels were increased in db/db
brains (Fig.12.C.). Moreover, we did not observe any change in PP2A-c methylation
(Fig.12) which is a positive modulator of PP2A activity (Liu et al., 2005; Eichhorn et al.,
2009).
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5.6. Discussion

Multiple studies report that patients with diabetes have an increased risk of developing AD
compared with age- and gender-matched patients without diabetes (Ott et al., 1999a;
Brands et al., 2005; Virshup and Shenolikar, 2009). Two of the most prominent
pathological characteristics of AD are extracellular AR plaques and intracellular NFT
composed of hyperphosphorylated tau. In this report, we present results strongly suggesting
that tau phosphorylation may be akey factor leading to the increased incidence of AD in
type 2 diabetic patients. Diabetes and AD share many common characteristics including
impaired insulin signalling, increased cholesterol levels, and increased incidence of
metabolic disorders (Strachan et al., 1997). In addition, type 2 diabetes involves
hyperinsulinemia and insulin resistance in the context of metabolic syndrome, which refers
to a cluster of metabolic and vascular risk factors including obesity, dyslipidemia,
hypertension, and inflammation (Biessels and Kappelle, 2005; Li and Holscher, 2007). We
investigated the in vivo relationship between type 2 diabetes and tau phosphorylation in two
transgenic mouse models of type 2 diabetes mellitus. In our models, we detected an
increase of tau phosphorylation in 4 and 16 weeks old db/db mice. These results are in
agreement with a previous study published recently (Milionis et al., 2008). This increase of
phosphorylation at AT8 and PHF1 epitopes is accompanied by a deregulation of the
kinase/phophatase equilibrium. Indeed we observed that pCamKII was activated in 4 weeks
old ob/ob mice, while activated was increased in both ob/ob and db/db mice. This
deregulation of kinase/phosphatase balance could be attributed to an upstream deregulation
of insulin signalling pathway as both models show insulin resistance at this age. At 26
weeks of age, db/db and ob/ob mice show an increase of phosphorylation concomitantly
with an elevation of GSK-3f S9 inhibitory phosphorylation in ob/ob and db/db miced,. At
this age, both ob/ob and db/db mice showed insulin resistance but only the db/db mice are
hypothermic. Our lab has previously shown that hypothermia could lead to an increase of
tau phosphorylation (Kim et al., 2009) and anesthesia-induced hypothermia (Planel et al.,

2007a). Moreover hypothermia is a common outcome in experimental diabetes (Shalaby et
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al., 1989; Kilgour and Williams, 1998; Planel et al., 2007b) as a consequence of the
inhibition of leptin signalisation pathway (Kilgour and Williams, 1996). It is therefore
possible that hypothermia in old db/db mice could be one of the factors responsible of tau
phosphorylation increase. In fact, we have previously shown that GSK-3f S9
phosphorylation was increased during hypothermia (Hukshorn and Saris, 2004; Planel et
al., 2004). Moreover, we observe an increase in the levels of the A scaffolding and C
catalytic subunit of PP2A in both ob/ob and db/db mice at 4 and 26 weeks which has been
shown I hypothermic conditions to compensate the decrease of PP2A activity (Planel et al.,
2007b) (Baharians and Schonthal, 1998). However, it is worth to note that whether
hypothermia is involved in tau phosphorylation in our diabetes experimental model, it does
not act synergistically with insulin signalling induced kinase/phosphatase deregulation as
tau phosphorylation levels in hypothermic db/db mice are comparable with tau
phosphoryation levels in non hypothermic ob/ob mice. Therefore, investigating tau
phosphorylation in normothermic controlled db/db mice could be a way to assess the
relative contribution of each mechanism in tau phosphorylation increase. To summarize,
our data indicate that insulin resistance and hypothermia could be two distinct mechanisms
in type 2 diabetes leading to an imbalance of kinases and/or phosphatases activity which in
turn triggers tau phosphorylation increase. More importantly, our work suggest that type 2
diabetes may act as an AD risk factor by exacerbatating Alzheimer’s like pathological

cascade.
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Figure 8 : Physiological parameters of T2DM mouse model.

