
HAL Id: tel-00702281
https://theses.hal.science/tel-00702281v1

Submitted on 30 May 2012

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Modélisation et étude des mécanismes moléculaires de la
dégénérescence neurofibrillaire : vers la compréhension

d’une mort neuronale liée à la dysfonction des protéines
Tau

Alexis Bretteville

To cite this version:
Alexis Bretteville. Modélisation et étude des mécanismes moléculaires de la dégénérescence neurofib-
rillaire : vers la compréhension d’une mort neuronale liée à la dysfonction des protéines Tau. Neuro-
sciences [q-bio.NC]. Université du Droit et de la Santé - Lille II, 2007. Français. �NNT : 2007LIL2S020�.
�tel-00702281�

https://theses.hal.science/tel-00702281v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


UNIVERSITÉ DROIT ET SANTÉ DE LILLE 2 

École Doctorale Biologie-Santé (ED446) 

 

THÈSE 

 

Pour l’obtention du grade de 

DOCTEUR DE L’UNIVERSITÉ DE LILLE 2 

Spécialité : neurosciences 

 

Présentée par 

Alexis BRETTEVILLE 

 

Modélisation et étude des mécanismes moléculaires de la 

dégénérescence neurofibrillaire : vers la compréhension d’une mort 

neuronale liée à la dysfonction des protéines Tau 

  

 

Soutenue publiquement le 29 octobre 2007 devant le Jury composé de : 

 

 

M. le Dr C. BOURAS, Professeur, Université de Genève, Suisse            Rapporteur 

M. le Dr A. BUISSON, Professeur, Université de Caen Basse-Normandie, France       Rapporteur 

M. le Dr J.P. BRION, Professeur, Université Libre de Bruxelles, Belgique       Examinateur 

M
me

 le Dr M. HAMDANE, Maître de conférences, Université de Lille 2, France       Examinateur 

            (Co-directeur de Thèse) 

M. le Dr L. BUEE, Directeur de Recherches, CNRS, Inserm U837, Lille, France     Examinateur 





UNIVERSITÉ DROIT ET SANTÉ DE LILLE 2 

École Doctorale Biologie-Santé (ED446) 

 

THÈSE 

 

Pour l’obtention du grade de 

DOCTEUR DE L’UNIVERSITÉ DE LILLE 2 

Spécialité : neurosciences 

 

Présentée par 

Alexis BRETTEVILLE 

 

Modélisation et étude des mécanismes moléculaires de la 

dégénérescence neurofibrillaire : vers la compréhension d’une mort 

neuronale liée à la dysfonction des protéines Tau 

  

 

Soutenue publiquement le 29 octobre 2007 devant le Jury composé de : 

 

 

M. le Dr C. BOURAS, Professeur, Université de Genève, Suisse            Rapporteur 

M. le Dr A. BUISSON, Professeur, Université de Caen Basse-Normandie, France       Rapporteur 

M. le Dr J.P. BRION, Professeur, Université Libre de Bruxelles, Belgique       Examinateur 

M
me

 le Dr M. HAMDANE, Maître de conférences, Université de Lille 2, France       Examinateur 

            (Co-directeur de Thèse) 

M. le Dr L. BUEE, Directeur de Recherches, CNRS, Inserm U837, Lille, France Examinateur 



Ce travail a donné lieu aux publications et communications suivantes : 

 

Publications: 

Schindowski K., Bretteville A., Leroy K., Begard S., Brion J. P., Hamdane M. and Buee L. 

(2006). Alzheimer's disease-like Tau neuropathology leads to memory deficits and loss of 

functional synapses in a novel mutated Tau transgenic mouse without any motor deficits. Am 

J Pathol 169, 599-616.  

 

Hamdane M., Dourlen P., Bretteville A., Sambo A.V., Ferreira S., Ando K., Kerdraon O., 

Begard S., Geay L., Lippens G. et al. (2006). Pin1 allows for differential Tau 

dephosphorylation in neuronal cells. Mol Cell Neurosci 32, 155-60.  

 

Hamdane M., Bretteville A., Sambo A. V., Schindowski K., Begard S., Delacourte A., 

Bertrand P. and Buee L. (2005). p25/Cdk5-mediated retinoblastoma phosphorylation is an 

early event in neuronal cell death. J Cell Sci 118, 1291-8.  

 

Leroy K., Bretteville A., Schindowski K., Gilissen E., Authelet M., De Decker R., Yilmaz Z., 

Buée L, Brion ., J.P. Hippocampal atrophy, severe axonopathy and neurofibrillary tangles 

without neuronal loss in a mutant Tau transgenic mice (sous presse). (jointe en Annexe 3, 

p.135) 

 

Bretteville A., Schindowski K., Bégard S., Loyens A., Delacourte A., Beauvillain J.C., 

Sergeant N., Hamdane M. And Buee L. Overexpressing Tau mutants in neuroblastoma cells 

leads to Tau conformational changes associated with the early steps of Tau nucleation. 

(Manuscrit en préparation) 

  

Communications orales : 

 

Generation and characterisation of an in VIVO model of Neurofibrillary degeneration : A key 

tool in understanding neuronal degeneration in Alzheimer’s Disease. 6
th 

Journée André 

VERBERT, Colloque Annuel des Doctorants, September 27 2006, Lille, France.  

 

New Tau transgenic mice without motor deficit. APOPIS Tau Lille Workshop: Tau proteins 

and neurodegenerative disorders April 3-4, 2006 Lille, France.  

  

Comparative analysis of two Tau mutants transgenic mice, based on the same Tau construct 

but showing different phenotypes. 1st Summer School at University of Göttingen, September. 

18-21, 2007. NEURAD Neurodegeneration in Alzheimer's disease  

 

Communications par affiches : 

 

Bretteville A., Schindowski K., Bégard S., Loyens A., Delacourte A., Beauvillain J.C., 

Sergeant N., Hamdane M. and Buee L. Overexpressing Tau mutants in neuroblastoma cells 

leads to Tau conformational changes associated with the early steps of Tau nucleation. 8th 

International conference AD/PD, march 14-18 2007, Salzburg, Austria.  

 



Ando K., Dourlen P., Sambo A.V., Bélarbi K., Schindowski K., Bretteville A., Maurage 

C.A., Drobecq H., Guestem A., Bégard S., Landrieu I., Delacourte A., Hamdane M., Sergeant 

N., Buée L. Abnormal modification of Pin1 isovariants in Alzheimer’s Disease Brains. 10
th 

Journée Scientifique du reseau LARC-Neurosciences, October 15 2006, Paris, France.  

 

Buee L., Bretteville A., Ando K ., Dourlen P., Kerdraon O., Begard S, Schindowski K., 

Maurage C.A., Galas M.C., Hamdane M.. Tau phosphorylation, tauopathies, mitosis-related 

disease. 10th International Conference on Alzheimer’s Disease and Related Disorders’s 

(ICAD), july 15-20 2006, Madrid.  

 

Leroy K., Authelet M., Schindowski K., Bretteville A., Dedecker R., Zehra Y., Gilissen E., 

Begard S., Hamdane M., Boom A., Buee L, Brion J.P.. Alzheimer-type neurofibrillary lesions 

and neurofilamentous inclusions are cell-type specific in transgenic mice expressing mutated 

Tau proteins G272V/P301S. 10th International Conference on Alzheimer’s Disease and 

Related Disorders’s (ICAD), july 15-20 2006, Madrid.  

 

Schindowski K., Bretteville A., Leroy K., Begard S., Brion J.P., Hamdane M., Buee L.. 

Alzheimer disease-like Tau neuropathology leads to memory deficits and loss of functional 

synapses in a novel mutated Tau transgenic mouse without any motor deficits. 10th 

International Conference on Alzheimer’s Disease and Related Disorders’s (ICAD), july 15-20 

2006, Madrid.  

 

Bretteville A. , Hamdane M. , Sergeant N. , Bégard S. , Delacourte A. & Buée L. Impact of 

mutations and phosphorylation on Tau aggregation: starting point of understanding 

mechanisms underlying neuronal death in neurodegenerative disorders. 7
th 

Colloque de la 

Société des Neurosciences, May 17-20 2005, Lille, France.  

 

Hamdane M. , Dourlen P. , Bretteville A. , Sambo A. V. , Ferreira S. , Bégard S. , Geay L. , 

Delacourte A. , Lippens G. , Maurage C. A. , Galas M. C. & Buée L. Pin1 as a key regulator 

of Tau phosphorylation: relevance to neurodegeneration. 7
th 

Colloque de la Société des 

Neurosciences, May 17-20 2005, Lille, France.  

 

Buée L. , Hamdane M. , Bretteville A. , Dourlen P. , Ando K. , Bégard S. , Kerdraon O. , 

Delacourte A. , Maurage C. A. & Galas M. C. Alzheimer type neurofibrillary degeneration: 

an alternate pathway to apoptosis. 7
th 

Colloque de la Société des Neurosciences, May 17-20 

2005, Lille, France.  

 

Hamdane M., Sambo A.V., Smet C., Dourlen P. , Bretteville A. , Ferreira S. , Bégard S. , 

Geay L. , Sergeant N. , Galas M.C. , Delacourte A. , Lippens G. & Buée L. Pin1 allows for a 

differential Tau phosphorylation : a new pathway to neurofibrillary degeneration. 7th 

International conference AD/PD, march 9-13 2005, Sorrento, Italy.  

 

Hamdane M. , Sambo A.V. , Bretteville A. & Buée L. Reactivation of cell cycle events 

through a p25/cdk5 mediated rb phosphorylation in neuronal cells. 7th International 

conference AD/PD, march 9-13 2005, Sorrento, Italy.  



ALEXIS BRETTEVILLE         Octobre 2007 

 

Modélisation et étude des mécanismes moléculaires de la dégénérescence Neurofibrillaire : vers 

la compréhension d’une mort neuronale liée à la dysfonction des protéines Tau 

 

Mots-clés : Maladie d’Alzheimer, hyperphosphorylation, phosphorylation anormale, 

mutations DFTP-17, agrégation protéique 

En 1907, Aloïs Alzheimer publiait, pour la première fois, la description des deux lésions 

histologiques caractéristiques observées dans le cerveau d’une patiente âgée de 56 ans et atteinte d’une 

démence présénile qui, par la suite, sera dénommée Maladie d’Alzheimer (MA). Ces deux lésions 

correspondant à l’accumulation de matériel protéique présentent des caractéristiques différentes de par 

leur contenu protéique et leur localisation. Ainsi, on distinguera, d’une part, les dépôts amyloïdes, 

caractérisés par l’accumulation, dans le milieu extracellulaire, d’un peptide appelé peptide amyloïde- . 

D’autre part, on observera une lésion intra-neuronale appelée dégénérescence neurofibrillaire (DNF) 

qui correspond à l'accumulation de protéines Tau qui sont retrouvées hyperphosphorylées, 

anormalement phosphorylées et agrégées sous la forme de structures fibrillaires hélicoïdales 

singulières appelées PHFs pour « Paired Helical Filaments ». Notre laboratoire s’intéresse tout 

particulièrement à cette lésion qui est au cœur du processus dégénératif de la MA et d’un ensemble de 

pathologies démentielles appelées « Tauopathies ». Cependant, si la dérégulation de phosphorylation 

de Tau semble être au cœur du processus dégénératif de ces pathologies, le rôle exact de celle-ci et les 

mécanismes mis en jeu restent encore mal connus.  

Ce travail, se place ainsi dans le cadre général de la recherche des mécanismes moléculaires impliqués 

dans la mort neuronale liée à Tau et de l’étude de la signification et du rôle de la dérégulation de la 

phosphorylation de Tau dans son agrégation et au cours de la mort neuronale. Afin de répondre à ces 

objectifs, nous avons entrepris l’étude de modèles permettant de moduler soit l’état de phosphorylation 

de Tau par le biais du complexe kinasique p25/Cdk5 soit de moduler le caractère agrégatif de Tau par 

l’utilisation de mutations pathologiques de Tau connues chez l’homme pour mener à son agrégation et 

à des syndrômes démentiels (Démences Fronto-Temporales avec syndrôme Parkinsonien liées au 

chromosome 17). De plus, notre travail a permis la caractérisation d’un modèle in vivo de DNF 

présentant l’ensemble des caractéristiques de la pathologie Tau observée au cours de la MA. Ce 

modèle, en raison de l’absence de troubles moteurs, a permis de réaliser des études comportementales, 

montrant l’existence de troubles de mémoire spatiale chez ces souris. En parallèle à ce modèle 

pertinent d’un point de vue physiopathologique, le développement et l’analyse d’un modèle cellulaire 

de type neuronal basé sur la surexpression de protéines Tau mutées ont permis de montrer l’existence 

de modifications conformationnelles des protéines Tau mutées qui sont associées à un état particulier 

de phosphorylation. Cependant, dans ce contexte, il apparaît que les mutations, à elles seules ne 

semblent pas suffisantes pour mener à l’agrégation des protéines Tau sous la forme de PHFs. De plus, 

l’analyse d’un modèle cellulaire de type neuronal présentant une phosphorylation anormale de Tau ne 

montre pas non plus l’existence de structures analogues aux PHFs.  

L’ensemble de ce travail suggère que la phosphorylation anormale ou les mutations de Tau ne sont pas 

suffisantes pour mener au phénotype pathologique caractéristique de la DNF qui semble nécessiter 

d’autres événements moléculaires. Nous émettons également l’hypothèse que des voies 

compensatoires impliquant des systèmes de déphosphorylation des protéines Tau et/ou des systèmes 

de dégradation protéique pourraient être mis en jeu dans nos modèles cellulaires et être ainsi 

responsables de l’absence de phénotype pathologique. La diminution d’activité de ces systèmes de 

compensation au cours du vieillissement chez l’homme et dans les modèles murins pourrait alors 

concourir à l’apparition de la DNF. Ainsi, l’étude de ces systèmes dans nos différents modèles 

constitue des perspectives prometteuses pour l’avancée dans la compréhension de l’étiopathologie de 

la MA et des Tauopathies. 
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In 1907, Aloïs Alzheimer presented the clinical and neuropathological characteristics 

of a neurodegenerative disorder that was later named Alzheimer’s Disease. This pathology is 

mainly characterized by two histological lesions called Amyloïd deposits and Neurofibrillary 

Degeneration. On the one hand, Amyloïd deposits are localized at the outside of neurons and 

are constituted of Amyloïd-  peptide aggregates. On the other hand, neurodegenerating 

neurons display aggregates called NFTs for “Neurofibrillary Tangles” which are composed of 

Paired Helical Filaments of hyperphosphorylated and abnormally phosphorylated Tau 

proteins. These Tau aggregates are also found in a group of dementia so called “Tauopathies”. 

This kind of observation leds to the hypothesis that NFTs are a central event in the 

degenerating process. However, even if aggregated Tau is always hyperphosphorylated and 

abnormally phosphorylated, the question of whether the phosphorylation alone or in 

combination with additional cofactors is involved in Tau aggregation and neuronal death is 

not well elucidated yet. 

To investigate this relationship, we developed cellular and mice models based on the 

overexpression of Tau protein bearing pathological mutations which are known to trigger Tau 

aggregation in several inherited dementia. The analysis of transgenic mice shows an increased 

Tau pathology with aging. This pathology displays the main features of NFTs observed in AD 

(Tau Hyperphosporylation, Tau abnormal phosphorylation and Tau aggregation). Moreover, 

the lack of motor deficits has allowed us to perform cognitive tests and to discover spatial 

memory deficits in these transgenic mice. However, overexpression of Tau mutants in 

neuronal-like cell lines induces some conformational changes associated to a specific Tau 

phosphorylation pattern without formation of NFTs like aggregates. We also undertook 

studies of a cellular model, based on the overexpression of p25 which induces a deregulated 

Cdk5 kinase activity which is associated with abnormal Tau phosphorylation. However, in the 

same manner, we did not see any Tau aggregation in this cellular model.  

Altogether, these data suggest that in our cellular models, neither the abnormal 

phosphorylation nor pathological mutations alones are able to trigger Tau aggregation. 

Additional events are likely needed to induce NFTs formation. In this way, we hypothesized 

that some cellular pathways including Tau dephosphorylation and Tau degradation ways 

could be involved in our cellular model to avoid Tau aggregation. Hence, a decrease in 

efficiency of such systems with aging could participate in the NFTs formation process in 

humans and in transgenic mice models. Studies of these “protective systems” in our models 

could represent interesting perspective of research for the understanding of AD and 

Tauopathies physiopathology. 
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 Introduction 

En 1907, Aloïs Alzheimer publiait, pour la première fois, la description des deux lésions 

histologiques caractéristiques observées dans le cerveau d’une patiente âgée de 56 ans et 

atteinte d’une démence présénile qui, par la suite, sera dénommée Maladie d’Alzheimer 

(MA). Ces lésions nommées dépôts amyloïdes et dégénérescence neurofibrillaire (DNF) 

correspondent à l’accumulation de protéines particulières dont l’identité a été découverte dans 

les années 80. Ainsi, on sait que les dépôts amyloïdes correspondent à l’accumulation extra-

cellulaire d’un peptide appelé peptide amyloïde-  (Glenner and Wong, 1984a; Glenner and 

Wong, 1984b) qui dérive d’une protéine précurseur appelée APP. La DNF, quant à elle, 

correspond à l’agrégation intra-neuronale d’une protéine associée aux microtubules 

dénommée Tau (Brion, 1985) et dont l’état de phosphorylation est dérégulé (Flament and 

Delacourte, 1989; Flament et al., 1989). Notre laboratoire, depuis une vingtaine d’année, 

s’intéresse à cette lésion qui se place au cœur du processus dégénératif. En effet, la DNF est 

également retrouvée dans des syndromes démentiels apparentés à la MA et regroupés sous le 

terme de « Tauopathies ».  

A l’heure actuelle, les mécanismes impliqués dans la mort neuronale observée dans la 

MA et les Tauopathies sont mal connus. L’objectif de ce travail de thèse a donc été de 

développer des modèles expérimentaux pour l’étude des événements moléculaires impliqués 

dans la cascade délétère de la DNF.  

Avant de présenter les résultats de ce travail, une première partie introductive sera 

consacrée à l’état actuel des connaissances sur la biologie et la régulation physiologique de 

Tau. La deuxième partie de cette introduction sera dédiée à la dérégulation pathologique de 

Tau observée dans les Tauopathies et en particulier dans la MA. Enfin, la dernière partie de 

cette introduction présentera les principaux modèles expérimentaux actuels permettant l’étude 

des mécanismes de la DNF. 

 

1 Physiologie de la protéine Tau 

La protéine Tau pour « tubulin associated unit » est décrite pour la première fois en 1975 

(Cleveland et al., 1977a; Cleveland et al., 1977b; Weingarten et al., 1975) comme un facteur 

essentiel à la stabilisation microtubulaire. Depuis, on sait que cette protéine cytosolique 

appartient à la famille des MAPs pour « microtubule associated protein ». Elle intervient 
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majoritairement dans la régulation de la dynamique des microtubules, essentielle à de 

nombreuses fonctions au sein du neurone, telles que le transport axonal.  

 

1.1 Du gène à la protéine 

Le gène humain de Tau est localisé sur le chromosome 17 en position 17q21 

(Andreadis et al., 1995; Neve et al., 1986) et s’étend sur plus de 140 Kb. Ce gène mosaïque 

après transcription conduit à la formation d’un pré ARNm contenant 16 exons numérotés de -

1 à 14 (Figure 1, p.8) qui subit un épissage alternatif (Andreadis et al., 1992). Ainsi les exons 

4A et 8, chez l’homme, sont systématiquement exclus au niveau du système nerveux central 

(SNC) et parmi ces deux exons, seul l’exon 4A est retrouvé au niveau du système nerveux 

périphérique (SNP) (Georgieff et al., 1993). L’inclusion de cet exon donne une isoforme de 

Tau de plus grande taille nommée « Big Tau », peu étudiée mais qui pourrait, dans les 

neurones du SNP, augmenter l’espacement des microtubules et le diamètre des axones 

(Andreadis et al., 1996; Boyne et al., 1995; Georgieff et al., 1993). L’exon 6 quant à lui a été 

récemment retrouvé de façon très minoritaire dans les ARN messagers de Tau au niveau du 

cerveau et du cervelet humain (Luo et al., 2004). En outre, il contient deux sites d’épissages 

différents pouvant conduire soit à l’expression de formes plus longues de Tau, contenant 

l’exon 6 soit à l’expression de formes tronquées de Tau (6p et 6d Figure 1, p.8) par décalage 

du cadre de lecture et lecture de codons stop prématurés (Andreadis et al., 1993). Les exons -1 

et 14 sont des exons transcrits mais non traduits (région 5’ et 3’ UTR). 

Enfin, trois séquences codant respectivement pour les exons 2, 3 et 10 sont 

alternativement épissées et conduisent, au niveau du SNC, à l’expression de 6 isoformes 

majeures de Tau de 352 AA à 441 AA (2
-
3

-
10

- 
; 2

-
3

-
10

+ 
; 2

+
3

-
10

- 
; 2

+
3

-
10

+ 
; 2

+
3

+
10

- 
; 2

+
3

+
10

+
) ; 

l’exon 3 étant inclus uniquement en présence de l’exon 2 au niveau du cerveau humain 

(Andreadis et al., 1992) (Figure 1, p.8). 
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Figure 1 : Représentation schématique, du gène, des ARNm(s) et des différentes isoformes de Tau adaptée 
de (Sergeant et al., 2005):  

(A) Le gène de Tau contient 16 exons, numérotés de -1 à 14. L’exon 8 est systématiquement épissé chez 
l’homme alors que l’exon 4A n’est présent que dans une isoforme de Tau particulière (BigTau) retrouvée 
uniquement au niveau du SNP. (B) Représentation schématique des ARNs messagers de Tau après épissage 
constitutif des exons 4A et 8 au niveau du SNC. Les exons -1 et 14 sont transcrits mais non traduits. L’épissage 
alternatif des exons 2,3 et 10 mènera à l’expression de 6 isoformes majeures au niveau du SNC. (C) 
Représentation des six isoformes majeures de la protéine Tau issues des différents épissages alternatifs. 
L’épissage alternatif de l’exon 10 conduit à l’incorporation de 3 à 4 motifs répétés (R1 à R4 : en bleu sur la 
figure) suivant les isoformes. 
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Plusieurs études ont montré que l’expression des isoformes de Tau est régulée de façon tissu 

spécifique et au cours du développement, suggérant ainsi l’importance de cet équilibre 

d’isoformes pour un type cellulaire donné. Cette hypothèse a été également appuyée par la 

découverte de mutations introniques de Tau qui perturbent cet équilibre et entraînent une 

dégénérescence neuronale dans certaines démences familiales (pour revue (Andreadis, 2005). 

 

1.2 La protéine Tau : Structure et fonctions 

La protéine Tau comporte une structure dipolaire tant au niveau structural que 

fonctionnel. En effet, on distingue un domaine amino-terminal acide appelé « domaine de 

projection » et un domaine carboxy-terminal basique appelé « domaine de liaison aux 

microtubules ». (Figure 2, p.10) 

 

1.2.1 Structure 

Le domaine de projection de Tau correspond à sa partie amino-terminale. Ce domaine 

de taille variable selon l’inclusion ou non des exons 2 (29 AA) et 3 (29 AA), est composé 

d’un domaine acide (pHi = 3,8), constitué des exons 1 à 4. Ce dernier est suivi d’un domaine 

plus basique (pHi =11,4) riche en résidus proline. L’ensemble de ce domaine a été dénommé 

« domaine de projection » puisqu’il constituerait l’extrémité libre de Tau à la surface des 

microtubules (Hirokawa et al., 1988) et lui permettrait d’interagir avec 1) d’autres 

constituants du cytosquelette et 2) des organites intracellulaires et des complexes protéiques 

péri-membranaires 
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Figure 2: Séquence primaire et structure de la protéine Tau.  

La protéine Tau est un dipôle structural divisé en deux domaines. Le domaine N-terminal appelé « domaine de projection » comporte un domaine acide et un domaine riche 
en proline pouvant interagir avec des protéines à domaine SH3. Le domaine C-terminal appelé « Domaine de liaison aux microtubules » comporte des motifs répétés 
(rectangles en bleu) capables de lier les microtubules. Les exons sont représentés par les séquences encadrées en noir et les différents types de sites de phosphorylation 
sont identifiés par une couleur. Les sites Tyrosine (Y) en vert, les sites Ser/Thr-Pro (S/T-P) en rouge et les sites Ser ou Thr en bleu. Les chiffres indiquent la position des AA 
sur l’isoforme de Tau la plus longue (Tau441 : 2

+
,3

+
,10

+
). SNP (exon inclus au niveau du système nerveux périphérique) Adaptée de (Chen et al., 2004). 
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Contrairement au « domaine de projection », le domaine carboxy-terminal de Tau 

présente un pHi beaucoup plus basique (pHi = 10,8). Sa taille est également variable, puisque 

lui aussi est soumis à l’épissage alternatif de l’exon 10 qui code pour une séquence de 31 AA 

(acides aminés 275 à 305). Ce domaine, appelé « domaine de liaison aux microtubules », 

présente dans sa séquence 3 (R1, R3, R4) à 4 motifs répétés (R1, R2, R3, R4) de 18 AA 

chacun et qui correspondent à des séquences hautement conservées (Goedert et al., 1989; 

Himmler et al., 1989) capables de lier les microtubules. Ces motifs sont encodés par les exons 

9 à 12 et l’inclusion de l’exon 10 dans les isoformes Tau 4R permet d’apporter un élément de 

liaison supplémentaire (R2) par rapport aux isoformes 3R sans exon 10 (Figure 1, p.8 ; Figure 

2, p.10). 

 

1.2.2 Fonctions de la protéine Tau 

Initialement décrite comme une protéine associée aux microtubules (Cleveland et al., 

1977b), la fonction principale de Tau est de réguler la dynamique microtubulaire par sa 

capacité à lier et stabiliser les microtubules. Cette fonction place ainsi Tau comme un acteur 

important dans des fonctions indispensables pour le neurone telles que le transport axonal et 

la mise en place de la polarité neuronale. Cependant la découverte d’interactions entre Tau et 

d’autres partenaires suggèrent que Tau pourrait avoir également d’autres fonctions qui sont 

actuellement mal connues 

 

1.2.2.1 Tau : une protéine régulatrice de la dynamique 

microtubulaire 

Les microtubules sont des structures cylindriques d’un diamètre constant de 25 nm 

déterminé par l’assemblage de 13 protofilaments ; ces protofilaments sont eux-mêmes 

constitués d’hétérodimères de tubuline  et . Les microtubules sont également connus pour 

être des structures en « instabilité dynamique » caractérisées par une élongation et un 

raccourcissement perpétuels. Cette « instabilité dynamique » est rendue possible grâce à 

l’ajout de nouveaux dimères à une des extrémités du microtubule : l’extrémité (+) et à la 

dissociation de dimères à l’autre extrémité : l’extrémité (-). La liaison de protéines MAPs à 

ces microtubules permettra de rigidifier et donc de stabiliser ces derniers. 
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L’interaction de Tau avec les microtubules a été le sujet de nombreux travaux. Elle est 

réalisée grâce à la présence dans son domaine Carboxy-terminal, de motifs spécifiques 

capables de lier la tubuline. (Figure 3A, p.12 ). De plus, l’existence de 3 à 4 domaines de 

liaisons, suivant les isoformes, conféreront aux isoformes 4R une capacité plus importante à 

lier, polymériser et stabiliser les microtubules in vitro (Butner and Kirschner, 1991; Goedert 

and Jakes, 1990; Panda et al., 2003) et in cellulo (Bunker et al., 2004). L’augmentation de 

cette capacité de liaison est apportée par l’ajout d’un domaine de liaison aux microtubules 

supplémentaire (R2) et d’une région « Inter Repeat » (IR) reliant les domaines de répétition 

R1 et R2 (IR R1R2 : 265KVQIINKK272
1
) (Goode and Feinstein, 1994) (Figure 3A (encart), 

p.12). 

En effet, cette région « Inter Repeat » est capable de lier les microtubules sur des sites 

différents de ceux occupés par les domaines de répétition et d’induire à elle seule une 

polymérisation des microtubules in vitro (Goode and Feinstein, 1994). 

 

Kinésine

Dynéine

+

-

Tau

Tau

Vésicule de 
transport

microtubule

Tau

Tau

A

B

 

Figure 3 : Interaction Tau et microtubules et transport microtubulaire.  

(A) La protéine Tau est une MAP capable de lier les microtubules au moyen de domaines de répétition au 
nombre de 3 ou 4 suivant les isoformes (R1 à R4 représentés sur une isoforme 4R). L’ajout d’un 4

ème
 domaine 

de répétition et d’une région Inter-repeat R1-R2 confèrera une capacité plus importante des isoformes 4R à lier 
et stabiliser les microtubules (Goode and Feinstein, 1994). (B) Les microtubules sont de véritables « rails 
moléculaires » sur lesquels des MAPs motrices telles que la Kinésine et la dynéine pourront assurer le transport 
antérograde et rétrograde de vésicules de transport ou d’organites cellulaires. 
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On peut également noter qu’une partie du domaine riche en proline de Tau 

(224KKVAVVR230
1
) semble changer la structure locale de Tau par une liaison intramoléculaire 

de ce domaine avec le premier domaine de répétition. En réalisant cette interaction, ce 

domaine riche en proline augmente la liaison de Tau aux microtubules (Goode et al., 1997). 

 Enfin il semble que Tau puisse également agir sur la stabilisation des microtubules de 

façon indirecte en protégeant ces derniers de l’action d’enzymes telles que la Katanine, dont 

la fonction est de couper les microtubules (Qiang et al., 2006). 

 

1.2.2.1.a Tau et transport axonal 

Le neurone est une cellule polarisée présentant un pôle somato-dendritique composé du 

corps cellulaire et des dendrites et un pôle fonctionnel composé de l’axone et de la synapse. 

(pôle axono-synaptique). La synapse étant située à distance du corps cellulaire, un transport 

axonal bidirectionnel assurant l’acheminement et le retour de nombreux éléments 

(neurotransmetteurs, mitochondries…) va être nécessaire pour le fonctionnement 

physiologique du neurone. Ainsi, les microtubules, structures dynamiques se comportant 

comme de véritables « tapis roulants », serviront de support à des MAPs motrices comme la 

Dynéine et la Kinésine qui, parmi d’autres MAPs, assureront respectivement les transports 

antérograde (vers la synapse) et rétrograde (vers le corps cellulaire) d’organites et autres 

vésicules cellulaires (Figure 3B, p.12). 

De par sa fonction stabilisatrice, Tau va pouvoir assurer le maintien de ces « rails 

microtubulaires ». Cependant, un équilibre régulé entre les différentes MAPs stabilisatrices 

(Tau, MAP1b, MAP2…) et motrices présentes à la surface des microtubules, semble 

nécessaire à un transport axonal normal. Ainsi, il a été montré que la surexpression d’une 

protéine Tau exogène in cellulo affectait négativement le transport antérograde par 

compétition de liaison avec la Kinésine (Ebneth et al., 1998; Seitz et al., 2002; Stamer et al., 

2002). Ces résultats ont été étayés par des données obtenues dans des modèles in vivo, où la 

surexpression de différentes isoformes de Tau chez des souris transgéniques est connue pour 

entraîner des troubles du transport axonal (Spittaels et al., 1999) (Ishihara et al., 1999) (Probst 

et al., 2000 ; Terwel et al., 2005; Zhang et al., 2004). De la même façon, le remplacement du 

gène de la protéine Tau par l’ADNc codant pour une seule isoforme de Tau (4R) dans un 

modèle murin entraîne également une dysfonction de ce transport (Terwel et al., 2005). 

                                                 
1
 Numérotation basée sur l’isoforme la plus longue de Tau 
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En résumé, il semble qu’un équilibre finement régulé en protéines Tau soit nécessaire au 

bon fonctionnement de ce transport axonal. Toute perturbation touchant soit le niveau 

d’expression de Tau ou le ratio d’isoformes (mutations introniques de Tau cf.§3.2.1, p.49) 

provoquera une altération du transport axonal et pourrait être délétère pour le neurone. 

 

1.2.2.1.b Tau et croissance neuritique/développement 

L’établissement de la polarisation et en particulier la mise en place de l’axone constitue 

une étape fondamentale à la maturation du système nerveux. Cette mise en place de l’axone, 

étant dépendante, en partie, de la dynamique microtubulaire, plusieurs études se sont 

intéressées au rôle de Tau dans un tel processus. Ainsi, la surexpression de Tau, dans des 

cellules de phéochromocytome de Rat (PC12) différenciées en cellules de type neuronal par 

traitement au Nerve Growth Factor (NGF), induit l’apparition de processus neuritiques 

(Drubin et al., 1985). Ces résultats ont été également vérifiés dans un modèle de culture 

primaire de neurones de cervelet (Esmaeli-Azad et al., 1994). A l’inverse, la diminution de 

l’expression de Tau dans ces mêmes cultures cellulaires, par une approche d’ARN anti-sens, 

entraîne une diminution des prolongements neuritiques (Caceres and Kosik, 1990). 

Ces résultats ont pu être également confirmés dans des modèles de cultures primaires de 

neurones issues de souris transgéniques invalidées pour Tau qui présentent également une 

diminution de croissance neuritique (Dawson et al., 2001).  

Cependant, une étude récente basée sur l’invalidation de Tau dans des cultures primaires 

de neurones hippocampiques (siRNA), n’a pas montré de diminution de processus neuritiques 

et nuance ainsi les conclusions des résultats précédents (Qiang et al., 2006). Cette différence 

pourrait être expliquée par le fait que d’autres MAPs comme les protéines MAP2 ou MAP1b 

pourraient également participer à cette croissance neuritique. En effet, un modèle murin 

invalidé (Knock Out) doublement pour les gènes map1b et tau montre l’existence d’une 

importante dysgénésie des prolongements axonaux et une malformation des couches 

neuronales hippocampiques et constitue un phénotype beaucoup plus sévère que le simple 

Knock Out Tau (Takei et al., 2000). Néanmoins, si d’autres MAPs interviennent dans la mise 

en place de la polarité de la cellule neuronale et dans la maturation du système nerveux, il 

semble que Tau soit un acteur important dans ce processus. 
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1.2.2.2 Tau et autres partenaires :  

A côté du rôle principal de Tau dans la régulation de la dynamique microtubulaire, un 

certain nombre d’études ont montré que Tau pouvait interagir avec d’autres partenaires 

comme l’actine ou d’autres éléments cellulaires. 

 

1.2.2.2.a Tau et actine 

Au sein des neurones, l’actine est retrouvée dans les microfilaments d’actine qui assurent 

essentiellement des fonctions de maintien et de plasticité du cytosquelette neuronal. 

Cependant, ces microfilaments peuvent également jouer un rôle dans le transport de vésicules 

à courtes distances. 

 

Plusieurs études ont pu montrer que le domaine carboxy-terminal de Tau était impliqué 

dans des interactions avec le cytosquelette d’actine in vitro (Correas et al., 1990; Moraga et 

al., 1993; Selden and Pollard, 1986; Yamauchi and Purich, 1993) et probablement in cellulo 

(Roger et al., 2004; Yu and Rasenick, 2006). On pourra également noter que cette liaison de 

l’actine agit comme un compétiteur de la liaison des microtubules avec Tau puisque les 

mêmes sites de liaison de Tau sont impliqués (Correas et al., 1990).  

Ainsi, cette interaction avec l’actine élargit potentiellement le rôle de Tau dans le maintien 

et la plasticité du cytosquelette neuronal au-delà de la seule régulation de la dynamique 

microtubulaire. Enfin, l’importance de cette inter-relation est suggérée par deux récentes 

études qui montrent que la neurodégénérescenceinduite par la protéine Tau dans des modèles 

in vivo chez D.melanogaster pourrait passer par une déstabilisation du cytosquelette d’actine, 

essentiel au maintien de la polarité neuronal et de la synapse (Blard et al., 2007; Fulga et al., 

2007) (et pour revue (Gallo, 2007). 

 

1.2.2.2.b Tau et complexes péri-membranaires 

Tau est également retrouvée associée à la membrane plasmique (Brandt et al., 1995; 

Ekinci and Shea, 2000) au sein de complexes protéiques péri-membranaires. La présence de 

Tau au sein de ces complexes est rendue possible grâce à la liaison de son domaine riche en 

prolines avec les domaines SH3 de protéines péri-membranaires telles que les kinases de la 

famille Src (Src, Fyn, Lck) (Lee et al., 1998). Ces complexes protéiques, localisés entre 
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autres, dans des micro-domaines membranaires appelés « Rafts lipidiques » semblent jouer un 

rôle dans des processus biologiques fondamentaux pour le neurone comme la mise en place 

du cône de croissance (Klein et al., 2002) (pour revue (Lee, 2005). Enfin, il a récemment été 

montré que Tau pouvait agir sur le cytosquelette d’actine via une voie de signalisation Src 

dépendante (Sharma et al., 2007). D’autre part, Tau est également connue pour interagir avec 

la PLC- membranaire in vitro (Hwang et al., 1996) et in vivo (Jenkins and Johnson, 1998). 

 

1.2.2.2.c Tau et organites cellulaires 

A ce jour, il a été montré in vitro que Tau et d’autres MAPs comme la protéine MAP2 

sont capables d’interagir avec les mitochondries (Jancsik et al., 1989; Jung et al., 1993) et que 

le domaine de liaison aux microtubules est impliqué dans cette interaction (Jancsik et al., 

1989). Enfin, Tau a été également retrouvée, après séparation, dans des fractions 

membranaires spécifiques de l’appareil de Golgi (Farah et al., 2006). Cependant, la 

signification biologique de ces interactions est encore, à ce jour, mal connue. 

 

 

En résumé, si un certain nombre d’études suggèrent l’existence de nouvelles fonctions 

pour Tau comme modulateur potentiel du cytosquelette d’actine et de différentes voies de 

signalisation cellulaire (pour revues (Buee et al., 2000; Sergeant et al., 2005), il apparaît que 

la fonction principale de Tau et la plus étudiée reste encore la régulation de la dynamique 

microtubulaire via sa capacité à lier et à stabiliser les microtubules grâce à son domaine 

carboxy-terminal.  

Cette capacité de liaison, régulée par un équilibre d’isoformes 3R et 4R aux pouvoirs de 

liaison différents ainsi que par des modifications post-traductionnelles de Tau (cf.§1.2.3.1.c, 

p.22), apparaît primordiale au bon fonctionnement du réseau microtubulaire et aux fonctions 

qui en découlent (croissance axonale et transport axonal). Ainsi, un quelconque déséquilibre 

en protéines Tau (isoformes ou quantité) ou de ses modifications post-traductionnelles semble 

être néfaste au fonctionnement du neurone et pourrait affecter le transport axonal.  
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1.2.3 Modifications post-traductionnelles de Tau et régulation 

1.2.3.1 Phosphorylation 

La phosphorylation constitue la modification post-traductionnelle majeure de Tau. En 

effet, la protéine Tau comporte, entre 67 et 85 sites potentiellement phosphorylables, suivant 

l’isoforme considérée, ce qui représente environ 20% des AA et définit Tau comme un 

« accepteur universel de groupements phosphate » (Stoothoff and Johnson, 2005). Parmi ces 

sites, on distingue des sites Ser/Thr suivis d’une Proline (entre 14 et 17), des sites Sérines et 

Thréonine seules et 5 tyrosines (Tableau 1 p.17). 

 

isoforme

exons à 

épissage 

alternatif

Nb de sérines dont Ser/Pro
Nb de 

thréonines
dont Thr/Pro Nb de Tyrosines

Total sites potentiellement 

phosphorylables

Tau 352 2
-
3

-
10

-
36 dont 6 26 dont 8 5 67

Tau 383 2
-
3

-
10

+
40 dont 6 26 dont 8 5 71

Tau 381 2
+
3

-
10

-
41 dont 7 31 dont 10 5 77

Tau 412 2
+
3

-
10

+
45 dont 7 31 dont 10 5 81

Tau 410 2
+
3

+
10

-
41 dont 7 35 dont 10 5 81

Tau 441 2
+
3

+
10

+
45 dont 7 35 dont 10 5 85  

Tableau 1 : Répartition des sites de phosphorylation en fonction des isoformes de Tau 

L’état de phosphorylation de Tau fait l’objet d’une régulation étroite qui fait intervenir 

des kinases, des phosphatases ainsi que d’autres modulateurs tels que les isomérases. 

 

1.2.3.1.a Kinases 

 A ce jour, 15 à 20 protéines kinases ont été identifiées, par des études in vitro et/ou in 

vivo, comme des régulateurs de la phosphorylation de Tau (Tableau 2 p.18). Ces kinases ont 

été regroupées en fonction du type d’épitope phosphorylé. Ainsi, dans le groupe des PDPK, 

pour « proline directed protein kinases », qui phosphorylent les sites de type Ser/Thr-Pro, on 

trouve des « cyclin dependent kinases » (Cdk2, Cdk5), des MAPs pour « mitogen activated 

protein kinases » et des kinases de stress telles que les SAPK pour « stress activated protein 

kinases » (ERK, p38,…). 

A côté, les kinases comme la CamKII pour « calcium/calmodulin-dependent kinase II », 

les « Casein Kinase I et II » (CK I, CK II), les kinases de la famille MARK pour 

« microtubule associated/affinity regulating kinases », les PKA et les PKB prendront en 

charge la phosphorylation des sites Ser et Thr non Ser/Thr-Pro. 
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0

0

4
0
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4
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0

9

4
1

2

4
1

3

4
1

6

4
2

2

4
2

7

Cdk2 • • • • • • • • • • • •

Cdk5 • • •• •• • • •• • • •• ••

MAPK(Erk1l2) • • • • • • • • • • • • • • • •

SAPK1 /JNK • •• • • • • • • • • ••

SAPK2 /p38 • • •• • •• • • • • • • • • • • ••

SapK2 •• •• • •• •• ••

SAPK3 •• •• • •• •• ••

SAPK4 •• •• • •• •• ••

GSK3 • • • • •

GSK3 • • • • • •• • •• •• •• • • •• • • •• • • •• •• •

CaMK II • • • • •

Casein kinase 1 •• •• •• ••

Casein kinase 2 • • •

DYRK •

MARK •• • • • • ••

Phosphorylase kinase • • • • •

PKA • • • • • • • • • •

PKB/AKT • ••

PKC • • • • •

PKN • •• •

Tau tubulin kinase • • •• •• • • • • •• •

Src kinases •• •

C-abl •Y
K

B
I

P
D

P
K

N
-P

D
P

K

 

Tableau 2: Protéines kinases impliquées dans la phosphorylation de Tau, identifiées par des études in vitro et in vivo et sites de phosphorylation : 

(•) sites de phosphorylation, mis en évidence in vitro (Références Annexe 1, p.132), (•) sites de phosphorylation, mis en évidence in vivo (Références Annexe 2, p.134). 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 à la fois PDPK et N-PDPK et YK : « Tyrosines Kinases » 
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A noter, que les GSK-3  et  pour « Glycogen Synthase Kinase 3  et  » sont capables 

de phosphoryler aussi bien des sites de type « Ser/Thr-Pro » que des sites de type non 

« Ser/Thr-Pro ». 

Enfin on peut noter l’existence d’un petit groupe de kinases responsables de la 

phosphorylation des Tyrosines de Tau. Dans ce groupe, on retrouve des kinases de la famille 

Src telles que Fyn (Derkinderen et al., 2005; Lee et al., 2004) et Lck (Williamson et al., 2002) 

ainsi que la kinase abelson (c-abl) qui serait responsable de la phosphorylation de Tau à la 

Tyr394 (Derkinderen et al., 2005).  

 

1.2.3.1.b Phosphatases 

Un très grand nombre d’études se sont intéressées à l’identification des phosphatases 

impliquées dans la régulation de l’état de phosphorylation de Tau. Ainsi, les phosphatases 

PP1, PP2A, PP2B (calcineurin) et la phosphatase PP5 (Gong et al., 2004) sont impliquées 

dans la déphosphorylation in vitro de Tau. Tout comme les kinases, ces phosphatases 

présentent une certaine spécificité d’action puisque l’inhibition pharmacologique spécifique 

de PP2A et PP2B, dans des cultures primaires de neurones issues de fœtus de rat, entraîne une 

augmentation de la phosphorylation à des sites distincts (pour revues (Buee et al., 2000; 

Sergeant et al., 2005).  

Ces données ont été renforcées par des études in vitro de la contribution relative des 

phosphatases PP1, PP2A, PP2B et PP5 à la déphosphorylation spécifique de plusieurs sites de 

phosphorylation de Tau (Liu et al., 2005a) (Tableau 3, p.20) 

Enfin, il est à noter que PP2A est la phosphatase majoritaire dans le cerveau (Goedert et 

al., 1995) où elle présente une activité beaucoup plus importante que les autres phosphatases 

(Liu et al., 2005a). Ces données suggèrent ainsi que PP2A serait la phosphatase 

majoritairement impliquée dans la déphosphorylation de Tau au niveau du cerveau humain 

(pour revue (Avila et al., 2004). 
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Sites de phosphorylation Efficacité relative des PPases

 

Tableau 3: Principales phosphatases et leur efficacité relative en fonction des sites de phosphorylation de 
Tau  
Adaptée de (Liu et al., 2005a). 

 

En résumé, il existe un grand nombre de kinases et plusieurs phosphatases qui assurent 

une balance de phosphorylation/déphosphorylation afin de maintenir une homéostasie de 

phosphorylation de Tau qui constitue le régulateur de ses principales fonctions cellulaires 

(cf.§1.2.3.1.c, p.22 ) 

 

Cependant, la régulation de la phosphorylation de Tau apparaît encore plus complexe que 

cette simple vision d’une balance kinases/phosphatases. En effet, plusieurs études ont suggéré 

que la phosphorylation de Tau pouvait apparaître de façon séquentielle. Ainsi, il semble, à 

titre d’exemples, que la phosphorylation à la Ser235 peut être un pré-requis à la 

phosphorylation de Tau à la Thr231 (Cho and Johnson, 2004; Li et al., 2006a; Sengupta et al., 

2006). Cet exemple de phosphorylation séquentielle ou « priming » pourrait faire intervenir la 

kinase Cdk5 puis la kinase GSK-3  (Li et al., 2006a; Sengupta et al., 2006). Ce mécanisme a 

été également suggéré pour d’autres sites tels que les épitopes : Ser404, Ser400 et Ser396, où 

la phosphorylation à la Ser396 et à la Ser400 par la GSK-3  semble nécessiter une pré-

phosphorylation de la Ser404 par la Cdk5 (Li et al., 2006a; Li and Paudel, 2006). De plus, 

cette coopération entre kinases a été également observée entre GSK-3  et PKA pour les 

Ser212 et Ser214 (Zheng-Fischhofer et al., 1998), PKA et SAPK4/JNK2 pour les Ser212, 

Ser214 et Ser217 (Yoshida and Goedert, 2006), DYRK et GSK-3  (Woods et al., 2001) pour 

les Ser212 et Ser208, GSK-3  et Cdk5 pour un grand nombre de sites (Liu et al., 2006; Wang 

et al., 2007a) et les kinases CamKII et Cdk5 (Wang et al., 2007a). Il faut également noter que 

si l’action séquentielle de deux kinases permet l’apparition de certains épitopes, l’action 

inverse peut empêcher, quant à elle, l’apparition de ces épitopes (Yoshida and Goedert, 2006; 

Zheng-Fischhofer et al., 1998). 
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De plus, une grande partie des kinases impliquées dans la phosphorylation de Tau 

peuvent agir de façon indirecte par le biais de l’activation d’autres kinases ; ce type de 

coopération a été montré in vivo pour la Cdk5 et la GSK-3  (Plattner et al., 2006) et (pour 

revue (Johnson and Stoothoff, 2004). Ce type d’interaction semble exister également entre 

phosphatases et kinases puisque la PP2A pourrait conduire à l’inhibition des kinases ERK et 

JNK (Kins et al., 2003) ou CamKII (Bennecib et al., 2001) et que la phosphatase PP1 pourrait 

également réguler l’activité des kinases GSK-3 , Cdk5 et Cdc2 (Bennecib et al., 2000). 

 

Enfin, une autre classe enzymatique appelée isomérase semble intervenir également dans 

la régulation de l’état de phosphorylation de Tau. En effet, la protéine Pin1, une enzyme 

catalysant l’isomérisation Cis/Trans des sites Ser/Thr-Pro comme la Thr231, facilite l’action 

de la Trans-phosphatase PP2A in vitro (Zhou et al., 2000) (Figure 4, p.21). 

 

cis

transpin1 PP2a

cis

transpin1 PP2a

 

Figure 4 :Pin1 facilite la déphosphorylation de Tau in vitro par la protéine PP2A : 

Pin1 catalyse l’isomérisation Cis/trans de la liaison pSer/pThr-Pro rendant Tau plus accessible à la Trans 
phosphatase PP2A. 

 

En conclusion, la régulation de l’état de phosphorylation de Tau apparaît comme un 

processus extrêmement complexe faisant intervenir un très grand nombre de candidats ainsi 

que des mécanismes différents. De plus, il a été également suggéré que d’autres modifications 

post-traductionnelles telles que la O-glycosylation pouvaient agir en tant que compétiteur 

direct de la phosphorylation sur certains sites (Lefebvre et al., 2003; Zachara and Hart, 

2002), complexifiant encore plus cette régulation.  

Au final, il apparaît, à ce jour, que nous n’avons que des visions parcellaires de la 

régulation de la phosphorylation de Tau et que ce processus de régulation dans sa globalité 

reste encore mal compris. 
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1.2.3.1.c Phosphorylation et fonctions de Tau 

La phosphorylation qui représente la modification post-traductionnelle majeure de Tau va 

être impliquée de façon majoritaire dans la régulation de ses fonctions et principalement dans 

sa liaison aux microtubules. 

 

 Phosphorylation de Tau et liaison aux microtubules (Figure 5, p.22) 

Une étude princeps menée in vitro par Lindwall et collaborateurs en 1984, basée sur la 

déphosphorylation des protéines Tau a pu montrer que les protéines Tau déphosphorylées 

présentaient une meilleure efficacité à polymériser les microtubules que les formes 

phosphorylées (Lindwall and Cole, 1984a).  

 

phosphatases

Kinases

Instabilité dynamique des microtubules

Croissance 
neuritique

Transport 
axonal

Tau dé(P)

Polymérisation/StabilisationDépolymérisation/Déstabilisation

Tau (P)

 

Figure 5 : Schématisation de la régulation de la dynamique microtubulaire par la phosphorylation de Tau et 
conséquences biologiques : 

Les formes phosphorylées de Tau présentent une capacité moins importante à lier et stabiliser les 
microtubules. Un équilibre de kinases et phosphatases permettant de contrôler l’état de phosphorylation des 
protéines Tau pourra réguler cette balance stabilisation/déstabilisation importante pour maintenir une 
« instabilité dynamique des microtubules » nécessaire à des processus biologiques fondamentaux du neurone 
tels que la croissance axonale et le transport axonal. La phosphorylation de Tau à deux sites impliqués de façon 
majeure (Ser262 et Ser356), est schématiquement représentée par une sphère jaune au niveau des motifs 
répétés R1 et R3. 

Par la suite, et avec l’arrivée des outils immunologiques, plusieurs travaux se sont 

intéressés à étudier l’effet de la phosphorylation de différents sites sur la liaison de Tau aux 
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microtubules et sa capacité à polymériser ces derniers. Ainsi, la phosphorylation aux Ser262 

et Ser356 (sites KXGS), localisées dans les domaines de répétition, diminue fortement la 

liaison de Tau aux microtubules in vitro (Biernat et al., 1993; Drewes et al., 1995). In cellulo, 

cette phosphorylation aura des répercussions fonctionnelles sur les mécanismes cellulaires 

dépendants des microtubules. En effet, il a été montré que la phosphorylation aux sites Ser262 

et Ser356 est nécessaire à la croissance normale des prolongements cellulaires, dans des 

cellules d’insecte Sf9, (Biernat and Mandelkow, 1999). Parmi les kinases de Tau capables de 

phosphoryler ces sites, il apparaît que les kinases MARK et PKA semblent être impliquées 

dans la régulation de ces fonctions (Biernat and Mandelkow, 1999; Biernat et al., 2002). 

Cependant, la phosphorylation au Ser262 et Ser356 ne semble pas abolir totalement la 

liaison de Tau aux microtubules (Seubert et al., 1995) et suggère, au moins en partie, 

l’implication d’autres sites de phosphorylation dans cette interaction. Depuis, il a été montré 

que la phosphorylation de Tau à la Thr231 était également impliquée dans la régulation de la 

liaison de Tau aux microtubules in vitro (Sengupta et al., 1998) et in cellulo (Cho and 

Johnson, 2003; Cho and Johnson, 2004; Hamdane et al., 2003b). 

De la même façon, il a été montré in cellulo, qu’il existait un état décroissant de la 

phosphorylation de Tau aux Ser199/202 du soma vers les axones en cours de croissance 

(Mandell and Banker, 1996) suggérant un rôle de la phosphorylation dans la croissance 

axonale.  

 

Enfin, de façon plus générale, il apparaît que le niveau de phosphorylation de Tau est 

plus important pendant le développement embryonnaire que dans les stades post-natal et 

adulte (Brion et al., 1993). Cet état de phosphorylation, associé à une expression 

embryonnaire spécifique des isoformes 3R (Goedert and Jakes, 1990), à faible pouvoir de 

liaison, pourrait ainsi concourir à « l’instabilité dynamique » des microtubules, nécessaire à la 

plasticité neuritique lors de la maturation du système nerveux embryonnaire. 

 

Par ailleurs, la phosphorylation de Tau va également pouvoir moduler le transport axonal. 

En effet, comme décrit précédemment (cf.§1.2.2.1.a, p.13), la saturation des microtubules due 

à la surexpression de Tau in cellulo (Ebneth et al., 1998; Seitz et al., 2002; Stamer et al., 

2002) et in vivo bloque le transport axonal. En revanche, la co-expression d’une kinase telle 

que la GSK-3  avec Tau rétablit en partie ce transport dans un modèle murin (Spittaels et al., 

2000) et chez la drosophile (Mudher et al., 2004). De la même façon, Tatebayashi et 
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collaborateurs ont pu également montrer que la phosphorylation de Tau par la GSK-3  était 

requise pour le transport antérograde d’organelles cellulaires dans des cellules PC12 

(Tatebayashi et al., 2004). On peut noter que d’autres kinases comme MARK semblent 

également être impliquées dans la régulation de ce transport axonal (Mandelkow et al., 2004). 

 

 Phosphorylation de Tau et autres fonctions potentielles 

Comme décrit précédemment (cf.§1.2.2.2.c p.16), Tau interagit avec d’autres éléments et 

organites cellulaires. Dans ce cadre, même si les conséquences fonctionnelles de telles 

interactions restent encore à déterminer, il apparaît que la phosphorylation régule ces 

interactions. En effet, deux études ont pu montrer que la phosphorylation des Ser202/Thr205, 

Thr231 (Maas et al., 2000) et Ser396/Ser404 (Ekinci and Shea, 2000; Maas et al., 2000) 

n’était pas retrouvée dans la fraction de Tau liée à la membrane plasmique. De plus 

l’hyperphosphorylation de Tau, par traitement à l’acide okadaïque (un inhibiteur de 

phosphatases) ou par transfection de mutants de Tau mimant une hyperphosphorylation 

(remplacement des sites Ser/Thr par des Glu), semble diminuer de façon importante, in 

cellulo, la liaison de Tau à la membrane plasmique (Maas et al., 2000).  

 

1.2.3.2 Autres modifications post-traductionnelles 

1.2.3.2.a O-glycosylation 

La O-glycosylation correspond à l’ajout de résidus glucidiques N-acétyl-glucosamine 

sur des residus Sérine ou Thréonine. Cette modification post-traductionnelle de Tau, dont la 

signification biologique reste encore assez floue, pourrait jouer un rôle dans des mécanismes 

cellulaires tels que la régulation de facteurs de transcription ou la localisation subcellulaire 

des protéines. Cette modification étant retrouvée sur les neurofilaments et les MAPs comme 

MAP2 et Tau, elle pourrait également intervenir dans la régulation de l’organisation du 

cytosquelette (Arnold et al., 1996) (pour revue (Hart et al., 1996). De plus, puisque les sites 

impliqués dans cette modification post-traductionnelle sont les mêmes que pour la 

phosphorylation, il est admis que cette modification agirait sur Tau de façon antagoniste à la 

phosphorylation ; les deux modifications étant exclusives l’une de l’autre (Lefebvre et al., 

2003; Li et al., 2006b; Zachara and Hart, 2002). La O-glycosylation semble également jouer 

un rôle sur la localisation subcellulaire de Tau puisque les formes O-glycosylées sont 

retrouvées majoritairement dans le noyau (Lefebvre et al., 2003). 
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1.2.3.2.b Ubiquitination 

 L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle consistant en la liaison 

covalente, sur des résidus Lysines d’une protéine cible, d’une (mono-ubiquitination) ou de 

plusieurs unités (poly-ubiquitination) d’une protéine ubiquitaire de 76 AA appelée ubiquitine. 

Cette modification met en jeu plusieurs protéines telles que les « ubiquitin activating 

enzyme », les « ubiquitin conjugating enzyme » et, de façon plus importante, différentes 

ubiquitine ligases qui permettront, en fonction de l’ubiquitine ligase considérée, d’assurer la 

liaison de l’ubiquitine à des substrats spécifiques. Ce type de modification permet l’adressage 

de la protéine substrat à un complexe multi-protéique de dégradation des protéines appelé 

protéasome et participe ainsi à la régulation de la demi-vie des protéines. 

 

L’observation, dans la MA, d’une poly-ubiquitination de Tau (Mori et al., 1987; 

Morishima-Kawashima et al., 1993) aux lysines 254, 311 et 353 (Cripps et al., 2006), a été à 

la base des études qui se sont intéressées à l’implication du système ubiquitine-protéasome 

dans la dégradation de Tau. En effet, il a été montré in cellulo (Hatakeyama et al., 2004; 

Petrucelli et al., 2004; Shimura et al., 2004b) et in vivo (Dickey et al., 2006b), que certaines 

ubiquitine-ligases comme la protéine CHIP étaient impliquées dans l’ubiquitination de Tau. 

Ces données suggèrent que Tau pourrait être prise en charge par une voie de dégradation 

protéasome dépendante. Cependant, les données de la littérature à ce sujet semblent assez 

contradictoires. A ce jour, si la prise en charge de Tau par le protéasome est démontrée in 

vitro (David et al., 2002; Zhang et al., 2005), les données in cellulo semblent moins évidentes. 

En effet, certaines études montrent une diminution de la dégradation de Tau (ou son 

accumulation) suite à l’inhibition pharmacologique du protéasome (inhibiteurs spécifiques 

comme MG132 et Lactacystine) (David et al., 2002; Goldbaum et al., 2003) alors que 

d’autres, plus récentes montrent a contrario que le protéasome ne serait pas impliqué (Brown 

et al., 2005) (Delobel et al., 2005; Feuillette et al., 2005). De plus, il a été montré que la 

mutation invalidante de la sous-unité 20S 6 du protéasome, dans un modèle in vivo établi 

chez D.melanogaster, ne provoque pas d’accumulation de la protéine Tau exogène mais 

plutôt une diminution de sa quantité (Feuillette et al., 2005). 

1.2.3.2.c Sumoylation 

La sumoylation consiste en la liaison, sur un résidu Lysine d’une protéine appelée 

« small ubiquitin-like modifier » (SUMO), en raison de son analogie structurale avec 
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l’ubiquitine. Le rôle de cette modification découverte récemment reste encore assez vague 

mais elle pourrait, suivant les substrats, être impliquée dans des mécanismes de réparation de 

l’ADN, la régulation du cycle cellulaire et le « trafficking » des protéines entre le noyau et le 

cytoplasme. De façon intéressante, la sumoylation pourrait également diminuer la dégradation 

ubiquitine dépendante des protéines en agissant comme un antagoniste de l’ubiquitination 

(pour revue (Dohmen, 2004). Récemment, la protéine Tau a été décrite comme pouvant être 

sumoylée sur la Lysine 340 de Tau. Dans cette étude, les auteurs suggèrent que la 

sumoylation de Tau pourrait s’opposer à l’ubiquitination, ces deux modifications étant 

exclusives l’une de l’autre (mêmes sites impliqués) (Dorval and Fraser, 2006). Néanmoins le 

rôle et les conséquences de cette modification restent encore à déterminer. 

 

En conclusion, Tau fait l’objet de plusieurs modifications post-traductionnelles qui 

auront des conséquences multiples sur les fonctions de Tau. La phosphorylation est sa 

principale modification physiologique et régule un grand nombre de ses interactions. Enfin, 

de façon importante, il faut noter que la phosphorylation reste la modification post-

traductionnelle de Tau la plus étudiée puisque sa dérégulation semble être associée à la 

physiopathologie de nombreuses maladies neurodégénératives appelées : Tauopathies. 

 

2 Les Tauopathies : exemple de la maladie d’Alzheimer 

La plupart des maladies neurodégénératives se caractérisent par une perte de populations 

neuronales spécifiques, en partie responsable de la diversité des signes cliniques observés 

dans ces pathologies. La quasi-totalité de ces maladies, d’un point de vue moléculaire, se 

caractérisent par des agrégats protéiques au niveau neuronal et/ou glial et l’identification 

histologique et biochimique du constituant majeur de ces agrégats, a permis la classification 

de ces maladies neurodégénératives. Parmi ces dernières, on retrouve les synucléinopathies 

(maladie de Parkinson, démences à corps de Lewy), les maladies à prion (maladie de 

Creutzfeld Jacob), les maladies à expansion de poly-glutamine (ataxies spino-cérébéleuses, 

chorée de Huntington) et les Tauopathies. 
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2.1 Le concept de Tauopathies 

Un certain nombre de démences neurodégénératives se caractérisant par des agrégats 

intracellulaires de protéines Tau anormalement phosphorylées, ont été regroupées sous le 

terme de Tauopathies.  

D’un point de vue histopathologique, ces agrégats peuvent prendre des aspects 

histologiques différents suivant les pathologies. Ainsi, on distinguera : La 

dégénérescenceneurofibrillaire (DNF) observée dans la maladie d’Alzheimer, les corps de 

Pick de la maladie de Pick, ou bien encore les touffes gliales observées dans la paralysie 

supranucléaire progressive (PSP) et les plaques astrocytaires de la démence corticobasale 

(DCB). 
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Figure 6 : « Le code barre » des Tauopathies :  

Profils électrophorétiques caractéristiques des protéines Tau pathologiques issues d’homogénats de cerveaux 
humains obtenues après analyse monodimensionnelle et immunoempreinte de Tau. Le profil normal présente 
les 6 isoformes de Tau d’un poids moléculaire compris entre 45 et 65kDa. ALS : Amyotrophic lateral sclerosis. 
D’après (Sergeant et al., 2005). 

 

D’un point de vue biochimique, ces Tauopathies, peuvent être également subdivisées en 5 

classes distinctes en raison de l’implication de différentes isoformes de Tau dans la formation 

des agrégats. Cette classification, rendue possible grâce à la caractérisation du profil 

électrophorétique en SDS-PAGE des protéines Tau agrégées et anormalement phosphorylées, 

détermine le « code barre » des Tauopathies (Figure 6, p.27). Ainsi, par comparaison à un 
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profil normal présentant les 6 isoformes de Tau, on distingue 4 types de Tauopathies 

(Sergeant et al., 2005): 

 

Le type I : Cette classe de Tauopathies se caractérise par un profil électrophorétique 

présentant un triplet de protéines Tau à 60, 64 et 69kDa et un variant très mineur à 74 kDa. Ce 

regroupement des 6 isoformes de Tau sous la forme d’un triplet est du à la modification de la 

masse moléculaire apparente des isoformes de Tau provoquée par la dérégulation de leur état 

de phosphorylation (cf.§3.1, p.38). Ainsi, la bande à 60 kDa correspond à l’isoforme de Tau la 

plus courte (2
-
3

-
10

-
), celle de 64 kDa aux isoformes 2

-
3

-
10

+
 et 2

+
3

-
10

-
 et la bande à 69kDa 

regroupe les isoformes 2
+
3

-
10

+
 et 2

+
3

+
10

-
. La bande mineure à 74kDa, quant à elle, 

correspond à l’isoforme de Tau la plus longue 2
+
3

+
10

+
. Dans cette classe de Tauopathies, on 

retrouve la Maladie d’Alzheimer ainsi qu’un certain nombres de maladies neurodégénératives 

comme les démences frontotemporales avec syndrome parkinsonien liées au chromosome 17 

(DFTP-17) où l’on retrouve des mutations pathologiques du gène de Tau (cf.§3.2.1, p.49). 

 

Le type II : On retrouve dans ce groupe un profil électrophorétique, caractérisé par un doublet 

supérieur composé de protéines Tau de masse moléculaire égales à 64 et 69kDa. Ce profil est 

le résultat d’une phosphorylation anormale des isoformes de Tau à 4 motifs répétés (4R). 

Cette classe regroupe ainsi des pathologies telles que la paralysie supranucléaire progressive 

ou la démence corticobasale, où le rapport d’isoformes 4R versus 3R est augmenté. 

 

Le type III : Cette classe de Tauopathies est composée des pathologies présentant un profil 

électrophorétique caractérisé par un doublet inférieur de protéines Tau. Ce doublet à 60kDa et 

64kDa, à l’inverse du doublet décrit précédemment, est composé majoritairement des 

isoformes à 3 motifs répétés (3R) anormalement phosphorylées ; la maladie de Pick fait partie 

de cette classe. 

 

Le type IV : Cette classe est définie par une seule bande à 60kD composée uniquement de 

l’isoforme fœtale (2
-
3

-
10

-
) et caractérise une atteinte neurologique nommée dystrophie 

myotonique de type I ou maladie de Steinert. Cette pathologie est une maladie multi-

systémique majoritairement caractérisée par une atteinte musculaire et des troubles cognitifs. 
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(Le type 0) : Dans cette classe, on retrouvait des pathologies dénommées FTLD pour 

«frontotemporal lobar degeneration» initialement décrites par une absence d’expression de 

Tau et qui, de ce fait, avaient été classées, parmi les Tauopathies. Cependant, la découverte 

récente de marqueurs histopathologiques distinctifs tels que des inclusions ubiquitine 

positives mettant en jeu la protéine TDP-43 pour «TAR DNA-binding protein-43» tend à 

modifier la classification de ces pathologies, avec l’apparition de la dénomination FTLD-u 

pour « frontotemporal lobar degeneration-ubiquitine positive (pour revue (Kumar-Singh and 

Van Broeckhoven, 2007). De plus, l’identification récente de mutations dans les gènes des 

VCP pour « valosin-containing protein gene », CHMP2B pour « charged multivesicular body 

protein 2B » et PRGN pour « progranulin » (locus commun avec Tau en 17q21) exclut, 

désormais, ces FTLD du concept de Tauopathies. 

En résumé, les Tauopathies se caractérisent par une agrégation de protéines Tau qui 

revêtira un aspect histologique et une signature biochimique différente en fonction des 

isoformes de Tau mises en jeu. Parmi ces Tauopathies, nous nous intéresserons, plus 

particulièrement, à la maladie d’Alzheimer qui représente la Tauopathie la plus fréquente. 

 

2.2 La Maladie d’Alzheimer 

En 1906, le neuropsychiatre allemand Aloïs Alzheimer présentait, lors de la 37
ème

 

réunion de la société des Neuropsychiatres du Sud de l’Allemagne à Tübingen, le cas d’une 

patiente, Auguste D., victime d’une perte progressive de la mémoire et d’hallucinations. Il y a 

tout juste cent ans, avec le décès d’Auguste D. à l’âge de 56 ans, Aloïs Alzheimer publiait, la 

première description histologique post-mortem des lésions caractéristiques (Figure 7B, p.30) 

observées dans le cerveau de cette patiente atteinte d’une démence présénile qui portera 

désormais le nom de son découvreur (Alzheimer et al., 1995) (traduction anglaise de l’article 

original de 1907). 

 

2.2.1 Généralités 

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurologique se caractérisant par une atteinte 

progressive des fonctions mnésiques, cognitives et se traduit par des troubles 

comportementaux ayant un retentissement sur la vie sociale des patients et de leur entourage. 

Actuellement, cette maladie touche environ 860 000 patients en France et tend à atteindre 

165 000 nouveaux cas par an. En outre, elle représente environ 75% des démences et se pose 
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ainsi en problème de santé publique majeur et est déclarée en France « grande cause 

nationale » en 2007
1
. De plus, l’absence de marqueurs biologiques périphériques fiables rend 

difficile le diagnostic ante-mortem de cette maladie qui, de ce fait, ne peut être confirmé que 

par l’analyse neuropathologique et histologique post-mortem des cerveaux des patients. 

 

 

B C

A Normal Alzheimer

 

Figure 7 : Aspects macroscopiques et lésions microscopiques des cerveaux de patients atteints de la MA :  

A) Comparaison de deux coupes coronales d’un cerveau normal (à gauche) et d’un cerveau de patient atteint 
de la MA (à droite) à échelle identique (Service d’Anatomie pathologique du CHRU de Lille : Pr C.A. Maurage) 
(B-C) Dessins originaux des lésions histologiques caractéristiques de la Maladie d’Alzheimer. B) les dépôts 
amyloïdes (Oscar Fisher 1907) et C) de la dégénérescence neurofibrillaire (Aloïs Alzheimer 1907). 

 

                                                 
1
 http:///www.sante.gouv.fr 
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2.2.2 Aspects neuropathologiques et histologiques de la maladie 

d’Alzheimer 

2.2.2.1 Aspects macroscopiques 

Au niveau macroscopique, les cerveaux des patients atteints présentent une réduction 

importante du tissu cérébral et une augmentation du volume des sillons corticaux et 

ventricules cérébraux (Figure 7A, p.30). Cette atrophie cérébrale à prédominance fronto-

temporale est le résultat d’une perte neuronale importante entraînant une réduction du ruban 

cortical et, par la même, des circonvolutions cérébrales. 

 

2.2.2.2 Aspects microscopiques 

Dès 1907, Aloïs Alzheimer décrivait, au moyen de techniques d’imprégnation 

argentique (Figure 7(B-C), p.30), la présence de deux lésions histologiques caractéristiques de 

la maladie d’Alzheimer que sont : 1) les dépôts amyloïdes et 2) la dégénérescence 

neurofibrillaire. 
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Figure 8 : Représentation schématique de la voie amyloïdogénique conduisant à la formation du peptide 

amyloïde-  à partir de son précurseur APP : 

La formation du peptide amyloïde-  nécessite l’intervention de deux protéases appelées sécrétases. (1) La 

première enzyme appelée -sécrétase permet la formation d’un dérivé amino-terminal appelé sAPP  et d’un 

produit Carboxy-terminal appelé CTF . (2) C’est le clivage de ce produit Carboxy-terminal par la -sécrétase à 
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deux sites différents qui conduira à la formation d’un peptide amyloïde-  (1-40) et d’un peptide amyloïde-  (1-
42).  

 

2.2.2.2.a Les dépôts amyloïdes 

Les dépôts amyloïdes sont des agrégats protéiques extracellulaires organisés en 

feuillets -plissés et constitués d’une petite protéine de 4 kDa appelée peptide amyloïde-

 (Glenner and Wong, 1984a; Glenner and Wong, 1984b). Ce peptide amyloïde est issu 

d’un précurseur physiologique appelé APP pour « amyloid precursor protein », après clivages 

successifs de ce dernier par deux activités protéolytiques différentes : la -sécrétase et la -

sécrétase (pour revue (Suh and Checler, 2002)). Il peut exister sous deux formes majoritaires 

comportant 40 ( 40) ou 42 AA ( 42) en raison de l’existence de deux sites de clivage 

pour la -sécrétase (Figure 8, p.31). 

 

A B C D

 

Figure 9 : Aspects microscopiques des dépôts amyloïdes et techniques de marquage :  

(A) Dessins originaux d’Oscar Fisher (1907). (B) Imprégnation argentique de la lésion par coloration au Gallyas. 

(C) Marquage immunohistochimique des lésions au moyen d’anticorps dirigés contre le peptide amyloïde-  (Pr 

CA Maurage CHRU Lille). (D) Marquage des lésions par la Thioflavine S, un intercalant des feuillets -plissés. 

 

Au cours de la MA, les peptides  semblent être impliqués de façon chronologique, 

puisque les formes 42 sont retrouvées de façon précoce dans les dépôts sous leur forme 

immature (dépôts diffus) alors que les dépôts matures compacts possèdent en majorité des 

formes 40. On peut noter également la participation de formes de peptides  tronqués en 

amino-terminal (Kalback et al., 2002) et en carboxy-terminal (Wiltfang et al., 2002) dans la 

formation des dépôts, et ceci, à un stade infra-clinique de la MA (Sergeant et al., 2003). Ces 

dépôts amyloïdes, agrégés sous la forme de feuillets -plissés à caractère argyrophile, sont 

visualisables par différentes techniques telles que les imprégnations argentiques (coloration au 

Gallyas, Bodian ou Bielchowski), le marquage par des intercalants de feuillets  comme le 
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rouge congo et la Thioflavine S, ou encore l’immunohistochimie basée sur l’utilisation 

d’anticorps dirigés contre le peptide  (Figure 9, p.32). 

 

La découverte en 1991 de mutations dans le gène de l’APP (pour revue (Hardy and Higgins, 

1992) associées à certaines formes précoces de MA (< 65 ans) a conduit à l’évocation des 

formes familiales autosomiques dominantes de MA appelées FAD pour « Familial Alzheimer 

Disease ». Depuis, on sait également que des mutations dans les gènes d’enzymes impliquées 

dans le métabolisme de l’APP appelées Présénilines 1 et 2 (enzymes responsables de l’activité 

-sécrétase) ainsi que la duplication partielle ou complète du gène de l’APP sont également 

responsables de ces rares formes familiales (1% de toutes les formes de MA). 

 

2.2.2.2.b La dégénérescence Neurofibrillaire 

La dégénérescence neurofibrillaire correspond à l’accumulation intra-neuronale de 

protéines Tau (Brion, 1985; Grundke-Iqbal et al., 1986a) sous la forme de filaments appariés 

en hélice appelés PHF pour « Paired Helical Filaments » et visibles en microscopie 

électronique (Kidd, 1963). Ces agrégats intra-cytoplasmiques de protéines Tau, ayant les 

mêmes propriétés physico-chimiques que les dépôts amyloïdes, seront visualisés par les 

mêmes techniques (coloration au Gallyas ou Bielchowski, rouge congo et la Thioflavine S) 

(Figure 10, p.33). 
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Figure 10 : Aspects microscopiques de la dégénérescenceneurofibrillaire et techniques de marquage : 

(A) Dessins originaux d’Aloïs Alzheimer (1907). (B) Imprégnation argentique de la lésion par coloration au 
Gallyas. (C) Marquage immunohistochimique de la lésion au moyen d’anticorps dirigés contre la protéine Tau 

(Pr CA Maurage CHRU Lille). (D) Marquage de la lésion par la Thioflavine S, un intercalant des feuillets -plissés. 
(E) Aspects des filaments appariés en hélice (PHFs) visualisés en microscopie électronique (Pr CA Maurage 
CHRU Lille). 
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Cette lésion atteint les neurones corticaux et peut être classée, au cours du processus 

dégénératif, en trois stades d’évolution cytologique : le stade précoce « pré-tangle », le stade 

intermédiaire « intra-tangle » et le stade ultime « extra-Tangle » ou « ghost tangle » 

(Augustinack et al., 2002) (Figure 11, p.34). 

 

Le stade « pré-tangle » : A ce stade l’aspect global du
neurone apparaît normal (noyau et morphologie). Le
cytoplasme contient des protéines Tau phosphorylées
à l’aspect diffus et/ou ponctiforme.

Le stade « intra-tangle » : A ce stade le neurone
contient de nombreuses structures filamenteuses qui
occupent une place importante dans le cytoplasme et
peuvent repousser le noyau en périphérie de la
cellule. Les neurites apparaissent dèjà déstructurés et
la polarisation neuronale n’est plus respectée.

Le stade « extra-tangle » ou « ghost tangle » : Ce
stade correspond au stade d’évolution ultime du
neurone en dégénérescence. Les limites du soma et
le cytoplasme ne sont plus visibles et le noyau
absent. Les neurites sont désorganisés voir absents.
Enfin les agrégats fibrillaires de Tau sont localisés à
l’extérieur de ce « fantôme cellulaire ».

 

Figure 11 : Les trois stades d’évolution cytologique de la dégénérescenceneurofibrillaire, au cours de la 
Maladie d’Alzheimer et adaptés d’après (Augustinack et al., 2002).  

 

Outre cette évolution cytologique, la DNF se distribuera, au niveau des territoires 

corticaux, suivant une progression spatio-temporelle hiérarchisée, séquentielle, invariable et 

corrélée de façon étroite aux signes cliniques observés (Arriagada et al., 1992). En effet, les 

travaux histologiques de Braak et Braak ont pu, dans un premier temps, subdiviser la 

progression de cette DNF en 6 stades (Braak and Braak, 1991) (Figure 12A, p.35): 

 

 Stade I et II « trans-entorhinaux »: Ces stades de la pathologie sont retrouvés 

dans les formes de la maladie les plus modérées et correspondent 

respectivement à l’envahissement progressif et à l’atteinte du cortex trans-

entorhinal par la DNF. 
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 Stade III et IV: Ces stades représentent les stades dits « limbiques » de la 

pathologie et voient la DNF envahir le territoire hippocampique. L’isocortex 

est encore intact à ce stade. 

 

 Stade V etVI « isocorticaux »: Ces stades correspondent à l’atteinte progressive 

des territoires de l’isocortex allant des aires associatives isocorticales, passant 

par les aires sensorielles primaires pour finir dans les aires corticales primaires. 
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Figure 12 : Progression de la dégénérescenceneurofibrillaire au cours de la Maladie d’Alzheimer :  

(A) Progression en 6 stades histologiques de la DNF indiquée par les flèches en noir selon (Braak and Braak, 
1991) (B) Progression de la DNF en 10 stades biochimiques selon (Delacourte et al., 1999). 
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De façon plus récente, l’analyse biochimique et quantitative des protéines Tau 

agrégées extraites de plusieurs territoires corticaux à différents stades de la maladie a pu 

étendre cette échelle de progression spatio-temporelle à 10 stades qui est corrélée au déclin 

cognitif de la pathologie (Figure 12B, p.35) (Delacourte et al., 1999). 

 

2.2.2.2.c L’interrelation entre les deux lésions 

La nature de la relation existante entre les deux lésions reste à l’heure actuelle encore 

assez discutée. Cependant, on peut rappeler que l’existence de rares formes familiales 

autosomiques dominantes de Maladie d’Alzheimer (1%) causées par des altérations 

génétiques affectant les voies métaboliques de l’APP, a conduit la communauté scientifique à 

formuler l’hypothèse physiopathologique de la « cascade amyloïde » (Hardy and Higgins, 

1992) (Figure 13, p.36).  

 

L’hypothèse de la cascade amyloïde

 

Figure 13 : Illustration de la cascade d’événements reliant la pathologie amyloïde à la 
dégénérescenceneurofibrillaire selon (Hardy and Selkoe, 2002). 

 

Dans cette théorie, le peptide amyloïde-  est l’élément déclencheur de la pathologie et 

provoque secondairement un stress cellulaire responsable d’une cascade d’événements 

moléculaires aboutissant à la dérégulation de la phosphorylation de Tau et à son agrégation 

sous forme de PHFs. Cependant, l’analyse des modèles in vivo présentant d’importants dépôts 
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amyloïdes et basés sur des mutations du gène APP (Games et al., 1995) et Préséniline (Duff et 

al., 1996) ne révèle pas l’existence d’une DNF et d’une perte neuronale importante. A 

contrario, les modèles de DNF, basés sur des mutations pathologiques de Tau (mutations 

DFTP-17 cf.§3.2.1, p.49) ne montrent pas de dépôts amyloïdes mais présentent une mort 

neuronale (pour revue (McGowan et al., 2006). Ces données, associées au fait que l’analyse 

de cerveaux humains de patients atteints de la MA révèle toujours la présence d’une DNF 

avant l’apparition de dépôts amyloïdes, ont conduit à revisiter l’hypothèse physiopathologique 

de la cascade amyloïde (Braak and Del Tredici, 2004; Delacourte et al., 2002). Afin de 

préciser la nature de cette interrelation, des modèles murins combinant les deux types de 

lésions ont été envisagés. Ainsi, il a été montré que l’injection de peptide A 42 agrégé 

potentialise la pathologie Tau observée dans un modèle de dégénérescenceneurofibrillaire 

basé sur l’expression d’une protéine Tau mutée (Gotz et al., 2001b). De la même façon, des 

souris double transgéniques APP/Tau mutés montrent l’apparition précoce de la pathologie 

Tau par comparaison avec les souris transgéniques simples Tau mutée (Lewis et al., 2001; 

Perez et al., 2005; Ribe et al., 2005).  

 

Ces résultats pris ensemble renouvèle le sens de l’hypothèse de la cascade amyloïde, où 

le peptide amyloïde-  s’il n’initie pas la pathologie Tau, pourrait la potentialiser (pour revue 

(McGowan et al., 2006). Cette hypothèse est renforcée par le fait que certaines études ont pu 

montrer que la pathologie Tau était un intermédiaire obligatoire à la neurotoxicité du peptide 

A  (Alvarez et al., 1999; Alvarez et al., 2002; Rapoport et al., 2002; Roberson et al., 2007). 

Enfin, l’analyse biochimique des pathologies Tau et amyloïde dans le cerveau humain, au 

cours de la MA, révèle que seule la DNF est corrélée au déclin cognitif et à la 

neurodégénérescence(Braak and Del Tredici, 2004; Delacourte et al., 1999; Delacourte et al., 

2002) et que la pathologie A  en revanche, pourrait agir en synergie avec la pathologie Tau 

et permettre son extension à l’ensemble des territoires corticaux (Delacourte et al., 2002). 
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3 Mécanismes moléculaires de la dégénérescence 

neurofibrillaire 

Comme décrit précédemment, la DNF semble être corrélée au déclin cognitif et apparaît 

comme une lésion délétère située au cœur de la mort neuronale observée dans la MA et les 

Tauopathies. Comprendre les mécanismes de cette lésion semble donc un pré-requis à la 

compréhension et au développement de stratégies thérapeutiques visant l’étiopathologie de la 

MA et de l’ensemble des Tauopathies. Dans ce chapitre, nous nous intéresserons aux 

mécanismes moléculaires qui caractérisent cette lésion et en particulier aux études qui se sont 

portées sur la dérégulation de la phosphorylation de Tau et les acteurs responsables de cette 

dérégulation. 

 

3.1 Dérégulation de la phosphorylation de Tau 

La dégénérescenceneurofibrillaire correspond à l’agrégation intra-neuronale de 

protéines Tau qualifiées de pathologiques. Dans, la MA, ces protéines Tau pathologiques (Tau 

PHFs) vont présenter de nombreuses modifications post-traductionnelles dont la signification 

exacte n’est pas encore bien établie. Parmi elles, on retrouve la N-/O-glycosylation, la 

glycation, l’oxydation, l’ubiquitination (pour revues (Chen et al., 2004; Gong et al., 2005; 

Sergeant et al., 2005).  

De façon plus importante et quelle que soit la Tauopathie, ces protéines Tau 

pathologiques ont pour point commun de présenter un état de phosphorylation fortement 

dérégulé (Goedert et al., 1992; Grundke-Iqbal et al., 1986b; Hanger et al., 1998; Morishima-

Kawashima et al., 1995). Cette dérégulation de phosphorylation est le résultat de deux 

processus différents : l’hyperphosphorylation et la phosphorylation anormale. 

 

3.1.1 Hyperphosphorylation 

L’Hyperphosphorylation se définit par une augmentation de l’état de phosphorylation 

des protéines Tau. Le développement d’outils immunologiques a pu mettre en évidence 

qu’une grande partie des sites, tels que les épitopes reconnus par les anticorps AD2/PHF-1 

(Buee-Scherrer et al., 1996; Condamines et al., 1995; Greenberg et al., 1992; Otvos et al., 

1994), AT8 (Mercken et al., 1992 ; Porzig et al., 2007), AT270 (Goedert et al., 1994; 
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Mercken et al., 1992), 12E8 (Seubert et al., 1995), AT180 (Goedert et al., 1994; Mercken et 

al., 1992)) (Figure 14A, p.39) (et pour revue (Morishima-Kawashima et al., 1995), étaient 

retrouvés faiblement phosphorylés sur les protéines Tau normales.  
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Figure 14 : Dérégulation de la phosphorylation de Tau et sondes immunologiques :  

(A) Représentation schématique d’une isoforme de Tau à 4 domaines de répétition (R1 à R4), de quelques uns 
des principaux sites de phosphorylation dérégulés dans la MA et des anticorps dirigés contre ces épitopes de 
phosphorylation. (B) Séquence d’apparition des sites de phosphorylation de Tau au cours des stades 
d’évolution cytologique de la DNF (Figure 11, p.34), mise en évidence par immunohistochimie au moyen 
d’anticorps spécifiques dirigés contre des sites de phosphorylation selon (Augustinack et al., 2002). 
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L’hyperphosphorylation des Tau PHFs correspond à la fois à 1) une augmentation 

importante de la proportion de protéines Tau phosphorylées à un site donné et 2) à une 

augmentation du nombre de groupements phosphates par molécule de Tau pathologique 3 à 4 

fois supérieure aux protéines Tau normales (2 à 3 moles de phosphate par mole de Tau 

normale) (Kopke et al., 1993; Ksiezak-Reding et al., 1992) et (pour revue (Gong et al., 2005). 

Ainsi, l’analyse combinée par immunoempreinte et/ou spectrométrie de masse a révélé 

l’existence d’au moins 25 sites phosphorylés au sein des Tau PHFs (Hanger et al., 1998). 

Cette augmentation de l’incorporation de groupements phosphates par molécule de Tau va 

conférer des caractéristiques électrophorétiques particulières aux Tau PHFs, telles que le 

regroupement des six isoformes de Tau sous la forme d’un triplet pathologique, qui représente 

la signature biochimique des protéines Tau de la MA (cf.§2.1. p.27). En plus, l’augmentation 

de charges négatives apportées par ces groupements phosphates va entraîner une 

augmentation de l’acidité de Tau, détectable au cours de l’analyse des protéines Tau par 

électrophorèse bidimensionnelle (Sergeant et al., 1995). 

 

3.1.2 Phosphorylation anormale 

Le deuxième processus qui caractérise la dérégulation de l’état de phosphorylation de 

Tau est la phosphorylation anormale. Ce processus correspond à l’apparition d’un petit 

nombre d’épitopes phosphorylés, spécifiques aux Tau PHFs. Ces épitopes correspondent à la 

phosphorylation des Ser212 et Thr214, de la Thr231 ainsi que de la Ser422 de Tau. De la 

même façon, le développement d’outils immunologiques tels que l’anticorps AT100 

(Hoffmann et al., 1997; Mercken et al., 1992), TG3 (Jicha et al., 1997b) et 988/AP422 

(Bussiere et al., 1999 ; Hasegawa et al., 1996) (Figure 14A, p.39), dirigés respectivement 

contre les épitopes cités ci-dessus, a permis de montrer que cette phosphorylation anormale 

était retrouvée uniquement dans les cerveaux de patients atteints de la MA et jamais dans des 

cerveaux de sujets sains. Enfin, on peut noter que certains de ces épitopes de phosphorylation 

comme l’épitope TG-3 sont des épitopes conformationels. 

En effet, les protéines Tau PHFs anormalement phosphorylées présentent des 

changements de conformation importants (Ghoshal et al., 2002) qui sont détectés par des 

anticorps spécifiques comme les anticorps Alz-50 (Jicha et al., 1997a; Riekkinen et al., 1987) 

et MC-1 (Jicha et al., 1997a; Riekkinen et al., 1987). 
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De façon générale, le rôle exact de l’hyperphosphorylation et de la phosphorylation 

anormale au cours de la DNF reste encore à éclaircir. En effet, s’il a été montré que certains 

sites de phosphorylation de Tau (Thr231, Ser262 et Ser356) étaient impliqués dans la 

régulation de la liaison de Tau aux microtubules, le rôle physiologique de la phosphorylation 

aux autres sites reste encore mal connu. Ainsi, certaines études récentes supposent un rôle 

spécifique de certains épitopes de phosphorylation (AT8 et AD2) dans l’adressage des formes 

phosphorylées de Tau vers les systèmes de dégradation (Dickey et al., 2006a; Shimura et al., 

2004b). En outre, l’existence d’une apparition chronologique des sites de phosphorylation au 

cours de l’évolution cytologique de la DNF (Augustinack et al., 2002) (Figure 14B, p.39), 

laisse également supposer un rôle différentiel de ces épitopes de phosphorylation au cours du 

processus pathologique. Cependant, si le rôle physiologique des sites de phosphorylation 

impliqués est mal connu, a fortiori, leur signification au cours du processus dégénératif reste 

encore à préciser. Enfin, on ne peut pas exclure que l’apparition chronologique de ces 

épitopes de phosphorylation pourrait être également le résultat de l’intervention séquentielle 

d’acteurs impliqués dans la régulation de la phosphorylation de Tau. Dans ce contexte, de 

nombreuses études se sont focalisées sur l’identification des acteurs impliqués dans la 

dérégulation de la phosphorylation de Tau. 

 

3.1.3 Acteurs de la dérégulation de la phosphorylation de Tau 

Comme décrit précédemment (cf.1.2.3.1, p.17), la régulation de la phosphorylation est 

un phénomène complexe faisant intervenir un grand nombre d’acteurs. Ainsi, un des 

challenges de la recherche a été d’identifier les acteurs responsables de la dérégulation de 

l’état de phosphorylation des protéines Tau pathologiques. 

L’augmentation du niveau de phosphorylation des protéines Tau pathologiques peut 

être due, en partie, soit à une augmentation de l’activité kinasique soit à l’inverse à une 

diminution de l’activité phosphatasique. En raison du grand nombre de kinases capables de 

phosphoryler Tau (Tableau 2, p.18), la difficulté concerne, en premier lieu, l’identification de 

celles impliquées dans cette dérégulation. De l’ensemble des travaux menés sur ce sujet, il 

ressort que deux kinases semblent être majoritairement impliquées dans cette dérégulation. 

Initialement appelées TPK I et II pour « Tau protein Kinases I et II », ces kinases, co-purifiées 

avec les Tau-PHFs, ont été secondairement identifiées comme étant respectivement la GSK-

3  (Ishiguro et al., 1993) et la Cdk5 (Kobayashi et al., 1993). 
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3.1.3.1 La Glycogène Synthase kinase 3-  

La Glycogène Synthase kinase 3- est une kinase initialement décrite comme 

impliquée dans la régulation du métabolisme du glycogène et dans d’autres mécanismes 

biologiques fondamentaux tels que le développement embryonnaire, la mort cellulaire et 

l’oncogenèse (pour revue (Cohen and Frame, 2001). En outre, cette kinase est exprimée de 

façon importante au niveau du cerveau et elle est impliquée dans la régulation de la 

phosphorylation de Tau. En effet, cette kinase est capable in vitro de phosphoryler Tau sur 

une vingtaine de sites dont la plupart sont retrouvés sur les Tau pathologiques (Tableau 2, 

p.18).  

Le mode de phosphorylation par GSK-3  est double puisque celle-ci peut 

phosphoryler, soit des substrats pré-phosphorylés en position p0+4 par rapport au site à 

phosphoryler en position p0 (« primed substrate ») soit, avec une plus faible efficacité, des 

substrats ne présentant pas de phosphorylation préalable (Frame et al., 2001). Néanmoins, on 

peut noter que cette phosphorylation séquentielle semble importante dans la genèse d’épitopes 

retrouvés sur les Tau pathologiques tels que les épitopes AT100, AT180 et AD2/PHF-1 

(cf.§1.2.3.1 p.17). L’activité de GSK-3  est régulée par la phosphorylation de deux sites 

majeurs : la Tyr216 et la Ser9. Une fois phosphorylée en Tyr216, la GSK-3  présente une 

augmentation de son activité (Kim et al., 1999). A l’inverse, la phosphorylation à la Ser9 agit 

comme un compétiteur du domaine catalytique de l’enzyme et mène à une diminution de son 

activité (Yuan et al., 2004). Enfin, on peut noter que cette régulation physiologique de 

l’activité de la GSK-3 met en jeu différentes kinases et de façon importante la voie PI3K/Akt 

(Grimes and Jope, 2001). 