(A) Body weight changes in db/db and ob/ob mice. ob/ob mice are always significantly heavier and
db/db mice are significantly heavier at 4 and 16 weeks old. (B) Rectal temperature showing hypothermia in
db/db mice at 26 weeks-old. (C) Blood glucose levels revealing hyperglycemia in db/db mice at all ages.
(D) Insulin levels revealing hyperinsulinemia at all ages. Data are means (n=5 for each condition) + SD.
Asterisks indicate significant differences from controls, with * p<0.05, ** <0.01 and *** p <0.001. T2DM
= Type 2 Diabetes Mellitus.
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Figure 9:  Insulin Tolerance Test (ITT) and Glucose Tolerance Test (GTT).

Insulin Tolerance Test (ITT) and Glucose Tolerance Test (GTT) glucose intolerance and insulin
resistance in both ob/ob mice and db/db mice. (A-C) Blood glucose levels during ITT (up) and AUCs of
blood glucose (down) of WT- ob/ob mice (left) and db+ - db/db mice (right) at 4 weeks (A), 16 weeks (B)
or 26 weeks (C) of age. (D-F) Blood glucose levels during Glucose Tolerance Test (GTT) (up) and AUCs of
blood glucose (down) of WT-ob/ob mice (left) and db+ - db/db mice (right) at 4 (D), 16 (E) and (F) 26
weeks-old of age. Data are means (n=5 for each condition) + SD. Asterisks indicate significant differences

from controls, with * p< 0.05, ** <0.01 and *** p <0.001.
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Figure 10 : Western blot analysis of tau protein and phosphorylation in T2DM

mouse model.

Western blot analysis of tau protein and phosphorylation in T2DM mouse model.
Proteins from 4 weeks-old (A), 16 weeks-old (B) or 26 weeks-old (C) were extracted from
mice hippocampi, separated by SDS-PAGE, and identified with the following antibodies: 1.
ATS8, 2. PHF1 and 3. TauC. Each lane shows an immunoblot extract from one
representative mouse of five analyzed. Lanes are identified as follows: lane 1, WT control
mice; lane 2, ob/ob, obesity control mice; lane 3, db+ heterozygous control mice, and lane
4, db/db T2DM mice model. Data are means (n=5 for each condition) + SD. Asterisks
(ob/ob versus WT) or crosses (db/db versus db+) indicate significant differences from
controls, with * p<0.05, ** <0.01 and *** p <0.001.
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Figure 11 : Western blot analysis of tau-related kinases in T2DM mouse

model.

Western blot analysis of tau-related kinases in T2DM mouse model. Proteins from 4
weeks-old (A), 16 weeks-old (B) or 26 weeks-old (C) were extracted form mice hippocampi,
separated by SDS-PAGE, and identified with the following antibodies: 1. pCamKII, 2. pERK , 3.
S9 and 4. pJNK. Each lane shows an immunoblot extract from one representative mouse of five
analyzed. Lanes are identified as follows: lane 1, WT control mice; lane 2, ob/ob obesity control
mice ; lane 3, db+ heterozygous control mice and lane 4, db/db T2DM mice model. Data are means
(n=35 for each condition) + SD. Asterisks (ob/ob versus WT) or crosses (db/db versus db+) indicate

significant differences from controls, with * p<0.05, ** <0.01 and *** p <0.001.
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Figure 12 : Western blot analysis of tau-related phosphatases in T2DM

l\

P

mouse model

Western blot analysis of tau-related phosphatases in T2DM mouse model. Proteins
from 4 weeks-old (A), 16 weeks-old (B) or 26 weeks-old (C) were extracted from mice
hippocampi, separated by SDS-PAGE, and identified with the following antibodies: 1. PP1,
2. PP2A-A , 3. PPB-B and 4. Non-methylated PP2A-C (NMet PP2A-C). Each lane shows
an immunoblot extract from one representative mouse of five analyzed. Lanes are identified
as follows: lane 1, WT control mice; lane 2, ob/ob obesity control mice; lane 3, db+
heterozygous control mice, and lane 4, db/db T2DM mice model. Data are means (n=5 for
each condition) + SD. Asterisks (ob/ob versus WT) or crosses (db/db versus db+) indicate

significant differences from controls, with * p<0.05, ** <0.01 and *** p < 0.001.
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Conclusion et perspective

D’un point de vue général, les résultats cumulés de ce mémoire résultant des
travaux faits durant ma maitrise ont permis de montrer que le diabéte de type 2 est impliqué
dans I’hyperphosphorylation de la protéine tau dans un modéle murin. Cette
hyperphosphorylation est provoquée dans un premier temps par un déséquilibre dans
I’activation des principales kinases et phosphatases de tau et dans un deuxiéme temps par
I’hypothermie conséquente du déséquilibre dans les dépenses énergétiques provoquées par

le diabéte de type 2.