In vivo, la surexpression, dans des souris transgéniques, de GSK-3  sauvage ou de 

mutants constitutivement actifs par mutation du résidu Ser9 en Ala (GSK-3  S9A) entraîne 

une augmentation importante de la phosphorylation de Tau au niveau des épitopes reconnus 

par les anticorps AT8, PHF-1/AD2 et AT180 (Brownlees et al., 1997; Lucas et al., 2001; 

Spittaels et al., 2000). A l’inverse, l’inhibition de la kinase par le Chlorure de Lithium (LiCl), 

un inhibiteur sélectif de son activité, entraîne une diminution de la phosphorylation de Tau 

dans des cultures primaires de neurones d’hippocampe et de cervelet (Hong et al., 1997; 

Munoz-Montano et al., 1997). 
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Concernant la relation GSK-3  et DNF, les études de cerveaux de sujets atteints de 

MA n’ont pas révélé de co-localisation de GSK-3  avec les stades tardifs de l’évolution des 

neurones en dégénérescence. En revanche, la GSK-3  s’accumule sous sa forme active dans 

les neurones en stade « pré-tangle » (Leroy et al., 2007; Pei et al., 1999). Ces résultats 

suggèrent que cette kinase pourrait intervenir de façon précoce dans la dérégulation de la 

phosphorylation de Tau au cours de la DNF.  

De façon intéressante, il a été montré que la GSK-3  pouvait être à l’interface de la 

pathologie amyloïde et de la pathologie Tau. En effet, l’exposition de cultures de neurones 

hippocampiques de rat au peptide amyloïde-  entraîne une augmentation de la 

phosphorylation de Tau par l’intermédiaire de l’inhibition de la voie PI3K/Akt et donc 

l’activation de la GSK-3  (Takashima et al., 1998a; Takashima et al., 1996). De la même 

façon, l’inhibition de la voie de signalisation PI3K/Akt semble être un des liens entre les 

mutations Présénilines 1 (PS1) et l’augmentation de la phosphorylation de Tau dans les FAD 

(Baki et al., 2004). De plus, des données obtenues dans des modèles in cellulo (Baki et al., 

2004; Pigino et al., 2001; Takashima et al., 1998b) et in vivo (Tanemura et al., 2006) 

montrent une augmentation de la phosphorylation de Tau après surexpression de mutants PS1. 

Enfin, la PS1 en liant directement la GSK-3  pourrait favoriser directement son activité 

kinasique vis-à-vis de Tau (Takashima et al., 1998b). 

Ces données sont également à relier avec l’observation d’une diminution de la 

neurotrophine BDNF pour « Brain Derived Neurotrophic Factor » dans l’hippocampe des 

patients atteints de la MA (Fahnestock et al., 2002; Phillips et al., 1991). En effet, de façon 

physiologique, le BDNF exerce son action biologique par la transactivation de son récepteur 

TrkB et déclenche l’activation de voies de signalisation intracellulaires telles que la voie 

PI3K/Akt. Ainsi, une étude, menée dans un modèle cellulaire, a pu montrer que le BDNF est 

capable d’induire une inactivation de GSK-3  par le biais de l’activation de la voie PI3K/Akt 

et conduit à une déphosphorylation de Tau à l’épitope AT8 (Elliott et al., 2005). Une 

diminution du taux de BDNF dans la MA pourrait donc à l’opposé conduire à une diminution 

de l’activité de cette voie de signalisation et donc à l’hyperphosphorylation de Tau (Figure 15, 

p.44). 
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Figure 15 : Représentation schématique des voies de régulation de la GSK3-  impliquées dans la Maladie 
d’Alzheimer.  

Les voies en bleu sont en faveur d’une protéine Tau déphosphorylée alors que les voies en rouge favorisent la 
phosphorylation de Tau. Les pointes de flèches symbolisent une activation (►) alors que les cercles plein (●) 
représentent une inhibition. 

 

De façon intéressante, la GSK-3  est également capable de phosphoryler la Thr668 de 

l’APP (Aplin et al., 1996), un site de phosphorylation impliqué dans la régulation du 

métabolisme de cette protéine et la production du peptide amyloïde-  (Ando et al., 2001; Lee 

et al., 2003). Par ce biais, la GSK-3  sous sa forme active entretient une boucle de 

rétrocontrôle positif en favorisant la production du peptide amyloïde- qui, à son tour, 

favorise son activation via la voie PI3K/Akt (Figure 15, p.44). 

 

En résumé, ces données, prises ensemble, suggèrent que la voie de signalisation 

PI3K/Akt/GSK-3  est impliquée dans la dérégulation de la phosphorylation de Tau observée 

dans la DNF. Une diminution de l’activité de cette voie PI3K/Akt suite à une diminution de 

l’apport en neurotrophines comme le BDNF ou à l’exposition à d’autres facteurs (A , 

mutations PS1), dans la MA, pourrait participer à la dérégulation précoce de la 

phosphorylation de Tau. Cependant, l’analyse de modèles de souris surexprimant cette kinase 
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n’a pas révélée l’existence d’une agrégation de Tau suggérant que cette kinase n’est pas à 

elle seule responsable de la DNF. 

3.1.3.2 La kinase Cdk5 

3.1.3.2.a Le complexe physiologique p35/Cdk5 

La Cdk5, encore appelée neuronal Cdc2-like kinase (NCLK), est une « prolin directed 

kinase » qui présente une très forte homologie de séquence avec les kinases Cdk1 et Cdk2. 

Cette kinase est exprimée de façon ubiquitaire mais présente une expression et une activité 

très importante au niveau du SNC. Au sein de ce dernier, cette kinase à activité neuronale est 

impliquée dans de nombreuses fonctions vitales pour le neurone telles que la migration 

neuronale lors de la mise en place du SNC, la guidance axonale, la stabilité des microtubules 

et du cytosquelette d’actine. Elle est également impliquée dans la structure et la plasticité 

synaptique (pour revues (Dhavan and Tsai, 2001; Tsai et al., 2004).  

La Cdk5 seule ne présente aucune activité. En effet, cette kinase n’est rendue active 

qu’après interaction avec ses protéines de régulation neuronale p35 et p39. Son activateur 

majoritaire p35 est une protéine de 307 AA (35kD) qui se compose de deux domaines 

principaux :1) Un domaine C-terminal de 209 AA, qui correspond au domaine de liaison de 

p35 à Cdk5 et 2) un domaine N-terminal de 98 AA comprenant principalement un site de 

myristoylation pour l’ancrage de p35 à la membrane plasmique et un site signal pour la 

dégradation de p35 par le protéasome. La présence de ces deux éléments vont déterminer 

deux paramètres importants pour l’activité du complexe p35/Cdk5, à savoir : 1) une 

localisation principalement juxta-membranaire de ce complexe kinasique 2) une activité 

transitoire en raison de la demi-vie courte de p35 (de l’ordre de 20 à 30 minutes). De plus, 

Cdk5 peut phosphoryler p35 et favoriser ainsi sa dégradation par le protéasome. Ce 

mécanisme de régulation, opérant comme une boucle de rétrocontrôle négatif (Patrick et al., 

1998), montre que l’activité de Cdk5 est étroitement contrôlée. 

 

3.1.3.2.b Dérégulation de l’activité Cdk5 par l’activateur pathologique 

p25  

Outre sa régulation physiologique, la Cdk5 est également activée par son interaction 

avec la protéine p25, produit C-terminal obtenu en conditions de stress cellulaire après clivage 

de son précurseur p35 par des protéases de stress appelées calpaïnes (Figure 16, p.47). Parmi 
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ces conditions, on peut noter que l’exposition de cultures primaires de neurones corticaux à un 

stress oxydant, à un stress excitotoxique (lors de l’ischémie par exemple) et, de façon 

intéressante, au peptide amyloïde-  est capable d’entraîner le clivage de p35 et la production 

de l’activateur pathologique p25 (Lee et al., 2000). Une fois produit, p25 va conduire à deux 

modifications majeures de l’activité Cdk5. En effet, ne comportant plus le site de 

myristoylation, le complexe p25/Cdk5 sera retrouvé au niveau cytoplasmique et nucléaire. La 

deuxième modification concerne la demi-vie de p25 qui est plus importante que celle de p35. 

En conséquence, après clivage de p35 en p25, l’activité kinasique Cdk5 sera soutenue dans le 

temps et pourra cibler des substrats nucléaires et cytoplasmiques non physiologiques tels que 

la protéine Tau donné à titre d’exemple. 

 

3.1.3.2.c p25/ Cdk5 un complexe impliqué dans la dégénérescence 

neuronale de la MA 

Un certain nombre d’évidences associent le complexe p25/Cdk5 à la dégénérescence 

neuronale dans les maladies neurodégénératives (MA, SLA, Maladie de Niemann de type C, 

la Maladie de Parkinson et la paralysie supranucléaire progressive). En ce qui concerne la 

MA, p25 a été retrouvée dans les cerveaux des patients atteints (Patrick et al., 1999; Pei et al., 

1998; Tseng et al., 2002) et l’activité de Cdk5 apparaît augmentée, de façon précoce, au cours 

du processus pathologique (Lee et al., 1999). De plus, il a été montré in vitro que le complexe 

p25/Cdk5 est capable de phosphoryler Tau sur une dizaine de sites dont la phosphorylation est 

retrouvée dérégulée sur les protéines Tau pathologiques.  

L’ensemble de ces données suggèrent que ce complexe p25/Cdk5 est potentiellement 

impliqué dans la DNF. Afin de vérifier cette hypothèse, des modèles cellulaires et murins 

basés sur la surexpression de p25 ont été développés. Ainsi, la surexpression de p25 dans un 

contexte cellulaire de type neuronal, aboutit à la formation d’un complexe p25/Cdk5 

fonctionnel responsable de l’apparition d’une phosphorylation anormale de type mitotique à 

l’épitope TG-3 (Thr231 de Tau) (Hamdane et al., 2003a; Hamdane et al., 2003b). 

Enfin, in vivo, alors que le complexe physiologique p35/Cdk5 ne semble pas avoir 

d’effets majeurs sur la phosphorylation de Tau (Van den Haute et al., 2001), le complexe 

p25/Cdk5 induit une hyperphosphorylation de Tau aux sites Ser202, Ser396/Ser404, Thr181 

et Thr231 dans les souris transgéniques (Ahlijanian et al., 2000; Bian et al., 2002; Cruz et al., 

2003; Noble et al., 2003; Otth et al., 2002). Il a été également montré que ce complexe était 
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capable de potentialiser la pathologie Tau dans un modèle de DNF, basé sur des mutations 

pathologiques de Tau (DFTP-17) (Noble et al., 2003).  

Enfin, de façon plus importante, la surexpression de p25 semble capable, à elle seule, 

d’entraîner une dégénérescence neuronale présentant les caractéristiques majeures de la DNF, 

avec une agrégation de Tau anormalement phosphorylée et une mort neuronale (Cruz et al., 

2003). 

De plus, la Cdk5 est une kinase candidate répondant également à l’hypothèse générale 

de la « cascade amyloïde » où le peptide amyloïde- , dans ce cas précis, entraîne une 

augmentation de l’activité kinasique de Cdk5 par le biais du clivage de p35 en p25. Comme 

pour la GSK-3 la Cdk5 est capable de phosphoryler la Thr668 de l’APP et favorise ainsi la 

production de peptide amyloïde-  (Ando et al., 2001; Lee et al., 2003) au cours d’une boucle 

de rétrocontrôle positif (Figure 16, p.47). Cette hypothèse est appuyée par le fait que la 

surexpression de p25 dans un modèle murin mène à une augmentation de la production du 

peptide amyloïde-  (Cruz et al., 2006). 
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Figure 16 : Dérégulation de l’activité de Cdk5 par délocalisation subcellulaire et augmentation de son activité 
en réponse à un stress cellulaire : 

Le stress cellulaire responsable d’un choc calcique entraîne secondairement une activation des calpaïnes et le 
clivage de p35 en p25 d’après (Dhavan and Tsai, 2001). 
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En résumé le complexe kinasique p25/Cdk5 semble être un élément impliqué de façon 

importante dans la cascade délétère menant à la DNF au cours de la MA. En effet, les 

données obtenues dans les cerveaux de patients MA ainsi que l’analyse des modèles in vivo 

montrent que l’activateur pathologique p25, à lui seul, peut entraîner et potentialiser une 

dérégulation de la phosphorylation et l’agrégation de Tau. 

 

3.1.3.3 Autres acteurs 

En raison du grand nombre de kinases impliquées dans la phosphorylation de Tau, il 

n’est pas exclu, dans la MA, que d’autres kinases peuvent participer à la dérégulation de sa 

phosphorylation. Parmi ces kinases, on peut citer les SAP kinases (SAPK1 /JNK, 

SAPK2 /p38) (pour revue (Ferrer et al., 2005), ou encore la CK1 (Kannanayakal et al., 2006; 

Schwab et al., 2000; Yasojima et al., 2000) qui semblent être de bon candidats, à la vue de 

l’augmentation de leur niveau d’expression dans les cerveaux de patients atteints de la MA. 

A l’inverse, l’inhibition des phosphatases in cellulo par traitement à l’acide okadaïque 

conduit à une hyperphosphorylation de Tau et à sa phosphorylation anormale aux épitopes 

988/AP422 et AT100 (Bussiere et al., 1999; Caillet-Boudin and Delacourte, 1996; Mailliot et 

al., 1998). On peut donc concevoir qu’une diminution de l’activité des phosphatases comme 

PP2A observée au cours de la MA (Gong et al., 1993; Sontag et al., 2004), pourrait contribuer 

également à l’hyperphosphorylation de Tau. 

Enfin, on peut noter qu’un dysfonctionnement de la protéine Pin1 est également 

évoqué dans la MA. Cette isomérase facilitant la déphosphorylation in vitro de Tau (Zhou et 

al., 2000) et capable de restaurer en partie la fonction des protéines Tau pathologiques (Lu et 

al., 1999), présente des modifications post-traductionnelles comme l’oxydation qui pourraient 

altérer son activité au cours de la MA (Sultana et al., 2006). De plus, un polymorphisme du 

promoteur de Pin1, menant à une diminution de l’expression de Pin1, a été également associé 

au risque de développer une MA (Segat et al., 2007) même si ces résultats font actuellement 

l’objet d’une controverse (Lambert et al., 2006; Nowotny et al., 2007). Enfin, des souris 

transgéniques invalidées pour le gène de Pin1 présentent des caractéristiques de DNF (Liou et 

al., 2003). 
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En résumé, la dérégulation de la phosphorylation de Tau est une caractéristique 

commune à toutes les Tauopathies. Elle est également associée à certaines conditions 

pathologiques de stress neuronal comme l’ischémie par exemple (Morioka et al., 2006; Wen 

et al., 2004), et renforce ainsi l’hypothèse que cette dérégulation de phosphorylation de Tau 

est associée à un contexte pathologique.  

L’étude des différents acteurs potentiellement impliqués dans cette dérégulation 

montre qu’elle résulte à la fois d’une augmentation de l’activité de certaines kinases 

(principalement GSK-3  et Cdk5) et probablement de la diminution de l’activité de certaines 

phosphatases comme PP2A et d’agents facilitateurs de la déphosphorylation comme la 

protéine Pin1. Cependant, à ce jour, le rôle de la dérégulation de la phosphorylation de Tau 

ainsi que la participation relative des différents sites de phosphorylation à la cascade 

moléculaire conduisant à la DNF restent à préciser. 

Afin de répondre à cette question, une partie importante de la recherche sur la MA et 

les Tauopathies a été consacrée au développement et à la caractérisation de modèles 

récapitulant en totalité ou en partie les caractéristiques moléculaires de la DNF. 

 

3.2 Modélisation de la dégénérescence Neurofibrillaire 

De nombreux modèles cellulaires et in vivo allant de C.elegans (Kraemer et al., 2003) 

aux modèles murins en passant par D.melanogaster (Wittmann et al., 2001) ont été 

développés afin d’étudier les mécanismes relatifs à la dysfonction de Tau dans les maladies 

neurodégénératives (et pour revue (Brandt et al., 2005 ; Hall and Yao, 2005). Cependant, une 

grande partie des recherches s’est orientée vers les modèles murins qui constituent des 

modèles physiologiques pertinents pour l’étude des maladies neurodégénératives. En effet, 

l’utilisation de tests comportementaux permettant l’évaluation des capacités mnésiques de ces 

animaux font de ces modèles des outils de choix pour l’étude de pathologies à troubles de 

mémoire. 

3.2.1 Les modèles DFTP-17 

Les premiers modèles à récapituler la quasi-totalité des marqueurs de la DNF sont 

apparus après la découverte en 1998 de mutations dans le gène de Tau (Hutton et al., 1998; 

Poorkaj et al., 1998) responsables de démences familiales : les DFTP-17 pour « Démences 

Frontotemporales avec syndrome Parkinsonien liées au chromosome 17 ». De manière 

succincte, les cerveaux de patients DFTP-17 se caractérisent, au niveau neuropathologique, 
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par une atrophie des lobes frontotemporaux et, au niveau histologique, par une 

dégénérescence neuronale associée à la présence d’inclusions de protéines Tau 

hyperphosphorylées et anormalement phosphorylées. Généralement, ces cerveaux sont 

dépourvus de dépôts amyloïdes plaçant les mutations de Tau au cœur du processus 

dégénératif. 

Actuellement, on recense 39 mutations pathologiques
1
 de Tau qui sont retrouvées soit 

au niveau exonique (30 mutations) soit au niveau intronique (9 mutations) (pour revue 

(Kumar-Singh and Van Broeckhoven, 2007). Les deux types de mutations agissent par des 

mécanismes distincts : les mutations exoniques auront des conséquences fonctionnelles en 

diminuant ou en augmentant la capacité de Tau à lier in vitro les microtubules (Delobel et al., 

2002b; Goode et al., 2000; Hasegawa et al., 1998; Hasegawa et al., 1999; Maraganore et al., 

2004) alors que la majorité des mutations introniques, localisées dans l’intron 10-11, 

modifiera le rapport en isoformes de Tau en favorisant l’inclusion de l’exon 10 (augmentation 

du rapport 4R versus 3R) (pour revue (D'Souza and Schellenberg, 2005).  

Cependant, quelle que soit la mutation, toutes mènent, chez l’homme à une agrégation 

de protéines Tau hyperphosphorylées et anormalement phosphorylées ainsi qu’à une 

dégénérescence neuronale. 

 

3.2.1.1 Les modèles murins DFTP-17 

Ces mutations, en raison de leur pathogénicité humaine, et leur propension à s’agréger 

in vitro (Gamblin et al., 2000; Nacharaju et al., 1999) ont été utilisées pour le développement 

de modèles murins de DNF. Ainsi, Lewis et collaborateurs publient le premier modèle de 

DNF, basé sur la surexpression d’une protéine Tau humaine portant la mutation P301L 

(Lewis et al., 2000). Ce modèle murin présente, pour les souris homozygotes, une pathologie 

Tau débutant à 5 mois, caractérisée par une hyperphosphorylation de Tau à différents sites de 

phosphorylation dérégulés dans la MA, une phosphorylation anormale à l’épitope TG-3 et des 

changements de conformation spécifiques aux Tau pathologiques (épitopes MC-1 et Alz50). 

De plus, dans ce modèle, les protéines Tau P301L présentent une insolubilité mise en 

évidence par un fractionnement biochimique utilisant un agent de solubilité appelé sarkosyl. 

Cette protéine Tau insoluble forme des agrégats visualisables par des techniques 

d’imprégnation argentique (Gallyas, Bielchowski, Bodian) et des marqueurs spécifiques 

                                                 
1
 http://www.molgen.ua.ac.be/FTDMutations 
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comme le rouge congo ou la Thioflavine S, indiquant que ces agrégats se présentent sous la 

forme de feuillets -plissés. Enfin, l’analyse microscopique des agrégats de Tau révèle la 

présence de nombreux filaments de structures similaires aux filaments observés dans la 

pathologie humaine et immunopositifs pour la protéine Tau hyperphosphorylée (Figure 17, 

p.51). 

 

A B

C E FD

 

Figure 17 : La pathologie Tau dans un modèle murin de dégénérescenceneurofibrillaire basé sur la 
surexpression d’une protéine Tau mutée P301L (Lewis et al., 2000): 

(A-B) Marquage immunohistochimique des protéines Tau phosphorylées aux épitopes (A) AT8 (pS202-pT205) et 

(B) AT180 (pT231). (C-D) Marquage de neurones en dégénérescencepar des intercalants de feuillets-  : 
Thioflavine S (C) et rouge congo (D). (E) Marquage de l’agrégation des protéines Tau par imprégnation 
argentique (technique du Gallyas). (F) Analyse en microscopie électronique à transmission des protéines Tau 
agrégées présentant des filaments analogues aux PHFs humains. 

 

Depuis, d’autres travaux ont rapporté le développement et la caractérisation de 

modèles murins basés sur la surexpression de protéines Tau humaines comportant une ou 

plusieurs des différentes mutations DFTP-17 (G272V, N279K, P301S, V337M, R406W) 

(Tableau 4, p.53). Dans ces modèles, différents promoteurs d’expression et différentes 

isoformes de Tau ont été utilisés entraînant des localisations et des niveaux d’expression 

différents. Cependant, quel que soit le modèle on observera une pathologie Tau dont l’étendue 

sera fonction de la localisation et du niveau d’expression du transgène. De façon importante, 

il faut noter que la quasi-totalité des modèles murins Tau mutées, présentent une perte 

neuronale significative dans les zones d’expression de la protéine Tau mutée, et ceci par 

opposition aux modèles transgéniques APP et PS1 mutés qui modélisent la deuxième lésion 

de la MA. Ces résultats renforcent l’hypothèse que la pathologie Tau est un élément central 

dans la mort neuronale observée dans la MA et les Tauopathies (pour revue (McGowan et al., 

2006). 
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Lignée Isoformes** mutation promoteur 
Niveau d’exp° / 
nb de copies et 

génotype 
localisation de l’expression 

Début de la 
pathologie Tau 

Phosphorylation de Tau et 
épitopes conformationels  

Mise en évidence des 
agrégats de Tau 

troubles moteurs Références année 

PS5 PS19 hTau 412  P301S MoPrP 
3-5x l’endogène 
(Hz) 

Cerveau et Moelle Epinière dès 3 mois AT270, AT8, PHF1,  
Gallyas, Congo red, 
Thioflavine S + et Tau 
insoluble 

Dès 7 mois  
 

(Yoshiyama et al., 2007) 2007 

TgTauP301L hTau 441 P301L 
Syrian Hamster 
PrP 

ND (Hz) Cerveau et Moelle Epinière dès 10 mois 
PHF1, AT8, CP27, TG3. 
Alz50, MC-1. 

Gallyas, Bielschowsky, 
Thioflavine S +, MET 

Absents  (Murakami et al., 2006) 2006 

rTg(tauP3
01L) 4510 

hTau 383  P301L 
Ca2+ calmo-
dulin kinase II 
inductible 

13x l’endogène 
(Hz) 

Cortex, Hippocampe, Moelle épinière dès 3 mois 
AD2/PHF1, AT8, PG5, TG3, 
CP13. MC-1, Alz50. 

Bielchowsky, 
Thioflavine S +, MET 

dès 10 mois 
(Ramsden et al., 2005; 
Santacruz et al., 2005; Spires 
et al., 2006) 

2005 

Tau 4R/2N 
P301L 

hTau 441 P301L Thy1 
4x l’endogène 
(Ho) 

Cortex + Hippocampe + Moelle 
Epinière  

dès 9 mois 
AD2, AT180, AT8, AT270, 
AT100, AP422.  

Thioflavine S +, 
Gallyas, MET Tau 
insoluble 

dès 9 mois  (Terwel et al., 2005) 2005 

TgTauR40
6W 

htau441 R406W 
Syrian Hamster 
PrP 

1,8x l’endogène Cerveau et Moelle Epinière dès 10 mois 
PHF1, CP13, PS199, AT8, 
PT205, PT231, PS235, 
PS396, PS413 , Alz50 

Gallyas, MET  dès 10 mois* (Ikeda et al., 2005) 2005 

SJLB9 hTau 383  N279K MoPrP  
1,5 à 1,6X 
l’endogène (Ho) 

Cortex, Hippocampe, Striatum +++,/ 
Bulbe olfactif, diencéphale, cervelet ++ 
, tronc + et Moelle épinière 

ND 
Très faible pour AT8 et 
AT180 

Absence NC (Taniguchi et al., 2005) 2005 

RW 37 HTau 441 R406W MoPrP 
8-10x 
l’endogène(Ho) 

Cerveau et Moelle Epinière dès 12 mois Diminution à AD2 
Thioflavine S +, MET,  
Tau insoluble 

OUI mais âge NC (Zhang et al., 2004) 2004 

Tau 
R406W 

htau441  
R406W N-
myc C-FLAG 

Ca2+ calmo-
dulin kinase II  

0,2X Endogène 
(Hz) 

Tronc +++ et Moelle Epinière + dès 18 mois 
(IHC) pS199, pS404, AT180, 
Alz50 

Gallyas, Thioflavine S + 
et Congo Red, MET, 
Tau insoluble 

Absents 
(Egashira et al., 2005; 
Tatebayashi et al., 2002) 

2002 

P301S hTau 383  P301S 
Thy1.2 (Hz et 
Ho) 

ND Cerveau et Moelle Epinière 
dès 5-6 mois 
(Ho) 12 mois (Hz) 

AT270, AT8, pT212, CP3, 
AT180, 12E8, AD2, PG5, 
AT100, AP422 

Thioflavine S +, MET 
Dès 5-6 mois pour les 
(Ho) et 12-14 mois (Hz) 

(Allen et al., 2002; Bellucci et 
al., 2004; Delobel et al., 
2006) 

2002 

Tg212-216 hTau 441 
V337M N-
myc C-FLAG 

PDGF-  
5-10 copies et 
<10x l’endogène 

Hippocampe + Cortex dès 11 mois 
AT8, pS199, ubiquitine et 
Alz50 (IHC) 

Gallyas, Congo red, 
Thioflavine S +, MET  
Tau insoluble,. 

ND  
(Tanemura et al., 2001; 
Tanemura et al., 2002) 

2001 

Tg G272V hTau 441 G272V MoPrP Tet Off 
 

Tronc + , cervelet + ,Moelle Epinière 
+++ , neocortex et hippocampe + 

pathologie faible 
marquage AD2, TG3 
(faibles), AT8 (faible) 

Thioflavine S +, Tau 
insoluble 

Absents (Gotz et al., 2001c) 2001 

pR5-183 hTau 441 P301L Thy1.2 0,7X l’endogène 
Hippocampe, fornix, amygdale, cortex 
et Moelle Epinière +++, Tronc, 
striatum, cervelet +. 

dès 8 mois 
(IHC) TG3, AT180, 
AD2/PHF1, AT8, AT100. 
MC-1, Alz50. 

Gallyas, Thioflavine S 
+, MET, 
 Tau insoluble 

ND 
(Gotz et al., 2001a; Gotz et 
al., 2001b) 

2001 

VLW hTau 441 
G272V/P30
1L/R406W 

Thy1.2 
1 à 2x 
l’endogène (Hz) 

Cortex + Hippocampe (CA1 et CA3 
uniquement) +++, Striatum +, Moelle 
Epinière +, 

ND (IHC) AT8, AT180,  MET, Tau insoluble Absents (Lim et al., 2001) 2001 

JNPL3 hTau 383  P301L MoPrP  
1x l’endogène 
(Hz et Ho) 

Cortex, Hippocampe, Hypothalamus, 
Thalamus, Tronc, cervelet et Moelle 
Epinière 

dès 5-6 mois 

AT8, AT180, AT270, pS262, 
pT231, pT212, pS422, CP9, 
CP13, PG5, PHF-1, TG3. 
Alz50, MC-1 

Gallyas, Biecholwski, 
Bodian, Thioflavine S +, 
Congo red, MET et Tau 
insoluble 

Dès 4,5 mois (Ho) et 
6,5 (Hz) 

(Ho et al., 2001; Lewis et al., 
2000; Sahara et al., 2002; 
Zehr et al., 2004) 

2000 
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Tableau 4 : Les modèles murins de dégénérescenceneurofibrillaire et les principales caractéristiques de la 
dégénérescenceneurofibrillaire observées dans ces modèles : 

L’analyse de la phosphorylation de Tau est étudiée dans la plupart des cas par biochimie et 
immunohistochimie, sauf quand il est précisé IHC où l’analyse a été réalisée uniquement par 
immunohistochimie. Les troubles moteurs correspondent à la présence d’une paralysie des pattes postérieures 
ou *à une mauvaise performance des souris dans des tests moteurs (Rotarod). Abréviations : MET : 
microscopie électronique à transmission pour la caractérisation ultra-structurale des filaments de Tau ; Ho et 
Hz : respectivement Homozygote et Hétérozygote. **nomenclature des isoformes utilisant le nombre d’acides 
aminés (Figure 1, p.8) NC/ND : non communiqué ou non déterminé. 

 

Cependant, à ce jour, la nature de la mort neuronale impliquée est encore mal connue. 

En effet, l’apoptose semble contribuer très faiblement à la mort neuronale dans ces modèles 

(Allen et al., 2002; Andorfer et al., 2003; Gotz et al., 2001a; Tanemura et al., 2002) et 

renforce l'idée que la participation de l’apoptose dans la MA est encore controversée. De la 

même façon, l’observation de neurones en nécrose ou en autophagie a été également 

rapportée dans ces modèles, ce qui suggère que ces types de mort cellulaire pourraient 

également contribuer au processus dégénératif (Andorfer et al., 2003; Lim et al., 2001). Enfin, 

on peut noter que certains modèles récents ont été conçus de telle manière que l’expression 

des protéines Tau mutées soit inductible (Ramsden et al., 2005; Santacruz et al., 2005). Ces 

modèles seront d’une très grande utilité pour établir la chronologie des événements 

moléculaires depuis l’induction du transgène jusqu’à la DNF et la mort neuronale. 

Cependant, il faut garder à l’esprit que la plupart de ces modèles présente également 

une atteinte de la moelle épinière associée à des troubles moteurs importants. Cette limite 

apparaît comme un handicap majeur pour l’analyse des paramètres cognitifs des souris par des 

tests comportementaux qui font intervenir, pour la plupart, les capacités motrices des souris. 

En conséquence, la recherche actuelle de nouveaux modèles se tourne vers le développement 

de souris transgéniques ne présentant pas ces troubles moteurs afin de pouvoir caractériser le 

phénotype comportemental et l’état mnésique de ces souris. 

 

3.2.1.2  Les modèles cellulaires DFTP-17 

A côté des modèles in vivo, pertinents d’un point de vue physiopathologique, de 

nombreux modèles cellulaires, basés également sur la surexpression de protéines Tau mutées 

(G272V N279K, K280, P301L, S305N, V337M, R406W) ont été développés afin 

d’identifier les mécanismes d’action, par lesquels les mutations DFTP-17 pouvaient entraîner 

un comportement pathologique des protéines Tau. L’essentiel de ces études a été réalisé dans 
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des modèles hétérologues tels que l’ovocyte de Xénope (Delobel et al., 2002b), des cellules 

CHO (Arawaka et al., 1999; Dayanandan et al., 1999; Matsumura et al., 1999; Vogelsberg-

Ragaglia et al., 2000) des cellules COS (Dayanandan et al., 1999; Perez et al., 2000b) ou des 

cellules humaines « non-neuronales » comme les fibroblastes (Lu and Kosik, 2001) ou des 

cellules de rein embryonnaire HEK-293 (Nagiec et al., 2001). Seules quelques études ont été 

réalisées dans des modèles cellulaires humains de type neuronal (Dayanandan et al., 1999; 

DeTure et al., 2000; DeTure et al., 2002b; Mack et al., 2001). D’une façon générale, les 

mutations, dans ce contexte, vont avoir des effets différents suivant les mutations et variables 

d’un modèle cellulaire à l’autre (pour revue (Brandt et al., 2005; Ko et al., 2005). Ainsi, les 

mutations de Tau peuvent modifier sa capacité à lier les microtubules. En effet, l’analyse de la 

maturation de l’ovocyte de Xénope (dépendante de la dynamique microtubulaire), après 

injection de protéines Tau mutées dans l’ovocyte, montre que certaines mutations de Tau 

(R406W et S305N) augmentent sa capacité à lier les microtubules. Ces protéines Tau mutées 

pourront alors entrer en compétition avec les MAPs endogènes et bloquer la maturation 

ovocytaire. A l’inverse, d’autres mutations telles que les mutations G272V, K280, P301L, 

P301S et V337M ne bloquent pas la maturation de l’ovocyte en raison de leur plus faible 

capacité à lier les microtubules (Delobel et al., 2002b). Cet effet fonctionnel des mutations 

n’est pas aussi évident dans des cellules CHO où les protéines Tau mutées (mutations P301L, 

V337M et R406W) semblent lier aussi bien les microtubules que des protéines Tau sauvages, 

dans un contexte de simple surexpression (Vogelsberg-Ragaglia et al., 2000). Ces résultats 

contradictoires peuvent néanmoins être expliqués, en partie, par une étude de Lu et 

collaborateurs. En effet, par opposition aux études précédemment décrites, la co-expression 

d’une protéine Tau sauvage avec une protéine Tau mutée dans des fibroblastes montre que la 

protéine Tau sauvage est retrouvée préférentiellement au niveau de la fraction microtubulaire 

alors que la protéine Tau mutée se retrouve au niveau cytoplasmique. Ces résultats suggèrent 

ainsi que la différence de capacité de liaison entre des protéines Tau mutées et des protéines 

Tau sauvages, ne peut être mis en évidence que lorsque celles-ci sont exprimées à des niveaux 

équivalents dans un même modèle cellulaire (compétition équitable) (Lu and Kosik, 2001). 

 Dans ces différents modèles cellulaires, les mutations étudiées n’entraînent pas 

d’augmentation de l’état de phosphorylation de Tau et de façon inattendue, elles mènent 

plutôt à une diminution de la phosphorylation de Tau aux épitopes AT8 (pS202-pT205 ou 

pS199-pS202), Tau-1 (pS195, pS198, pS199, pS202), AT180 (pT231) et AD2/PHF-1(pS396-

pS404) (Arawaka et al., 1999; Dayanandan et al., 1999; DeTure et al., 2002a; Mack et al., 
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2001; Matsumura et al., 1999). Enfin, à ce jour, même si les mutations semblent être 

suffisantes dans certains modèles cellulaires pour entraîner une augmentation de l’insolubilité 

de Tau et mener à la formation de structures s’apparentant à des points d’initiation de 

l’agrégation (DeTure et al., 2002a; Ferrari et al., 2003), elles apparaissent insuffisantes pour 

mener à la formation de filaments de Tau identiques aux PHFs observés dans la MA (pour 

revue (Ko et al., 2005). 

 

En conclusion, ces modèles basés sur des mutations DFTP-17 et, plus 

particulièrement, les modèles murins seront des outils indispensables pour l’étude des 

mécanismes mis en jeu au cours de la DNF. Cependant, à ce jour, aucune mutation de Tau 

n’a été associée à la MA. Ainsi, d’autres travaux se sont orientés vers l’établissement de 

modèles plus pertinents vis-à-vis de la physiopathologie des protéines Tau de la MA. Pour 

répondre à cet objectif, des modèles murins, basés sur la surexpression de protéines Tau 

sauvages et/ou la surexpression de kinases majoritairement impliquées dans la dérégulation 

de l’état de la phosphorylation de Tau, ont été développés. 
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3.2.2 Les modèles Tau sauvages 

3.2.2.1 Les modèles de surexpression 

Historiquement, les premiers modèles murins développés surexpriment soit l’isoforme 

la plus courte de Tau sauvage (2
-
3

-
10

-
) (Brion et al., 1999; Ishihara et al., 1999) soit 

l’isoforme la plus longue (2
+
3

+
10

+
) (Gotz et al., 1995; Probst et al., 2000 ; Spittaels et al., 

1999; Terwel et al., 2002). Dans ces modèles, on observe une pathologie axonale qui atteint la 

moelle épinière. Cette axonopathie, liée à la surexpression de Tau au niveau de cette région, 

mène à une dégénérescenceWallérienne avec la présence de dilatations axonales et une 

démyélinisation progressive des axones des motoneurones. Cette dégénérescenceentraînera 

une atrophie musculaire (par désafférentation des motoneurones) responsable des troubles 

moteurs importants observés dans ces modèles et font de ces derniers des outils intéressants 

pour l’étude des Tauopathies touchant la moelle épinière, telle que la Sclérose Latérale 

Amyotrophique (SLA).  

Cependant, ces souris ne développent pas l’ensemble des caractéristiques de la DNF. 

En effet, on observe, le plus souvent dans ces modèles, une relocalisation somato-dendritique 

de la protéine Tau phosphorylée. Dans certains cas, la protéine Tau peut également montrer 

des changements de conformation spécifiques aux protéines Tau pathologiques et détectés par 

les anticorps Alz50 et MC-1(Brion et al., 1999; Ishihara et al., 1999; Spittaels et al., 1999) 

ainsi qu’une augmentation de l’insolubilité de Tau (Ishihara et al., 1999; Probst et al., 2000). 

Cependant, dans ces modèles, les protéines Tau ne s’agrègent pas, ou peu et uniquement chez 

des souris âgées (Ishihara et al., 2001). Ces données suggèrent que ces modèles ne présentent 

qu’une phase précoce dans la chronologie de la DNF. 

En revanche, il est important de noter que l’expression d’un minigène de Tau humain, 

aboutissant à l’expression des 6 isoformes de protéines Tau humaine, entraîne une DNF 

uniquement dans un contexte d’invalidation de la protéine Tau murine (souris KO Tau) 

(Andorfer et al., 2003; Duff et al., 2000). Cette observation soulève ainsi le fait que la 

protéine Tau murine pourrait interférer avec la protéine Tau exogène au cours de la DNF 

observée dans les modèles murins. Enfin, ce résultat, pourrait également apporter des 

éléments de réponse pour expliquer l’absence de pathologie Tau, dans les modèles « Tau 

sauvage » décrits précédemment, où la surexpression de protéine Tau exogène été 

concomitante à une expression endogène de protéine Tau murine. 
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3.2.2.2 Les modèles d’hyperphosphorylation de Tau sauvage 

Comme il a été décrit précédemment, la dérégulation de la phosphorylation de la 

protéine Tau constitue la caractéristique majeure des protéines Tau agrégées. Comme cette 

phosphorylation a été décrite comme un facteur favorisant de l’agrégation des protéines Tau 

in vitro (Alonso et al., 2001), un certain nombre d’études se sont intéressées à l’effet de la 

surexpression, dans des modèles murins, de kinases impliquées dans la dérégulation de la 

phosphorylation de Tau. Parmi ces kinases, GSK3-  et Cdk5 ont été majoritairement étudiées 

et ont donné lieu au développement de plusieurs souris transgéniques.  

Ainsi, la surexpression de la GSK3-  seule mène à une augmentation de la 

phosphorylation de la protéine Tau endogène aux épitopes reconnus par les anticorps AT8, 

PHF-1/AD2 et AT180 (Brownlees et al., 1997; Lucas et al., 2001; Spittaels et al., 2000) et à 

une relocalisation somato-dendritique des protéines Tau phosphorylées. Une mort neuronale 

de type apoptotique (Lucas et al., 2001) ainsi que des troubles d’apprentissage dans des tâches 

de mémorisation spatiale ont été également observés dans ces modèles (Hernandez et al., 

2002). Cependant, à ce jour, aucun de ces modèles ne présente les caractéristiques d’une 

fibrillogenèse de Tau. 

A côté de ces modèles GSK3-  seule, la surexpression de la GSK3-  dans un modèle 

de DNF, basé sur une triple mutation de Tau (G272V, P301L, R406W), potentialise la 

pathologie Tau en entraînant la formation accélérée d’agrégats de protéines Tau (Engel et al., 

2006c). A l’inverse, l’inhibition de la GSK3-  par le chlorure de lithium (LiCl), un inhibiteur 

sélectif, ou l’arrêt de l’expression de GSK3-  dans des modèles d’expression inductible 

prévient l’hyperphosphorylation de Tau (Engel et al., 2006a; Perez et al., 2003), la formation 

d’agrégats et la neurodégénérescence(Engel et al., 2006b; Noble et al., 2005). 

 

La deuxième kinase majoritairement exploitée pour le développement de modèles 

murins est la kinase Cdk5. Cette kinase neuronale, décrite précédemment, présente une 

activité dérégulée dans des situations pathologiques par le biais de son interaction avec la 

protéine p25. Le développement de modèles murins s’est donc orienté vers la surexpression 

de la protéine p25. Ainsi, la surexpression de p25 mène à une augmentation de l’état de 

phosphorylation de Tau (Ahlijanian et al., 2000; Cruz et al., 2003; Plattner et al., 2006). 

Cependant, alors qu’une étude montre une agrégation des protéines Tau sous la forme de 

feuillets -plissés (Cruz et al., 2003), cette agrégation de Tau n’est pas toujours retrouvé dans 
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des modèles équivalents (Ahlijanian et al., 2000; Bian et al., 2002; Plattner et al., 2006). On 

peut noter également que l’augmentation de l’activité de Cdk5 semble également participer à 

la perte neuronale (Cruz et al., 2003) et pourrait conduire à une dégénérescencede type 

Wallérienne (Bian et al., 2002). Enfin, la surexpression de p25 dans un modèle de DNF, basé 

sur la surexpression de la protéine Tau mutée P301L, montre une potentialisation de la 

pathologie neurofibrillaire en comparaison avec les souris Tau mutées seules (Noble et al., 

2003). 

 

L’ensemble de ces données in vivo suggère que la phosphorylation pourrait agir 

comme un catalyseur de l’agrégation de Tau et/ou être impliquée dans l’initiation de 

l’agrégation de la protéine Tau (Cruz et al., 2003). Cette hypothèse est également appuyée par 

l’observation d’amas ponctiformes de protéines Tau phosphorylées après l’expression, dans 

un modèle murin, d’un dominant négatif de la sous unité catalytique de la phosphatase PP2A 

menant à une réduction de 33% de son activité phosphatasique (Kins et al., 2001). De la 

même façon chez des souris transgéniques, l’invalidation du gène codant pour la protéine 

Pin1, une isomérase facilitant la déphosphorylation de Tau par PP2A, conduit à un phénotype 

proche de la DNF (Liou et al., 2003). A côté de ces modèles in vivo, l’inhibition 

pharmacologique de PP2A, dans les modèles cellulaires, par des traitements à l’acide 

okadaïque est connue pour mener également à l’hyperphosphorylation et à la phosphorylation 

anormale de Tau (Bussiere et al., 1999; Caillet-Boudin and Delacourte, 1996; Mailliot et al., 

1998). Cependant, dans ces modèles cellulaires, aucune structure apparentée aux PHFs n’a été 

détectée. Ces données font supposer que la phosphorylation à elle seule n’est pas suffisante 

pour mener à une agrégation des protéines Tau et que d’autres événements ou d’autres 

modifications de Tau telles que l’oxydation pourraient concourir à la formation des agrégats 

de Tau. En effet, il a été montré que le co-traitement pharmacologique de neuroblastomes par 

un inhibiteur de PP2A et un dérivé de la péroxydation des lipides appelé HNE pour 4-

Hydroxy-2-nonénal mènerait à un changement de conformation de Tau, détecté par 

l’anticorps Alz50 (Takeda et al., 2000), et la formation de filaments de Tau (Perez et al., 

2000a). 
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En conclusion, les travaux de recherche récents ont conduit à l’élaboration de 

nombreux modèles d’études présentant un certain nombre des caractéristiques de la 

dégénérescenceneurofibrillaire. Cependant, même si à ce jour, la phosphorylation semble 

être impliquée de façon importante dans ce processus, son rôle exact reste encore à préciser. 

De plus l’analyse de ces modèles suggère que d’autres mécanismes pourraient être impliqués 

dans la cascade délétère menant à la dégénérescenceneurofibrillaire. Ainsi, la 

compréhension du rôle de la phosphorylation et de la chronologie des mécanismes 

moléculaires impliqués dans cette mort neuronale associée à la dysfonction des protéines Tau 

reste actuellement un point crucial à élucider avant le développement de stratégies 

thérapeutiques pertinentes pour les Tauopathies et la Maladie d’Alzheimer.  
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 Résultats 

Objectifs de l’étude 

 Notre laboratoire s’intéresse depuis une vingtaine d’années à l’étude des protéines Tau 

et à leurs modifications dans la DNF. En effet, la relation de causalité entre la progression de 

la DNF et les signes cliniques observés dans la MA ainsi que le caractère agrégatif de Tau, 

commun à un grand nombre de maladies neurodégénératives, place cette lésion à un point 

stratégique dans la cascade des événements qui mènent à la mort neuronale dans ces maladies 

neurodégénératives. 

 

Mon travail de thèse s’inscrit, donc, dans le contexte scientifique de l’étude des 

mécanismes moléculaires qui conduisent à la mort neuronale observée dans la maladie 

d’Alzheimer. En effet, si l’on sait que la dérégulation de la phosphorylation de Tau est un 

élément au cœur du processus dégénératif, la question de savoir si l’hyperphosphorylation 

et/ou la phosphorylation anormale de Tau, à elles seules sont responsables, de l’agrégation de 

Tau et de la mort neuronale reste encore à déterminer. De façon plus générale, le débat reste 

encore ouvert sur les mécanismes impliqués dans la mort neuronale dans ces maladies 

neurodégénératives et en particulier sur la nature des formes de Tau impliquées dans la 

neurodégénérescence. 

  

Au cours de ce travail, nous avons cherché à avancer dans la compréhension des 

mécanismes moléculaires impliqués dans cette mort neuronale liée à Tau et à étudier la 

signification et le rôle de la dérégulation de la phosphorylation de Tau dans son agrégation et 

dans la mort neuronale. Pour répondre à cet objectif, nous devions au préalable disposer de 

modèles d’études pertinents. Aussi, ce travail a permis le développement et la caractérisation 

de plusieurs modèles visant à 1) moduler la phosphorylation de Tau ou à 2) potentialiser le 

caractère agrégatif de Tau par l’utilisation de mutations de Tau connues chez l’homme pour 

conduire à son agrégation. 
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1 Développement et caractérisation d’un modèle murin 

de dégénérescenceneurofibrillaire. 

1.1 Objectifs 

Si la découverte de la protéine Tau comme constituant principal des PHFs a été publiée en 

1985 (Brion, 1985), l’absence de modèles d’études a longtemps été un frein à la 

compréhension des mécanismes physiopathologiques impliqués dans la DNF. En effet, la 

simple surexpression de protéines Tau sauvages dans des souris transgéniques n’est pas 

suffisante pour obtenir les marqueurs de la DNF (Brion et al., 1999; Ishihara et al., 1999; 

Kampers et al., 1999). Avec la découverte de mutations dans le gène de Tau, connues pour 

mener à l’agrégation de Tau chez l’homme (Hutton et al., 1998; Poorkaj et al., 1998; 

Spillantini et al., 1998), la modélisation de la DNF chez les souris a pu être envisagée (Gotz et 

al., 2001a; Lewis et al., 2000). Depuis la création de ces deux premiers modèles, un nombre 

important de modèles murins (Tableau 4, p.53) basés sur des mutations pathologiques de Tau 

ont été développés. Cependant, au début de notre étude, aucun de ces modèles ne récapitulait 

complètement l’ensemble des marqueurs caractéristiques de la pathologie Tau observée dans 

la MA (cf.§3.2.1.1, p.50 ; Tableau 4, p.53). De plus, ces modèles présentaient des troubles 

moteurs, handicap majeur à l’investigation des capacités mnésiques de ces souris à l’aide des 

tests comportementaux usuels. 

Notre laboratoire a donc initié le développement d’un nouveau modèle de souris 

transgénique, basé sur une double mutation DFTP-17 P301S/G272V, qui récapitulerait 

l’ensemble des marqueurs de la DNF sans présenter les troubles moteurs classiquement 

décrits. Suite à la transgénèse, deux fondateurs ont été sélectionnés pour établir deux lignées 

de souris transgéniques différentes et respectivement dénommées Thy-Tau30 et Thy-Tau22. 

Ces deux lignées présentent des phénotypes différents en raison d’une différence dans la 

localisation d’expression du transgène.  

 

Au cours de ma thèse, j’ai été impliqué dans l’étude de la pathologie Tau dans ces deux 

lignées et contribué à la caractérisation de ces modèles. Ces deux modèles présentant des 

caractéristiques phénotypiques différentes, seules les données obtenues dans la lignée Thy-

Tau22, la lignée la plus proche d’un modèle de dysfonction de Tau centrée sur la région 

hippocampique, seront présentées de façon détaillée dans ce document. Les résultats 
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concernant la lignée Thy-Tau30, un modèle qui se rapproche de certains modèles 

précédemment décrits et permettant l’étude des Tauopathies atteignant la moelle épinière, 

sont, en revanche, joints en annexe (Annexe 3, p.135) et seront succinctement comparées avec 

la lignée Thy-Tau22 dans les conclusions de ce travail. 

 

1.2 Résultats 

Les résultats de ce travail ont fait l’objet d’une publication et sont présentés dans 

l’article qui suit :  

 

Katharina Schindowski, Alexis Bretteville, Karelle Leroy, Séverine Bégard, Jean-Pierre 

Brion, Malika Hamdane and Luc Buée (2006). Alzheimer's disease-like Tau 

neuropathology leads to memory deficits and loss of functional synapses in a novel 

mutated Tau transgenic mouse without any motor deficits. Am J Pathol 169, 599-616. 
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Alzheimer’s Disease-Like Tau Neuropathology Leads
to Memory Deficits and Loss of Functional Synapses
in a Novel Mutated Tau Transgenic Mouse without
Any Motor Deficits

Katharina Schindowski,*† Alexis Bretteville,*†

Karelle Leroy,‡ Séverine Bégard,*†

Jean-Pierre Brion,‡ Malika Hamdane,*† and
Luc Buée*†

From INSERM U815,* Lille, France; the Faculté de Médecine,†

Institut de Médecine Prédictive et Recherche Thérapeutique,

Université Lille 2, Lille, France; and the Laboratory of Histology

and Neuropathology,‡ Free University of Brussels, School of

Medicine, Brussels, Belgium

Tau transgenic mice are valuable models to investigate
the role of tau protein in Alzheimer’s disease and other
tauopathies. However, motor dysfunction and dystonic
posture interfering with behavioral testing are the most
common undesirable effects of tau transgenic mice.
Therefore, we have generated a novel mouse model
(THY-Tau22) that expresses human 4-repeat tau mu-
tated at sites G272V and P301S under a Thy1.2-promo-
tor, displaying tau pathology in the absence of any
motor dysfunction. THY-Tau22 shows hyperphospho-
rylation of tau on several Alzheimer’s disease-relevant
tau epitopes (AT8, AT100, AT180, AT270, 12E8, tau-
pSer396, and AP422), neurofibrillary tangle-like inclu-
sions (Gallyas and MC1-positive) with rare ghost tangles
and PHF-like filaments, as well as mild astrogliosis.
These mice also display deficits in hippocampal synap-
tic transmission and impaired behavior characterized
by increased anxiety, delayed learning from 3 months,
and reduced spatial memory at 10 months. There are no
signs of motor deficits or changes in motor activity at
any age investigated. This mouse model therefore dis-
plays the main features of tau pathology and several of
the pathophysiological disturbances observed during
neurofibrillary degeneration. This model will serve as
an experimental tool in future studies to investigate
mechanisms underlying cognitive deficits during patho-
genic tau aggregation. (Am J Pathol 2006, 169:599–616;

DOI: 10.2353/ajpath.2006.060002)

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of
dementia in the elderly and is characterized neuropatho-
logically by the presence of intracellular neurofibrillary
tangles (NFTs) and senile plaques in the brain and by a
major loss of synaptic connections. NFTs are neuronal
inclusions of the microtubule-associated tau protein and
are composed of aggregated phosphorylated tau. In AD,
NFTs occur in the hippocampus, the entorhinal and poly-
modal association cortices, and in the basal forebrain.
These brain areas are also severely affected by neuronal
and synaptic loss. The loss of neurites, synapses, and
neurons represent one of the reasons for the cognitive
deficits and dementia of AD.1–4

In addition to the neuropathological hallmarks of AD,
there are also a number of other pathophysiological dis-
turbances that are observed in AD brain including the
inflammatory reaction of glial cells (gliosis).5 It is now
increasingly recognized that synaptic dysfunction is a
major pathophysiological feature of AD. It has been sug-
gested that disruption of neuronal communication is an
early event in the disease progression and could occur
independently of neuronal loss per se.6
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Tau transgenic (Tg) and gene-targeted mice are valu-
able models that reproduce various aspects of tauopathies
and AD tau pathology with associated cognitive changes.
Several models with single tau mutations, including
P301L,7–9 P301S,10 G272V,11 V337M,12 and R406W,13,14 or
overexpression of human tau isoforms15–17 have been gen-
erated. However, none of these mouse models fully reca-
pitulates the neuropathological spectrum of tangle pathol-
ogy observed in AD. Moreover, most published models
show motor deficits and hind limb paralysis with increasing
pathology caused by tau expression in the spinal cord.
Motor dysfunction makes it very difficult to study these
animals with behavioral experiments or in the late stages of
tau pathology because they usually die earlier. Therefore,
our aim was to generate a new tau mouse model without
APP pathology that does not display any motor dysfunction
to investigate the pure pathogenic tau accumulation and its
effects in AD tau pathology. In the present study, we de-
scribe the construction and characterization of a mouse
model expressing double-mutated human tau that displays
several of the key features of tau pathology and other patho-
logical changes, such as loss of synaptic function and
impaired behavior, observed in AD and other types of
tauopathies.

Materials and Methods

Generation of Tg Mice Expressing G272V and
P301S Human Tau

The cDNA of the 412 amino acid 4-repeat isoform of
human tau (htau 46, cloned from human brain cDNA)

was a kind gift from M. Goedert (Medical Research
Council Laboratory of Molecular Biology, Cambridge,
UK).18 To introduce a Kozak-sequence and XhoI site,
the cDNA was reamplified with the following primers:
Tau5�tg 5�-CTCGAGGATGGCTGAGCCCCGCCAGG-3�
and Tau3�tg 5�-CTCGAGTCACAAACCCTGCTTGGC-
CAGGGAGG-3� and mutated at G272V and P301S (num-
bering according to the longest human tau isoform) by
polymerase chain reaction (PCR)-based site-directed
mutagenesis (Stratagene, Amsterdam, The Netherlands).
This cDNA-construct was inserted into the XhoI-sites of a
Thy1.2 expression vector.19,20 The Thy1.2 promotor spe-
cifically drives expression in neurons19 that starts at post-
natal day 621 and therefore does not directly affect em-
bryonic development. The vector was then microinjected
into a C57BL6/CBA background and backcrossed to
C57BL6 for more than five generations. Tg mice were
screened for the Tau transgene by PCR analysis of DNA
prepared from tail biopsies (DNeasy tissues kit; Qiagen,
Courtaboeuf, France). The forward (5�-ATGGCTGAGC-
CCCGCCAGGAG-3�) and the reverse (5�-TGGAGGT-
TCACCAGAGCTGGG-3�) primers were used to amplify a
250-bp fragment of Tau DNA. The number of integrated
copies was determined by Southern blot analysis.

All Tg mice used in the present study were heterozy-
gous. Non-Tg littermates were used as wild-type (WT)
controls for all experiments. The chosen line (THY-Tau22)
is fertile with normal frequency and size of litters and
stably transmits the transgene to its offspring. All exper-
iments on animals were performed in compliance with,
and following the approval of, the Centre National de la
Recherche Scientifique–Institute of Laboratory Animal

Table 1. Antibodies and Lectin Used in This Study

Antibody Species Specificity Dilution Source

AT8 Mouse Tau; pSer202/pThr205 1:400 (WB); 1:10,000
(ICH/IF)

Innogenetics (Gent, Belgium)

pSer396 Rabbit Tau; pSer396 1:5000 Biosource (Camarillo, CA)
AT180 Mouse Tau; pThr231 1:500 Innogenetics
AT270 Mouse Tau; pThr181 1:4000 (WB); 1:2000

(IHC)
Innogenetics

AP422/988 Mouse Tau; pSer422 1:5000 Bussiere et al61

AT100 Mouse Tau; pThr212/pSer214 1:1000 (WB); 1:2000
(IHC)

Innogenetics

M19G Rabbit Tau; human-specific, 1 to
19 amino acids

1:20,000 Bussiere et al61

MC1 Mouse Tau; conformational epitope,
7 to 9 and 326 to 330
amino acids

1:1000 P. Davies

PHF-1 Mouse Tau; pSer396/pSer404 1:50,000 P. Davies
Tau-5 Mouse Tau; human/mouse-specific 1:10,000 Biosource
TP20 Rabbit Tau; human-specific, 33 to 41

amino acids
1:2000 Brion et al15

12E8 Mouse Tau; pSer262 1:400 Seubert et al62

GFAP Rabbit GFAP 1:20,000 (IF) DAKO (Trappes, France)
Synaptophysin Rabbit Synaptophysin 1:1000 Santa Cruz Biotechnology

(Santa Cruz, CA)
Synaptotagmin Rabbit Synaptotagmin I 1:1000 Synaptic System (Göttingen,

Germany)

Lectin Specificity Dilution Source

Biotinylated tomato lectin
(Lycopersicon esculentum)

Microglia 6 �g/ml Sigma-Aldrich L-0651 (Sigma-Aldrich,
Lyon, France)
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Resources Committee, in accordance with standards for
the care and use of laboratory animals and with French
and European Community rules.

Western Blot Analysis

Whole brains were dissected by separating the cortex
from the hippocampus and thalamus. Cortical and hip-
pocampal preparations were homogenized in cell-lysis
buffer (Cell Signaling Technology, Danvers, MA) using
several strokes of sonification and then boiled at 100°C
for 10 minutes. For Western analysis, 10 or 25 �g of total
protein were resolved on sodium dodecyl sulfate-polyac-
rylamide gel electrophoresis, blotted onto nitrocellulose
or polyvinylidene difluoride membranes (all from Invitro-
gen), incubated with appropriate antibodies (Table 1),
and developed using the ECL chemiluminescence kit
(Amersham/GE Healthcare, Orsay, France). Protein lev-
els were visualized and quantified using an imaging sys-
tem (LAS-3000 2.0; Fuji Photo Film Co. Ltd.). Human
brain samples were from the Association d’Etudes et de
Recherche sur la Maladie d’Alzheimer brain bank.22

Histology

Immunohistochemistry and Immunofluorescence

Tg and WT mice from 3 to 17 months were anesthe-
tized and transcardially perfused sequentially with 0.9%
NaCl and 4% paraformaldehyde in 0.1 mol/L phosphate-
buffered saline (PBS) (pH 7.4) or 10% formalin and 4%
paraformaldehyde in 0.1 mol/L PBS (pH 7.4). Brains and
spinal cords were removed and stored in 4% paraformal-
dehyde. Some samples were embedded in paraffin and
cut on a sliding microtome at a thickness of 10 �m.
Cryosections (14 �m) were cut on a cryostat and
mounted on chrome alum-coated slides. Endogenous
peroxidase was quenched by treating the section with
methanol containing 0.3% H2O2 for 30 minutes. Sections
were blocked in 10% horse serum. Primary antibodies
were used according to Table 1 and incubated overnight
at 4°C in the presence of 1% horse serum. All secondary
biotinylated or fluorescein-, Texas Red-, and AMCA-cou-
pled antibodies, fluorochromes, ABC-kit, and 3,3�-diami-
nobenzidine as chromogen for peroxidase activity were
from Vector Laboratories, Burlingame, CA. Incubation
with the secondary antibody was done at room temper-
ature for 1 hour. All washing steps (3 � 10 minutes) and
antibody dilution were done using phosphate-buffered
saline (0.1 mol/L PBS, pH 7.4) or Tris-buffered saline
(0.01 mol/L Tris, 0.15 mol/L NaCl, pH 7.4). Incubation with
the ABC complex and detection with 3,3�-diaminobenzi-
dine was done according to the manufacturer’s manual.
Hematoxylin counterstaining was performed according to
standard procedures. A minimum of three mice per ge-
notype, age, and sex was used for each determination.
Data were analyzed by analysis of variance with Bonfer-
roni’s post test.

Gallyas Silver Impregnation

Floating cryosections (14 �m) were silver stained ac-
cording to Braak and Braak.23

4�,6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI) Staining

Cryosections were mounted in VectaShield containing
DAPI (Vector Laboratories).

Nissl/Cresylviolet Staining

Mounted cryosections (14 �m) were rinsed 5 minutes
in distilled water and transferred to a 1.5% cresyl-violet
solution. Sections were then incubated in a solution con-
taining 1% glacial acetic acid and 16% ethanol in distilled
water. Sections were then transferred to an ascending
alcohol series (70%, 90%, 96%, and 99% ethanol), and
finally to toluene, before they were coverslipped using
VectaMount (Vector Laboratories).

Semiquantitative Estimation of Cell Density

Images were made using a software-controlled (Leica
FW 4000; Leica, Rueil-Malmaison, France) digital camera
(Leica DC 300FX) attached to a microscope (Leica DM RB),
stored onto hard disk, and analyzed offline. For analysis,
images were taken using a �40 objective. In each image,
stained cells were counted in a counting frame.

Transmission Electron Microscopy

Tg and WT mice were anesthetized with chloral hydrate
and perfused intracardially with a solution of 2% (w/v)
paraformaldehyde and 2% (v/v) glutaraldehyde in 0.1
mol/L phosphate buffer at pH 7.4.15 Tissue blocks were
quickly dissected and further fixed by immersion with 4%
(w/v) glutaraldehyde in 0.1 mol/L phosphate buffer at pH
7.4 for 90 minutes. After washing in Millonig’s buffer with
0.5% (w/v) sucrose for 24 hours, the tissue sections were
postfixed in 2% (w/v) OsO4 for 30 minutes, dehydrated,
and embedded in Epon. Semithin sections were stained
with toluidine blue. Ultrathin sections were counter-
stained with uranyl acetate and lead citrate and observed
with a Zeiss EM 809 transmission electron microscope at
80 kV. Measurements of the diameter of filaments were
performed on digitalized images using the public domain
NIH ImageJ program and given in mean � SD.

Electrophysiological Recordings

Hippocampal slices (400 �m thick) were prepared from
male tau Tgs and WT controls at 6 to 7 and 14 to 15
months of age. Slices were cut transversally on a
McIlwain tissue chopper (Campden Instruments, Lough-
borough, UK) and placed in a submersion-type recording
chamber through which artificial cerebrospinal fluid
(ACSF: 124 mmol/L NaCl, 3 mmol/L KCl, 1.25 mmol/L
NaH2PO4, 1.3 mmol/L MgSO4, 2 mmol/L CaCl2, 26
mmol/L NaHCO3, and 10 mmol/L glucose) was continu-
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ously superfused at 2.5 to 3 ml/minute. The ACSF was
bubbled with a mixture of 95% O2 and 5% CO2 and
maintained at 30°C. Test stimulations (0.1 ms in duration)
were delivered at constant intensity every 30 seconds
through bipolar stainless steel electrodes placed in the
stratum radiatum of the CA1 area. Extracellular field ex-
citatory postsynaptic potentials (EPSPs) were recorded
with a monopolar tungsten electrode implanted in the
same region. To analyze synaptic transmission effi-
ciency, input/output plots were constructed individually
for each slice by applying single stimuli in increments of
20 �A from 100 �A (threshold) to 300 �A. To evaluate
synaptic plasticity, a 30-minute baseline was recorded
with the stimulation intensity set at half-maximal strength.
Long-term potentiation (LTP) was induced by applying a
single train of tetanic stimulation at a frequency of 100 Hz
for 1 second, after which the size of the EPSP was mon-
itored for 90 minutes.

Behavioral Tests

Modified Irwin Examination

A comprehensive screen, modified from Irwin,24 was
used to determine whether any of the mice exhibited
physiological, behavioral, or sensorimotor impairments
related to their genotype. To explore motor skills, coordi-
nation, and muscle strength, the mice were placed on a
wire that was tightened between two 30-cm-high columns
and their ability to balance on the wire was assessed. In
addition, their ability to grasp and hang on the wire with
all four paws for at least 5 seconds and to climb back on
the wire was determined.

Rotarod Test

Motor coordination and balance were tested using an
accelerating rotarod (Rota-ROD LE 8200, Bioseb,
Chaville, France). The mice were allowed to explore the
rotarod for 2 minutes without rotation and then the drum
was slowly accelerated to 14 rotations per minute (rpm).
The mice were subjected to 2-minute training trials twice
a day for 2 consecutive days. On day 3 the rotarod test
was performed by placing the mice on the rotating drum
(25 rpm) for 2 minutes and the time each animal was able
to maintain its balance walking on top of the rod was
measured. Data were analyzed by Student’s t-test.

Elevated Plus Maze

The elevated plus maze is a test of anxiety and motor
behavior. The maze was set at a height of 65 cm and
consisted of four white Plexiglas arms, each 6 cm wide
and 28 cm long with 10-cm-high gray walls surrounding
the two enclosed arms. Individual mice were placed in
the center of the maze facing an open arm and the total
distance and time spent in each arm was measured by a
video camera connected to a computer and analyzed
with the Videotrack Software (View Point S.A., Cham-
pagne au Mont d’Or, France). The total time spent in

open and closed arms, the number of arm entries, and
the inactive time were calculated. Data were analyzed by
unpaired Student’s t-tests.

Spatial Learning and Memory in the Morris Water
Maze (MWM)

This experiment was performed in a circular pool, 90
cm in diameter, made of white plastic and filled with milky
colored water. An escape platform, 8 cm in diameter,
made of clear plastic was submerged 0.5 cm under the
water level. Visual clues were provided by different geo-
metrical forms printed in A4-sized letters and placed on
the four surrounding walls (distance from the pool was
�50 to 70 cm). Each mouse was given four trials daily (5-
to 7-minute interval between trials, a total of 16 trials) for
4 days. Each trial was performed from one of four differ-
ent starting points. The movement of the mice was mon-
itored using Videotrack Software (View Point). The time
taken to locate the escape platform (escape latency; up
to 60 seconds) was determined. After locating the plat-
form the mouse was allowed to sit on it for 15 seconds.
Mice who failed to find the platform within 60 seconds
were guided to it and allowed to stay on it for 15 seconds.
A latency of 60 seconds was entered into the record for
such an occurrence. All four trials per day were averaged
for statistical analysis, except for the first trial on day 1.
On day 9 (5 days after the last training) mice were sub-
jected to a 60-second probe trial in which the platform
was removed and the mice were allowed to search for it.
The time that each animal spent in each quadrant was
recorded (quadrant search time). Four groups of male
mice were used at 2 to 3, 7, 10, and 14 months. The
7-month-old Tg and WT mice showed severe freezing
behavior (eg, lying motionless in the water and refusing to
swim) that strongly interfered with the test and were ex-
cluded from the data analysis. All behavioral tests were
conducted under a quiet and light-reduced environment.
Data were analyzed by Student’s t-tests.

Results

Generation and Selection of THY-Tau Tg Mice

The tau mutations G272V and P301S were generated by
site-directed mutagenesis PCR into the human 4-repeat tau
cDNA and subcloned into the Thy1.2-expression vector
(Figure 1A). After microinjection and implantation, eight vi-
able THY-Tau mouse lines were obtained. A variable num-
ber of DNA copies were detected in each of the lines from
1 copy up to 10 copies (Figure 1B). Human tau protein
expression in the heterozygous animals from all lines was
analyzed in the cortex, hippocampus-enriched fractions,
and spinal cord. Five lines expressed low levels of human
tau in mouse brain and were excluded. One important aim
of this study was to generate a tau Tg mouse line with tau
pathology similar to that observed in AD in the absence of
any motor dysfunction. Therefore, expression of tau protein
in the spinal cord, accompanied by motor deficits and
paralysis, was an exclusion criterion for each line. Because
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mice from line 30 show rather high levels of human tau in
spinal cord and starting by the age of 7 to 8 months they
display dystonic posture and paralyzed hind limbs (Figure
1, B and C), the line was excluded. Nevertheless, the tau
profile in the brain of line 30 is still quite interesting with high
levels in hippocampus and rather low levels in the cortex.
The tau pathology of line 30 is currently under investigation.
Line 52 expresses low levels of the tau construct in hip-
pocampus and cortex and develops tau accumulation at
more than 18 months of age. Homozygous animals of line
52 are viable and their characterization is also currently
being investigated.

By contrast, line 22 showed high levels of human tau
protein in brain homogenates, only minor traces in the spi-
nal cord (Figure 1D), and no dystonic hind limbs (Figure 1C)
in all ages investigated (up to 18 months) and was therefore
chosen as the line for further characterization in this study.
Several tissues from line 22 were analyzed for expression of
human tau �65 kd by immunoblotting. No Tg tau was found
in other organs (Figure 1D), even after long overexposure
(data not shown). All animals characterized in this study
derived from line 22 are heterozygous and are named THY-
Tau22. During this study two females (5 to 7 months old)
and three males (17 months old) died, representing an

overall mortality of 3% in THY-Tau22 mice. No mortality was
observed in the littermate WT controls. The Tg mice had a
reduced bodyweight compared to their WT littermates by
�15% (THY-Tau22, 22.87 � 0.47 g; WT, 26.95 � 0.44 g,
n � 8 males per group, 2 months old, ***P � 0.001; THY-
Tau22, 28.25 � 0.53 g; WT, 34.76 � 1.25 g, n � 8 males per
group, 7 months old, ***P � 0.001; THY-Tau22, 27.42 �
1.43 g; WT, 32.47 � 0.76 g, n � 8 males per group, 14
months old, **P � 0.01). This effect was similar in females.

AD-Relevant Pathological Tau
Hyperphosphorylation and Conformation in
THY-Tau22 Mice

Under normal physiological conditions tau is a highly
soluble protein that becomes insoluble by conformational
changes and pathological phosphorylation in AD and in
frontotemporal dementia with parkinsonism linked to
chromosome 17 (FTDP-17). The result is a translocation
of the insoluble tau species from the axon, accumulation
in the cell bodies, and formation of NFT.

Sections of THY-Tau22 mouse brain and homogenates
from dissected cortices were screened with a battery of

Figure 1. Generation of the THY-Tau Tg mouse model. A: The human 412 amino acid double-mutated tau construct used for microinjection. Exons 2 and 10 are
depicted by black boxes and microtubule binding repeats by gray-shaded boxes. The human 4-repeat tau was site-directed mutated at G272V and P301S and
cloned as XhoI-fragment into a Thy1.2-expression vector. B: THY-Tau mouse lines, transgene DNA copy number, and relative protein levels of total human tau
in cortex, hippocampus, and spinal cord compared to endogenous tau in WTs from three adult animals at 3 and 12 months: (�), traces; �, low levels (similar
to endogenous tau); ��, medium levels (twofold to threefold greater than endogenous tau); ���, high levels (fourfold to fivefold greater than endogenous tau);
����, very high levels (fivefold to sixfold greater than endogenous tau; detection with M19G and tau-5). C: Positive grasping reflex in response to tail hang
in a 10-month-old tau Tg mouse of line 30 (THY-Tau30) with hind limb paralysis. Mice from line 22 (THY-Tau22) and WTs at the same age do not display this
reflex. D: Expression of the transgene in different tissues from THY-Tau22. Immunoreactivity for tau-5 (total tau) is only found in the brain and minor traces in
spinal cord. Representative immunoblot from a 6-month-old male THY-Tau22 (Tg) and WT.
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phospho-specific antibodies (Figures 2 and Figure 4 and
Supplementary Figure S1 at http://ajp.amjpathol.org).
Phosphorylation of tau was present from the age of 3
months (AT8 and AT270) and 6 months (PHF-1, AT100,
AT180, and AP422/988; Figure 4A) and abnormal confor-
mational changes of tau using MC1 antibody by 3 months
(data not shown). Abnormal tau species were detected in
neocortex, the hippocampus—starting early and being
very prominent in the CA1 pyramidal layer (Figure 2, C–J)
and spreads later to the dentate gyrus (DG) and CA3
subfield —the striatum, the olfactory bulb, the occipital
cortex, the amygdala, the ventral thalamic nuclei, and
deep layers of the entorhinal cortex (Supplementary Fig-
ure S1 at http://ajp.amjpathol.org). The number of neurons
containing pathological tau species significantly in-
creased with age (demonstrated by PHF-1 immunoreac-
tivity and Gallyas silver stain in Figure 3). Even in 12-
month-old THY-Tau22 mice, only a few phospho-tau-
positive cells were detected in the spinal cord (Figure 2L)
and in the deep cerebellar nuclei (data not shown). Be-
fore abnormal tau species became detectable in neuro-
nal cell bodies they were earlier observed in axonal tracts
and neurites (eg, the mossy fibers in the hippocampus;
data not shown). In older mice labeling was associated
with well-defined intracellular inclusions in neuronal
perikarya and in proximal portions of dendrites (Figures 2
and 3), indicating that phosphorylated tau was translo-
cated to the cell bodies.

Older mice at 12 months showed the full AD-like spec-
trum of tau pathology including tau hyperphosphorylation
and pathological tau phosphorylation (Figures 2 and 4),
formation of NFT-like Gallyas silver-positive inclusions
(Figure 3), tau filaments (Figure 5), and ghost tangles
(Figure 6, F–G). However, a minor reduction in the num-
ber and size of AT8-positive neurons in aged THY-Tau22
in cell bodies in the frontal cortex, the CA1 and CA3
region, and in neurites and fiber tracts of the whole hip-
pocampus was observed (data not shown). All stainings
were similar between genders with a very small tendency
in males toward increased tau pathology and highly con-
sistent when mice of the same age were compared. None
of the antibodies used showed any immunoreactivity in
non-Tg animals in immunohistochemistry (Figure 2, A and
C). There was no staining of glial cells with any of these
antibodies.

Homogenates of frontal cortex from 3- to 14-month-old
mice were analyzed by immunoblotting. In general, tau
proteins separated as a complex set of bands reflecting
the expression of differentially phosphorylated isoforms
(Figure 4A). Immunoblotting of total human tau with
M19G revealed a 64-kd band that was present at 3
months and increased with age and a 69-kd-band that
appeared at 6 to 10 months and increased with age,
representing the hyperphosphorylated and abnormal
phosphorylated variants of the Tg isoform. AD-like hyper-
phosphorylation of Thr181 (AT270) and Ser396 was de-

Figure 2. Accumulation of pathological tau species in THY-Tau22. Immunohistochemical studies revealed the accumulation of abnormal tau conformation and
phosphorylation in 12-month-old THY-Tau22 compared to non-Tg WTs in hippocampus (A and B, note the arrows pointing to the most representative dots in
the Tg), CA1 sector (C–J), and spinal cord (K and L, note the arrow). Hyperphosphorylation was identified as brown color and detected with AT8 (A–D and
K–L), AT100 (F), AT270 (G), AP422/988 (H), human-specific TP20 tau antibody (I), AT180 (J), and abnormal tau conformation with MC1 (E). No positive labeling
was observed after parallel processing of littermate WT tissue (A and C, 12 months old). Representative sections are shown of 10 animals used at the age indicated.
Scale bars: 200 �m (A, B); 25 �m (C–L).
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tected on the 64-kd band from 3 months and on the 69-kd
band from 6 months. Interestingly, murine tau phosphor-
ylated at site Ser396 was also detected in the WT at 10 to
14 months. Tau hyperphosphorylation of Ser202/Thr205
(AT8) was only visible on the 69-kd band from 6 months
and of Thr231 (AT180) on both the 64-kd band and the
69-kd band from 6 and 10 months, respectively. Abnor-
mal tau phosphorylation at Thr212/Ser214 (AT100) and
Ser422 (AP422/988) occurred from 6 to 10 months, but
was only observed on the upper tau band 69-kd tau.

Both mutations used in the present construct were
shown to decrease tau binding to microtubules. Thus, we
also investigated phosphorylation within the microtubule-
binding domains using the 12E8 antibody that recog-
nizes Ser262 and 356. Tau phosphorylation was clearly
detected as soon as 3 months. As previously described,
the antibody also labeled the AD tau triplet but not a
sample of a brain with Pick’s disease (PiD).22 Altogether,
these data indicated that there is no PiD-like phosphory-
lation pattern in THY-Tau22 mice.

Neurofibrillary Inclusions in THY-Tau22 Mice

Neurons containing aggregated tau were identified by
traditional Gallyas silver staining in the pyramidal cell
layer of the CA1 region (Figure 3) and the frontal cortex at
6 months. The number of neurons stained significantly
increased with age. In addition, by 12 months argyro-
philic staining is also detected in the DG, the CA3 region,
and the amygdala (data not shown). Moreover, ghost
tangles were detected in CA1 at 12 months (Figure 6,

F–G) by combining Gallyas silver staining with AT8 and
hematoxylin as a nuclear counterstain.

Ultrathin sections of the Ammon’s horn layer of the
hippocampus of tau Tg mice were examined by transmit-
ted electron microscopy to study the ultrastructural as-
pects of the neuronal inclusions. Pyramidal neurons con-
taining large cytoplasmic fibrillary inclusions are regularly
detected in THY-Tau22 mice (Figure 5, A and C). Most of
these inclusions were composed of bundles of regularly
spaced straight filaments (Figure 5B). These filaments
had a mean diameter of 19.4 � 1.5 nm (mean � SD).
Occasionally, we also observed wider filaments (mean
largest diameter of 31.9 � 2.5 nm; Figure 5D) showing
regular constrictions every 129.3 � 17.4 nm.

Cell Loss and Neurodegeneration in THY-Tau22
Mice

Neurodegeneration is one of the hallmarks of AD brain and
is mainly observed in the brain areas affected by tangles
and plaques, such as the Ammon’s horn, hippocampus,
and parietal cortex. In THY-Tau22 mice staining with the
nuclear dye DAPI decreased from 12 months onwards in
the CA1 region, indicating a progressive cell loss in THY-
Tau22 mice (Figure 6, A–D). A decrease in cell number and
in staining intensities was observed. At 17 months there was
a clear decrease in cell size as well (Figure 6D).

To confirm the cell loss observed with DAPI staining,
sections from the CA1 region of 6- to 15-month-old THY-
Tau22 and WT mice were stained with Nissl/cresyl-violet.

Figure 3. Age kinetics of neurofibrillary inclusions and tau accumulation in THY-Tau22 mice. Progressive formation of PHF-1 immunoreactivity (A–C, brown
color) and Gallyas silver-positive inclusions (D–F, black color) were age-dependent in CA1 in tau Tg mice showing phospho-tau and NFT-like formation starting
from 6 months in the CA1 region. Representative sections of three to five animals used at the age indicated are shown. Scale bar � 25 �m.
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A decrease in the density of the pyramidal CA1 cell layer
and a 34% decrease in the number of pyramidal neurons
were evident in THY-Tau22 mice by 12 months (Figure
6E; **P � 0.01). At 12 months holes in the CA1-cell layer
were also detected, seeming to be attributable to dying
cells not being replaced, and at 15 months the size of the
pyramidal neurons were also reduced (data not shown).

Gliosis in THY-Tau22 Mice

Reactive astrocytes and microglia cause neuronal dam-
age and therefore play critical roles in the development
and progression of AD. Although, gliosis is tightly asso-

ciated to senile plaques, the near environment of neuro-
nal tangles is affected as well. An increase in the number
of astroglial GFAP-positive cells is observed in the hip-
pocampal hilus of aged THY-Tau22 mice (Figure 7), as
well as in the cerebral cortex, corpus callosum, CA1
region, and the CA3 region (data not shown). The number
of GFAP-positive cells increases with age in both WT and
Tg mice. The overall number of microglial cells, visual-
ized by binding to lectin, is also slightly increased in
THY-Tau22 mice. Interestingly, there is an accumulation
of astroglial and microglial cells near the vicinity of neu-
rons containing large amounts of phospho-tau (Supple-
mentary Figure S1 at http://ajp.amjpathol.org).

Decreased Synaptic Transmission in THY-
Tau22 Mice

To determine whether the tau pathology in THY-Tau22 mice
results in alterations in synaptic transmission, we examined
the ability to generate excitatory synaptic responses in the
hippocampus of tau Tg mice. Field excitatory postsynaptic
potentials (EPSPs) were elicited in the CA1 area by stimu-
lating the Schaffer collaterals with increasing intensities (in-
put/output plots). In 6- to 7-month-old THY-Tau22, there was
no alteration in the size of the synaptic responses compared
to WT controls (Figure 8A). By contrast, a marked decrease
in synaptic excitability was observed in 14- to 15-month-old
animals (Figure 8B). The mean amplitude of the EPSPs at
the highest stimulation intensity (300 �A) was 0.289 � 0.045
mV and 1.24 � 0.050 mV for THY-Tau22 mice and WT
controls, respectively. These data suggest a loss or mal-
function of the synapses in THY-Tau22 mice by 80%. To
evaluate further the properties of these synapses, we ex-
amined their capacity to express LTP, a form of synaptic
plasticity that is believed to be involved in memory forma-
tion,25 in response to a tetanic stimulation. In 6- to 7-month-
old animals, the mean LTP was 193 � 21% and 206 � 16%
in WT and THY-Tau22 mice, respectively. These values
were not significantly different (P � 0.6; unpaired t-test).
Similarly, in 14- to 15-month-old animals, the amount of LTP
was 185 � 32% and 186 � 21% in WT and THY-Tau22

Figure 4. Increase of tau hyperphosphorylation and abnormal tau phosphor-
ylation in the aged THY-Tau22 mouse brain. A: Immunoblot analysis of the
major AD-relevant tau phosphorylation epitopes. Hyperphosphorylation of
tau in cortex at sites Thr231 (AT180), Thr181 (AT270), Ser202/Thr205 (AT8),
and Ser396 are detectable from 3 to 6 months and increase with age. Only
phosphorylation of murine tau-Ser396 can be detected in aged WT. Abnor-
mal tau phosphorylation at sites Thr212/Ser214 (AT100) and Ser422 (AP422/
988) starts at 6 to 10 months. The levels of total human tau protein increase
slightly with age in THY-Tau22 mice. Brain homogenate from an AD patient
is loaded in the first lane. Triplets of hyperphosphorylated tau isoforms are
indicated (69, 64, and 60 kd). Most antibodies detect a duplet of hyperphos-
phorylated tau in mice, indicated by the black and gray arrowheads. B:
Quantification of site-specific tau phosphorylation of three individual blots
with at least five animals per age and genotype. Densities of the 64 (bottom
bars in dark gray; * � significance) and 69-kd band (top bars in light gray, §

� significance) were determined in duplicates. Background noise was sub-
tracted for each lane (unpaired Student’s t-test, */§P � 0.05, **/§§P � 0.01 and
***/§§§P � 0.001). C: Immunoblot of 12E8, an antibody that detects phosphor-
ylation of Ser262 and Ser356, which are microtubule-binding domains 1 and
3. 12E8 allows for the discrimination between AD and PiD. Old tau Tg
revealed a phosphorylation profile that is comparable to that found in AD.
Note that even endogenous murine tau is detected in the WT and Tg.
Representative immunoblots are shown.
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mice, respectively (P � 0.9), indicating that LTP remains
normal despite the marked alteration observed at the level
of synaptic transmission and suggesting that other syn-
apses remained functional. To verify whether this is a mal-
function or a loss of synapses we compared levels of syn-
aptic vesicle-associated proteins, synaptophysin (SYP;
major synaptic vesicle protein p38), and synaptotagmin I.
Immunoblots of synaptophysin and synaptotagmin dis-
played no major changes between THY-Tau22 and age-
matched WT but a small decrease at 15 months by 20%

(Figure 8C). Hence, it seems that the decrease in basal
transmission is not only the reason of a synaptic loss but
also a malfunction of synapses in aged THY-Tau22.

No Motor Dysfunction in Young and Aged THY-
Tau22 Mice

Any tau pathology in spinal cord neurons could lead to
motor deficits and paralysis of the limbs and all previous

Figure 5. Ultrastructural aspect of fibrillar inclusions in hippocampal neurons from THY-Tau22. A: A hippocampal neuron of a 15-month-old THY-Tau22 mouse
contains several massive fibrillar inclusions (asterisks). B: Higher magnification of the boxed area in A. Fibrillar inclusions are composed of bundles of straight
filaments. C: Bundles of abnormal filaments in another hippocampal neuron. D: Higher magnification of the boxed area in C, showing the co-existence of straight
filaments and occasional wider filaments with regular constrictions. Representative sections are shown. Scale bars: 2 �m (A); 0.5 �m (B, C); 100 nm (D).
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Tg mouse models expressing human tau have described
the development of motor impairment and spinal pathol-
ogy in adult and elderly animals.7,26–28 To demonstrate
further that our model does not show a severe spinal cord
pathology that could result in motor dysfunction and
thereby impair behavior tests that afford proper motor
function, spinal cords were dissected for histological and
immunohistochemical analyses. Minor traces of human
tau became detectable in the spinal cord by 3 to 6
months, and their amount increased slightly in aged mice
(Figure 1, B and C, and Figure 2L). No atrophy or mor-
phological changes were observed in sections from spi-
nal cord. Although the detectable amounts of human tau
in the spinal cord are relatively low, we assessed their
physiological effect.

In a modified Irwin protocol to evaluate general behav-
ior, motion and movability, muscle strength, and some
physiological parameters, there was no difference be-
tween THY-Tau22 and WT mice, except for the already
mentioned decrease in bodyweight and an overall in-
crease in nervous behavior in the THY-Tau22 mice. Male
tau Tg mice at all ages (3 to 14 months old, n � 8 per
group) showed the same ability than the WT animals to
balance their way across an elevated wire, to grasp at

during 5 seconds, and to climb back on the wire. During
the grasping period no limb preferences were observed.

The general motor activity of the Tg animals was ana-
lyzed in the elevated plus maze. No changes between
THY-Tau22 and WT regarding the numbers of total arm
entries, the total distance moved, their running speed,
and the time being inactive were observed (Table 2). The
only difference found was that the Tgs spent more time in
open arms whereas the WTs preferred to explore the
enclosed ones and thereby a different number of entries
in open arms (Figure 9, A–F). In addition, the tau Tg mice
were investigated for their ability to run on a rotating drum
(the rotarod). As shown in Table 2, no significant differ-
ences were observed. However, there was a small ten-
dency that THY-Tau22 mice could run longer on the
rotarod, indicating apparently improved motor skills with
a preference in male animals (data not shown). We could
demonstrate in subsequent experiments that the size of
male WT mice at 6 months (�35 g) was at the limit for an
accurate run on the rotarod. Because the THY-Tau22
mice have a reduced size, they apparently show better
motor skills compared to their bigger WT littermates.
Because of the smaller size of females, this effect was
less pronounced in the female sex. However, no dysfunc-

Figure 6. Loss in cell density, neurodegeneration, and ghost tangles in aged THY-Tau22. A–D: DAPI-stained neurons of the CA1 cell layer in a 12-month-old WT
(A) and in THY-Tau22 at 6 (B), 12 (C), and 17 (D) months. Note the decrease in DAPI staining intensity and the reduced cell density with increasing age in the
tau Tg mice. Scale bar � 20 �m. E: Decrease of cell density in aged THY-Tau22 and semiquantification of Nissl/Cresylviolet-stained cells in the CA1 cell layer
(analysis of variance with Bonferroni’s post test **P � 0.01 Tg versus WT at 12 months; n � 3 per age and genotype). Scale bar � 20 �m. F: AT8 immunolabeling
combined with G: Gallyas staining and hematoxylin staining. Three cells with different staining patterns are shown by the arrows (from left to right): left: an
AT8 and Gallyas-positive cell, with a nucleus; middle: an AT8-positive but Gallyas-negative cell, with a nucleus; right: a Gallyas-positive and AT8-negative cell,
without nucleus. Note the loss of AT8 immunoreactivity and the argyrophilic extracellular NFT in the latter, which corresponds to a late ghost tangle.
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tion of motor skills and no signs of motor impairment and
paralysis were found in THY-Tau22 up to an age of 18
months.

Behavioral Abnormalities in THY-Tau22 Mice

The most common early symptoms of AD are memory
deficits and cognitive impairment. Because no change
was observed in motor activity and locomotion, THY-
Tau22 mice were assessed in a battery of different be-

havioral tests to detect any changes in anxiety, cognition,
and memory to evaluate the behavioral effects of tau
pathology. To examine anxiety, 6-month-old mice were
observed in an elevated plus maze (Figure 9A). The time
the tau Tg animals spent in the open arms of the plus
maze was significantly increased compared to sex-
matched littermates (Figure 9, B–F). Non-Tg littermates
appeared to recognize their location and preferred to
remain within the closed arm of the maze, whereas THY-
Tau22 mice tended not to discriminate between the

Figure 7. Gliosis in THY-Tau22 mice. GFAP-immunoreactivity in the hippocampal hilus is increased in THY-Tau22 mice compared to WT animals at 3, 6, and
12 months. Representative sections of 10 mice are shown. Scale bar � 20 �m.
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closed and open arms of the maze. As indicated above,
these findings cannot be explained by differences in
locomotor activity because the overall spontaneous loco-

motion and general motor activity were not altered be-
tween the genotypes (Table 2).

THY-Tau22 mice (at 2 to 3, 7, 10 and 14 months; n �
8 per group) were also subjected to a cognitive test for
spatial learning and memory, the MWM. During a 4-day
training period, the mice were tested in four trials per day
for their ability to locate a hidden platform aided by visual
clues surrounding the water pool. The WTs quickly
learned to find the platform, whereas the learning of the
tau Tgs was delayed (for 10-month mice see Figure 10A).
The delayed learning in the tau mice was significant on
day 2 and day 3 (Figure 10, A and D–E), but by day 4 of
testing there was no difference between THY-Tau22 and
WT mice (Figure 10A). Figure 10B shows that there was
also a significant impairment in learning on training day 3
in THY-Tau22 mice at 2 to 3 months, 10 months, and 14
months.

To examine spatial memory performance mice that
had previously received a 4-day training period did not
receive training for 5 days and were then tested on day 9
for their ability to search for the platform in the same water
pool with visual clues, but where the platform had been
removed. At 10 and 14 months the THY-Tau22 mice were
significantly poorer at remembering the quadrant where
the platform had been placed than age-matched WT
(Figure 10C). The time the THY-Tau22 mice spent in the
goal quadrant was below the chance level of 15 seconds,
ie, the time expected for mice who had never received
training (compare also Figure 10, F and G). In addition, in
a pilot study with a slightly modified protocol, 6-month-old

Table 2. No Changes in Overall Motor Activity and No
Motor Deficits in THY-Tau22 Mice

Sex n
Mean

(cm) � SEM

Motor activity
Total distance in cm

THY-Tau22 M 8 806.4 � 84.63
WT M 8 867.5 � 90.42
THY-Tau22 F 7 896.2 � 119.1
WT F 8 786.2 � 38.70

Inactive time in seconds
THY-Tau22 M 8 213.0 � 6.80
WT M 8 202.4 � 6.75
THY-Tau22 F 7 212.4 � 6.62
WT F 8 214.0 � 5.79

Total number of arm entries
THY-Tau22 M 8 23.63 � 3.04
WT M 8 26.25 � 2.26
THY-Tau22 F 7 19.86 � 3.39
WT F 8 24.13 � 1.76

Motor skills on the rotarod
Time running at 25 rpm in seconds

THY-Tau22 F 7 46.75 � 16.47
WT F 8 35.00 � 13.60

Data of total distance walked, inactive time, and number of total arm
entries in the elevated plus maze (EPM) was analyzed for general
motor activity. No changes between tau transgenics and age-matched
WTs from the same litter could be determined. To reveal whether the
minor expression of transgene in spinal cord has an effect on motor
function in THY-Tau22, the motor skills of tau transgenics and WTs
were determined on the rotarod. No differences could be found
indicating a normal motor function in THY-Tau22. All data were not
statistically significant between transgenics and WTs (unpaired
Student’s t-test, P � 0.05).

Figure 8. Decreased synaptic transmission in the hippocampus of THY-
Tau22 mice. A: Input/output plots of the amplitude of the field excitatory
postsynaptic potentials in the CA1 area elicited by stimuli of increasing
intensity in hippocampal slices prepared from 6- to 7-month-old WT (open
circles) and THY-Tau22 Tg mice (filled squares). Two-way analysis of vari-
ance of the EPSP amplitude values throughout the 100- to 300-�A stimulation
intensity range indicated no significant effect of genotype (F[1,8] � 0.0931;
P � 0.7). B: Input/output plots from 14- to 15-month-old animals, indicating
impaired synaptic function by 80% compared to age-matched WT. Analysis
of variance indicated a highly significant effect of genotype (F [1,4] � 207.2;
***P � 0.001). At least five animals were used per group. C: Protein levels of
synaptotagmin I and synaptophysin, proteins that are involved in synaptic
integrity, are not significantly changed between Tg (THY-Tau22) and WT.
Thus, a small decrease by 20% was detected in 15-month-old THY-Tau22.
However, a synaptic malfunction of basal transmission in old THY-Tau22
appears not to be due only to a minor loss of synaptic proteins. Represen-
tative immunoblots are shown.
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THY-Tau22 mice also had significantly delayed escape
latencies and spent less time in the goal quadrant in the
probe test (data not shown).