L’impact de I’augmentation de la phosphorylation de tau observée dans ces modéles
de souris souffrant du diabéte de type 2 reste cependant a étre étudi€. Compte tenu des roles
présumés de tau, plusieurs aspects se doivent d’étre considérés. Compte tenu du role
important que joue tau dans la régulation de la dynamique des microtubules. Il est possible
de penser que I’augmentation de la phosphorylation de tau observé va influencer sa
capacité a se lier aux microtubules ce qui pourrait influencer leur capacité a se polymériser
et pourrait les rendre plus instables. Cette instabilité causée par I’hyperphosphorylation de
tau pourrait étre le point de départ de I’effondrement du réseau microtubulaire et de la mort
neuronal (Trojanowski and Lee, 1994; Planel et al., 2001). Le transport axonal, qui est vital
pour un neurone, pourrait s’en retrouver lui aussi affecté puisque son efficacité est

intimement liée a la dynamique du réseau microtubulaire (Feinstein and Wilson, 2005).

Toutefois, ces expérimentations ont été effectuées chez un modéle murin présentant
un diabéte de type 2 provoqué de fagon génétique. C’est principalement 1a que se situent la
force et la faiblesse de cette étude. En effet, le fait d’utiliser un modeéle génétique de diabéte
de type 2 constitue une force puisque la sévérité du diabéte augmente avec le vieillissement
comme c’est le cas chez les humains, et ce, sans les effets secondaires que pourrait
provoquer une drogue. Le fait d’utiliser un modeéle de diabéte génétique de type 2 constitue

aussi une faiblesse. Les modéles murins utilisés dans ce mémoire n’expriment pas, a I’age
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adulte, les mémes isoformes tau que ceux présents chez ’humain. L’ utilisation de souris
transgénique exprimant les mémes isoformes de la protéine tau que I’humain pourrait
permettre de mieux étudier I'impact que pourrait avoir le diabéte de type 2 sur le
développement de la pathologie tau. Afin de mieux se rapprocher de I’influence que
pourrait avoir le diabéte de type 2 sur la phosphorylation de la protéine tau chez I"humain,
il serait intéressant d’utiliser des modeles induits de diabétes de type 2 en utilisant, par
exemple, des diétes riches en gras ou en sucre simple chez des modéles murins exprimant
les méme isoformes de la protéine tau que ceux retrouver chez I’hommes adulte.
L utilisation de tels modeles d’études pourrait permettre de mieux étudier I"impact sur la
pathologie tau, qui est absente chez les modéles murins exprimant la protéine tau murine.
La proportion des différents isoformes pourraient aussi étre modifiée comme cela a été
observé chez un modéle de rats diabétique (Mandelkow et al., 2003) que comme c’est
observé chez les gens atteint de la maladie d’Alzheimer (Connell et al., 2005; Glatz et al.,
2006; Espinoza et al., 2008; Jung et al., 2011). En combinant une di¢te permettant de
simuler le diabéte de type 2 humain et 1’utilisation de souris transgéniques exprimant les
isoformes humaines de la protéine tau permettrait de bien évaluer I'impact que pourrait

avoir le diabéte de type 2 sur I’humain.

Depuis quelques années, certaines études ont montré que notre rythme et nos
habitudes de vie a tout d4ge ont un impact sur notre qualité de vie globale ainsi que
I’apparition de diverses maladies ou cancers lors du vieillissement. La maladie d’ Alzheimer
est une maladie incurable qui touche des millions de personnes a travers le monde et qui a
des impacts sociaux économiques importants. Les facteurs qui augmentent la prédisposition
de cette maladie, dont la majorité des cas sont sporadiques et d’apparitions tardives, ne sont
pas bien connus, mais il semble que les habitudes de vie pourraient avoir un impact
important. C’est dans ce contexte que les résultats obtenus lors de ces travaux prennent tous
leurs sens et leurs importances puisqu’ils mettent en évidence que le diabéte de type 2 peut
avoir un impact sur la phosphorylation de tau et pourrait augmenter les probabilités d'étre

atteint de la maladie d’Alzheimer a un age plus avancé. D’un point de vue général, ces
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résultats montrent que les choix que nous faisons aujourd’hui, & propos de notre hygiéne de

vie, peuvent avoir des conséquences que nous devrons assumer dans plusieurs années.
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