Discussion

We have generated and characterized a new tau Tg
mouse model expressing human 4-repeat tau with the
double mutations G272V and P301S under the Thy1.2
promoter in the absence of any motor dysfunction. These
mice were generated using the htau46 isoform (2� 3	
10�), as it is one of the most common tau isoforms in
human brain29 and adult rodents.30 G272V is one of the
first described mutation in FTDP-17 in the first microtu-
bule binding repeat motif in all tau isoforms31,32 whereas
P301S is found in the second microtubule binding repeat
motif in 4R tau isoforms. In addition, the P301S mutation
shows a very early mean age of onset for FTD in man.33

Compared with other tau Tg mouse models, the THY-
Tau22 model has a rather early onset of tau pathology
starting at 3 to 6 months (Table 3), especially for a het-
erozygous genotype. The variability among the individu-
als was very small. Although in a recent published induc-
ible tau model with expression of P301L-tau, NFT-like
formations occur at 3 months,9 in most other hemizy-
gous tau Tg mice tau pathology starts at 5 to 15

months.7,8,10,12–16,26,34,35 Moreover, most of them suffer
from motor dysfunction after 10 months.7,10,14,16,26,34,36

Interestingly, in a Tg mouse model with tau cDNA bearing
three FTDP-17 mutations37 the tau pathology started par-
ticularly early at 1.5 to 3 months. This suggests that the
number of mutations may accelerate the onset of tau
pathology. Because we wanted to study the early stages
of tau accumulation rather than the very late we choose to
use two mutations to have a greater time window with a
good resolution for each stage of the pathology in a
heterozygous background.

To achieve a strong transgene expression in neurons
the Thy1.2 promoter was chosen.21 Other promoters are
either not neuron-specific such as the platelet-derived
growth factor (PDGF) promoter or weak such as the
CaMK-II (Ca2�-calmodulin-dependent kinase II) pro-
moter. The main criticism of the Thy1.2 promoter is its
strong efficiency in motor neurons. Thus, in the selection
of mice lines for further characterization we excluded
lines with high transgene expression in the spinal cord to
avoid potential motor deficits that could prevent charac-
terization of the mice throughout their whole lifespan and
in behavior tests. Altogether, these criteria allowed for the
selection of the THY-Tau22 mouse line. In this model, tau
is predominantly expressed in the brain, and the mice do
not display any motor deficits. These tau mice also dis-
play some of the phenotypic changes that have been
previously observed in AD tau pathology. These include
hyperphosphorylation and abnormal phosphorylation of
tau, the presence of NFT-like formations, loss of func-
tional synapses, and astrogliosis. These biochemical and
pathophysiological changes are also accompanied by
mild cognitive impairment.

The use of FTDP-17 mutations raises the problem of
THY-Tau22 mouse as a model of tauopathy rather than
AD. It is clear that the present model does not display
amyloid pathology and thus, it is not a full AD model.
However, our goal was to develop a model close to the
tau pathology in AD. There are numerous features indi-
cating that the pathology observed in this model is closer
to that found in AD than in other tauopathies. For in-
stance, FTD is a pool of dementia, which includes not
only FTDP-17 (with tau mutations) but also dementia lack-
ing distinctive histopathology (DLDH), PiD, and other
entities. Regarding DLDH, the model shows tau aggre-
gation and thus, by definition does not belong to DLDH.
FTDP-17 is heterogeneous at both neuropathological and
biochemical levels. For instance, in patients presenting
the G272V mutation, the neuropathological hallmarks are
Pick bodies.31,32 Similarly, patients with P301S mutation
exhibit heterogeneous clinical and pathological features
(parkinsonism, corticobasal degeneration, or fronto-tem-
poral dementia) and both NFT and glial fibrillary tan-
gles.38–41 The present model, even with two mutations on
the tau cDNA, does not display such heterogeneity and
may not be clearly identified as a model of FTDP-17. This
model is not typical of Pick disease (PiD) because tau
pathology is not made of three-repeat tau isoforms and
tau filaments do not form Pick bodies. In addition, tau
phosphorylation at Ser262 can be used to discriminate
between PiD and AD or corticobasal degeneration.22 Tau

Figure 9. Altered anxiety in the elevated plus maze in THY-Tau22 mice.
Impaired anxiety in THY-Tau22 mice. A: Model of the elevated plus maze
(EPM) used with two enclosed arms and two open arms. The mice were
placed in the middle facing an open arm and their movements were recorded
throughout 5 minutes. Representative locomotion traces for THY-Tau22 (B,
D) and WT (C, E) mice in the elevated plus maze. F: THY-Tau22 mice spend
more time in the open arms of the elevated plus maze compared to their
littermate WTs (157.9 � 21.23 seconds for male THY-Tau22 versus 39.29 �
7.334 seconds for male WT, ***P � 0.0001; 101.3 � 32.62 seconds for female
THY-Tau22 versus 27.95 � 8.078 seconds for female WT, *P � 0.05; n � 8
per group, 6 months old).
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phosphorylation at Ser262 is clearly detected in THY-
Tau22. Thus, the present model is not representative of
FTDP-17, DLDH, and PiD. Nevertheless, progressive su-
pranuclear palsy and corticobasal degeneration exhibit
aggregation of 4R tau isoforms such as in the present
model. However, once again, there is no motor deficit in
the present model whereas motor deficits are observed in
these pathologies. Taken together, this is the first tau
mouse model demonstrating AD-like tau pathology with-
out displaying any motor deficits.

Tau phosphorylation was observed at the major sites
involved in both abnormal phosphorylation and hyper-
phosphorylation of tau in AD.42 However, hyperphospho-
rylation and abnormal phosphorylation have also been
described in many stress conditions including hiberna-
tion and starvation.43,44 These phenomena were de-
scribed as reversible, but it seems not the case in tau Tg
mice.9,28 In the present model, tau hyperphosphorylation
and abnormal phosphorylation increase with age. It is
correlated with the appearance of NFT, silver staining,
and filaments. Thus, hyperphosphorylation and abnormal
phosphorylation are clearly pathological in the present
work. Moreover, the age-related increase in phospho-tau
immunoreactivity is comparable to that found in AD
brains at different Braak stages.45 The abnormal tau
phosphorylation at Thr212/Ser214 increases with age

and is well correlated with the number of NFT-like forma-
tions, indicating that a dysregulation in tau phosphoryla-
tion may be instrumental in tau aggregation, as sug-
gested previously in P301L mice.46 The observed 64-kd
tau band corresponds to a hyperphosphorylated tau vari-
ant, whereas the 69-kd tau band is the abnormally phos-
phorylated form of tau that has been described in human
AD brains.29 Therefore, it seems that the presence of the
69-kd tau band is necessary for the evolution of NFTs.

Phospho-tau immunoreactivity in neurites and fiber
tracts of the whole hippocampus started early, increased
up to 6 months (Figure 3B) and then decreased with a
degeneration of the axonal tracts (Figure 3C). The size of
AT8 immunoreactive cell bodies decreased in the frontal
cortex, the CA1 and CA3 region in old THY-Tau22, sug-
gesting that neurons containing tau phosphorylated at
sites Ser202/Thr205 (AT8) are more prone to undergo
degeneration. Similar findings indicating that tau phos-
phorylation at sites Ser202/Thr205 correlates with the
severity of neuronal cytopathology have been observed
in AD brain.47 By contrast, recent observations suggest
that extensive cell death can occur independently of
formation of NFT-like formations35 and that NFTs do not
invariably cause neuron death9 implying an NFT-inde-
pendent mechanism of neuronal death.

Figure 10. Retarded learning and reduced memory in THY-Tau22 mice. Delayed learning in the MWM in THY-Tau22 mice. A: Escape latency, the time to find
the hidden platform in the MWM, during the 4-day training period in 10-month-old THY-Tau22 mice (filled squares, n � 8) and WT (open circles, n � 8). Day
1, THY-Tau22 42.95 � 3.979 seconds versus WT 37.33 � 3.815 seconds; day 2, THY-Tau22 36.52 � 3.412 seconds versus WT 27.34 � 3.894 seconds, *P � 0.05;
day 3: THY-Tau22 38.08 � 3.849 seconds versus WT 27.00 � 4.912 seconds, *P � 0.05; day 4, THY-Tau22 30.21 � 3.140 seconds versus WT 26.51 � 4.901 seconds;
Two-way analysis of variance, *P � 0.05 for genotype, *P � 0.05 for learning). B: Escape latency in MWM in 2- to 3-, 10- and 14-month-old THY-Tau22 and WT
on training day 3. THY-Tau22 display a delay in learning (two-way analysis of variance **P � 0.01 for genotype, *P � 0.05 for age, n � 8 per group). C: Five
days after the last training the platform was removed and a probe test was performed. The time the mice spent in the quadrant where the platform used to be
(� goal quadrant) is plotted against age. Aged animals show a mild memory deficit compared to age-matched WTs (n � 8 per group). Representative locomotion
traces of THY-Tau22 (D, F) and WTs (E, G) during the learning period (D, E) and the probe test (F, G).
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In summary, this model shows a rather high resolution
of different steps in tau pathology that allows us to inves-
tigate the very early stage when tau phosphorylation
starts at the first sites in the CA1 and cortex (3 months),
a stage when hyperphosphorylation is much more ad-
vanced, more sites are involved in tau phosphoryla-
tion, abnormal phosphorylations begins, the pathology
spreads to the DG, and more NFT-like inclusions occur (6
months), a stage with massive hyper and abnormal phos-
phorylation, the occurrence of phospho-tau and NFT-like
inclusions at many anatomical sites, and the beginning of
degenerative processes (10 months) and finally a stage
with neurodegeneration, advanced cell loss, malfunction
of hippocampal synapses, and ghost tangles (14
months). In our model tau pathology starts in CA1 and
less pronounced in frontal cortex and then spreads to
DG, other cortical regions, and amygdala.

GFAP-positive cells are detected rather early in the
pathology of THY-Tau22 mice and increase with age but
are not a striking feature of the model. In a P301S tau
model48 and a Tg mouse overexpressing the shortest
human tau isoform,16 a similar astrogliosis and increased
microgliosis has been shown to concentrate around tau-
positive nerve cells, mainly in the brainstem and spinal
cord. In a P301L tau model astrogliosis was also found
surrounding phospho-tau-positive neurons8 in the amyg-

dala and cortex. However, the astrogliosis observed in all
of these tau Tg models is relatively mild compared to that
found in APP- and APP/PS1-Tg mice49 and in AD brain.5

The tau pathology of THY-Tau22 mice is also accom-
panied by a deficit in synaptic transmission in the hip-
pocampus. The reduction in basal synaptic transmission
indicates that there is a malfunction of the synapses in the
hippocampus. Because no significant changes in pro-
teins involved in synaptic vesicles were found and be-
cause the response to LTP remained normal, despite the
marked alterations observed at the level of synaptic
transmission, this suggests that the remaining synapses
were functional. Decreases in hippocampal neural activ-
ity have also been detected in old V337M tau Tg mice.12

In AD synaptic loss is closely related to APP and amyloid
plaques.50 AD-relevant mutations of APP were shown to
contribute to synaptic dysfunction in Tg animals51 and to
appear, by contrast to our model, rather early in pathology.

The neurodegeneration in THY-Tau22 is rather mild
compared to that observed in AD. Additional stereologi-
cal analysis will be necessary to document further the
neuronal loss in the entorhinal cortex and other cortical
regions. Neurodegeneration and cell loss have also
been observed in other tau Tg mouse models with tau
mutations at sites P301S,10 P301L,7,8 V337M,12 and
R406W.14,36,37

Table 3. Comparison of the Most Common Tau Transgenic Models and Other Models with Tauopathy

Tau transgenic models

Promoter Mutation
Begin of tau brain

pathology
Phopho-tau in

spinal cord Motor impairment Reference

PrP P301L 5 months Detectable at 5
months

Yes at 6.5 months
(hemizygous)

7

CamK-II (inducible
tet-off)

P301L 2.5 months n.d. at 2.5 months Yes at 9.5 months 9, 28

Thy1.2 P301L 3 months Detectable at 3
months

Yes (muscle
atrophy and
weakness)

8

Thy1.2 P301S 5 months Detectable at 5
months

Yes at 5 months
(homozygous)

10

Thy1 G272V P301L
R406W

1.5 months Detectable at 1.5
months

No abnormality up
to 12 months

37

CamK-II R406W 5 months Detectable at 5
months

No abnormality up
to 23 months

13

Thy1.2 G272V P301S 3 months Minor traces at 3
to 6 months

No abnormality up
to 18 months

Present
study

APP or PS1 and tau double/triple-transgenic models

Promoter
Transgene
expression

Begin of tau brain
pathology

Phopho-tau
in spinal cord

Motor
impairment Reference

Thy1.2 (Tau, APP),
PS1-KI

TauP301LxAPPswxPS1M146V 12 months No data available No data available 63

PrP (Tau), PrP(APP) TauP301LxAPPsw 6 months 3 months Yes 60

Other transgenic models with tau pathology

Promoter Targeted gene
Begin of tau brain

pathology Motor impairment Reference

	 pin1 (	/	) 2 years No 64
NSE p25 4 months No paralysis but increased

spontaneous locomotor activity
65

CamK-II, Ca2�-calmodulin-dependent kinase II; KI, knockin; NSE, neuron-specific enolase; n.d., not detectable; Pin1, peptidyl-prolyl cis/trans
isomerase 1; PrP, prion protein promotor; (	/	), knockout.
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Before subjecting the tau Tg mice to a behavioral test
for learning and memory, we evaluated whether minor
expression of transgene in spinal cord in old animals
caused any motor dysfunction. Young and aged THY-
Tau22 did not show any changes in motion, coordination,
muscle strength, motor skills, and general motor behavior
compared to the WTs. This indicates that the traces of
phospho-tau found in the spinal cord of elderly Tgs are
not sufficient to cause motor deficits. The absence of
motor dysfunction is essential for a proper analysis of
rodents in behavioral studies. Behavioral tests are de-
pendent on the animal‘s movement (running, swimming)
and motor coordination. Any motor impairment caused
by transgene expression severely impairs behavior test-
ing, is extremely unfavorable for the test outcome, and
makes it impossible to interpret the data. All other previ-
ous common tau Tg mouse models display sooner or
later pathological denervation, atrophy, or phosphory-
lated tau in the spinal cord7,8,10,14,27,28 accompanied by
motor impairment or even paralysis. Although all these
tau models provide a beautiful histopathology similar to
AD and contributed a lot to understand the role of tau in
AD, the occurrence of even minor motor deficits makes it
hard to analyze properly their behavior data.

The general motor behavior of THY-Tau22 was not
changed. This is an important advantage of the THY-
Tau22 model because decreased locomotion13 or in-
creased spontaneous locomotion and increased explor-
atory behavior12,52 has been observed in other tau
models. The reduced anxiety-like behavior observed in
the elevated plus maze could be attributable to the trans-
gene expression and/or the expression of phospho-tau in
amygdala nuclei, because amygdala lesions have been
associated with anxiolytic effects in this maze test.53 A
similar decrease in anxiety has also been observed in
V337M tau Tgs,12 although this was also accompanied
by an increase in spontaneous locomotion.

In the MWM, a hippocampal-dependent visuo-spatial
learning task, the early presence of phospho-tau in the
hippocampus could explain the delayed learning in THY-
Tau22 mice at all ages. However, because transgene
expression under the Thy1.2 starts at postnatal day 6,21

we cannot exclude that postnatal development involving
neuronal sprouting, number of neuronal connections, and
neuronal targeting is affected by the transgene, as well.
The fact that spatial memory performance is only im-
paired at 10 and 14 months could be explained, at least
in part, by the increase in the number of argyrophilic
inclusions, because the number of NFTs is correlated
with the severity of cognitive dysfunction in AD.54 No
significant differences in spatial learning and memory
were observed in P301L tau mice55 and V337M tau
mice.12 However, R406W tau mice displayed reduced
memory in a passive avoidance test14 and impairment in
a test for associative memory and cued fear condition-
ing.13 Arendash and co-workers55 have also demon-
strated a significant correlation between the number of
tau-positive neurons in the neocortex of JNPL3 mice and
delayed escape latency in the MWM. A recently pub-
lished mouse model with suppressible tauP301L expres-

sion9 showed motor dysfunction at 10 months that im-
pairs the swim speed in the MWM.28

The present tau Tg model exhibits only a part of the full
AD pathology. Its generation aims to understand the
evolution and mechanisms of pathogenic tau aggrega-
tion in AD. In AD, tangle formation occurs early in patho-
genesis and is proceeded by the generation of amyloid
plaques.56 It is still a subject of discussion whether APP
is involved in tau aggregation or vice versa.57,58 In our
model, A-� immunoreactivity and Congo Red staining
were not detectable, and APP metabolism was not al-
tered (data not shown). In the future, it would be of
interest to analyze in the present model the effect of
amyloid on neurofibrillary degeneration propagation as it
was described in the models of Götz and colleagues59

and Lewis and colleagues.60

In conclusion, THY-Tau22 mice display the main fea-
tures of tau pathology and several of the pathophysiolog-
ical disturbances observed in AD in the absence of any
motor deficits. This mouse model therefore represents a
valuable tool to understand further the role and the mech-
anisms regulating pathological degeneration during tau
hyperphosphorylation and tau aggregation in AD.
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1.3 Conclusions 

1.3.1 Conception du Modèle Thy-Tau22 

Afin de disposer d’un modèle in vivo de dégénérescence neurofibrillaire, nous avons 

entrepris la conception et la caractérisation d’un modèle murin basé sur des mutations 

pathologiques de Tau (cf.§3.2.1, p.49). Ce modèle surexprime l’isoforme humaine de Tau à 

412 acides aminés (2
+
, 3

-
, 10

+
), une des isoformes les plus représentées au niveau du SNC 

(Sergeant et al., 1997). Une double mutation P301S/G272V a été introduite dans la séquence 

codante de ce transgène ; ce choix étant basé sur l’hypothèse que la mutation P301S est 

caractérisée, chez l’homme, par un début de pathologie précoce (Bugiani et al., 1999; 

Sperfeld et al., 1999; Yoshiyama et al., 2007) et qu’une double mutation conduirait à 

l’apparition d’une pathologie de façon plus rapide. L’expression de ce transgène a été placée 

sous le contrôle d’un promoteur post-natal Thy1.2 pour 1) éviter d’interférer avec la 

maturation du SNC embryonnaire et 2) permettre une expression centrée sur les cellules 

neuronales (Hirrlinger et al., 2005; Vidal et al., 1990). 

Afin de s’affranchir des troubles moteurs observés dans les précédents modèles 

transgéniques (Tableau 4, p.53), associés à une expression du transgène dans les 

motoneurones de la moelle épinière et en raison d’un fort pouvoir du promoteur Thy1.2 à 

s’exprimer dans ces mêmes motoneurones, une sélection du fondateur de la lignée Thy-Tau22 

a été nécessaire. Cette sélection a été basée sur le taux d’expression du transgène et sur 

l’absence de son expression dans la moelle épinière. 

 

1.3.2 Analyse spatiale et temporelle de l’expression de la 

pathologie Tau dans les souris Thy-Tau22 

Après sélection, l’analyse de l’expression du transgène a montré que la lignée Thy-Tau22 

présentait une forte expression de Tau centrée autour des territoires cérébraux qui dégénèrent 

au cours de la MA à savoir : le cortex et l’hippocampe. En effet, comme attendu, l’analyse 

réalisée au niveau de la moêlle épinière n’a montré l’expression du transgène qu’à l’état de 

traces et insuffisante pour générer une pathologie dans la moêlle épinière. 

 

L’analyse de la pathologie Tau a été réalisée par une double approche 

immunohistochimique et biochimique afin de caractériser cette pathologie à la fois dans 
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l’espace et dans le temps. L’analyse conjointe de ces résultats montre que la pathologie, 

caractérisée au niveau moléculaire par l’apparition de sites d’hyperphosphorylation (AT8, 

AT180, AT270, AP422, pS396, pS404, AD2) (Figure 18A et C, p.64) et de sites de 

phosphorylation anormale (AP422, AT100) spécifiques de la MA, débute de façon précoce 

chez les souris hétérozygotes (à partir de 3 mois) dans le champ CA1 de l’hippocampe. Au 

cours du temps cette pathologie s’étend à d’autres régions cérébrales (CA3 de l’hippocampe, 

striatum, bulb olfactif, cortex occipital, noyau thalamique ventral, amygdale, et cortex 

entorhinal) et la protéine Tau apparait sous une conformation anormale, visualisée en 

immunohistochimie par l’anticorps MC-1. 
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Figure 18 : Caractéristiques principales de la pathologie Tau observée dans la lignée de souris transgéniques 
Thy-Tau22 : 

(A) Hyperphosphorylation et phosphorylation anormale observée au cours du vieillissement des souris 
transgéniques par analyse monodimensionnelle suivie d’une immunoempreinte des épitopes 
d’hyperphosphorylation et de phosphorylation anormale. (B) Purification au sarkosyl et analyse de la fraction 
insoluble de Tau par analyse monodimensionnelle et immunoempreinte de la protéine Tau phosphorylée 
(AD2 : pS396-pS404) et de la protéine Tau Totale. (C-D) Aspects histologiques des lésions neurofibrillaires dans 
le champ CA1 de l’hippocampe des souris transgéniques Thy-Tau22 au cours du vieillissement, (C) 
Immunohistochimie de la protéine Tau phosphorylée aux S396 et S404. (D) Imprégnation argentique des 
agrégats de protéines Tau par la technique du Gallyas. (E) Aspects ultra-structuraux en microscopie 
électronique à transmission des agrégats de protéines Tau organisés sous la forme de filaments analogues aux 
PHFs humains. 

De façon parallèle, l’utilisation de techniques d’imprégnation argentique spécifiques de 

structures en feuillets -plissés (marquage de type Gallyas), montre l’apparition concomitante 
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de matériel protéique agrégé (Figure 3 D-F de l’article, Figure 18D, p.64). Cette agrégation 

analysée par une approche ultra-structurale en microscopie électronique à transmission 

montre que ce matériel agrégé prend la forme de filaments de structure analogue à celle des 

filaments de Tau retrouvés dans les cerveaux de patients atteints de la MA (Figure 5 de 

l’article et Figure 18E, p.64). De plus, des techniques de purification du matériel protéique 

insoluble (préparations sarkosyl) ont permis d’isoler une fraction de Tau de masse 

moléculaire apparente plus élevée et égale à 69 kDa (Figure 18B, p.64). Cette fraction 

également mise en évidence par analyse monodimensionnelle et immunoempreinte des 

homogénats totaux de cerveau de souris, apparaît dès 6 mois et correspond à une fraction 

insoluble de Tau hyperphosphorylée et anormalement phosphorylée (Figure 4A de l’article et 

Figure 18A,B, p.64). 

 

Enfin, l’analyse de la densité cellulaire par une coloration de Nissl au crésyl violet, ou une 

imprégnation nucléaire au DAPI, révèle une diminution importante de la densité cellulaire 

dans la couche cellulaire de la corne d’Ammon, au cours du vieillissement de ces souris. Cette 

couche cellulaire étant constituée majoritairement de neurones, la perte cellulaire observée 

dans cette couche reflète ainsi la perte neuronale dans l’hippocampe qui est significative à 12 

mois (Figure 6 de l’article) et qui apparaît après la présence d’une pathologie Tau (déterminée 

sur des critères de dérégulation de la phosphorylation et d’agrégation). 

 

1.3.3 Conséquences fonctionnelles de la pathologie Tau 

Pour étudier les conséquences de cette pathologie Tau sur les capacités mnésiques des 

souris Thy-Tau22, nous nous sommes assurés, au préalable, que la très faible expression du 

transgène au niveau de la moelle épinière ne provoquait pas de troubles moteurs. En effet, les 

tests d’investigation de la mémoire dans les modèles murins sont basés sur des tests 

comportementaux faisant intervenir les capacités motrices.  

L’analyse des résultats des tests moteurs présentés dans la Table 2 de l’article montre, 

comme attendu, que les souris Thy-Tau22 ne présentent aucun trouble moteur pouvant 

interférer avec la réalisation des tests comportementaux (Table 2 de l’article). 

 

Pour l’investigation des capacités mnésiques de ces souris deux types de test ont été 

réalisés :  

 un test de mesure de l’anxiété : Labyrinthe en croix surélevé (Plus Maze) 
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 un test de mesure de l’apprentissage et de la mémoire spatiale : Piscine de Morris 

(Morris Water Maze) 

  

L’analyse conjointe des résultats de ces deux tests mène à la conclusion que les souris 

Thy-Tau22 présentent des troubles du comportement. Ces derniers sont caractérisés par des 

troubles de l’anxiété dans le labyrinthe en croix apparaissant dès l’âge de 6 mois (Figure 9 de 

l’article) et qui pourraient être reliés à une dégénérescence de l’amygdale, une structure très 

impliquée dans l’anxiété. L’analyse des performances des souris au test de la piscine de 

Morris, une tâche de mémorisation spatiale dépendante principalement du réseau neuronal de 

l’hippocampe, montre un déficit d’apprentissage des souris Thy-Tau22 mais également un 

déficit de mémorisation spatiale dès l’âge de 10 mois (Figure 10 de l’article). Ces résultats 

pourraient être reliés à la perte neuronale observée dans l’hippocampe et à la diminution de 

transmission synaptique globale dans l’hippocampe, mise en évidence par des techniques 

électrophysiologiques (Figure 8 de l’article). 

 

En conclusion, ce travail a abouti au développement et à la caractérisation d’une nouvelle 

lignée de souris transgéniques Thy-Tau22 qui présente une pathologie Tau, sans manifester de 

troubles moteurs, et ce jusqu’à un âge avancé. Cette caractéristique spécifique du modèle tient 

à la sélection spécifique d’un fondateur de lignée ne présentant pas d’expression de Tau au 

niveau de la moelle épinière. En effet, la sélection d’un autre fondateur, présentant une 

expression de Tau, au niveau de la moelle épinière, a conduit à l’établissement d’une seconde 

lignée appelée Thy-Tau30 qui montre un phénotype différent avec l’existence d’importants 

troubles moteurs (Annexe 3, p.135). D’après nos analyses, ces déficits moteurs sont 

provoqués par une atrophie musculaire, secondaire à une axonopathie observée au niveau de 

la moelle épinière et des nerfs périphériques (Figure 1 et 2 de l’article en Annexe 3, p.135). 

De plus, il est intéressant de noter que cette axonopathie apparaît de façon précoce et 

antérieure à la DNF. Ces résultats, qui sont à rapprocher de ceux obtenus dans des modèles 

murins de surexpression de protéines Tau sauvages et certains modèles murins de DNF 

(Lewis et al., 2000) où une axonopathie est également observée, appuient ainsi l’hypothèse 

que l’axonopathie observée dans ces modèles ne serait qu’une conséquence de la 

surexpression de la protéine Tau, connue pour altérer le transport axonal (cf §1.2.2.1.a, p.13). 

Enfin l’analyse comparative des lésions neurofibrillaires observées chez ces souris 

transgéniques, révèle, de façon intéressante, des différences dans la constitution moléculaire 
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entre les lésions observées dans l’hippocampe et celles de la moelle épinière avec notamment 

la participation des neurofilaments dans la formation des lésions spinales (Figure 11 et 12 de 

l’article en Annexe 3, p.135). Ces résultats suggèrent ainsi que les mécanismes de formation 

de ces lésions pourraient être différents en fonction du contexte neuronal. 

 

Enfin, la sélection spécifique de notre modèle Thy-Tau22, nous a permis de mettre en 

évidence des déficits de l’apprentissage et de la mémorisation dans un exercice de mémoire 

spatiale hippocampo-dépendante, au cours du vieillissement de ces souris transgéniques. 

Cette association entre DNF et troubles cognitifs a été confirmée par la suite dans deux 

modèles murins récents ne présentant pas de troubles moteurs (Murakami et al., 2006) et JSW 

research 2007
1
) et d’autres modèles murins dans lesquels certains tests comportementaux 

avaient été réalisés avant l’apparition des troubles moteurs (Arendash et al., 2004; Pennanen 

et al., 2006; Ramsden et al., 2005; Santacruz et al., 2005). Ainsi, la capacité d’investigation 

des troubles cognitifs, qui représentent le phénotype terminal d’un modèle d’étude de 

pathologies à troubles de mémoire, confère à ce modèle une place indispensable dans 

l’évaluation des stratégies thérapeutiques sur l’amélioration des performances cognitives. En 

outre, ce modèle présente une pathologie Tau bien caractérisée et séquentielle, avec une 

dérégulation de la phosphorylation de Tau, une agrégation de Tau et une perte neuronale, 

centrées sur l’hippocampe et le cortex. Il représente ainsi un modèle physiopathologique 

pertinent qui permettra d’étudier et/ou de valider de nouvelles hypothèses étiopathogéniques 

impliquées dans la cascade d’événements menant à l’agrégation de Tau et/ou à la mort 

neuronale. Ces hypothèses seront au préalable identifiées dans des systèmes cellulaires plus 

simples mais mieux adaptés à la manipulation moléculaire et aux études exploratoires. 

                                                 
1
http://www.jswresearch.com/fileadmin/media/pdf/mThy1-hTAU441_Flyer_06.06neu.pdf 
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2 Modifications anormales de Tau et modèles cellulaires 

Afin d’étudier le rôle de la phosphorylation dans l’agrégation de Tau et/ou la mort 

neuronale, nous avons développé des modèles cellulaires simples consistant à 1) utiliser des 

constructions de Tau mutées connues pour augmenter le caractère agrégatif de Tau ou 2) 

moduler la phosphorylation de Tau par le biais d’une kinase neuronale : la Cdk5. 

Néanmoins, pour rester dans un système proche du neurone humain, ces modèles 

cellulaires ont été développés dans des cellules SH-SY5Y qui dérivent d’un neuroblastome 

humain et présentent l’avantage d’être différenciables en cellules de type neuronal après un 

traitement d’une semaine par un facteur de croissance neuronal : le NGF. 

 

2.1 Modèle de neuroblastome exprimant des Tau mutées DFTP-17 

2.1.1 Objectifs 

Si la découverte des mutations DFTP-17 a été à l’origine du développement de modèles 

de DNF in vivo, de nombreuses études se sont portées sur le développement de modèles 

cellulaires d’agrégation de Tau. En effet, l’obtention d’un tel modèle se révélerait être un outil 

de choix pour l’étude des mécanismes moléculaires menant à l’agrégation de Tau et du lien 

entre agrégation de Tau et mort neuronale. Mises à part deux études récentes, basées sur la 

surexpression des construction moléculaires particulières de Tau et ne correspondant à aucun 

processus physiopathologique (Iliev et al., 2006; Khlistunova et al., 2006), l’essentiel des 

études se sont portées sur la surexpression de protéines Tau mutées. Les résultats obtenus 

dans ces modèles montrent que les mutations ne sont pas capables, à elles seules, de 

provoquer l’agrégation de Tau telle qu’elle est observée dans les modèles murins. Cependant, 

ces études ont été réalisées dans des modèles cellulaires hétérologues ou des cellules 

humaines « non-neuronales » (cf.§3.2.1.2, p.53). Notre objectif a donc été de 1) développer un 

nouveau modèle cellulaire, surexprimant des protéines Tau mutées dans un contexte cellulaire 

proche de celui d’un neurone humain et 2) d’étudier, dans ce contexte, l’effet de deux 

mutations de Tau (P301S ou S305N) sur sa phosphorylation et son agrégation. 

 

 

 



  Résultats 

69 

 

2.1.2  Résultats 

Les résultats de ce travail sont présentés dans le manuscrit qui fait l’objet d’une 

publication en préparation :  

 

Alexis Bretteville, Kunie Ando, Katharina Schindowski, Séverine Bégard, Anne Loyens, 

André Delacourte, Jean-Claude Beauvillain, Nicolas Sergeant, Malika Hamdane and Luc 

Buée. Bi-dimensional analysis of Tau mutants reveals specific phosphorylation pattern 

linked to very early steps of Tau nucleation. 



Bi-dimensional analysis of Tau mutants reveals specific phosphorylation pattern linked to 

very early steps of Tau nucleation. 
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Abstract 

 

Alzheimer’s disease and a group of pathologies so called Tauopathies are mainly 

characterized by aggregates of Tau proteins. Cells models could be helpful for exploratory 

studies on factors involved in Tau aggregation. With the discovery of FTDP-17 Tau mutations, 

many unsuccessful attempts have been done to modelise Tau aggregation. As almost of these 

studies have been done in “non-neuronal” human cells, we undertook the establishment and 

characterisation of new “human neuronal like” cell lines. These models stably overexpress 

either 4-repeat (4RTau) full length WT Tau or mutated Tau bearing FTDP-17 mutations 

(P301S or S305N). Analysis of differentiated SH-SY5Y cells cytoskeleton, revealed that 

overexpression of 4RTau leads to a dramatic remodelling of microtubule network without any 

proper effect of mutations. However, a novel approach of Tau phosphorylation analysis by 2D 

electrophoresis highlights that unlike WT Tau, mutated Tau displayed a different 

phosphorylation pattern linked to conformational changes and very first steps of Tau 

nucleation. Moreover, this model will be a suitable model to investigate other factors involved 

in molecular pathways leading to whole Tau aggregation and its related neuronal death. 

 

 



Introduction 

 

Tau aggregation is one of the key features common to a group of neurodegenerative diseases, 

including Alzheimer’s disease, called Tauopathies. Even if Tau, in these pathologies, is 

always found aggregated and hyperphosphorylated, the question of whether the 

phosphorylation alone or in combination with others factors trigger Tau aggregation is still 

debated. The discovery in 1998 of Tau mutations associated with Frontotemporal Dementia 

with Parkinsonism linked to chromosome 17 (FTDP-17), has allowed for generating Tau 

aggregation models. In this way, many animal models and especially Tau transgenic mice are 

well known to show a Tau pathology characterized by abnormal phosphorylation and Tau 

aggregation [1-5] ; and for review [6]. Beside these animal models, many attempts have been 

done to generate cell systems which could recapitulate molecular key features of Tau 

pathology and then could be more appropriate to carry exploratory studies on events involved 

in Tau aggregation. Two recent studies with specific Tau constructs showed an abnormal Tau 

behaviour in cells. The first study based on overexpression of N-terminal half truncated Tau 

bearing K280 mutation showed an increase in Tau aggregation [7]. The second one showed 

that breaking specific motifs localised in microtubule binding repeats [8] rapidly induce Tau 

aggregation associated to appearance of phosphoepitopes observed in AD-Tau pathology. 

These models are interesting to test pharmacological approaches against Tau aggregation and 

suggest some hypothesis on Tau aggregation but it is not clear that full-length Tau without 

these additional mutations follows the same process of aggregation. Indeed, several strategies 

based on either pharmacological treatments with okadaic acid and Hydroxy-nonenal [9] or 

overexpression of Tau bearing FTDP-17 mutations have been developed (for review [10]). 

Most of these models with full-length WT or mutated Tau fail to recapitulate the whole 

hallmarks of AD-Tau pathology. As almost of these studies have been done in either non-



human cells or in “non-neuronal” human cells (i.e. proliferating cells), this lack of Tau 

pathological modifications could be explained by differences in molecular contents (i.e. 

kinases) between neuronal and non-neuronal cells. Then, we undertook Tau phosphorylation 

and Tau aggregation analyses of 4RTau bearing FTDP-17 mutations in a neuronal cell context. 

In this study, we report development and characterisation of new differentiated human 

neuroblastoma cell lines. These stable cell lines inducibly overexpress Wild-type Tau or two 

mutants Tau (P301S or S305N) which we previously described as displaying opposite effects 

regarding Tau binding to microtubule in vivo [11], overriding hence proper effects of 

mutations on Tau microtubule function. 

 



Materials and methods 

 

cDNA constructs and Site-directed Mutagenesis 

 

The Tau cDNA coding for the human 412 amino acids 4-Repeat (4R) isoform (human Tau46, 

cloned from the human brain) was a kind gift from M. Goedert (Medical Research Council 

Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, UK). A polymerase chain reaction (PCR)-

based site-directed mutagenesis (STRATAGENE, The Netherlands) was used to generate two 

distinct constructs coding for the 4RTau P301S or the 4RTau S305N mutant. The Wild-type 

and the mutated cDNA constructs were sequenced and inserted in the tetracycline inducible 

mammalian expression T-REX vector pcDNA4/TO © (INVITROGEN, France) (Fig.1). 

 

Cell Culture of human Neuroblatoma SH-SY5Y and stable transfection 

 

Human SH-SY5Y cell line over expressing tetracycline repressor was used as previously 

described [12] for transfections using ExGen500 (EUROMEDEX, France) according to the 

manufacturer’s instruction. Stable cell lines were generated by transfection of the empty 

pcDNA4/TO alone or containing WT or mutated Tau cDNAs and by selection in presence of 

100 µg/ml Zeocin (INVITROGEN). The isolated clones were maintained in Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium supplemented with 10% Foetal Calf Serum, 1mM non-essential 

amino acids, 2mM (L)-Glutamine, 50 U/mL penicillin/streptomycin at 37°C, 100 µg/ml 

Zeocin and 5 µg/ml Blasticidin in a 5% CO2 humidified incubator (all provided by 

INVITROGEN). For differentiation, cells were maintained for 7 days in DMEM/F12 medium 

supplemented with 2mM L-glutamine, 50U/mL penicillin/streptomycin, 7 µg/mL 

progesterone, 1% Insulin/Transferrin/selenium (INVITROGEN) and 5 ng/ml -NGF 



(REPROTECH INC., TEBU, France). Medium was replenished every 3 days. For induction 

of transgenes expression, cells were maintained in medium with 1µg/ml tetracycline [12]. 

 

Cell toxicity assay 

 

Proliferating cells were seeded in 96-well plate (2000 cells/well) and tetracycline was added 

in medium for 1, 2 or 3 days. Cytotoxicity assays were performed by measurement of lactate 

deshydrogenase (LDH) release according to the manufacturer’s instructions (Cyto Tox96; 

PROMEGA, France). Each measure was done in triplicate. 

 

Immunofluocytochemistry 

 

Cells were differentiated on poly-L-Lysine coated chamber CultureSlides
TM

 (BD 

BIOSCIENCES, Belgium). After treatments, cells were fixed in methanol at -20°C for 15 mn 

and permeabilized with 0.25 % Triton X-100 (SIGMA) in PBS. After blocking in 2% (w/v) 

BSA for 1 hour at room temperature, slides were incubated overnight with primary antibody 

according to Table 1. After washing, secondary antibodies, Alexa Fluor 488 anti-mouse IgG 

or Alexa Fluor 568 anti-rabbit IgG were used. Nucleus staining was obtained by incubating 

slides with 1µM TO-Pro3 solution (all from MOLECULAR PROBES/INVITROGEN) for 20 

minutes followed by three times washes. Slides were mounted with Vectashield (Vector 

laboratories, Abcys, France). Negative controls were obtained by incubating slides with 

secondary antibodies alone. No cross reactions were detected neither by incubating mouse 

secondary antibody with rabbit primary antibody or by incubating rabbit secondary antibody 

with mouse primary antibody. Finally, images were acquired with a Leica TCS NT laser 

scanning confocal microscope. 



Electron microscopy and Gold-immunolabeling 

 

After treatments, cells were harvested in MES buffer (0.1M MES, 2mM MgCl2, 0.5M EGTA, 

1mM NaCl, pH 6.5) with complete protease inhibitors (ROCHE APPLIED SCIENCE, 

France) and phosphatase inhibitors : 125 nM okadaic acid (SIGMA-ALDRICH, France). 

Cells lysates were obtained in a dounce homogenizer and collected on perlodion coated 

nickel-200 mesh grids. After 10 mn blocking with 1% gelatine-PBS at room Temperature, 

grids were incubated with TauCter 1902 antibody diluted in PBS according to Table 1. After 

washing, colloidal gold (18 nm) labeled goat anti-rabbit immunoglobulins were used. Finally, 

counterstaining was made in 4% uranyl acetate in H2O. Observations were done with a Zeiss 

9025 electron microscope at high magnification (20 000X). 

 

Western Blotting 

 

Cells were harvested in modified RIPA buffer (50 mM Tris, pH 7.4, 1% Nonidet P-40, 1% 

Triton X-100, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) with Complete Mini protease inhibitors (ROCHE 

APPLIED SCIENCE) and 125 nM okadaic acid, sonicated, and homogenized 1 h at 4 °C. 

Total proteins concentration was determined by the BCA assay Kit (PIERCE, Perbio, France). 

Samples were mixed to LDS Sample Buffer containing a reducing agent and then boiled at 

100°C for 10 minutes, as recommended by the manufacturer (INVITROGEN). For 1D gel 

analysis, 10 µg of total proteins were loaded onto a 10% acrylamide gel (NuPAGE® 

INVITROGEN), blotted onto nitrocellulose or polyvinylidene difluoride membranes (Hybond 

and Hybond-Phosphate from AMERSHAM/GE HEALTHCARE, France).  

For two-Dimensional (2D) gel electrophoresis 100 µg of total proteins were dissolved in 

400µl of 2D electrophoresis buffer (7M urea, 2M thiourea, 4% (v/v) Triton X-100, 20mM 



dithithreitol and 0.6% (v/v) pharmalytes). Sonicated samples were loaded on immobilized pH 

gradient ReadyStrip IPG strip 3-10 (BIORAD, France), isoelectrofocused with the Protean 

IEF cell (BIORAD) by applying a total of 75kV/h, according to the manufacturer’s 

instructions (all compared samples are processed in the same run of isoelectrofocalisation). 

The IPG strips were then equilibrated three times (15mn each) in a Laemmli Buffer (25 mM 

TrisHCl, 20 mM DTT, 10% Glycérol, 5% SDS, 0.05% Bromophenol Blue, pH 6.8). The IPG 

strips were layered onto a 10% Tris-Glycine Polyacrylamide Gel, SDS-PAGE was performed 

with a Protean II Xi Cell (BIORAD) and blotted onto nitrocellulose or polyvinylidene 

difluoride membranes with Criterion Blotter (BIORAD) as recommended by the manufacturer. 

Immunoblots alignment was performed by alignment of no specifically products revealed by 

secondary antibody. 

 

Membranes were blocked and incubated with the appropriate antibody according to Table 1 

and then incubated with a Horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (Goat anti-

rabbit A4914 from SIGMA-ALDRICH and Horse anti-mouse from Vector Laboratories. 

Finally, the peroxidase activity was revealed with the ECL detection kit and visualized with 

Hyperfilm™ ECL™ (AMERSHAM/GE HEALTHCARE).  

 

Cell Fractionation into Cytosol and Microtubule Fractions 

 

After treatments, an equivalent number of mock and 4RTau overexpressing cells was 

recovered at 37°C in equal volumes of warmed lysis buffer (80 mM Pipes, pH 6.8, 1mM 

MgCl2, 2 mM EGTA, 30% glycerol, 0.1% Triton X-100) with protease inhibitors and okadaic 

acid. After ultracentrifugation (100,000 g at 21 °C) for 30 min, supernatants were collected as 

cytosolic fractions. The remaining pellets were resuspended by sonication in ice-cold 



modified RIPA buffer with protease inhibitors and okadaic acid and homogenized for 1 hour 

at 4°C, in a volume equal to that of cytosolic fractions and then centrifuged at 12,000 g (4°C) 

for 20 min. Supernatants were recovered as microtubule fractions. Protein concentration was 

determined using the BCA assay Kit (PIERCE, Rockford, IL, USA) and samples were then 

mixed to LDS buffer containing a reducing agent (INVITROGEN) and boiled at 100 °C for 5 

min; equivalent volumes from a equal cell number were loaded on SDS-PAGE and analyzed 

by immunoblotting. 

 

Tau dephosphorylation In Vitro  

 

After 48 hours of tetracycline induction, cells were harvested into an ice-cold NP-40 lysis 

buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% NP-40) supplemented 

with protease inhibitors. Amount of total proteins was determined using the BCA kit and 100 

µg of total proteins were incubated at 37°C, for 80 minutes with protein phosphatase in 

reaction buffer (2 mM MgCl2, NEB reaction buffer 1X) as recommended by the manufacturer 

(New England Biolabs, Ozyme, France) [13]. Dephosphorylation was stopped on ice and In 

Vitro dephosphorylated products were immediately mixed to LDS Sample Buffer for 1D 

analysis or dissolved in a 2D electrophoresis buffer for 2D analysis, as previously described. 



Results 

 

Characterisation of stable inducible SH-SY5Y over expressing 4RTau 

 

In previous studies, we showed that, compared to 3RTau, overexpression of 4RTau increased 

susceptibility of SH-SY5Y neuroblastoma cells to cell death [14]. Moreover, during SY5Y 

differentiation, neuritic processes formation is dependent on microtubule dynamic. Then, to 

avoid both 4RTau toxicity and interference of 4RTau with SY5Y differentiation, we 

undertook establishment of stable cell lines using an inducible system. As shown in Fig.2A, at 

low exposure, endogenous Tau immunoreactivity was not observed. Conversely, in non-

induced 4RTau cell lines (0h of tetracycline induction), a low basal expression of exogenous 

Tau proteins due to a leak of the inducible expression system, was observed. However, after 

24 to 48 hours of tetracycline induction, we observed a 4RTau expression level which raised a 

4 (WT Tau and P301S Tau) to 6-fold (S305N Tau) increase after 48 hours of tetracycline 

induction (Fig.2B). Due to previous data showing that 4RTau overexpression increased 

susceptibility of SH-SY5Y neuroblastoma cells to cell death [14], we performed an LDH 

assay to determine the time-laps that allows analysis without any interferences of cell death. 

Measurement of lactate dehydrogenase (LDH) release did not show any toxic effect of all 

transgenes until 48 hours of tetracycline induction. However, a small increase of LDH release 

was observed after 72 hours of induction in all cell lines. 

 

Analysis of FTDP-17 mutations effects on Tau-microtubule network 

 

FTDP-17 mutations have been classified regarding their functional effects on microtubule 

polymerisation in vitro [15, 16]. Moreover, we have previously confirmed these functional 



effects in an in vivo assay by analysing Xenopus Laevis oocyte maturation [11]. In this regard, 

we herein assessed functional consequences in our SH-SY5Y models of two FTDP-17 

mutations (P301S and S305N) known to have opposite effects on microtubule binding. First, 

we performed cell fractionation into cytosol fraction which contains free Tau and Microtubule 

fraction which contains the microtubule associated Tau as assessed by acetyl- -tubulin 

immunoreactivity [12]. Analysis of these fractions was performed by immunoblotting (Fig.3) 

and immunoreactivity of Tau in each fraction was quantified. Representation of Tau 

immunoreactivity distribution as percentage of each fraction (Fig.3B) revealed that majority 

of Tau proteins (60%) were not bound to microtubules at 24 hours of tetracycline induction in 

WT Tau cell line. Analysis of mutated 4RTau repartition in P301S and S305N cell lines at 24 

and 48 hours of tetracycline treatment did not show any significant difference in comparison 

to WT ones. Moreover, P301S and S305N 4RTau showed a similar repartition profile even 

after 48 hours of transgenes induction.  

 

To determine the cellular consequences of this Tau repartition, we analysed microtubule 

network of differentiated cells (Fig.4) by immunocytochemistrys assays. Analysis of acetyl- -

tubulin staining (Fig.4B, E, H and K) in both WT 4RTau and mutant 4RTau cell lines, 

revealed that we observed a drastic remodelling of cell cytoskeleton characterised by 

appearance of specific features which were called “bundles” (Fig.4M to O white arrows). 

However, these characteristic figures are never observed in mock cells. Beside that, analysis 

by confocal microscopy showed that WT 4RTau and mutant 4RTau proteins totally co-

localised with these bundles (Fig.4F, I and L), as can be viewed at higher magnification 

(Fig.4M, N and O).  



Altogether, these data seem to show, in our cell system, that we did not observe any effects of 

mutated 4RTau in comparison to WT 4RTau. Moreover, in our cell system, we did not reveal 

any differences between P301S and S305N mutants regarding microtubule function. 

 

Tau aggregation analysis by electronic microscopy 

 

The second main key feature of Tau pathology is characterised by Tau aggregates. To date, no 

cellular model have shown Tau aggregates similar to Paired-Helical Filaments observed in 

pathological human brains or Tau transgenic mice. To assess “pathological” consequences of 

Tau mutations in a human neuronal cell context, lysates from differentiated cells were 

analysed by immunogold labeling electron microscopy. Results obtained showed a Tau 

labeling which is only “clustered” on opaque structures, in mutant 4RTau cell lines (Fig.5C 

and D: black arrows). These structures are specific to mutated 4RTau cell lines since they are 

never observed neither in Mock or WT 4RTau cell lines. However, as previous cellular 

models described, these structures do not look like PHFs, suggesting that just a starting point 

of Tau nucleation could be observed in our cell system. 

 

Analysis of Tau phosphorylation 

 

To analyse mutations effects on Tau phosphorylation, we monitored Tau phosphorylation by 

two approaches. First, a classical approach of 1D gel electrophoresis and immunoblotting of 

some phosphorylation epitopes found dysregulated in Tau pathology was done (Fig.6). 

Analysis of AT270, AT180 and 12E8 epitopes showed no immunoreactivity increase in 

mutated 4RTau cell lines in comparison to WT ones but rather a decrease in phosphorylation 

which is more important for AT180 and 12E8 epitopes. Beside that, immunoblots with 



antibodies directed against abnormal phosphorylation sites did not show any Tau abnormal 

phosphorylation (Data not shown) in all cell lines even after 48 hours of tetracycline induction.  

 

To further investigate Tau global phosphorylation state, we performed 2D electrophoresis 

followed by an immunostaining with Tau-exon10 antibody to reveal total exogenous 4RTau 

(Fig.7A). Analysis of 2D electrophoresis immublotting revealed about 10 species of Tau 

isovariants which are distributed on three molecular weight levels for the most acidic ones 

(for both WT and mutated 4RTau). Besides that, isovariants for both P301S and S305N 

mutations are found proportionally at higher isoelectric point (pI) than WT 4RTau isovariants. 

More interestingly, we observed that P301S and S305N isovariants displayed a higher 

molecular weight than WT ones at basic pI. This shift, characterised by an increase in 

isovariants number of mutated 4RTau on high molecular weight levels (Fig.7A: black arrows) 

and associated to a decrease of mutated 4RTau isovariants on low molecular weight levels, is 

indicative of a significant difference between WT and mutated 4RTau.  

 

In vitro Tau dephosphorylation 

 

To determine whether Tau phosphorylation was responsible for the molecular weight “shift” 

of mutated Tau isovariants, we performed in vitro Tau dephosphorylation by -phosphatase. 

To control efficiency of this dephosphorylation we, first, performed a classical approach of 

1D-electrophoresis followed by immunoblotting with antibodies directed against different 

phopshoepitopes. As shown in Fig.7C, we observed a complete dephosphorylation at AD2 

epitope after treatment with -phosphatase. Beside that, immunoblot with a total Tau antibody 

revealed a thin “down shift” of mutated 4RTau treated with -phosphatase in 1D (compared 



to untreated ones). This “down shift” is also observed for dephosphorylated WT 4RTau, but 

to a lesser extent.  

Analysis of dephosphorylated Tau by 2D-electrophoresis and immunoblotting with exon10 

antibody showed that all isovariants for both WT and mutated 4RTau are displaced to high 

basical pI (Fig.7B in comparison to none dephosphorylated ones (Fig.7A). More importantly, 

we observed that the molecular weight “shift” of mutated 4RTau isovariants described above, 

is completely abolished after treatment by -phosphatase. Altogether, these data proved 

clearly that, compared to WT 4RTau, mutated 4RTau displayed a difference in 

phosphorylation pattern which is responsible for a substantial molecular weight “shift”. 

 



Discussion 

 

FTDP-17 mutations have been at the starting point of modelling Tau aggregation in vivo. 

However, almost all studies achieved in cell models fail to elucidate physiopathological 

mechanisms underlying Tau aggregation. Here, we report a new model overexpressing either 

WT or mutated 4RTau bearing two FTDP-17 mutations to investigate molecular events which 

trigger Tau aggregation in a “neuronal like” cell context. Those mutations were reported as 

having opposite effects regarding microtubule binding [11, 15, 16] and hence we chose an 

inducible system to avoid interferences of transgenes overexpression with differentiation 

process. Analysis of microtubule network in all 4RTau cell lines show a drastic microtubule 

network remodelling with appearance of characteristic features of stacking microtubules so 

called “Bundles” in agreement with several studies [17-21]. More importantly, we did not 

observe, by cytosol/microtubule fractionation, any proper effects of both mutations on 

microtubule binding since WT 4RTau showed the same results. These data suggest that the 

expected effect of mutations is masked by overexpression of 4RTau that is known to display a 

high capacity to bind microtubules in differentiated neuroblastoma cells. That may blocks 

microtubule dynamic and then induces “bundles” formation itself. Indeed, on the one hand, 

introducing S305N mutation (known to increase Tau-microtubule binding) does not show any 

adding effect because of the high intrinsic effect of WT 4RTau to bind microtubules. On the 

other hand, introducing P301S mutation, with an opposite effect, is likely not sufficient to 

abolish this binding capacity of 4RTau and therefore does not induce any 4RTau 

delocalization from microtubule to cytosol. These results confirm previous studies of Lu and 

Kosik who shown mutation effects on microtubule binding only when FTDP-17 mutants 

4RTau are co-expressed with WT 4RTau. Moreover, these authors shown that WT 4RTau co-

expressed with WT 3RTau is able to displace WT 3RTau from microtubule to cytosol [22] 



suggesting that in our model, 4RTau is responsible for this “bundle” phenotype independently 

of borne mutation. Finally, we observed that majority of Tau (in excess) accumulates in 

cytosol. As this accumulation is considered as a first step of Tau aggregation in “the Tangle 

Hypothesis” [23], we undertook analysis of Tau aggregation by an electron microscopy 

approach in our models. The lack of a tangle like pathology, as observed in transgenic mice 

models, confirms results from a long list of previous models which have never clearly shown 

the existence of such filaments in heterologous and human cells. However, as described in 

neuroglioma H4 cells [17], we observed some Tau clustering structures which could 

correspond to very early starting points of Tau nucleation. These data likely suggest that some 

additional factors could be involved in Tau aggregation and then would be required to trigger 

the whole tangle pathology.  

Moreover, abnormal phosphorylation was not detected in our model and analysis of some 

major phosphoepitopes by a classical approach of immunoblotting of 1D SDS-PAGE revealed 

either no increase or a decrease of mutants 4RTau phosphorylation at some epitopes. These 

data are coherents with previous studies which report non significant increase (for review 

[10]) or a decrease of Tau phosphorylation for some FTDP-17 Tau mutants such as R406W 

mutation [11, 24]. To further study Tau modifications, we report in the present a new analysis 

approach of Tau phosphorylation by 2D electrophoresis. This kind of approach revealed that 

FTDP-17 mutated 4RTau were differentially phosphorylated than WT 4RTau. This difference 

in phosphorylation is characterised by a basical Tau isovariants which confirm, in our cell 

system, that mutants 4RTau are globally less phosphorylated. More importantly, mutated 

4RTau isovariants showed a different 2D-migration pattern characterised by a migration delay 

of mutated Tau in SDS PAGE which is abolished following dephosphorylation. This “shift” 

could be due to specific mode of Tau phosphorylation so called “mode I” described by 

Lindwall and col. [25]. In this study, authors suggested, as described before for Histone H1 



[26], that some unphosphorylated Tau contains domains resistant to SDS which remain under 

a folded state and migrate rapidly in SDS electrophoresis. Phosphorylation of a cluster of 

epitopes located in these domains could lead to conformational changes and to unfolding of 

these domains responsible for appearance of a “longer” Tau form which could migrate slower 

in SDS-PAGE.  

Altogether, our data suggest that P301S and S305N 4RTau mutants exist under a particular 

phosphorylation state. Moreover, this work brings a new insight on Tau phosphorylation. Bi-

dimensional analysis suggests that site-specific phosphorylation needs further complementary 

analysis. More importantly, Tau mutations may both change distribution of phosphate groups 

and generate “clusters of phosphorylation” by differential accessibility to 

kinases/phosphatases. Finally, this work could raise a common mechanism for several FTDP-

17 mutations such as R406W mutation which could act through the dysregulation of Tau 

phosphorylation ultimately leading to conformational changes. However, we cannot exclude 

the fact that mutations themselves induce some conformational changes responsible for a 

differential accessibility to kinases/phosphatases which lead, in turn, to a difference in Tau 

phosphorylation state. Besides that, appearance of structures of Tau nucleation associated to 

these conformational changes suggest that our model show a very early step in the tangle 

pathology time course and will be very useful to identify other factors which are needed to 

trigger the whole Tangle pathology. 
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Figure legends 

 

Table 1: Antibodies used in the present study. 

 

Figure 1: Schematic representation of full-length Human 4-Repeat Tau (4RTau) 46 with 

412 amino acids (exon 2+, 3-, 10+). Alternative exons included are symbolised by grey 

boxes and microtubule tandem-repeat by hatched blocks. Mutated amino-acids are indicated 

(underlined letter). Transgenes expression is under a Cytomegalovirus immediate-early 

Promoter and 2 Tetracycline operator sites (2X Tet0p) provided by mammalian expression 

vector pcDNA4/TO©. 

 

Figure 2: Comparative analysis of transgenes expression in 4RTau cell lines and 

evaluation of transgenes toxicity. A) Lysates from Mock and 4RTau inducible cells, treated 

or not (0) with tetracycline for 24 to 48 hours were immunolabeled with TauCter 1902 (Total 

Tau), and -actin as loading control. B) Quantification of Tau expression levels in 4RTau cell 

lines: Ratios of densitometric values of TauCter 1902 immunoreactivity to those of -actin are 

presented. These ratios are normalized to those obtained from WT 4RTau cells after 48 hours 

tetracycline (arbitrary value = 1). C) Evaluation of transgenes toxicity by LDH release 

measurement. Spontaneous LDH release as percentages of Total LDH is represented. Values 

of tetracycline treated-cells have been normalised for each cell line to those of untreated ones. 

 

Figure 3: Analysis of mutations effects on Tau distribution between microtubule and 

cytosol fractions. A) Representative immunoblot of Tau distribution in microtubule (M) and 

cytosol (C) fractions in 4RTau cell lines treated with tetracycline for 24 and 48 hours. 

Fractionation quality was assessed by immnoblotting lysates with antibody directed against 



acetyl- -tubulin (polymerised form of tubulin found in microtubule). B) Densitometric 

analysis of Tau immunoreactivities in each fraction represented as percentage of total Tau 

fraction. 

 

Figure 4: Analysis of WT and mutant 4RTau overexpression effects on cytoskeleton 

organization. Differentiated cells treated with tetracycline for 24 hours were immunolabeled 

with Total Tau antibody: TauCter 1902 (A,D,G and J) and acetyl- -tubulin antibody (B,E,H 

and K). Nucleus staining was obtained by TO-pro3 staining (not shown alone). Composed 

images are presented (C,F,I and L) and higher magnifications of representative area are shown 

(M to O). Characteristic cytoskeleton remodelling called “bundles” are indicated by white 

arrows. 

 

Figure 5: Analysis of Tau aggregation by electronic microscopy and Gold-

immunolabeling. Differentiated Mock and 4RTau cell lines lysates after 48 hours of 

tetracycline induction were subjected to immunogold labelling with TauCter 1902 (Total  

Tau) antibody and revealed by colloidal gold (18 nm) labeled goat anti-rabbit 

immunoglobulins. Images were obtained at high magnification: 20 000X. “Clustering” of Tau 

immunoreactivity is indicated by black arrows.  

 

Figure 6: Analysis of Tau phosphorylation in 4RTau cell lines by western blotting. 

Representative immunoblots analyses were shown. Differentiated cell lysates treated or not (0 

hours) with tetracycline for 6 to 24 hours were analysed by phosphorylation dependent 

antibodies: AT180, 12E8, AT270. Total amount of Tau proteins loaded is visualized with 

TauCter 1902 antibody (Total Tau) antibody and -actin was used as loading control. 

 



Figure 7: Analysis of Tau phosphorylation in 4RTau cell lines by bi-dimensional 

electrophoresis. A) Bi-dimensional analysis of WT and Mutated P301S or S305N 4RTau. 

Differentiated cells treated with tetracycline for 48 hours were subjected to 2D analysis and 

immunoblotted with Tau Exon10 (E10) antibody (4RTau specific). Alignments of 

immunoblots were performed by alignment of none specifically products revealed by 

secondary antibody (dotted lines). Different molecular weight levels of Tau isovariants are 

represented by short dashed lines and pI indicators (obtained with an internal IEF control) by 

long and short mixed dashed lines. B) Bi-dimensional analysis of WT and Mutated 4RTau 

after in vitro Tau dephosphorylation followed by immunoblotting with Tau exon10 (E10) 

antibody (4RTau specific). C) Immunoblot analysis of in vitro dephosphorylated WT and 

mutated (P301S and S305N) 4RTau. Differentiated cells treated with tetracycline for 48 hours 

were subjected (+) or not, to an in vitro dephosphorylation by -phosphatase and 

immunoblotted by phosphorylation dependent antibody. Total amount of Tau proteins loaded 

is visualized with TauCter 1902 antibody (Total Tau) and -actin was used as loading control. 



Table 1 

  Western Blotting   IF MET  

Antibody Species blocking Specificity Dilution Dilution Dilution References 

AD2 Mouse TBST*+ 5% skim Milk Tau; pSer396 1:20 000   [27] 

AT180 Mouse TBST Tau; pT231 1:1 000   Innogenetics, Belgium 

AT270 Mouse TBST Tau; pT181 1:4 000   Innogenetics 

12E8 Mouse TBST Tau; pS262-pS356 1:4 000   [28] 

M19G Rabbit TBST*+ 5% skim Milk Tau ; human specific 1:20 000 1: 2 000  [27] 

        

TauCter 1902 Rabbit TBST*+ 5% skim Milk Total Tau 1:4 000  1:1 000 [29] 

Tau Exon10 
(E10) 

Rabbit TBST*+ 5% skim Milk Total 4RTau 1:4 000   [30] 

acétyl- -tubulin 
clone 6-11B-1 

Mouse TBST+ 5% skim Milk polymerised acétyl- -tubulin 1:6 000 1: 600  Sigma-Aldrich, France 

-actine Mouse TBST*+ 5% skim Milk  1:50 000   Sigma-Aldrich 

*TBST Tris-buffered saline, pH 8, 0.05% 
Tween 20 
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2.1.3  Conclusions 

2.1.3.1  Conception du modèle 

Le travail présenté ici, a permis le développement et la caractérisation de trois lignées 

cellulaires SH-SY5Y. Ces lignées surexpriment de façon stable la protéine Tau 4R sauvage 

(lignée témoin) ou des protéines Tau 4R comportant une mutation DFTP-17 (P301S ou 

S305N) (Figure 1 de l’article). D’autre part, le choix de plasmides permettant une expression 

inductible des transgènes (pcDNA4/TO) ainsi qu’une sélection appropriée des clones 

d’intérêts nous ont permis d’obtenir des lignées où l’expression des transgènes était faible en 

condition basale et augmentée de 4 à 6 fois après 24 et 48 heures de traitement avec l’agent 

inducteur tétracycline (Figure 2A, 2B du manuscrit). Ce paramètre était en effet un pré-requis 

pour mener à bien notre étude dans un modèle cellulaire différencié et éviter toute 

perturbation de la différenciation cellulaire (dépendante de la dynamique microtubulaire) par 

la surexpression de Tau. Quant au choix des mutations, il repose sur des études in vitro 

(Hasegawa et al., 1998; Hasegawa et al., 1999; Hong et al., 1998) et une étude du laboratoire 

menée dans l’ovocyte de Xénope (Delobel et al., 2002b) qui avaient montré que ces deux 

mutations avaient des effets opposés vis-à-vis de la liaison de Tau aux microtubules. Ainsi, 

l’analyse comparative de ces deux mutations nous a permis d’étudier les effets des mutations 

sur la phosphorylation de Tau et son agrégation indépendamment de leur effet à moduler la 

capacité de Tau à lier les microtubules. 

 

2.1.3.2 Mutations de Tau et Réseau microtubulaire 

En premier lieu, l’analyse de l’effet des mutations sur le réseau microtubulaire a été 

envisagée par deux approches complémentaires dans nos modèles SH-SY5Y. Tout d’abord 

une approche biochimique, après séparation des fractions microtubulaire et cytosolique, nous 

a permis de montrer que la majorité des protéines Tau mutées, comme la protéine Tau 

sauvage, se retrouvait dans le cytosol. De plus, dans notre modèle cellulaire, nous n’avons pas 

pu montrer d’effet propre des mutations sur la répartition de Tau entre le compartiment 

microtubulaire et cytosolique (Figure 3 du manuscrit). Ensuite, une approche morphologique 

du réseau microtubulaire réalisée par immunohistochimie, nous a révélé que ce dernier 

subissait un remodelage important avec l’apparition de structures caractéristiques de 

regroupements de microtubules appelés « Bundles ». Ce remodelage est néanmoins observé 
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dans toutes les lignées, qu’elles surexpriment des protéines Tau sauvages ou mutées (Figure 4 

du manuscrit). 

L’analyse combinée de ces résultats suggère ainsi, dans nos modèles, que la surexpression 

de la protéine Tau 4R, à elle seule, est capable d’entraîner des modifications importantes du 

réseau microtubulaire et ceci indépendamment des mutations. Ces résultats confirment les 

données de la littérature, qui montrent que dans un contexte de surexpression simple, dans des 

modèles cellulaires, on ne détecte pas de différence entre les protéines Tau mutées et les 

protéines Tau sauvages à lier les microtubules (cf.§3.2.1.2, p.53). 

 

2.1.3.3 Mutations de Tau et caractéristiques pathologiques 

2.1.3.3.a Phosphorylation 

L’analyse de la phosphorylation a été abordée par deux approches différentes. En premier 

lieu, nous avons analysé la phosphorylation de Tau par une analyse monodimensionnelle 

suivie d’une immunoempreinte de certains épitopes de phosphorylation de Tau dérégulés dans 

les Tauopathies. Le résultat de ces analyses ne montre pas l’existence d’une phosphorylation 

anormale de Tau (AT100, 988/AP422, TG3) dans nos modèles. L’analyse des épitopes 

AT270, 12E8 et AT180 ne révèle pas non plus d’augmentation de phosphorylation mais 

plutôt une diminution de phosphorylation aux épitopes 12E8 et AT180, dans les lignées 

exprimant les protéines Tau mutées, par comparaison à la lignée témoin exprimant la protéine 

Tau sauvage (Figure 6 du manuscrit). Ces données sont en accords avec certaines études 

précédemment publiées dans d’autres modèles cellulaires.  

Cependant, et dans un second temps, nous avons abordé l’étude de la phosphorylation de 

manière globale grâce à l’utilisation de l’électrophorèse bidimensionnelle (2D). En effet, cette 

technique permet de séparer les différents isovariants de Tau en fonction de leur point 

isoélectrique. La phosphorylation apportant des charges négatives supplémentaires à la 

protéine, on observera l’apparition d’isovariants de points isoélectriques plus acides. Ce type 

de séparation, révélée par immunoempreinte au moyen d’anticorps dirigés contre la protéine 

Tau, indépendamment de son état de phosphorylation, permet ainsi une analyse exhaustive de 

ses différents isovariants. De façon intéressante, le résultat des analyses des électrophorèses 

2D a permis de mettre en évidence l’existence d’un profil de migration différentiel particulier 

et spécifique des lignées exprimant les protéines Tau mutées. Ce profil de migration qui 

présente, dans les lignées mutées, des isovariants plus basiques que dans la lignée sauvage, est 
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principalement caractérisé par l’existence d’un retard de migration de certains isovariants des 

protéines Tau mutées (Figure 7 du manuscrit). Ce « shift » préalablement décrit pour d’autres 

protéines comme l’histone H1, suggère que des changements spécifiques de l’état de 

phosphorylation de Tau appelés phosphorylation de « mode I » sont associés à des 

changements de conformation (Lindwall and Cole, 1984b) qui seraient liés à la redistribution 

des groupements phosphates sur la molécule de Tau. Ces changements de conformation 

pourraient alors donner lieu à des formes de Tau plus relâchées et de masse moléculaire 

apparente plus importante. De plus, cette hypothèse a été confirmée, dans notre travail, par 

des expériences de déphosphorylation in vitro qui abolissent ce « shift » démontrant 

clairement qu’un changement de l’état phosphorylation de Tau, favorisé par les mutations, est 

à l’origine de ce retard de migration. Au vu de ces résultats, nous nous sommes demandés si 

ce changement de conformation était associé avec une agrégation de la protéine Tau. 

  

2.1.3.3.b Agrégation 

Pour aborder cette problématique nous avons décidé d’employer une approche ultra-

structurale par l’utilisation de la microscopie électronique à transmission. Par cette étude, 

nous avons pu montrer qu’il n’existait pas d’agrégats de protéines Tau structurés sous la 

forme de filaments comme on peut les observer dans la pathologie humaine ou dans notre 

modèle murin. En revanche, nous avons pu, et uniquement dans les lignées surexprimant les 

Tau mutées, déceler l’existence de structures denses aux électrons et marquées par des 

anticorps dirigés contre la protéine Tau (Figure 5 du manuscrit). Ce type de structures 

précédemment décrites dans certains modèles cellulaires (DeTure et al., 2002a) et in vivo 

(Sahara et al., 2002) ont été décrits comme des points initiaux d’agrégation de Tau appelés 

« points de nucléation ». 

 

En conclusion, ce travail nous a permis de montrer que les mutations de Tau étudiées, 

dans nos modèles cellulaires de type neuronal, étaient capables d’induire des changements 

particuliers de l’état de phosphorylation de Tau qui étaient associés à des changements de 

conformation et à l’existence de points initiaux de l’agrégation de Tau appelés « points de 

nucléation ». En outre, ce travail montre que les mutations, à elles seules, ne sont 

probablement pas capables de mener à l’ensemble des caractéristiques pathologiques 

moléculaires impliquées dans la DNF (hyperphosphorylation, phosphorylation anormale et 

formation de PHFs). De plus, au cours de la fenêtre d’étude (allant de 24 à 72 heures 
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d’induction), nous n’avons pas observé de toxicité cellulaire dans nos lignées exprimant des 

protéines Tau mutées. Ces données laissent penser que les modifications moléculaires mises 

en évidence dans ces modèles d’étude, se situent, d’un point de vue chronologique, en amont 

de cette cascade délétère, et que d’autres événements moléculaires seraient impliqués pour 

mener à la fibrillogenèse de Tau et à la mort neuronale. Nos modèles représentent ainsi des 

outils adéquats pour l’exploration de ces événements. Toutefois, nous envisageons également 

d’étudier la viabilité de nos lignées cellulaires exprimant les protéines Tau mutées, à plus 

long terme. En effet, des études récentes suggèrent, que des formes oligomériques de Tau qui 

pourraient être des intermédiaires aux formes agrégées de Tau seraient également 

responsables d’une toxicité cellulaire in cellulo (Ko et al., 2007) et in vivo (Berger et al., 

2007). Ainsi, il est concevable d’émettre l’hypothèse que les formes particulières de Tau, 

identifiées dans nos lignées Tau mutées, pourraient, à long terme, aboutir à la formation de 

ces formes oligomériques et présenter une toxicité cellulaire.  

 

2.2 Modèle de phosphorylation anormale 

2.2.1 Objectifs 

 Si l’hyperphosphorylation et la phosphorylation anormale de Tau sont deux points 

communs à l’ensemble des Tauopathies, leurs rôles respectifs dans l’agrégation de Tau et 

dans la mort neuronale restent encore à déterminer. Afin d’étudier l’impact de la dérégulation 

de la phosphorylation de Tau dans son agrégation et la mort neuronale, le laboratoire a 

développé un modèle cellulaire de phosphorylation anormale (Hamdane et al., 2003b). Ce 

modèle est basé sur la surexpression de la protéine p25, l’activateur pathologique d’une 

kinase neuronale nommée Cdk5 et impliquée dans le processus neurodégénératif observé dans 

la MA (Lee et al., 1999; Patrick et al., 1999; Pei et al., 1998) et d’autres maladies 

neurodégénératives (Borghi et al., 2002; Bu et al., 2002; Smith et al., 2003) (et pour revue 

(Cruz and Tsai, 2004). Dans des cellules SH-SY5Y différenciées, la surexpression de cet 

activateur conduit à la phosphorylation pathologique de Tau avec l’apparition spécifique de 

l’épitope TG-3 à la Thr231 de Tau après 24 heures de surexpression. De plus cette 

phosphorylation anormale de Tau, précède la mort cellulaire observée dans ce modèle, après 

48 heures d’expression (Hamdane et al., 2003b). Ces données ont été par ailleurs validées in 

vivo dans des modèles murins, où la surexpression de p25 conduit à l’hyperphosphorylation, 
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la phosphorylation anormale de Tau (Ahlijanian et al., 2000; Cruz et al., 2003; Plattner et al., 

2006) et à une mort neuronale (Cruz et al., 2003). 

 Dans cette étude, nous nous sommes intéressés d’avantage aux mécanismes 

moléculaires impliqués dans la mort cellulaire observée dans ce modèle, et plus 

particulièrement à la présence de marqueurs du cycle cellulaire dans un contexte de cellules 

différenciées. En effet, la réexpression de marqueurs de la transition G1/S et G2/M, dans des 

cellules neuronales post-mitotiques, semble être une caractéristique de la mort neuronale de la 

MA (Dranovsky et al., 2001; McShea et al., 1997; Vincent et al., 1997; Vincent et al., 1996; 

Vincent et al., 1998) qui est également observée dans certains modèles in vivo de DNF 

(Andorfer et al., 2003). De plus, certains sites de phosphorylation de Tau dérégulés dans la 

MA comme l’épitope TG-3, sont également retrouvés dans des cellules en mitose (Delobel et 

al., 2002a; Pope et al., 1994; Vincent et al., 1996). L’ensemble de ces données a conduit à 

l’hypothèse d’une réactivation du cycle cellulaire dans les neurones en dégénérescence et à 

l’implication de kinases régulant le cycle cellulaire. 

 Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés, dans nos cellules SH-SY5Y/p25 

différenciées présentant cette phosphorylation TG-3 de type mitotique, à approfondir les 

mécanismes de mort cellulaire et à étudier l’effet de la dérégulation de l’activité kinasique 

p25/Cdk5 sur les marqueurs du cycle cellulaire. En effet, la kinase Cdk5 (cdc2 neuronal like 

kinase) représentait un bon candidat puisque elle s’apparente à cdc2, une kinase qui intervient 

dans la régulation de la transition G2/M. 

 

2.2.2  Résultats 

Les résultats de ce travail ont fait l’objet d’une publication et sont présentés dans 

l’article qui suit :  

 

Malika Hamdane, Alexis Bretteville, Anne-Véronique Sambo, Katharina Schindowski, 

Séverine Bégard, André Delacourte, Philippe Bertrand and Luc Buée (2005). p25/ Cdk5-

mediated retinoblastoma phosphorylation an early event in neuronal cell death. J Cell 

Sci 118, 1291-8. 



Introduction
Cell mechanisms that lead to apoptosis share some pathways
with cell proliferation. This feature is even more surprising in
differentiated cells such as neurons, in which it was suggested
that a reactivation of the cell cycle is a key step towards
apoptosis (Copani et al., 2001). In fact, neurons of the adult
brain are in G0 phase: they do not divide and are differentiated.
Post-mitotic neuronal cells coming out of G0 phase into G1 are
usually stopped at the G1/S checkpoint and then undergo into
either redifferentiation or apoptosis (Nagy, 2000; Liu and
Greene, 2001a). Therefore, the deregulation of cell-cycle
proteins may be considered to be pathological. It should be
realized that re-expression of G1/S-phase markers is best
correlated to the appearance of apoptosis in neurons. It is
characterized by the formation of the cyclinD1-Cdk4/6
complex, phosphorylation of Rb, dissociation of the Rb-E2F
complex and activation of genes leading to apoptosis (Freeman
et al., 1994; Herrup and Busser, 1995; Osuga et al., 2000; Liu
and Greene, 2001a).

Among the neuronal death inducers, Cdk5 is of particular
interest. Cdk5 is a pro-directed phosphorylation kinase that
belongs to the cyclin-dependent-protein-kinase family.
However, its usual activators do not share any cyclin consensus
sequence and are referred to as p35 and p39. Interestingly, p35
is usually anchored to the membrane because it has a
myristoylation site in its N-terminus. The p35-Cdk5 complex

is abundant in the adult brain and Cdk5 activity increases in
neurons during development. p35 can be proteolysed by
calpains following changes in calcium homeostasis into a
cytosolic C-terminal fragment referred to as p25 that is more
stable than p35 and binds more tightly to Cdk5, leading to a
hyperactive, mislocalized p25-Cdk5 complex (for review, see
Dahavan and Tsai, 2001). Such cleavage of p35 to p25 has been
reported in disorders such as Alzheimer’s disease (AD) and
amyotrophic lateral sclerosis (for reviews, see Patzke and Tsai,
2002; Shelton and Johnson, 2004). Furthermore, exposure of
primary cortical neurons to various insults like Aβ peptide,
H2O2 or glutamate also leads to p25 formation and cell death
(Patrick et al., 1999; Lee et al., 2000; Kusakawa et al., 2000).
However, no mechanisms have been determined by which this
kinase complex triggers its neurotoxicity. It is worth noting
that, in neurodegenerative disorders and cellular models of
neuronal death in which p25-Cdk5 is probably involved,
aberrant cell-cycle deregulation has been reported (Vincent et
al., 1996; Vincent et al., 1997; Vincent et al., 1998; Nagy et
al., 1997; Busser et al., 1998; Copani et al., 1999; Giovanni et
al., 1999; Husseman et al., 2000; Zhu et al., 2000; Ranganathan
et al., 2001; Yang et al., 2003). In addition, a tight correlation
has been established between Cdk5 deregulation and
expression of cell cycle regulatory proteins (Nguyen et al.,
2002; Nguyen et al., 2003). Nevertheless, pathways linking
Cdk5 to cell cycle remain obscure.
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In large models of neuronal cell death, there is a tight
correlation between Cdk5 deregulation and cell-cycle
dysfunction. However, pathways that link Cdk5 to the cell
cycle during neuronal death are still unclear. We have
investigated the molecular events that precede p25/Cdk5-
triggered neuronal death using a neuronal cell line that
allows inducible p25 expression. In this system, no sign of
apoptosis was seen before 24 hours of p25 induction. Thus,
at that time, cell-cycle-regulatory proteins were analysed
by immunoblotting and some of them showed a significant
deregulation. Interestingly, after time-course experiments,
the earliest feature correlated with p25 expression was the
phosphorylation of the retinoblastoma protein (Rb).
Indeed, this phosphorylation was observed 6 hours after
p25 induction and was abolished in the presence of a Cdk5

inhibitor, roscovitine, which does not inhibit the usual Rb
cyclin-D kinases Cdk4 and Cdk6. Furthermore, analyses of
levels and subcellular localization of Cdk-related cyclins
did not reveal any change following Cdk5 activation,
arguing for a direct effect of Cdk5 activity on Rb protein.
This latter result was clearly demonstrated by in vitro
kinase assays showing that the p25-Cdk5 complex in our
cell system phosphorylates Rb directly without the need for
any intermediary kinase activity. Hence, Rb might be an
appropriate candidate that connects Cdk5 to cell-cycle
deregulation during neuronal cell death.

Key words: Apoptosis, Cell cycle, E2F-responsive genes, SKNSH-
SY5Y neuroblastoma cells.
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In order to address this question, we used a recently reported
stable neuronal cell line that expresses an inducible p25-Cdk5
activity (Hamdane et al., 2003a). This constitutes a suitable cell
model to follow the sequence of events preceding neuronal
death when there is formation of the p25-Cdk5 complex.

Materials and Methods
Cell culture
p25-inducible SH-SY5Y cells that constitutively express the Tau
isoform with three microtubule-binding domains (2+3–10–) (Tau-
SY5Y) were used as the basis for a tetracycline-regulated mammalian
expression T-Rex system (Invitrogen). Cells were transfected with
inducible expression vector alone (mock cells) or with p25-encoding
cDNA (p25 cells). Individual stable clones were generated and those
that exhibited the weakest basal expression of p25 were selected. For
induction of p25 expression, cells were maintained in medium with
tetracycline at 1 µg ml–1 (Hamdane et al., 2003a).

Cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
supplemented with 10% foetal calf serum, 2 mM L-glutamine, 1 mM
nonessential amino acids, 50 U ml–1 penicillin/streptomycin, 5 µg
ml–1 Blasticidin and 100 µg ml–1 Zeocin (Invitrogen, France) in a
5% CO2 humidified incubator at 37°C. Cells were differentiated
for 7 days in Dulbecco’s modified Eagle’s medium or Ham’s F12
medium supplemented with 2 mM L-glutamine, 50 U ml–1

penicillin/streptomycin, 7 µg ml–1 progesterone, 1% insulin-
transferrin-selenium (Invitrogen), 10 ng ml–1 NGF (2.5S subunit,
Sigma). Medium was replenished every 2 days. Roscovitine was
added for 6 hours as described previously (Hamdane et al., 2003a).

Antibodies
Anti-Cdk5 monoclonal antibody (J-3; Santa Cruz Biotechnology,
Tebu-Bio, France), polyclonal antibody against the p35 C-terminus
(C-19; Santa Cruz Biotechnology), antibody against neuron-specific
γ-enolase (NSE) (Santa Cruz Biotechnology), rabbit polyclonal
antibody against lamin-B (H-90; Santa Cruz Biotechnology), rabbit
polyclonal antibody against p27Kip1 (C-19; Santa Cruz
Biotechnology), rabbit polyclonal antibody against p21Cip1 (C-19,
Santa Cruz Biotechnology), rabbit polyclonal antibody against
caspase-3 (Cell Signaling Technology, Ozyme, France), mouse
monoclonal antibody against Cdc2-p34 (17; Santa Cruz
Biotechnology), rabbit polyclonal antibody against cyclin D that
recognizes cyclin D1 and cross-reacts with cyclin D2 (Cell Signaling
Technology), rabbit polyclonal antibody against cyclin D3 (C-16,
Santa Cruz Biotechnology), rabbit polyclonal antibody against
cyclin A (C-19, Santa Cruz Biotechnology), affinity-purified rabbit
polyclonal antibody against cyclin B1 (H-20, Santa Cruz
Biotechnology), mouse monoclonal antibody against cyclin E (HE12;
Cell Signaling Technology), rabbit polyclonal antibody against Cdk2
(M2; Santa Cruz Biotechnology), rabbit polyclonal antibody against
Cdk4 (C-22; Santa Cruz Biotechnology), rabbit polyclonal antibody
against Cdk6 (C-21; Santa Cruz Biotechnology), affinity-purified
rabbit polyclonal IgG against phospho-Rb (Ser807/811) and IgG
against phospho-Rb (Ser795) (Cell Signaling Technology), mouse
monoclonal IgG1 against Rb (IF8; Santa Cruz Biotechnology), rabbit
affinity-purified antibody against the C terminus of Rb (C-15, Santa
Cruz Biotechnology).

Western blotting
Cells were harvested in ice-cold RIPA modified buffer [50 mM Tris,
pH 7.4, 1% Nonidet P-40 (NP-40), 1% Triton X-100, 150 mM NaCl,
1 mM EDTA] with protease inhibitors (Complete Mini, Roche
Applied Science) and 125 nM phosphatase inhibitor okadaic acid
(Sigma), sonicated and stirred for 1 hour at 4°C. Cell lysate was

recovered in supernatant after centrifugation at 12,000 g, 4°C for 20
minutes. Protein concentration was determined using the BCA protein
assay kit (Pierce Perbio Science, France). Samples were mixed with
an equal volume of 2× Laemmli sample buffer and dithiothreitol,
and heated for 5 minutes at 100°C; then, 10-20 µg were loaded
onto Nu-PAGE Novex gels (Invitrogen). After transfer, membranes
were blocked in TBS pH 8, 0.05% Tween-20 with 5% skimmed milk
and incubated with primary antibody. Horseradish peroxidase (HRP)
conjugated antibody (Sigma) was used as secondary antibody
and HRP activity was detected with the ECL detection kit
(Amersham Biosciences, France). For immunoblot analyses of
immunoprecipitated complexes and in vitro kinase assays, HRP-
conjugated antibody TrueBlot™ (eBioscience) was used. Restore™
western-blot stripping buffer (Perbio Pierce) was used before
reprobing membranes.

Cytoplasmic and nuclear fractionation
Cells were harvested in ice-cold buffer A (10 mM Hepes, pH 7.9, 1.5
mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.15% NP-40) supplemented with protease
inhibitors (Complete Mini) and incubated for 10 minutes on ice. After
centrifugation at 1000 g for 10 minutes, the supernatant was collected
as the cytoplasmic fraction. Nuclei in the pellets were washed three
times and then lysed in ice-cold RIPA modified buffer with protease
inhibitors (Complete Mini) in an equal volume to that of buffer A.
Centrifugation at 12,000 g at 4°C for 20 minutes allowed the recovery
of the supernatant as the nuclear fraction. The BCA protein assay kit
determined protein concentration.

Immunoprecipitation
Cells (after a 6 hour tetracycline treatment) were harvested in ice-cold
NP-40 lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 0.1% NP-40) supplemented with protease inhibitors, and cell
lysates were prepared as described above. Protein concentration was
determined using the BCA protein assay kit. Cell lysates (800 µg at
4 µg ml–1) were incubated with 1 µg immunoprecipitating antibody
for 1 hour at 4°C and then incubated overnight at 4°C with 20 µl
anti-rabbit-IgG beads (TrueBlot Ig IP Beads, eBioscience).
Immunoprecipitated complexes were washed four times with lysis
buffer (centrifugation at 1000 g at 4°C for 5 minutes), recovered in
40 µl 2× Laemmli buffer with 50 mM of fresh dithiothreitol and boiled
for 5 minutes, and then equal volume of samples were loaded onto
SDS-PAGE gel and analysed by immunoblotting.

In vitro kinase assays
For immunopurified complexes, immunoprecipitation was performed
as described above. Immunoprecipitated complexes were washed
twice in NP-40 lysis buffer and once in Hepes buffer (40 mM Hepes,
pH 7.2, 8 mM MgCl2) and then used to phosphorylate 2 µg Rb-C
fusion protein (containing Rb residues 701-928 fused to maltose-
binding protein; Cell Signaling Technology) in 30 µl kinase buffer [40
mM Hepes, pH 7, 8 mM MgCl2, 125 nM okadaic acid, protease
inhibitors (EDTA-free Complete Mini, Roche Applied Science), 10
mM ATP]. After incubation for 1 hour at 37°C, the reactions were
stopped by adding 2 Laemmli buffer (1 volume) and boiling for 5
minutes.

For radiolabelled in vitro phosphorylation, kinase assays were
carried out as above by substituting cold ATP with 10 µCi (γ32P)-
ATP. Samples were loaded (equal volumes) onto SDS-PAGE gel.
The gel was then dried and results were visualized using a
phosphorImager

For crude cell lysates, cells were harvested in 10 mM Tris-HCl, pH
7.4, supplemented with protease inhibitors (EDTA-free Complete
Mini) and lysates were prepared as described above. Lysates (200 µg)
were then used to perform in vitro kinase assays under the same
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1293p25-Cdk5 neurotoxicity and Rb phosphorylation

experimental procedure as for immunopurified complexes. When
kinase inhibitors (roscovitine at 10 µM, PD98059 at 50 µM,
SB203580 at 10 µM and SP600125 at 50 µM; Calbiochem) were
used, they were mixed with cell lysates before adding kinase buffer
and Rb-C fusion protein.

Results
Deleterious effect of p25-Cdk5 kinase in differentiated
SY5Y cells
p25-inducible cells were generated from SH-SY5Y cells,
which constitutively overexpress Tau protein (Tau-SY5Y)
(Delobel et al., 2002; Delobel et al., 2003). As previously
shown, p25 protein was not found in mock Tau-SY5Y cells.
Conversely, p25 non-induced cells displayed a low basal
expression of transgene protein, whereas tetracycline treatment
induced high p25 expression, and an active p25-Cdk5 complex
is formed, as shown by coimmunoprecipitation and in-vitro-
phosphorylation experiments (Hamdane et al., 2003a). In this
Tau-SY5Y cell system, Tau overexpression might counteract

toxicity linked to the basal level of p25, because no stable
viable cells were obtained from native SH-SY5Y cells.
Similarly, it has been reported that neurofilament proteins
might serve as a ‘phosphorylation sink’ for p25-Cdk5 complex,
hence sequestering it away from other death-inducing
substrates (Couillard-Després et al., 1998; Nguyen et al., 2001;
Patzke and Tsai, 2002).

In the present cell model, NGF-differentiated cells showed
morphological changes including neurite retraction and the
appearance of rounded cells only after 48 hours of p25
expression (Hamdane et al., 2003a). p25-Cdk5 toxicity was
also investigated at the molecular level in differentiated cells.
Caspase-3 cleavage was analysed at different times of p25
expression (with tetracycline) compared with p25 non-induced
cells (without tetracycline). Caspase-3 activation was observed
after 48 hours of p25 induction, whereas no caspase activity
was detected after 24 hours (Fig. 1). Thus, in order to
investigate the molecular events that precede p25-induced
neuron death, all experiments were first performed after 24
hours of p25 induction.

Cell-cycle expression in p25-inducible Tau-SY5Y cells
Several reports show that the reactivation of the cell cycle is
an early marker of neuron death. Thus, we investigated the
expression of cell-cycle proteins in NGF-differentiated
neuronal p25-inducible cells. First, the Cdk inhibitors p21 and
p27 were analysed by western blotting in NGF-differentiated
mock and p25 cells. After 24 hours of p25 induction, no change
in p21 level was observed, whereas a significant decrease of
p27 immunoreactivity was seen (Fig. 2A). Similarly, cyclin-A
and -B1 levels were increased. Finally, the immunoreactivity
of the kinase Cdc2-p34 was also increased. None of these
changes was observed in mock cells treated with tetracycline
compared with untreated ones. These results indicated that
there is a deregulation of cell-cycle-regulatory proteins in
p25-induced cells before death. These data are reminiscent of
those observed in neuronal apoptosis and neurofibrillary
degeneration.

Fig. 1. Representative western-blot analysis of caspase-3 cleavage in
a time-course experiment of p25 expression. NGF-differentiated
(7 days) mock and p25 cells were treated (+) or not (–) with
tetracycline for 24 hours or 48 hours, and lysates were analysed
using anti-caspase-3 antibody that recognizes the full-length protein
(35 kDa, arrow) and the large fragments resulting from its cleavage
(19/17 kDa, arrowheads). As positive control, lysates derived from
cells treated (+) or not (–) with 1 µM staurosporine (SSP) were used.

Fig. 2. (A) Representative immunoblot analyses of cell-cycle-regulatory proteins. NGF-differentiated mock and p25 cells were treated (+) or
not (–) with tetracycline for 24 hours and lysates were analysed using antibodies against p21CIP1 (p21), p27KIP1 (p27), cyclin A, cyclin B1 and
p34Cdc2. Equal amounts of proteins were loaded, and visualized with an antibody against neuron-specific γ-enolase (NSE). (B) Analysis of Rb
phosphorylation in a time-course experiment of p25 expression. Lysates from NGF-differentiated mock and p25 cells treated (+) or not (–) with
tetracycline for 6 hours, 12 hours and 24 hours were first immunolabelled with antibodies against Ser807/811-phosphorylated and Ser795-
phosphorylated Rb. After stripping, phosphorylation-independent antibody (IF-8) was used to visualize the amount of loaded Rb (Rb).
Concomitant with this, p25 expression was analysed during the kinetics by antibody against the p35 C-terminus.
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Cell-cycle reactivation was likely mediated through Rb
phosphorylation
Among these cell-cycle genes, some are E2F-responsive genes
encoding proteins including cyclin A and p34-Cdc2. In
this respect, Rb might be of particular interest because its
activity is involved in neuronal cell death and linked to E2F.
In dividing cells, E2F forms an inhibited complex with
hypophosphorylated form of Rb in G0/G1 phase. Inactivation
of Rb by phosphorylation leads to its release from E2F,
allowing transcription of E2F-responsive genes and G1/S-
phase transition. In neuronal cells, Rb protein plays a crucial
role in cell survival because its phosphorylation is tightly
correlated to neuronal death (Galderisi et al., 2003; Greene et
al., 2004).

In the present cell model of p25-Cdk5 neurotoxicity, Rb
phosphorylation status was examined during a time-course
experiment of p25 induction (6 hours, 12 hours and 24 hours
of tetracycline treatment). Rb phosphorylation was visualized
using phosphorylation-dependent antibodies (P-RbSer795
and P-RbSer807/811). Total Rb was then detected using an
antibody recognizing Rb protein independently of its
phosphorylation form (Rb). In controls, no change in Rb-
phosphorylation status was observed between the two
conditions: mock cells treated with tetracycline (+) compared
with untreated ones (–). Conversely, a strong Rb
phosphorylation was present after p25 induction. This
phosphorylation was found as early as 6 hours after p25
induction (Fig. 2B). The different cell cycle markers studied

above (Fig. 2A) were then analysed following 6 hours of
p25 induction. None of them displayed any change in
immunoreactivity at this earlier time of p25 expression (data
not shown).

As shown above, p25 expression was detected as early as 6
hours after tetracycline treatment. We then checked for
formation of p25-Cdk5 complex at this earlier time. As showed
by immunoprecipitation assay (Fig. 3A), Cdk5 is found
associated with p25 protein in 6-hour tetracycline-treated cells.
Furthermore, Rb phosphorylation was analysed in p25-induced
cells in the presence of roscovitine, which specifically inhibits
Cdk1, Cdk2 and Cdk5 but not cyclin-D-dependent kinases
(Meijer et al., 1997; Meijer et al., 1999). In the present cell
system, Rb phosphorylation was abolished by roscovitine (Fig.
3B), suggesting that it was specifically triggered by p25-Cdk5
kinase activity.

These data suggest that Rb phosphorylation in our model
was an early event in p25-Cdk5 induced neuronal death.
Nonetheless, it remains to be established whether p25-Cdk5
complex directly phosphorylates Rb or requires activation of
intermediary kinases.

Rb phosphorylation and early cell-cycle-regulatory
proteins
Rb phosphorylation is mainly regulated by cyclin-D-dependent
kinases (Cdk4 and Cdk6). An increase in cyclin-D1 level is
often considered to be necessary to leave G0 phase to G1 in
neurons. Hence, the expression of cyclin D was investigated in
the present cellular model from earlier time of p25 expression
(Fig. 4). No variation in cyclin D1, D2 or D3 levels was
observed following 6 hours of p25 expression (Fig. 4, compare
+ with –). Similarly, western-blot analyses did not show any
increase in the immunoreactivity of cyclins E and A, the Cdk2
regulatory proteins, and the levels of related inhibitory proteins
p21 and p27 did not decrease following p25-induced
expression (Fig. 4). These data suggest that Rb
phosphorylation is probably not associated with an increase in

Journal of Cell Science 118 (6)

Fig. 3. (A) Analysis of p25-Cdk5 complex. Cell lysates from NGF-
p25 and NGF-mock cells (used as negative control), treated for 6
hours with tetracycline, were subjected to immunoprecipitation (IP)
by antibodies against either the p35 C-terminus or Cdk5. Immune
complexes were then analysed by western blotting (WB) with
antibodies against the p35 C-terminus and Cdk5. (B) Analysis of
roscovitine’s effect on earlier Rb phosphorylation. NGF-
differentiated p25 cells were induced (+) or not (–) with tetracycline
for 6 hours in the absence or the presence of 5 µM roscovitine (–/+).
Lysates were immunoblotted with antibody against phospho-
Ser807/811 Rb (P-Rb) followed, after stripping, with the
phosphorylation-independent antibody (IF-8) against Rb protein
(Rb).

Fig. 4. Immunoblot analyses of cell-cycle-regulatory proteins at the
earliest stage of p25 expression. NGF-differentiated p25 cells were
treated (+) or not (–) with tetracycline for 6 hours and lysates were
analysed using the indicated antibodies. Anti-NSE antibody was used
after stripping the membranes to estimate the total amount of loaded
proteins.
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the levels of Cdk4 and Cdk6, and Cdk2-associated cyclins.
However, because Cdk4, Cdk6 and Cdk2 activation could be
linked to a change in cellular redistribution of related cyclins,
western blotting was performed on fractionated cytoplasmic
(Cy) and nuclear (Nu) extracts from mock and p25 cells,
treated with tetracycline for 6 hours. As shown in Fig. 5, proper
fractionation was checked by analysis of cellular distribution
pattern of NSE and lamin B (cytoplasmic and nuclear markers,
respectively).

Results showed that cyclins D1, D2 and D3, as well as their
associated kinases Cdk4 and Cdk6, were mainly detected in the
cytoplasm and their expression patterns were similar between
p25-expressing cells and mock cells. Furthermore, p25
expression did not induce any cellular redistribution of cyclin
A, cyclin E and their associated kinase Cdk2 (Fig. 5). Taken
together, these data strongly suggest that Cdk4, Cdk6 and
Cdk2 activities could not be involved in p25/Cdk5-induced
Rb phosphorylation. Interestingly, analysis of cellular
fractionation showed that p25 and Cdk5 could be detected in
the nuclear fraction of p25-expressing cells (Fig. 5), arguing
for a possible direct Rb phosphorylation by p25-Cdk5
complex.

Rb phosphorylation and the p25-Cdk5 kinase complex
p25 expression did not trigger any change in either the levels
of Cdk4-, Cdk6- and Cdk2-related cyclins or their cellular
localization following 6 hours of tetracycline treatment.
Because, at this time, the only active Cdk was the complex p25-
Cdk5, we asked whether Cdk5 could directly phosphorylate
Rb. To address this question, in vitro kinase assays using Rb-
C fusion protein as substrate were performed by p25-Cdk5
complex from p25-expressing cells.

Monitoring of P-Ser807/811 and P-Ser795 (P-Rb)
immunoreactivities showed that an immunoprecipitated p25-
Cdk5 complex from p25-expressing cells phosphorylates Rb
(Fig. 6A). Conversely, western-blot analyses of in vitro Rb
phosphorylation by immunoprecipitated Cdk2, Cdk4 and Cdk6
revealed no significant activity from either mock cells or p25
ones (Fig. 6A). These experiments were confirmed by in vitro
kinase assays in the presence of (γ32P)-ATP (Fig. 6B). These

Fig. 5. Cell fractionation analysis. Cytoplasmic and nuclear fractions
were prepared from NGF-mock and NGF-p25 cells, both treated for
6 hours with tetracycline. For each cell line, 10 µg cytoplasmic
fraction (Cy) and an equivalent volume of the nuclear fraction (Nu)
were analysed by western blotting. Subcellular distribution of the
specified proteins was visualized using specific antibodies. The
arrowhead shows cyclin-A immunoreactivity (lower bands), as
determined by comparison with the SDS-PAGE pattern of
immunoprecipitated cyclin A (not shown). Stripped membranes were
reprobed with antibodies against NSE and lamin B to evaluate the
purity of the cytoplasmic and nuclear fractions, respectively.

Fig. 6. Immunoprecipitation and in vitro kinase assays. Lysates from
NGF-mock and NGF-p25 cells, both treated for 6 hours with
tetracycline, were subjected to immunoprecipitation (IP) with the
indicated antibodies. (A) Western-blot analyses. Following in vitro
kinase assays, Rb-C fusion protein (68 kDa) phosphorylation was
evaluated by immunoblotting using P-Rb Ser807/811 and P-Rb
Ser795 antibodies that give similar results (representative
immunoblot with P-Rb Ser807/811 is shown). To evaluate the
amount of loaded Rb-C fusion protein, blots were stripped and
reprobed with a phosphorylation-independent antibody (C-15)
directed against the C terminus of Rb (Rb). The lower sections of
blots were also probed with specific antibodies to check the presence
of the following proteins: p25, Cdk5, Cdk2, Cdk4 and Cdk6. (B) In
vitro kinase assays in the presence of (γ-32P)ATP. Arrowhead
indicates Rb-C fusion protein with incorporated 32P, which is only
seen in in vitro kinase assay with purified p25-Cdk5 complex.
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data clearly demonstrate that, in the present cell model, Cdk2,
Cdk4 and Cdk6 were not involved in Rb phosphorylation. It is
worth noting that analyses of immunoprecipitated complexes
showed that p25 protein was associated with Cdk5 and not any
other Cdks (Fig. 6A), confirming that Rb phosphorylation is
exclusively linked to the p25-Cdk5 complex. To confirm this
and to exclude the involvement of other non-studied kinases,
in vitro kinase assays were performed using crude lysate from
6-hour p25-expressing cells in the presence of kinase inhibitors
including roscovitine, PD98059 (MEK1 inhibitor), SB203580
(p38 inhibitor) and SP600125 (JNK inhibitor). Rb
phosphorylation was monitored by western blotting using anti-
phospho-Rb antibodies. As shown in Fig. 7, lysate from p25-
expressing cells (unlike that from mock cells) could
phosphorylate Rb protein. Interestingly, this phosphorylation
was abolished in the presence of the Cdk inhibitor roscovitine,
whereas no effect was shown with the other inhibitors. Hence,
all these data clearly demonstrate that the p25-Cdk5 complex
in the present cell model is involved in a direct phosphorylation
of Rb independent of cyclin-D-associated kinases.

Discussion
A broad range of neuronal cell death models have showed
coexistence between deregulation of Cdk5 activity and
expression of cell-cycle-regulatory proteins (Nguyen et al.,
2002), and a close link between these two events was
established by a recent study (Nguyen et al., 2003).
Furthermore, the p25-Cdk5 complex was shown to be harmful
to neurons, as evidenced by cytoskeleton disruption, neuritic
retraction and expression of apoptotic markers (Ahlijanian et
al., 2000; Bian et al., 2002; Patrick et al., 1999; Hamdane et
al., 2003a). Interestingly, deregulation of Cdk5 activity by
association with its activator p25 is likely to be involved in AD
pathogenesis (Lee et al., 1999; Patrick et al., 1999; Patrick et
al., 2001; Cruz et al., 2003; Noble et al., 2003). Concurrently,
evidence indicates an involvement of cell-cycle-regulatory
elements in neurodegeneration. Indeed, both G1/S- and G2/M-
phase markers are found in neurons undergoing neurofibrillary
degeneration during AD (Vincent et al., 1996; Nagy et al.,
1997; Vincent et al., 1997; Vincent et al., 1998; Busser et al.,

1998; Husseman et al., 2000; Zhu et al., 2000; Dranovsky et
al., 2001; Ranganathan et al., 2001; Hamdane et al., 2003b;
Yang et al., 2003).

We recently showed that the p25-Cdk5 complex induced the
appearance of mitotic epitopes in differentiated neuronal cells
(Hamdane et al., 2003a), which are considered to be early
markers of neurofibrillary degeneration in AD (Vincent et al.,
1998; Augustinack et al., 2002). In this cell system and prior
to neuronal death, p25-Cdk5 kinase induced expression of
regulatory proteins of both G1/S and G2/M phases. The present
data provide an additional support of a tight correlation
between Cdk5 deregulation and expression of cell-cycle
markers during neuronal cell death. Time-course experiments
of p25 expression showed that Rb phosphorylation was an
early event in p25/Cdk5-induced neurotoxicity. This result is
of particular interest because the pathways that mediate the
deleterious effects of p25-Cdk5 kinase in neurons remain
unclear. In neuronal cells, Rb phosphorylation leads to cell
death, probably by subsequent transactivation of E2F-
responsive genes involved in regulation of neuron survival
(Park et al., 2000; Liu and Greene, 2001b; Galderisi et al.,
2003; Greene et al., 2004). Aberrant expression of other E2F-
targeted genes, like some that encode cell-cycle-regulatory
proteins, might also occur. Our results showed an increase in
the levels of E2F-responsive genes, including those encoding
cyclin A and Cdc2-p34, following Rb phosphorylation. This
might explain why both G1/S- and G2/M-phase markers of the
cell cycle are found in degenerating neurons during AD
(Vincent et al., 1997; Husseman et al., 2000).

Some data from the literature suggested that Rb
phosphorylation could be mediated through Cdk5 pathway.
First, Ser residues at positions 807/811 of Rb protein are
located in a consensus sequence with basic residue at position
+3 preferentially targeted by Cdk5 (Songyang et al., 1996;
Sharma et al., 1999). In addition, it has been reported that p25-
Cdk5 complex is able to interact with Rb protein in vitro and
to phosphorylate it (Lee et al., 1997). Because Rb has been
shown to associate with partners such as cyclin D through the
common peptide sequence motif LXCXE, Cdk5 binding might
be mediated by a related sequence motif (LXCXXE) found in
p25 (Lee et al., 1997). Furthermore, p25-Cdk5 is detected in
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Fig. 7. Western blotting of in vitro kinase assays with
crude cell extracts. Lysates from NGF/p25-expressing
cells (6 hours of tetracycline treatment) were used for
Rb-C fusion protein phosphorylation, alone and in the
presence of the kinase inhibitors roscovitine, PD98059,
SB203580 and SP600125. As negative control, an in
vitro kinase assay was performed with lysate from NGF-
mock cells treated for 6 hours with tetracycline.
Phosphorylation of Rb-C fusion protein (P-Rb) was
monitored by P-Rb Ser807/811 and Ser795 antibodies,
which showed similar data. After stripping, membranes
were probed with a phosphorylation-independent
antibody against Rb (C-15) to evaluate the amount of
loaded Rb-C fusion protein (Rb). The lower side of
membrane was analysed by immunoblotting for the
levels of p25 and Cdk5, which attests to the presence of
equivalent amounts of crude lysate in each kinase
reaction.
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the nucleus of degenerating neurons (Patrick et al., 1999) and
interacts with nuclear substrates (Zhang et al., 2002; Gong et
al., 2003). In agreement with that, our experiments showed a
nuclear localization of p25 and Cdk5. Moreover, p25-Cdk5
complex isolated from the present cell system leads to Rb
phosphorylation in vitro.

It is worth noting that an increase in cyclin-D1 level, which
is necessary to exit from G0 phase to G1 in neurons, is often
characterized as an early event leading to Rb phosphorylation
and then neuronal apoptosis. Our data revealed that this
pathway could be a shortcut through the p25-Cdk5 complex
that allows direct Rb phosphorylation. Indeed, in our time-
course experiments, Rb phosphorylation was correlated with
p25 expression. At that time, no variation in the levels or the
subcellular localization of cyclins D1, D2 and D3 was
observed. Besides, Rb phosphorylation was abolished in the
presence of roscovitine. This latter is a Cdc2, Cdk2 and Cdk5
inhibitor but not an inhibitor of cyclin-D-dependent kinases
(Cdk4/Cdk6). More importantly, analysis of Cdk4, Cdk6 and
Cdk2 activities by in vitro kinase assays did not reveal any
change following p25 expression. Finally, in vitro kinase
assays using p25 cell lysate in the presence of kinase inhibitors
clearly demonstrate that Rb protein was directly
phosphorylated by p25-Cdk5 in the current cell system.

Mechanisms by which Cdk5 triggers its deleterious effects
during neurodegeneration are not well elucidated. On one
hand, these effects were related to Tau phosphorylation,
leading to microtubule destabilization (Ahlijanian et al., 2000;
Nguyen et al., 2001; Bu et al., 2002). On the other hand, several
reports, including ours, show a link between Cdk5 and cell-
cycle proteins during neuron death. Activation of cell-cycle
signalling might constitute a crucial step in the neuronal death
pathway inherent to p25-Cdk5 kinase complex. These pieces
of evidence led us to hypothesize that deregulation of Cdk5
triggers the aberrant phosphorylation of different substrates,
involving pathways that will concomitantly promote
neurodegeneration. It will be interesting to perform more
investigations on available models of neuronal death to identify
relevant players for neurodegeneration, allowing an improved
understanding of this process.

In conclusion, our data argue for the involvement of p25-
Cdk5 in the deregulation of cell-cycle-regulatory proteins that
occurs during neuronal death and identify Rb as having a
function in the survival of neuron as an early target of this
kinase complex.
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2.2.3  Conclusions 

 Après avoir montré, dans des cellules de type neuronal, que le complexe kinasique 

p25/Cdk5 était responsable d’une phosphorylation mitotique de Tau de type TG-3 (Hamdane 

et al., 2003b), nous nous somme posés la question de savoir si cette activité kinasique pouvait 

être également impliquée dans l’apparition d’autres marqueurs du cycle cellulaire observés au 

cours de la DNF. Nos résultats montrent que ce complexe kinasique est capable, dans des 

cellules différenciées, d’induire une signalisation spécifique menant, après 24 heures de 

surexpression, à l’apparition de marqueurs du cycle cellulaire tels que la cycline A, la cycline 

B1 et p34cdc2 et à la diminution de l’inhibiteur de Cdk : p27/kip1 (Figure 2A de l’article). 

Suite à certaines conditions de stress cellulaires et par des mécanismes peu connus, la réentrée 

de cellules différenciées en phase quiescente (G0) dans le cycle cellulaire est rendue possible 

grâce à la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome. En effet, cet événement 

moléculaire est indispensable à la levée de l’inhibition de la réponse E2F et à la réentrée des 

cellules dans le cycle. Dans notre modèle, nous montrons que la phosphorylation de Rb 

apparaît de façon précoce après 6 heures de surexpression de p25 (Figure 2B de l’article). De 

plus, des traitements pharmacologiques par un inhibiteur de l’activité p25/Cdk5 (roscovitine) 

in cellulo ainsi que des expériences de phosphorylation de la protéine Rb in vitro par le 

complexe p25/Cdk5 immunoprécipité, nous ont permis de montrer que ce dernier était 

directement responsable de la phosphorylation de Rb aux sites régulateurs : Ser795 et 

Ser807/811 (Figure 3A et 6 de l’article). Enfin, nous avons pu également montrer que les 

acteurs classiquement décrits pour réguler la phosphorylation de Rb dans des cellules en 

prolifération, tels que les complexes cycline D1-cdk4/6 et cycline E-cdk2 et leurs inhibiteurs 

p21 et p27, n’étaient pas modulés après 6 heures de surexpression (Figure 4 de l’article). Ces 

résultats suggèrent ainsi que 1) les éléments régulateurs de Rb ne sont pas impliqués dans la 

phosphorylation de Rb observée dans nos cellules différenciées et 2) que le complexe 

p25/Cdk5 pourrait constituer une « voie d’évitement » aux points de contrôles du cycle et 

permettre ainsi une réentrée des cellules différenciées dans le cycle (Figure 19, p.76). 
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Figure 19 : Mécanismes moléculaires impliqués dans la mort neuronale suite à la surexpression de p25 : 

Le complexe p25/Cdk5, de par sa délocalisation cytoplasmique et nucléaire, sera capable de phosphoryler des 
substrats non physiologiques tels que la protéine Tau (cytoplasme) et la protéine du rétinoblastome (noyau). La 
présence d’une dérégulation de marqueurs du cycle cellulaire, causée par la phosphorylation précoce de la 
protéine Rb, et d’une phosphorylation anormale de Tau à la Thr231 à 24h entraînent, par un mécanisme 
encore inconnu, la mort de cellules de type neuronal à 48h. 

 

En résumé, ce travail, montre que le complexe kinasique p25/Cdk5 pourrait être 

impliqué de façon importante dans la dégénérescence neuronale observée dans la MA. En 

effet, la surexpression de p25 l’activateur pathologique de Cdk5 est à elle seule responsable 

de l’apparition de trois stigmates observés dans cette dégénérescence liée à Tau, à savoir : 1) 

une phosphorylation anormale de Tau de type mitotique et 2) une réapparition de marqueurs 

du cycle cellulaire qui sont suivis par 3) une mort des cellules de type neuronal. Cependant, 

actuellement, nous ignorons encore la contribution de chacun de ces deux événements 

moléculaires (phosphorylation anormale de Tau et dérégulation des marqueurs du cycle) 

dans cette mort des cellules de types neuronal. 

 Enfin, des études de solubilités de Tau menées précédemment (Hamdane et al., 2003b) 

ainsi que nos études récentes visant à étudier l’agrégation de Tau par microscopie 

électronique dans ce modèle n’ont montré ni l’existence de filaments de Tau ni de diminution 

de sa solubilité. Ces données suggèrent ainsi que la phosphorylation anormale de Tau à 
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l’épitope TG-3 n’est pas, à elle seule, suffisante pour entraîner ces modifications et que 

d’autres mécanismes additionnels sont nécessaires pour l’apparition d’agrégats de Tau. 

 

2.3 Bilan modèles cellulaires 

Les résultats, obtenus à partir de ces deux modèles suggèrent que les mutations de Tau ou 

sa phosphorylation anormale observée dans le modèle p25 ne sont pas, à elles seules, 

suffisantes pour entraîner une fibrillogenèse de Tau. En effet, si nous avons montré, en 

premier lieu, que les mutations de Tau étaient capables d’induire des modifications de son état 

de phosphorylation associées à des changements de conformation et probablement à une 

initiation de l’agrégation de Tau, aucun filament de Tau n’a été observé dans notre système 

cellulaire. Secondo, l’activation pathologique de la kinase neuronale Cdk5 induit une mort 

cellulaire associée à l’apparition de certains événements moléculaires observés dans la 

pathologie (phosphorylation anormale de Tau et dérégulation de marqueurs du cycle 

cellulaire) sans présenter, pour cela, d’agrégats de Tau. 

Ces résultats étaient inattendus puisque les mutations DFTP-17 (Tableau 4, p.53), ou la 

dérégulation de l’activité Cdk5 par p25 (Cruz et al., 2003) semblent suffisantes pour entraîner 

une DNF dans les modèles murins. Cependant, dans ces modèles, la DNF et les PHFs 

apparaissent chez des souris au minimum âgées 3 mois. Ceci laisserait supposer, de prime 

abord, qu’un facteur temps, absent dans les modèles cellulaires, pourrait être à l’origine de 

l’absence de la formation d’agrégats. Cependant, les résultats obtenus dans deux modèles 

cellulaires récents, basés sur la surexpression de constructions amino-tronquées de Tau 

(Khlistunova et al., 2006) ou de constructions de Tau comportant des modifications de ses 

domaines répétés (Iliev et al., 2006), montrent une agrégation de ces protéines après 24 heures 

de surexpression. De plus, des données de la littérature montrent que l’ -synucléine, une 

protéine partageant des caractéristiques biophysiques communes avec Tau et étant le 

constituant majeur des corps de Lewy de la maladie de parkinson, est capable de s’agréger 

rapidement dans les modèles cellulaires (Junn et al., 2002; Junn et al., 2003; Lee et al., 2002). 

Ces données suggèrent donc, en partie, que le facteur temps n’est pas responsable de 

l’absence d’une agrégation de la protéine Tau complète. 

 

Finalement, l’absence d’agrégats structurés dans nos modèles cellulaires mène aux 

hypothèses que des événements moléculaires additionnels sont probablement nécessaires à 
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l’apparition de telles structures ou que des systèmes de compensation tels que les systèmes de 

dégradation protéique (protéasome et voies de dégradation lysosomiales) prennent en charge 

ces protéines anormalement modifiées afin d’éviter l’apparition de ces structures. Ces 

systèmes de veille pourraient présenter une diminution d’efficacité au cours du vieillissement 

chez l’homme et dans les modèles murins et concourir, ainsi, à l’apparition des PHFs. 

Dans ce cadre, nos modèles représentent des outils adéquats pour tester ces hypothèses 

quant à l’implication d’événements moléculaires additionnels ou de la dysfonction de ces 

systèmes de compensation. Les résultats pertinents obtenus à partir des études exploratoires 

réalisées dans ces modèles cellulaires pourront alors être validés dans notre modèle animal. 

 

Parmi les candidats potentiels qui pourraient intervenir dans la prise en charge de ces 

protéines Tau anormalement modifiées, notre laboratoire s’intéresse à une protéine 

particulière nommée Pin1 qui permettrait à la fois d’agir sur l’état de phosphorylation de Tau 

et sur sa conformation. 

 

2.4 Pin1 : une isomérase permettant la déphosphorylation 

différentielle de Tau 

2.4.1 Objectifs 

La protéine Pin1 est une isomérase impliquée dans la catalyse de l’isomérisation cis/trans 

des liaisons peptidiques S/P-T/P Cette protéine a initialement été montrée comme une 

protéine nucléaire interagissant et régulant des phosphoprotéines mitotiques lui conférant 

ainsi un rôle de protéine impliquée dans le contrôle du cycle cellulaire (Lu et al., 1996; Shen 

et al., 1998; Yaffe et al., 1997; Zhou et al., 2000). A côté, de nombreuses évidences ont 

montré que Pin1 pouvait être potentiellement impliquée dans la MA (Hamdane et al., 2003b; 

Hamdane et al., 2002; Ramakrishnan et al., 2003; Sultana et al., 2006) et les Tauopathies 

(Thorpe et al., 2004) (et pour revue (Butterfield et al., 2006). De plus, un modèle de souris 

invalidées pour la protéine Pin1 (KO Pin1) présente des lésions de type DNF (Liou et al., 

2003). Ces données suggèrent ainsi une relation entre Pin1 et Tau qui a été confirmée par des 

études in vitro montrant que Pin1 pouvait lier Tau sur au moins un des sites de 

phosphorylation dérégulé dans la MA : l’épitope TG-3 à la pT231 (Hamdane et al., 2002; 

Smet et al., 2005; Wintjens et al., 2001). Cette interaction de Pin1 avec Tau permettrait 
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ensuite l’action de la Trans-phosphatase PP2a et faciliterait, de ce fait, la déphosphorylation 

de Tau (Zhou et al., 2000).  

 

Cependant, à ce jour, le rôle physiologique précis de Pin1 et sa biologie dans les neurones 

restent encore mal connus. L’objectif de cette étude a donc été de caractériser l’expression de 

Pin1 dans des cellules neuronales et d’étudier l’effet de Pin1 sur l’état de phosphorylation des 

protéines Tau in cellulo. 

 

2.4.2 Résultats 

Les résultats de ce travail ont fait l’objet d’une publication et sont présentés dans 

l’article qui suit :  

 

Malika Hamdane, Pierre Dourlen, Alexis Bretteville, Anne-Véronique Sambo, Stéphanie 

Ferreira, Kunie Ando, Olivier Kerdraon, Séverine Bégard, Linda Geay, Guy Lippens, Nicolas 

Sergeant, André Delacourte, Claude-Alain Maurage, Marie-Christine Galas and Luc Buée 

(2006). Pin1 allows for differential Tau dephosphorylation in neuronal cells. Mol Cell 

Neurosci 32, 155-60. 
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Guy Lippens,c Nicolas Sergeant,a,b André Delacourte,a,b Claude-Alain Maurage,a,b

Marie-Christine Galas,a,b and Luc Buéea,b,*
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Neurofibrillary degeneration is likely to be related to abnormal Tau

phosphorylation and aggregation. Among abnormal Tau phosphory-

lation sites, pThr231 is of particular interest since it is associated with

early stages of Alzheimer’s disease and is a binding site of Pin1, a

peptidyl-prolyl cis/trans isomerase mainly involved in cell cycle

regulation. In the present work, Pin1 level was found strongly

increased during neuronal differentiation and tightly correlated with

Tau dephosphorylation at Thr231. Likewise, we showed in cellular

model that Pin1 allowed for specific Tau dephosphorylation at

Thr231, whereas other phosphorylation sites were unchanged.

Moreover, cells displaying Tau phosphorylation at Thr231 did not

show any Pin1 nuclear depletion. Altogether, these data indicate that

Pin1 has key function(s) in neuron and is at least involved in the

regulation of Tau phosphorylation at relevant sites. Hence, Pin1

dysfunction, unlikely by nuclear depletion, may have critical

consequences on Tau pathological aggregation and neuronal death.

D 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Alzheimer’s disease; Neuronal differentiation; Peptidyl-prolyl

cis/trans isomerase; Tau phosphorylation
Introduction

Pin1 is a human peptidyl-prolyl cis/trans isomerase that

recognizes a specific motif of a phosphorylated Ser or Thr residue

preceding a Pro. Pin1 was first identified as a nuclear protein that

regulates subset of mitotic and nuclear substrates (Lu et al., 1996;

Yaffe et al., 1997; Shen et al., 1998). However, its function is likely

not restricted to cell cycle control but is extended to multiple cellular

processes such as transcription and apoptosis (for a review, see Lu,

2004). Recently, Pin1 was shown to be involved in tauopathies (Lu
1044-7431/$ - see front matter D 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
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et al., 1999; Ramakrishnan et al., 2003; Thorpe et al., 2004). The

latter include a number of neurodegenerative disorders such as

Alzheimer’s disease characterized by an aggregation of microtu-

bule-associated Tau proteins into filaments. Mechanisms leading to

this aggregation are still unknown. In the adult human brain, Tau

proteins are found essentially in neurons and play important roles in

the polymerization and stability of microtubules. Phosphorylation is

the major post-translational modification that regulates Tau biolog-

ical functions (Sengupta et al., 1998). At least 30 phosphorylation

sites have been described in Tau proteins, 17 of which occur on Ser/

Pro and Thr/Pro motives. Abnormal phosphorylation is found linked

to Tau proteins aggregated into intracellular filamentous inclusions

(for a review, see Buée et al., 2000). However, the effect of each

individual phosphorylation site on Tau aggregation is not known.

The phosphorylation-dependent antibody TG-3 that recognizes

conformation-dependent epitopes normally found in mitotic cells

can visualize phosphorylated Tau aggregated into filaments

(Vincent et al., 1996; Delobel et al., 2002). TG-3 epitope on

Tau (pThr231) can be generated in degenerating neurons by p25–

Cdk5 kinase complex (Hamdane et al., 2003). Interestingly, in

vitro experiments showed that Pin1 mainly binds to pThr231 on

Tau proteins (Lu et al., 1999; Wintjens et al., 2001; Hamdane et

al., 2002). Likewise, in Pin1 knockout mice, Tau proteins are

found hyperphosphorylated and aggregate into filaments (Liou et

al., 2003). However, the role of Pin1 in the neurofibrillary

degeneration process is still unclear, and there is no information

on its physiological role in neurons (Hamdane et al., 2002; Holzer

et al., 2002; Ramakrishnan et al., 2003; Thorpe et al., 2004).

Results

Pin1 level increases in neuronal cells

While increasing lines of evidence support Pin1 involvement in

neurodegenerative diseases (Ramakrishnan et al., 2003; Thorpe et

al., 2004; Segat et al., 2005), data regarding its physiological

http://dx.doi.org/10.1016/j.mcn.2006.03.006
http://www.sciencedirect.com


Fig. 2. (A) Representative immunoblot analysis of lysates from SY5Y

proliferating cells (day 0) and differentiated ones (treatment with either

retinoic acid (RA) or NGF); and from NT2 proliferating cells versus

neuronal hNT cells; equal amounts of proteins are loaded. (B) Represen-

tative Western blot analysis of HeLa cells and undifferentiated proliferating

SY5Y cells (negative controls of RA or NGF treatment effects on Pin1

expression).
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expression, regulation and function in neuronal cells are lacking. In

the present work, Pin1 was analyzed by immunoblotting during

neuronal differentiation. In mixed neuron–glial cell cultures, Pin1

was increased from day 0 to day 11 (Figs. 1A and B). Co-

immunostaining of Pin1 and the neuronal marker NeuN in primary

cultures showed Pin1 expression in neurons in both cytoplasm and

nucleus (Fig. 1C). To ascertain that the observed increase in Pin1

levels occurred in neuronal cells, protein expression was analyzed

in differentiated SY5Y neuroblastoma cells as well as in neuronal

hNT versus NT2 teratocarcinoma cells (Fig. 2A). After SY5Y

neuronal differentiation, either with RA or NGF, an increase in

Pin1 level was observed. The same results were shown following

differentiation of NT2 into hNT neuronal cells. These data suggest

that Pin1 has likely key function(s) during neuronal differentiation.

It is worth noting that Pin1 increase was related to the

differentiation state and not to treatment effects as shown in

negative control experiments. Indeed, RA- or NGF-treated HeLa

cells and SY5Y proliferating cells did not display any increase in

Pin1 level, compared to untreated cells (Fig. 2B).

Since Pin1 binds to phospho-Tau, we further investigated tau

phosphorylation during neuronal differentiation.

Pin1 is involved in specific Tau dephosphorylation

Tau expression and phosphorylation at some analyzed sites

increase during neuronal differentiation (Smith et al., 1995; Haque
Fig. 1. Pin1 expression in primary cell cultures. (A) Immunoblotting analyses of Pi

day 11). (B) Quantification of Pin1 level during differentiation; ratios of densitome

presented; ratio related to non-differentiated cells (day 0) has an arbitrary value = 1

neuronal cells (NeuN-negative) exhibited mostly a nuclear staining for Pin1 (green,

was found in both cytosol and nucleus.
et al., 1999). Here, extended analysis of Tau phosphorylation was

performed in both SY5Y cells and hNT versus NT2 cells. We

particularly focused on Thr231, which has been shown as the

binding site for Pin1 that allows Tau dephosphorylation in vitro

(Lu et al., 1999; Zhou et al., 2000). As expected, an increase in Tau
n1 level during differentiation of rat primary cortical neurons (from day 0 to

tric values of Pin1 immunoreactivity to that of h-Actin (loading control) are

00. (C) Double immunostaining of primary culture for Pin1 and NeuN. Non-

arrowheads). In neurons (NeuN-positive cells (red)), Pin1 immunoreactivity
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levels was observed in differentiated cells (Fig. 3A). Similarly, a

parallel increase in Tau phosphorylation is shown at Ser396/404

and Thr181 sites. Conversely, phosphorylation at Thr231 remains

as low as in proliferating cells even if total Tau levels strongly

increased. Altogether, these data indicated a global decrease of

phosphorylation at Thr231, whereas phosphorylation levels are not

modified for the other sites (Thr181 and Ser396/404) (Fig. 3B).

Since the levels of phospho-Thr231 are particularly low in native

SY5Y cells, similar experiments were performed during neuronal

differentiation of SY5Y cells overexpressing tau (Mailliot et al.,

2000). These cells exhibit a basal pThr231 immunoreactivity

(Delobel et al., 2002), and during differentiation, a clear decrease

in phosphorylation was observed at Thr231 whereas other sites

were not affected (data not shown). Hence, these analyses suggest

a tight correlation between Pin1 increase and the specific Tau

dephosphorylation at Thr231 during neuronal differentiation. To

confirm this physiological observation, a Pin1-inducible SY5Y cell

model was developed to examine Pin1 involvement in differential

Tau dephosphorylation. In order to visualize phosphorylation at

Thr231, SY5Y cells overexpressing Tau proteins (Mailliot et al.,

2000; Delobel et al., 2002) were used as a basis for the

establishment of tetracycline-inducible Pin1 cells. Immunoblotting

analyses showed that, while no change was observed at pThr181

and pSer396/404, specific Tau dephosphorylation at pThr231

occurs following Pin1-induced expression (Figs. 3C and D).

Altogether, these data demonstrate for the first time in cellular
Fig. 3. Relationship between Pin1 and Tau phosphorylation. (A) Western blot ana

(treatment with either RA or NGF) and NT2 into hNT cells, using phosphory

independent antibody to visualize the amount of loaded Tau proteins. (B) Quant

densitometric values of each phospho-Tau antibody to those of total-Tau antibody a

have an arbitrary value = 1. (C) Analyses of Tau phosphorylation, as described ab

performed with lysates from mock cells (Tet-on empty vector) and inducible-Pi

tetracycline. Neuronal-specific g-enolase (NSE) immunostaining is a loading co

expression (+Tet), as described above. Ratios obtained from non-induced mock a
context that Pin1 allows differential Tau dephosphorylation in

neuronal-like cells.

Pin1 distribution is unchanged following abnormal Tau

phosphorylation

In most cell lines, Pin1 localization was reported as mainly

nuclear, but there is no information on Pin1 distribution in neuronal

cell cultures (Lu et al., 1996; Thorpe et al., 1999, 2001; Rippmann

et al., 2000). In normal human brain, Pin1 was localized by

immunostaining in both cytoplasm and nucleus of neuronal cells,

and it is assumed that Pin1 involvement in neurodegeneration is

related to its nuclear depletion, subsequently to abnormal Tau

phosphorylation (Lu et al., 1999; Thorpe et al., 2001; Liou et al.,

2003). To test this hypothesis, we used well-characterized SY5Y-

Tau cells that display inducible Cdk5 kinase activity. These

differentiated cells allowed a specific Tau phosphorylation at

Thr231 following expression of Cdk5 activator p25 protein (Fig.

4A and Hamdane et al., 2003). Pin1 cellular distribution in

differentiated mock and p25-induced cells was analyzed by

Western blotting. Proper fractionation of extracts was checked by

analysis of cellular distribution of NSE and lamin B that showed

cytoplasmic and nuclear immunoreactivity, respectively (Fig. 4B).

In differentiated mock cells, Pin1 was found in both fractions with

main localization in the cytoplasm, arguing again for a neuronal

function that is not strictly related to its nuclear localization.
lyses of Tau phosphorylation during neuronal differentiation of SY5Y cells

lation-dependent Tau antibodies, followed after stripping by a phospho-

ification of Tau phosphorylation during neuronal differentiation. Ratios of

re presented. Ratios related to undifferentiated cells (SY5Y day 0 and NT2)

ove, following Pin1 overexpression in SY5Y-Tau cells. Western blots were

n1 cells (Tet-on vector with Pin1 cDNA), treated (48 h) or not (�) with
ntrol. (D) Quantification of Tau phosphorylation following Pin1-induced

nd Pin1 cells (�Tet) have an arbitrary value = 1.



Fig. 4. Effect of Tau phosphorylation on Pin1 distribution. (A) Western blot

analyses of lysates from differentiated mock cells (Tet-on empty vector) and

inducible p25 cells, treated (24 h) or not (�) with tetracycline, showed a

specific Tau phosphorylation at Thr231 subsequently to expression of

CDK5 kinase activator p25 protein. (B) Cellular distribution of Pin1

following Tau phosphorylation at Thr231. Cytoplasmic and nuclear

fractions were prepared from differentiated mock and inducible p25 cells,

treated with tetracycline. Ten micrograms of cytoplasmic fractions (Cy) and

an equivalent volume of nuclear fractions (Nu) (extracts were prepared

from equal numbers of cells recovered in equal volumes of lysis buffers)

were analyzed by immunoblotting. Antibodies against lamin B and NSE

were used to evaluate the purity of nuclear and cytoplasmic fractions,

respectively.
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Moreover, Tau phosphorylation at Thr231 did not induce any

change in cellular distribution of Pin1 since the same pattern was

shown in p25-induced and mock cells.
Discussion

Pin1 was widely studied in proliferating cells and in the field of

cancer. Recently, its implication in Alzheimer’s disease raised its

likelihood to assume key function(s) in neuron. Nevertheless,

knowledge on Pin1 biology in neuronal cells is lacking, and then

studies in this purpose are necessary to give an insight into

mechanisms leading to neurofibrillary degeneration. In the present

work, we showed that Pin1 protein level increased in neuronal

cells. These data suggest that Pin1 may be a key actor in neuronal

differentiation and probably assumes crucial functions. Likewise, it

is interesting to note, by using MatInspector, that Pin1 promoter

has a number of consensus sequences related to brain and/or

neuronal differentiation including MEF2, MyT1 and TG-interact-

ing factor (Quandt et al., 1995). Furthermore, in a recent study,

Pin1 was found as 1 of the 381 genes expressed in different brain

regions at least three-fold higher than in other tissues (Zhang et al.,

2004). The importance of Pin1 neuronal function(s) is supported
by number pieces of evidence arguing for a loss of Pin1 function in

neurofibrillary degeneration related to Alzheimer’s disease (Lu et

al., 1999; Liou et al., 2003; Thorpe et al., 2004; Segat et al., 2005;

Sultana et al., 2006).

Among neuronal functions, Pin1 is likely to be a regulator of

Tau phosphorylation. Indeed, in vitro experiments showed that

Pin1 binds to pThr231 and promotes Tau dephosphorylation via

PP2A (Lu et al., 1999; Zhou et al., 2000, Wintjens et al., 2001). In

the present work, we demonstrated for the first time in cellular

systems a link between Pin1 expression and Tau dephosphoryla-

tion. More interestingly, this dephosphorylation did not occur

systematically at any p(Ser/Thr)-Pro motif but rather specifically at

pThr231. The latter is likely an early marker of neurofibrillary

degeneration (Vincent et al., 1998; Augustinack et al., 2002;

Ramakrishnan et al., 2003) and is mainly targeted by p25–Cdk5

kinase complex that seems to be involved in neurodegeneration

(Cruz et al., 2003; Hamdane et al., 2003; Noble et al., 2003).

Hence, Tau phosphorylation at this relevant site may be tightly

regulated, and beside kinases and phosphatases, Pin1 provides

another level of regulation that may circumvent any imbalance

between phosphorylation and dephosphorylation that likely pro-

motes Tau aggregation. Indeed, we previously showed that

abnormal Tau phosphorylation at Thr231 by p25–Cdk5 kinase

complex did not induce any aggregation (Hamdane et al., 2003).

We hypothesized that abnormal Tau phosphorylation is a prereq-

uisite and that additional events are needed to promote Tau

aggregation. However, Pin1 has likely broadest function(s) in

neuron, and identifying its neuronal substrates will usefully allow

understanding of Pin1 role in neurodegeneration. In Alzheimer’s

disease, Pin1 may have some loss of function that could be related

to either a decrease in Pin1 amount or a subcellular mis-targeting

(Lu et al., 1999, 2003; Liou et al., 2003 Thorpe et al., 2004; Segat

et al., 2005; Sultana et al., 2006). Our biochemical analyses of

cellular distribution showed that Pin1 is mainly localized in the

cytoplasm of neuronal cells. Furthermore, abnormal Tau phos-

phorylation at Thr231 did not allow any change in Pin1 cellular

distribution, arguing against the hypothesis of Pin1 nuclear

depletion following Tau abnormal phosphorylation. Hence, if

Pin1 dysfunction occurs in AD, it may be related to the low

amount of available Pin1 in brain-affected regions (Liou et al.,

2003; Segat et al., 2005) or to its inactivation by any post-

translational modification such as phosphorylation or oxidation

(Wulf et al., 2001; Lu et al., 2002; Sultana et al., 2006), hence

making it impossible to overcome molecular consequences of

abnormal Tau phosphorylation. However, we cannot rule out the

possibility that phosphorylated Tau during the onset of neuro-

degeneration may serve as a sink for Pin1, hence sequestering it

away from relevant physiological cytoplasmic substrates. In

conclusion, compiling data on Pin1 biology in neuronal cells

are needed to clarify mechanisms of its involvement in neuro-

degeneration and to better evaluate its potential as a therapeutic

target.
Experimental methods

Western blotting and antibodies

Cells were harvested as previously described (Hamdane et al., 2003),

and protein concentration was determined by BCA protein assay kit (Pierce

Perbio Science, France). Samples were mixed with an equal volume of 2�
Laemmli buffer and DTT, heated 5 min at 100-C and then 10–20 Ag was



M. Hamdane et al. / Mol. Cell. Neurosci. 32 (2006) 155–160 159
loaded onto SDS-PAGE gel. After transfer, membranes were blocked in

Tris-buffered saline, pH 8, 0.05% Tween-20, with 5% skim milk, and

incubated with primary antibody. All Tau phosphorylation-dependent

antibodies recognize (Ser/Thr)-Pro sites: AD2 against pSer396/404

(Buée-Scherrer et al., 1996), AT180 against pThr231 and AT270 against

pThr181 (Innogenetics, Ghent, Belgium). M19G recognizes Tau indepen-

dently of its phosphorylation state (Buée-Scherrer et al., 1996). Antibodies

directed against Pin1 (H-123), Cdk5 (J-3), p35 C-terminus that also

recognizes p25 protein (C-19), lamin B (H-90) and neuronal-specific g-

enolase were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Tebu-Bio,

France). Anti h-Actin (Ac-15) was purchased from Sigma and anti-

neuronal nuclei (NeuN) from Chemicon (MAB377). Horseradish-peroxi-

dase (HRP)-conjugated antibody (Sigma) was used as secondary antibody,

and HRP activity was detected with ECL detection kit (Amersham Biotech,

France).

Cytoplasmic and nuclear fractionation

Cells were harvested and proceeded as previously described (Hamdane

et al., 2005).

Cell culture and differentiation

NT2 teratocarcinoma cell line was differentiated into hNT using

retinoic acid and mitotic inhibitors as described (Ferreira et al., 2000).

NT2 cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium

(DMEM, Gibco BRL) supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mM

glutamine and penicillin–streptomycin mix. Differentiation was per-

formed according to Stratagene’s protocol. Briefly, cells were maintained

for 4–5 weeks in the culture medium with 10 AM retinoic acid (RA)

(Sigma, St Louis, MO). Afterward, cells were replated at dilution 1/4 and,

2 days later, treated with a mitotic inhibitor mix (10 AM 5-fluoro-29-

deoxyuridine, 10 AM uridine, 1 AM cytosine-h-d-arabinofuranoside), in
the absence of retinoic acid, for 2 additional weeks. At last, by mild

trypsinization enrichment protocol, the cellular population was divided

into two cellular groups enriched either in non-neuronal (NN) or neuronal

(hNT) cells.

HeLa cells and native SY5Y human neuroblastoma cells were grown in

DMEM supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mM l-glutamine, 1 mM

non-essential amino acids and penicillin–streptomycin in a 5% CO2

humidified incubator at 37-C. For differentiation, SY5Y cells were

maintained in DMEM/F12 with either 1 AM RA for 7–14 days or NGF

as previously described (Hamdane et al., 2003).

Primary cell culture

Primary cortical neurons were obtained from 17- to 18-day-old Wistar

rat embryos and prepared as follows. Briefly, brain and meninges were

removed. Cortex was carefully dissected out and mechanically dissociated

in culture medium by trituration with a polished Pasteur pipette. Once

dissociated and after blue trypan counting, cells were plated in 24-well

plates or 25 cm2 flasks at a density of 900 cells/mm2. For dissociation,

plating and maintenance, Neurobasal medium supplemented with 1% B27,

200 mM glutamine and 1% antibiotic–antimycotic agent (Gibco, France)

was used. To prepare cell lysates, cells are scrapped in NuPAGE sample

buffer (Invitrogen, France).

Immunocytochemistry

Primary cultures were fixed in 4% paraformaldehyde for 30 min and

permeabilized in 0.25% Triton X100 for 5 min. After 30 min of saturation

in 4% BSA, double immunostaining was performed using anti-Pin1 and

NeuN antibodies. Pin1 staining was revealed with a goat anti-rabbit IgG

(H + L) antibody coupled to Alexa Fluor\488 and NeuN with a goat anti-

mouse IgG (H + L) antibody coupled to Alexa Fluor\568 (Molecular

Probes). Slides were analyzed by a Leica TCS NT confocal laser scanning

microscope.
Stable transfections of SY5Y neuroblastoma cells

As described for p25-inducible cell line (Hamdane et al., 2003), Tau-

SY5Y cells that stably overexpress 2 + 3–10 tau isoform (Tau37) were

used as the basis for the T-Rex system (Invitrogen) allowing inducible Pin1

overexpression. Pin1 cDNAwas obtained from Pr. Peter Davies (AECOM,

Bronx, USA) and subcloned in pcDNA4TO (Invitrogen). Induction of Pin1

overexpression is allowed by maintaining cell in medium with tetracycline

(1 Ag/ml).
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2.4.3 Conclusions 

2.4.3.1 Pin1 augmente au cours de la différenciation neuronale 

Alors que dans les cellules en prolifération, Pin1 semble avoir une localisation 

principalement nucléaire, son expression et sa localisation subcellulaire dans des cellules 

neuronales n’étaient pas documentées. Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés à 

l’expression de Pin1 dans des cellules neuronales. Pour répondre à cet objectif, nous avons 

tout d’abord étudié l’expression de Pin1 au cours de la différenciation dans deux lignées 

cellulaires humaines différenciables en cellules de type neuronal (SH-SY5Y et NT2). 

L’analyse de ces résultats nous montre clairement que le taux de protéine Pin1 augmente au 

cours du processus de différenciation, et ceci, dans les deux lignées et par deux méthodes de 

différenciation différentes (traitement NGF et acide rétinoïque) (Figure 2 de l’article). 

Finalement, afin de confirmer ces résultats dans un modèle plus physiologique, nous avons 

étudié cette expression de Pin1 au cours de la différenciation neuronale dans des cultures 

primaires mixtes de neurones de souris. L’analyse des résultats nous montre, comme attendu, 

que le taux d’expression de Pin1 augmente également au cours de la différenciation des 

neurones en culture (Figure 1 de l’article). 

 

2.4.3.2 Pin1 entraîne une déphosphorylation de Tau 

spécifiquement à la Thr231 

Des études précédentes ayant montrées in vitro que Pin1 pouvait interagir avec Tau au 

niveau de la pT231 et faciliter sa déphosphorylation, nous nous somme intéressés, au cours de 

la différenciation neuronale, à l’effet de cette augmentation de Pin1 sur la phosphorylation de 

Tau. Les résultats des analyses par immunoempreintes dirigées contre plusieurs sites de 

phosphorylation de Tau de type pS/P-pT/P (pT231, pS396/pS404, pT181) ont montré que 

seule la pT231 présentait une baisse de son état de phosphorylation au cours du processus de 

différenciation. Afin de confirmer le rôle direct de Pin1 dans cette déphosphorylation 

spécifique de Tau, notre laboratoire a développé un modèle cellulaire permettant la 

surexpression inductible de Pin1. L’analyse de la phosphorylation de Tau aux sites 

précédemment étudiés, dans ce système, a confirmé les résultats précédents et a montré que 

seule la pT231 était déphosphorylée suite à l’induction de la surexpression de Pin1. 



  Résultats 

81 

 

En résumé, ce travail montre que Pin1 augmente au cours de la différenciation neuronale 

et suggère un rôle particulier de Pin1 dans les neurones. Nous montrons également pour la 

première fois dans un système cellulaire que Pin1 est capable de faciliter la déphosphorylation 

de Tau. Mais de façon plus importante, nous montrons que Pin1 agirait de façon spécifique 

sur certains sites de phosphorylation de Tau puisque seul le site de pT231 semble être affecté 

par Pin1. Ce résultat, relié aux données de la littérature montrant l’implication de Pin1 dans la 

MA et les Tauopathies (pour revue (Butterfield et al., 2006), est important puisque la 

phosphorylation de la Thr231 apparaît comme un événement précoce au cours de la DNF 

(Augustinack et al., 2002). Il est possible alors d’émettre l’hypothèse qu’une perte de fonction 

précoce de Pin1 dans la MA, soit par une diminution d’expression (Segat et al., 2007) soit par 

son oxydation (Sultana et al., 2006) pourrait mener à l’accumulation de ces protéines Tau 

phosphorylées à la pT231. Afin de tester cette hypothèse, nous pourrions envisager d’étudier 

l’effet de l’invalidation de Pin1, dans nos modèles cellulaires présentant une phosphorylation 

anormale à la Thr231 ou un état particulier de phosphorylation favorisé par des mutations de 

Tau, sur le devenir de ces protéines Tau anormalement modifiées et la viabilité neuronale. 
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 Discussion 

Ce travail de thèse s’inscrit dans le cadre de l’étude des mécanismes impliqués dans la 

mort neuronale observée dans les Tauopathies et plus particulièrement la MA. En effet, si l’on 

observe, dans un grand nombre de maladies neurodégénératives, des lésions formées de 

l’agrégation de protéines particulières, l’étiopathologie de ces maladies reste encore mal 

comprise. Tel est le cas des Tauopathies, un ensemble de maladies neurodégénératives qui 

présentent une agrégation intra-neuronale de protéines Tau qui sont retrouvées 

hyperphosphorylées et anormalement phosphorylées. Cependant, le rôle de cette dérégulation 

de la phosphorylation de Tau au cours du processus dégénératif est encore mal compris. 

Ainsi, de nombreux points restent à préciser quant à l’implication de cette dérégulation dans 

la fibrillogenèse de Tau et le rôle de cette phosphorylation dans la mort neuronale. De la 

même façon, la relation existante entre agrégation de Tau et mort neuronale est encore loin 

d’être élucidée. Au cours de ce travail, nous nous sommes orientés vers le développement et 

l’étude de modèles expérimentaux destinés à reproduire certaines des caractéristiques 

observées au cours de la dégénérescence neurofibrillaire (DNF), afin d’étudier les 

mécanismes impliqués dans cette cascade délétère. 

 

1 Mécanismes à l’origine de l’agrégation de Tau : Rôle de 

la phosphorylation ? 

Concernant ces mécanismes, l’étude du rôle de la dérégulation de la phosphorylation de 

Tau, un événement précoce au cours de son agrégation et de la mort neuronale, apparaît donc 

comme un point crucial à la compréhension de l’étiopathologie de la DNF. En effet, à ce jour, 

le rôle de la phosphorylation au regard de l’agrégation de Tau est encore controversé. Ainsi, 

certaines études ont suggéré que des protéines Tau s’agrégeaient rapidement in vitro quand 

elles étaient hyperphosphorylées et que ce phénomène était aboli après déphosphorylation 

(Alonso et al., 2001). Ces données ont été également appuyées par le fait qu’in vivo, 

l’augmentation pathologique des activités kinasiques Cdk5 (Noble et al., 2003) et GSK3-  

(Engel et al., 2006c) entraînait une potentialisation de l’agrégation de Tau dans des modèles 

murins qui présentent déjà une DNF, suggérant, par la même, un lien étroit entre 

phosphorylation et agrégation de Tau. Cependant, si l’augmentation in vivo de l’activité 

kinasique Cdk5 semble capable, à elle seule, d’initier la fibrillogenèse de Tau (Cruz et al., 
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2003), la surexpression de la kinase GSK3- , en revanche, ne semble pas suffisante 

(Brownlees et al., 1997; Lucas et al., 2001; Spittaels et al., 2000). Ces données associées au 

fait que la phosphorylation de Tau apparaît comme un processus séquentiel au cours de la 

DNF avec l’apparition précoce de certains épitopes (par opposition à d’autres épitopes plus 

tardifs) (Augustinack et al., 2002), suggèrent que les différents épitopes de phosphorylation 

de Tau pourraient avoir une contribution spécifique et différente au cours du processus 

agrégatif de Tau. Cette hypothèse est appuyée par des données in vitro qui montrent que des 

mutants artificiels de Tau mimant une pseudo-phosphorylation (remplacement des sites de 

phosphorylation par des glutamates) sur des épitopes carboxy-terminaux favorisent 

l’agrégation de Tau, en présence d’inducteurs d’agrégation. A l’opposé, la pseudo-

phosphorylation de sites situés dans le domaine amino-terminal aurait une action opposée 

(Haase et al., 2004). Ainsi, on pourrait envisager que l’apparition précoce d’épitopes 

spécifiques de phosphorylation serait un reflet de la contribution relative de ces épitopes aux 

phases précoces de l’agrégation de Tau : « la nucléation ». L’apparition plus tardive d’autres 

sites de phosphorylation pourrait en revanche catalyser l’extension de l’agrégation de Tau. 

Pour préciser le lien entre phosphorylation et agrégation de Tau et l’implication particulière 

de sites de phosphorylation spécifiques, nous avons cherché à modéliser les événements 

moléculaires allant de la phosphorylation de Tau à son agrégation. Ainsi, le développement 

d’un modèle in vivo, basé sur la surexpression de protéines Tau comportant des mutations 

pathologiques, nous a permis de modéliser une séquence d’événements présentant l’ensemble 

des éléments caractéristiques de la DNF tels que l’hyperphosphorylation et la phosphorylation 

anormale de Tau, l’agrégation de Tau, une perte neuronale dans l’hippocampe des souris et 

finalement l’apparition de troubles de mémoires associés. Dans ce modèle, nous avons pu 

observer que la phosphorylation de Tau apparaît de façon concomitante ou devance 

l’agrégation suivant les sites de phosphorylation analysés. Ces résultats suggèrent ainsi que 

certains sites de phosphorylation pourraient être un pré-requis à l’agrégation de Tau. 

Cependant, la complexité physiopathologique de ce modèle nous a conduit à 

développer/utiliser, en parallèle, des modèles cellulaires simples et plus aisés d’exploitation. 

Ces modèles ont été choisis de façon soit à présenter un état de phosphorylation de Tau 

particulier, par le biais de la surexpression du complexe kinasique p25/Cdk5 soit à 

surexprimer des mutants pathologiques de Tau. Ainsi, l’analyse de nos lignées surexprimant 

des protéines Tau mutées montrent que deux mutations différentes (P301S/S305N) peuvent 

induire des changements de conformation (caractérisés par une augmentation de la masse 
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moléculaire apparente des protéines Tau mutées) détectés par électrophorèse 

bidimensionnelle. Nous avons également montré que ce changement de conformation était 

directement lié à un état de phosphorylation particulier puisque la déphosphorylation in vitro 

des protéines Tau mutées abolit le changement de conformation observé. A ce jour, la nature 

des sites de phosphorylation impliqués dans ces changements de conformation nous reste 

encore inconnue. L’analyse dans nos modèles cellulaires par une approche 

monodimensionnelle de certains épitopes de phosphorylation de Tau, majoritairement 

dérégulés dans les Tauopathies, ne nous a pas indiqué ni la présence d’une 

hyperphosphorylation ni celle d’une phosphorylation anormale. En outre, si nous n’avons pas 

observé d’agrégation de Tau, à proprement parlé dans nos modèles cellulaires, nous avons pu 

montrer que le changement d’état de phosphorylation des protéines Tau mutées, mis en 

évidence par analyse bidimensionnelle, était corrélé à l’apparition de structures denses en 

microscopie électronique. Ces structures rappellent des éléments appelés « foyers de 

nucléation », précédemment décrits dans la littérature comme pouvant être à l’origine de la 

formation, plus tardive, d’agrégats de Tau structurés sous la forme de filaments (DeTure et 

al., 2002a). Actuellement, la nature de ce changement particulier de l’état de phosphorylation 

des protéines Tau qui semble être favorisé par les mutations n’est pas encore connue. 

Néanmoins, et par extrapolation, nous émettons l’hypothèse que dans la MA où aucune 

mutation de Tau n’a été détectée, des changements précoces de l’état de phosphorylation de 

Tau (suite à des mécanismes cellulaires bouleversant la régulation de l’homéostasie de sa 

phosphorylation) conduiraient à ces mêmes changements de conformation particuliers qui 

pourraient être à la base de l’initiation de la fibrillogenèse des protéines Tau.  

Parmi les sites de phosphorylation dérégulés, nous nous sommes intéressés plus 

particulièrement à la phosphorylation de Tau à la Thr231 qui semble être un événement 

précoce au cours de la DNF (Augustinack et al., 2002). Dans ce cadre, nous avons cherché à 

évaluer l’importance de la phosphorylation de cet épitope dans l’agrégation de Tau à l’aide de 

notre modèle cellulaire p25/Cdk5, capable de générer cet épitope de phosphorylation 

anormale (Hamdane et al., 2003b). Nous avons ainsi montré que la présence d’une 

phosphorylation à cet épitope, à elle seule, ne semble pas suffisante, dans notre modèle, pour 

mener à une insolubilité de Tau et, a fortiori, à sa fibrillogenèse. 

Ainsi, l’ensemble de nos résultats associés à une liste assez longue de travaux menés 

dans des modèles cellulaires basés soit sur la surexpression de kinases soit sur une inhibition 

de la phosphatase PP2A montre que ni l’hyperphosphorylation, ni la phosphorylation 
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anormale de Tau (Tableau 2, p.18) (Bussiere et al., 1999; Caillet-Boudin and Delacourte, 

1996; Mailliot et al., 1998) ne semblent suffisantes pour mener à sa fibrillogenèse. De plus, à 

côté de ces modèles cellulaires, on peut noter également qu’une dérégulation de la 

phosphorylation de Tau est également retrouvée in vivo dans des conditions physiologiques 

particulières telles que l’hypothermie induite par hypoglycémie (Planel et al., 2004) ou 

anesthésie (Planel et al., 2007) et dans les neurones hippocampiques de spermophilus citellus 

(Arendt et al., 2003) et Mesocricetus auratus (Hartig et al., 2005; Hartig et al., 2007) en 

conditions d’hibernation, où aucune agrégation de Tau n’a été observée à ce jour. 

 

Néanmoins, l’analyse comparative de nos modèles cellulaires présentant deux 

phénotypes différents, à savoir : d’un côté , une phosphorylation anormale de Tau sans 

agrégation ni insolubilité, et de l’autre, un changement particulier de l’état de phosphorylation 

des protéines Tau mutées, associé à des changements de conformation et à la formation de 

« foyers de nucléation », nous permet d’émettre l’hypothèse que la phosphorylation de Tau ne 

pourrait jouer un rôle vis-à-vis de son agrégation que par sa dimension combinatoire et 

séquentielle. En effet, des données obtenues sur d’autres protéines comme l’histone H1 

montrent que seul le regroupement de groupements phosphate dans une région particulière de 

la protéine sous forme de « clusters de phosphorylation » est capable de changer la 

conformation locale de la protéine et d’entraîner son dépliement (Lindwall and Cole, 1984b). 

Concernant Tau, des études ultra-structurales ont pu montrer que la région impliquée dans les 

interactions intermoléculaires au sein des agrégats, encore appelée « domaine core », est 

contenue dans les domaines de répétition R2 et R3 (von Bergen et al., 2005). En outre, cette 

région basique de Tau (Figure 2, p.10) est également capable de réaliser des interactions 

intramoléculaires avec le domaine amino-terminal de Tau (Carmel et al., 1996) et la queue 

carboxy-terminale de Tau qui présentent, tous deux, des pHi acides (Esposito et al., 2000). La 

réalisation de telles interactions serait alors défavorable à l’agrégation de Tau puisque le 

« domaine core » de la protéine se trouverait masqué au sein de cette structure 

conformationelle (Berry et al., 2003). Ces données structurales expliqueraient, en partie, la 

raison pour laquelle des protéines Tau ne présentant plus d’extrémité carboxy-terminale, après 

clivage protéolytique réalisé par la Caspase-3, pourraient être engagées dans les agrégats de 

Tau (Gamblin et al., 2003; Rissman et al., 2004). Ces données expliquerait également 

pourquoi la surexpression de constructions de Tau restreintes aux domaines de répétition 

entraîne leur agrégation rapide dans des modèles cellulaires, et ceci, par opposition à la 
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protéine Tau entière (Khlistunova et al., 2006). C’est dans ce contexte que la phosphorylation 

de Tau dans sa partie carboxy-terminale pourrait agir en tant qu’agent facilitateur de 

l’agrégation. En effet, le regroupement de groupements phosphate dans cette partie de la 

protéine pourrait faciliter, un dépliement de la protéine (par repoussement de charges avec les 

extrémités terminales acides) et permettre une meilleure exposition du « domaine core » de 

Tau pour ses liaisons intermoléculaires (Figure 20, p.86) et la formation de « foyers de 

nucléations ». La détermination des sites de phosphorylation impliqués dans des changements 

de conformation, comme ceux observés dans nos modèles cellulaires surexprimant des 

prtoéines Tau mutées, représenterait alors des perspectives intéressantes pour identifier les 

épitopes critiques impliqués dans la formation de ces « foyers de nucléations ». 

Phosphorylation du 
domaine carboxy-terminal  
par:

•Augmentation de 
certaines activités 
kinasiques.

•Mutations  de Tau.

Tau clivée

« Foyers de nucléation »

pTau

Autres événements moléculaires
« vieillissement neuronal » 

PHFs

Phosphorylation du 
domaine carboxy-terminal  
par:

•Augmentation de 
certaines activités 
kinasiques.

•Mutations  de Tau.

Tau clivée

«Foyers de nucléation»

pTau

Autres événements moléculaires
«vieillissementneuronal» 

PHFs

Hyper-pTau

 

Figure 20 : Représentation schématique d’une hypothèse de mécanisme d’action de la phosphorylation sur la 
formation de « foyers de nucléation » adaptée de (Alonso Adel et al., 2004) 

 

Hormis cette hypothèse du rôle de la phosphorylation séquentielle et combinatoire pour 

expliquer le lien entre la phosphorylation de Tau et son agrégation, l’idée que d’autres 

mécanismes moléculaires pourraient être nécessaires à la fibrillogenèse de Tau dans les 

systèmes biologiques n’est pas à exclure. Des études se sont ainsi portées sur l’éventuelle 

implication de mécanismes cellulaires qui pourraient, en particulier, être modifiés au cours du 

vieillissement, le facteur de risque majeur de la MA. 

Parmi ces mécanismes, on peut noter que l’influence de l’oxydation sur l’agrégation de 

Tau a été étudiée. En effet, il est connu qu’une dysfonction mitochondriale est retrouvée au 

cours du vieillissement (pour revue (Lee and Wei, 2007) et également de façon précoce au 
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cours la MA (Nunomura et al., 2001). Cette dysfonction mitochondriale conduit alors à la 

formation des ROS pour « reactive oxygen species » qui peuvent, entre autres, entraîner la 

formation de dérivés lipidiques tels que le HNE pour 4-hydroxy-2-nonénal. La production de 

ces dérivés in cellulo semble alors intervenir de concert avec la phosphorylation dans les 

changements de conformation de Tau (Liu et al., 2005b) et sa fibrillogenèse (Perez et al., 

2000a; Perez et al., 2002). A côté de ces données, il est également possible d’émettre 

l’hypothèse que des systèmes cellulaires de compensation, tels que les systèmes de 

dégradation pourraient empêcher l’apparition des formes agrégées de Tau en favorisant leur 

dégradation. La diminution reconnue de l’activité de ces systèmes au cours du vieillissement 

pourrait alors concourir à l’accumulation de protéines Tau anormalement modifiées (pour 

revues (Martinez-Vicente et al., 2005; Ward, 2002) et à leur fibrillogenèse. 

 

2 Quel est le rôle de la phosphorylation de Tau dans la 

mort neuronale et quelles sont les formes 

pathologiques de Tau impliquées ? 

La signification physiopathologique des filaments de Tau est encore ouverte à débat et il 

n’est pas à exclure que des formes anormalement modifiées de Tau mais non-agrégées 

(formes intermédiaires) pourraient être directement impliquées dans la mort neuronale. En 

effet, les mécanismes généraux impliqués dans la dégénérescence neuronale, observée au 

cours de la maladie d’Alzheimer, ainsi que les formes de Tau impliquées dans ce processus ne 

sont pas encore clairement déterminés. De plus, un certain nombre de travaux de recherche 

récents suggèrent la révision d’un dogme jusqu’alors admis et basé sur le monopole des 

formes agrégées de Tau à être impliquées dans la mort neuronale. Cette idée émane du 

développement de modèles murins basés sur la surexpression inductible de transgènes, et en 

particulier de protéines Tau mutées, qui semblent apporter de nouveaux éléments quant à la 

compréhension de l’étiopathologie de la DNF. En effet, grâce à ces modèles, il est désormais 

possible d’établir plus finement la chronologie des mécanismes impliqués dans cette cascade 

délétère. De cette façon, Santacruz et collaborateurs ont pu montrer que l’arrêt de la 

surexpression d’une protéine Tau mutée P301L, après la formation de filaments de Tau 

(PHFs) menait à une amélioration des performances mnésiques des souris sans qu’il y ait 

diminution de la quantité de filaments de Tau (Santacruz et al., 2005). De la même façon, 

dans un modèle murin de co-expression d’une protéine Tau triplement mutée VLW avec la 
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kinase GSK3- , et dont la pathologie augmente avec la durée d’induction de l’expression de 

GSK3-  Engel et collaborateurs montrent que des déficits cognitifs apparaissent avant même 

l’apparition de filaments de Tau (Engel et al., 2007). Nos analyses menées dans notre modèle 

in vivo montrent une progression séquentielle de la pathologie Tau avec une phosphorylation 

de Tau sur certains sites qui pourrait être antérieure à l’agrégation de Tau et à la perte 

neuronale et les troubles mnésiques plus tardifs. Cependant, la résolution temporelle de notre 

analyse ne permet pas d’établir clairement la relation de cause à effet entre la formation des 

agrégats de Tau et la mort neuronale et les troubles mnésiques observés dans notre modèle. 

De plus, au cours du processus dégénératif, il est envisageable que différentes formes de Tau 

pathologiques se côtoient (formes intermédiaires et formes agrégées de Tau). Il est donc 

difficile, dans notre modèle, de définir clairement quelles sont les formes de Tau impliquées 

directement dans la mort neuronale observée. 

 

Si comme les travaux menés dans les modèles inductibles le suggèrent, « les agrégats de 

Tau ne sont pas les formes toxiques, quelles sont ces formes ? » (pour revue (Duff and Planel, 

2005). Cette question illustre parfaitement un des défis de la recherche actuelle qui vise à 

identifier les formes de Tau potentiellement impliquées dans la mort neuronale. Dans ce 

contexte, on peut émettre l’hypothèse que des formes monomériques de Tau anormalement 

phosphorylées pourraient constituer des intermédiaires à la dégénérescence neuronale. Ainsi, 

nous avons pu montrer que la phosphorylation anormale de Tau à la Thr231 était associée à la 

mort de cellules différenciées de type neuronal et que cette mort cellulaire était également 

précédée d’une réexpression de marqueurs du cycle cellulaire (une autre caractéristique 

observée au cours de la maladie d’Alzheimer). Cependant, à l’heure actuelle, nous ne savons 

pas, dans ce modèle, quelle est la contribution respective de ces deux composantes 

(phosphorylation anormale de Tau versus réexpression de marqueurs du cycle) dans la mort 

de ces cellules différenciées. L’inhibition de l’une ou l’autre des composantes, dans notre 

modèle p25/Cdk5, permettrait de comprendre la part de contribution de ces deux processus et 

en particulier d’évaluer la part de la phosphorylation anormale de Tau à la Thr231 dans la 

mort neuronale observée et les éventuels mécanismes impliqués. En effet, même si la 

dérégulation des marqueurs du cycle semble être associée à la DNF et à de nombreux modèles 

de mort neuronale, le lien entre cet événement et la DNF n’est pas encore connu et pourrait 

avoir lieu in vivo dans des neurones différents (Andorfer et al., 2003). De plus, nos résultats, 

obtenus dans un modèle cellulaire, sont également à rapprocher de résultats obtenus dans 
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d’anciens modèles in vivo développés chez D.melanogaster et C.elegans, basés sur la 

surexpression de protéines Tau sauvages ou mutées. Ces modèles, jusqu’alors considérés 

comme décevants en raison de l’absence d’un phénotype agrégatif de Tau, présentent, 

cependant, une accumulation de protéines Tau anormalement phosphorylées associée à une 

dégénérescence neuronale (pour revue (Brandt et al., 2005). On pourra noter également que 

dans un modèle murin de surexpression de GSK-3 l’accumulation de protéines Tau 

hyperphosphorylées à l’état soluble, est responsable de troubles de la mémoire spatiale 

(Hernandez et al., 2002) appuyant également l’hypothèse que ces formes hyperphosphorylées 

pourraient être également impliquées dans la dysfonction neuronale. Cependant, des résultats 

contradictoires obtenus dans des modèles murins où la surexpression de protéines Tau 

sauvage entraîne également une accumulation de protéines Tau hyperphosphorylées mais sans 

perte neuronale significative laissent suggérer que tous les sites de phosphorylation n’auraient 

pas la même importance dans les mécanismes impliqués dans la mort neuronale. Ainsi, un 

travail récent réalisé chez D.melanogaster, montre l’importance de la phosphorylation de Tau 

sur les sites de phosphorylation de type Ser/Thr-Pro au regard de la neurodégénérescence 

(Steinhilb et al., 2007). Ces dernières données soulignent également l’intérêt de préciser les 

mécanismes à l’origine de la dérégulation de la phosphorylation de Tau et particulièrement 

aux sites de phosphorylation de type Ser/Thr-Pro. Ainsi, nous avons pu montrer l’importance 

du complexe p25/Cdk5, capable d’induire une phosphorylation de Tau sur le site Ser/Thr-Pro 

de la Thr231. De plus, nous avons montré que la protéine Pin1, une prolyl cis/trans isomérase 

dont l’expression est augmentée au cours de la différenciation neuronale, apparaît comme un 

modulateur important de la régulation de la phosphorylation à la Thr231. En effet, cette 

isomérase est capable in cellulo de faciliter la déphosphorylation spécifique de Tau à la 

Thr231, probablement en jouant sur la conformation Cis/Trans de ce site et ainsi faciliter 

l’action de la phosphatase Trans spécifique PP2A sur ce site (Zhou et al., 2000). Le nombre 

d’arguments croissants montrant une altération de la fonction de Pin1 au cours des 

Tauopathies, et en particulier de la MA (Sultana et al., 2006) (et pour revue (Butterfield et al., 

2006), laisse alors supposer que la dysfonction de cette protéine pourrait concourir à 

l’accumulation de formes anormalement phosphorylées de Tau. En effet, ces dernières 

seraient moins bien prises en charge par le couple protéique Pin1/PP2A qui, en conditions 

normales pourrait jouer un rôle physiologique de compensation/ déphosphorylation. Aussi, il 

serait intéressant d’étudier l’effet de l’inhibition/invalidation de la protéine Pin1 sur 

l’accumulation de formes phosphorylées et/ou d’agrégats de Tau et la mort neuronale dans 
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nos modèles cellulaires et également d’étudier l’implication de Pin1 dans notre modèle animal 

de DNF. 

 

Cependant, si les formes monomériques de Tau anormalement phosphorylées semblent 

être impliquées, on ne peut pas exclure que d’autres formes de Tau solubles intermédiaires 

entre ces formes monomériques et les formes de Tau agrégées puissent également participer à 

la mort neuronale. En effet, la découverte récente de formes oligomériques, retrouvées dans 

des fractions solubles de Tau et corrélées très étroitement aux déficits cognitifs observés dans 

un modèle de DNF inductible, soulève, de nouveau, la complexité des mécanismes et des 

formes de Tau qui pourraient être mises en jeu dans le processus délétère de la DNF (Berger 

et al., 2007). 

 

Quoi qu’il en soit, les mécanismes d’action impliquant ces formes pathologiques de Tau 

dans la mort neuronale et la neurodégénérescence (formes anormalement phosphorylées et/ou 

formes oligomériques) ne sont pas encore élucidés. Actuellement, l’opinion scientifique 

globale s’accorde à penser que cette dégénérescence neuronale résulterait à la fois d’une perte 

de fonction de ces protéines Tau pathologiques mais également d’un gain de fonction toxique. 

En effet, premièrement, il est aisé d’émettre l’hypothèse que les protéines Tau 

hyperphosphorylées et anormalement phosphorylées ne peuvent plus assurer leur fonction 

stabilisatrice des microtubules. La perturbation de cette homéostasie de phosphorylation de 

Tau pourrait alors conduire à une perturbation du transport axonal, elle-même responsable 

d’une absence de transport correct de facteurs neurotrophiques (BDNF, NGF) nécessaires à la 

survie neuronale. Cette perturbation de phosphorylation pourrait également provoquer une 

dysfonction synaptique secondaire au défaut de transport axonal (Roy et al., 2005; 

Trojanowski et al., 2005). Cette hypothèse est appuyée par le fait que la surexpression d’une 

protéine Tau mutée dans un modèle murin montre l’existence d’une perte synaptique avant 

même l’apparition d’agrégats de Tau (Yoshiyama et al., 2007). Cette dysfonction synaptique 

pourrait également être renforcée par un gain de toxicité des protéines Tau anormalement 

modifiées qui déstabiliserait le cytosquelette d’actine indispensable à l’intégrité de la structure 

de la synapse (Blard et al., 2007; Fulga et al., 2007) (et pour revue (Gallo, 2007). 
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Figure 21 : Schéma de synthèse des hypothèses relatives à la dégénérescence neurofibrillaire : une mort 
neuronale liée à la dysfonction des protéines Tau.  

Dans cette cascade, des événements initiateurs tels que des changements de l’état de phosphorylation des 
protéines Tau ou des mutations pathologiques pourraient permettre de faire entrer les protéines Tau dans la 
cascade délétère de la DNF. Cependant d’autres mécanismes semblent nécessaires à la formation des formes 
agrégées de Tau (PHFs) ou de formes intermédiaires nommées « formes oligomériques ». Actuellement, les 
formes anormalement modifiées de Tau impliquées dans la mort neuronale restent encore à déterminer mais 
pourraient agir soit via des mécanismes de toxicité induite soit par perte de fonction des protéines Tau 
anormales. Cette dysfonction des protéines Tau mènerait alors à une dysfonction synaptique et/ou à une mort 
neuronale co-responsables des troubles cognitifs, un phénotype clinique commun aux Tauopathies. 

 

Enfin, si les agrégats de Tau pourraient être une forme de compensation, dans les stades 

précoces de la pathologie, afin d’empêcher l’action toxique des formes pathologiques de Tau 

sous leur formes soluble, il est néanmoins probable que l’encombrement stérique réalisé par 

ces agrégats de grande taille puisse perturber, à long terme, le fonctionnement cellulaire dans 

sa globalité et ainsi concourir à une mort neuronale retardée. Enfin, il a été montré récemment 

dans un modèle cellulaire, basé sur l’expression d’une construction de Tau restreinte aux 

domaines de répétition, (Khlistunova et al., 2006) que les agrégats de ces protéines Tau 

tronquées étaient également capables de séquestrer des protéines Tau entières (holoprotéine) 

(Wang et al., 2007b). Cette capacité à piéger des protéines Tau « normales » au sein des 

agrégats pourrait ainsi accentuer, à long terme, la perte de fonction des protéines Tau et ses 

conséquences délétères, au sein des neurones.  
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3 Défaillance de systèmes de compensation/réparation 

des protéines Tau pathologiques : le lien avec le 

vieillissement ? 

Le deuxième point important apporté par Santacruz et collaborateurs dans l’analyse de 

leur modèle de DNF inductible, est que la pathologie Tau semble être un processus réversible 

au moins dans les premiers stades d’évolution de la DNF. Ces résultats soulignent au passage 

que des systèmes de compensation pourraient prendre en charge les formes de Tau 

anormalement phosphorylées à l’état soluble et éviter ainsi leurs actions toxiques, au moins au 

début de la pathologie Tau. Parmi ces systèmes, la protéine Pin1 figurerait parmi les candidats 

potentiels dans la mise en place de systèmes de compensation en permettant la 

déphosphorylation de Tau au niveau de sites critiques vis-à-vis de sa fonction et de la 

pathologie. Cependant, nous émettons également l’hypothèse que les voies de dégradation 

pourraient aussi contribuer largement à ces systèmes de compensation et expliquer, en partie, 

l’absence d’une fibrillogenèse établie dans nos modèles cellulaires. La diminution de 

l’efficacité de ces systèmes au cours du vieillissement, justifierait, a contrario, la présence de 

filaments de Tau dans les modèles murins de DNF. A ce jour, et en raison d’un certain 

nombre d’évidences génétiques montrant un lien direct entre la défaillance du protéasome et 

l’agrégation de l’ -synucléine (le constituant des lésions histologiques de la Maladie de 

Parkinson) dans certaines formes familiales de Maladie de Parkinson (Maraganore et al., 

2004; Shimura et al., 1999), l’essentiel des travaux de recherche s’est porté, en première 

intention, vers l’étude de l’implication du protéasome dans la dégradation des protéines Tau et 

la DNF. Cette hypothèse est d’autant plus étayée que les protéines Tau hyperphosphorylées et 

anormalement phosphorylées semblent interagir fortement avec un complexe chaperons/co-

chaperons mettant en jeu des « Heat Shock protein » (Hsp) et la protéine CHIP, un co-

chaperon possédant une activité ubiquitine-ligase qui permet la dégradation de ces protéines 

Tau via le protéasome (Dickey et al., 2006a; Hatakeyama et al., 2004; Shimura et al., 2004a; 

Shimura et al., 2004b). Ces résultats ont été confirmés in vivo puisque l’invalidation d’une 

protéine CHIP dans un modèle murin conduit à l’accumulation de protéines Tau 

phosphorylées (Dickey et al., 2006b; Sahara et al., 2005). 

Cependant, à ce jour, les données contradictoires concernant l’implication du protéasome 

dans la dégradation physiologique de la protéine Tau (cf § 1.2.3.2.b, p.25), la méconnaissance 
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de l’implication d’autres systèmes de dégradation (comme la voie lysosomiale) dans le 

métabolisme des protéines Tau ainsi que l’implication, de plus en plus suggérée, de systèmes 

chaperons/co-chaperons dans les maladies neurodégénératives, nous poussent à orienter nos 

investigations vers l’étude des différents systèmes de dégradation dans nos modèles, et en 

particulier de la voie lysosomiale. 

En effet, un certain nombre d’arguments, suggèrent que cette voie de dégradation, dont 

l’efficacité diminue au cours du vieillissement (pour revue (Martinez-Vicente et al., 2005), 

pourrait être impliquée dans les maladies neurodégénératives. Ainsi, primo, certains résultats 

suggèrent qu’une pathologie lysosomiale, jusqu’ici reliée au versant amyloïde de la 

pathologie, est observée au cours de la MA (Nixon et al., 2005; Yu et al., 2005). Secundo, une 

pathologie lysosomiale est également observée dans certains modèles in vivo de DNF (Lim et 

al., 2001) et l’invalidation de gènes impliqués dans l’autophagie est associée à l’accumulation 

intra-neuronale de matériel protéique et à l’existence d’une neurodégénérescence chez des 

souris transgéniques (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006a; Komatsu et al., 2006b). D’un 

point de vue fondamental, on pourra noter que plusieurs voies aboutissent à la dégradation des 

protéines par les protéases acides des citernes lysosomiales et ont été regroupées sous le terme 

général d’autophagie. On distinguera ainsi la macroautophagie, impliquée dans la dégradation 

des organites intracellulaires et la microautophagie responsable de la dégradation d’éléments 

cytoplasmiques ; ces deux voies constituant les deux formes d’autophagie « non-sélectives ». 

De façon importante, une troisième voie autophagique appelée CMA pour « chaperone 

mediated autophagy » (Dice, 2007) semble spécifique à la dégradation de protéines 

cytosoliques à demi-vie longue et comportant un motif consensuel du type « KFERQ-like » : 

Cette voie de dégradation nécessite l’intervention d’un complexe spécifique de chaperons/co-

chaperons comprenant les protéines Hsc70, Hsp40, Hsp90, Hip, Hop et Bag1 et requiert la 

présence d’un récepteur spécifique à la membrane lysosomiale : lamp2a qui est chargé 1) de 

fixer le complexe chaperonne-substrat et 2) de transloquer la protéine substrat de la membrane 

lysosomiale au lumen du lysosome (pour revue (Majeski and Dice, 2004) pour sa dégradation 

par les protéases lysosomiales acides. 
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Figure 22: Représentation schématique de l’autophagie médiée par les chaperones. (Majeski and Dice, 2004) 

1) La protéine substrat se fixe au complexe de chaperones formé de Hsc70, Hsp 40, Hsp90, Hip, Hop et Bag1. 2) 
Le complexe chaperone/substrat se fixe au récepteur multimérique Lamp2a situé à la membrane Lysosomiale. 
3) La protéine substrat est déconformée 4) Avec l’aide de la protéine Hsc70 lysosomiale (Ly-Hsc70), le substrat 
est transloqué de la membrane au lumen pour 5) y être dégradé par les protéases lysosomiales acides. 6) et 7) 
le complexe de chaperones est libéré et de nouveau libre pour un nouveau cycle de dégradation. 

 

La présence de 1 à 2 motifs putatifs « KFERQ-like » dans la séquence primaire de Tau 

selon les isoformes (Fig.4), la mise en jeu, dans les maladies neurodégénératives de chaperons 

moléculaires communs avec la CMA (Dickey et al., 2007) ainsi que la longue demi vie de 

Tau mise en évidence par certains de nos résultats préliminaires, nous poussent à orienter nos 

perspectives de recherche vers cette voie de dégradation. De plus, l’efficacité de cette voie de 

dégradation spécifique, jusqu’ici non-étudiée dans la MA, semble néanmoins altérée dans la 

dégradation de formes mutées d’ -synucléine qui s’accumulent au sein des corps de Lewy de 

certaines formes familiales de maladie de Parkinson (Cuervo et al., 2004). Enfin, l’analyse de 

nos résultats préliminaires obtenus après l’inhibition pharmacologique des protéases 

lysosomiales acides (par un agent alcalinisant comme le chlorure d’ammonium (NH4Cl)) 

montrent une accumulation préférentielle de protéines Tau phosphorylées dans des cellules 

SY5Y natives ou surexprimant une isoforme de protéine Tau à trois domaines répétés (3R). 

Ces résultats encourageants nous laissent ainsi supposer que cette voie de dégradation 

particulière pourrait être impliquée dans la dégradation de Tau. Une analyse plus approfondie, 

visant à définir les interactions entre les protéines Tau et les différents acteurs impliqués dans 

cette voie de dégradation et en particulier avec la protéine Lamp2a, nous permettra de 
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confirmer l’implication de cette voie dans la dégradation des protéines Tau phosphorylées. 

Enfin, si ces résultats prometteurs se confirment, il serait alors envisageable d’étudier les 

conséquences d’une dysfonction de cette voie sur l’accumulation des protéines Tau et sur la 

mort neuronale. La contribution de cette voie de dégradation dans la pathologie Tau observée 

dans notre modèle animal pourra également être évaluée, ainsi que l’utilisation de la 

cérébrothèque humaine de notre laboratoire afin de préciser le rôle de cette voie de 

dégradation lysosomiale dans la DNF et la MA. 
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Figure 23 : Systèmes de compensation/réparation capables de prendre en charge les protéines Tau 
anormales : 

Les récentes données obtenues dans des modèles inductibles murins de DNF suggèrent l’existence de systèmes 
de compensation qui pourrait, au moins dans les premiers stades, prendre en charge les protéines Tau 
anormalement modifiées. Parmi ces systèmes, le couple enzymatique Pin1/PP2a et les phosphatases 
pourraient participer par une déphosphorylation des protéines Tau anormalement modifiées. L’implication de 
systèmes de dégradation et plus généralement de complexes de chaperons/co-chaperons moléculaires 
permettant à la fois l’adressage vers la dégradation ou la réparation des protéines mal conformées semble 
également envisageable. Une diminution d’efficacité de ces systèmes, reconnue au cours du vieillissement, 
pourrait-elle concourir à l‘apparition des stigmates de la DNF et faire le lien entre la DNF et le vieillissement 
cérébral, le facteur de risque majeur de la MA ? 
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 Conclusions 

En résumé ce travail a permis le développement de modèles expérimentaux qui 

reproduisent certains aspects moléculaires observés dans la cascade délétère de la 

dégénérescence neurofibrillaire : une mort neuronale particulière, liée au dysfonctionnement 

des protéines Tau. Alors que les résultats des modèles cellulaires suggèrent que la 

phosphorylation anormale ou les mutations de Tau ne sont pas, à elles seules, suffisantes pour 

mener à la fibrillogenèse de Tau, les mutations de Tau dans un contexte in vivo mènent aux 

caractéristiques phénotypiques majeures de la DNF à savoir : une dérégulation de la 

phosphorylation de Tau (Hyperphosphorylation et phosphorylation anormale) et à son 

agrégation sous la forme de PHFs. L’analyse combinée de ces deux types de modèles suggère 

ainsi que ces événements moléculaires (dérégulation de phosphorylation et/ou mutations de 

Tau) pourraient jouer le rôle d’agents facilitateurs. Cependant, il apparaît, d’après nos 

résultats, que la DNF, pour être complète d’un point de vue phénotypique, ainsi que ses 

conséquences délétères ne s’exprimeraient que dans un contexte de défaillance de systèmes de 

compensation/réparation qui pourrait prendre en charge ces protéines Tau anormalement 

modifiées. Au cours du vieillissement, la diminution de l’efficacité de ces systèmes de 

compensation pourrait alors concourir à l’expression phénotypique de la DNF. 

Ce travail nous oriente, ainsi, vers l’étude de systèmes de compensation tels que les voies 

de dégradation qui pourraient prendre en charge ces protéines Tau anormalement modifiées 

dès les premiers stades de la pathologie Tau. L’étude de ces systèmes dans nos modèles 

constitue ainsi des perspectives, prometteuses dans l’avancée de la compréhension de 

l’étiopathologie de la MA et des Tauopathies, qui pourraient aboutir à l’identification de 

nouvelles cibles pertinentes pour le développement d’outils diagnostiques et thérapeutiques 

dans les Tauopathies. 
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Annexe 1 : Références des études de mise en évidence in vitro des Protéines kinases impliquées dans la 
phosphorylation de Tau et sites de phosphorylation. 

Abr : PDPK : « Proline Directed Protein Kinases », N-PDPK : « Non-Proline Directed Protein Kinases », BI : Kinases 
à la fois PDPK et N-DPK et YK : « Tyrosine Kinases » 
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Annexe 2 : Références des études de mise en évidence in vivo des protéines kinases impliquées dans la 
phosphorylation de Tau et sites de phosphorylation.  

Abr : PDPK : « Proline Directed Protein Kinases », N-PDPK : « Non-Proline Directed Protein Kinases », BI : Kinases 
à la fois PDPK et N-DPK et YK : « Tyrosine Kinases » 
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Early Axonopathy Preceding Neurofibrillary Tangles
in Mutant Tau Transgenic Mice
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Michèle Authelet,* Robert De Decker,*
Zehra Yilmaz,* L. Buée,† and Jean-Pierre Brion*

From the Laboratory of Histology, Neuroanatomy, and

Neuropathology,* School of Medicine, Université Libre de
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Neurodegenerative diseases characterized by brain
and spinal cord involvement often show widespread
accumulations of tau aggregates. We have generated a
transgenic mouse line (Tg30tau) expressing in the
forebrain and the spinal cord a human tau protein
bearing two pathogenic mutations (P301S and G272V).
These mice developed age-dependent brain and hip-
pocampal atrophy, central and peripheral axonopa-
thy, progressive motor impairment with neurogenic
muscle atrophy, and neurofibrillary tangles and had
decreased survival. Axonal spheroids and axonal at-
rophy developed early before neurofibrillary tangles.
Neurofibrillary inclusions developed in neurons at 3
months and were of two types, suggestive of a selec-
tive vulnerability of neurons to form different types
of fibrillary aggregates. A first type of tau-positive
neurofibrillary tangles, more abundant in the fore-
brain, were composed of ribbon-like 19-nm-wide fil-
aments and twisted paired helical filaments. A second
type of tau and neurofilament-positive neurofibrillary
tangles, more abundant in the spinal cord and the
brainstem, were composed of 10-nm-wide neurofila-
ments and straight 19-nm filaments. Unbiased stereo-
logical analysis indicated that total number of pyra-
midal neurons and density of neurons in the lumbar
spinal cord were not reduced up to 12 months in
Tg30tau mice. This Tg30tau model thus provides evi-
dence that axonopathy precedes tangle formation
and that both lesions can be dissociated from overt
neuronal loss in selected brain areas but not from
neuronal dysfunction. (Am J Pathol 2007, 171:000–000;

DOI: 10.2353/ajpath.2007.070345)

Many neurodegenerative diseases are characterized by
the presence of filamentous aggregates in neurons
and/or in glial cells and composed of abnormally and
hyperphosphorylated forms of the microtubule-associ-
ated protein tau. These diseases have been referred to
as tauopathies1 and include some forms of frontotempo-
ral dementia, Pick’s disease, progressive supranuclear
palsy, corticobasal degeneration, and Alzheimer’s dis-
ease (AD). Several of these tauopathies are character-
ized by both cognitive and motor dysfunction and wide-
spread tau pathology in brain, brainstem, and spinal
cord. For example, cognitive dysfunction and extrapyra-
midal symptoms are observed in patients with cortico-
basal degeneration or progressive supranuclear palsy. In
the Guam amyotrophic lateral sclerosis-parkinsonism-de-
mentia complex,2 and in a subset of frontotemporal de-
mentia,3 patients present with motorneuron disease and
dementia. Although most cases of familial frontotemporal
dementia have been recently found to be caused by
mutations in the progranulin gene, pathogenic mutations
in the tau gene have also been identified in familial forms
of frontotemporal lobar degeneration.4 Tau protein binds
to microtubules and is involved in regulation of the sta-
bility of microtubules, axoplasmic transport, and axonal
differentiation.5,6 In frontotemporal lobar degeneration
with tau gene mutation, their functional effects might be
attributable to a loss of function mechanism by virtue of
decreased microtubule binding but might also be attrib-
utable to a gain of toxic function because some of these
mutations either increase binding to microtubules or in-
crease the aggregation properties of the mutant tau pro-
teins. Transgenic mice overexpressing wild-type human
tau7–12 or pathogenic mutant tau G272V,13 P301L,14–16
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P301S,17,18 V337M,19 and R406W20,21 have been devel-
oped. Neurofibrillary tangles (NFTs) developed in mice
expressing mutant tau, but the exact relationship be-
tween their formation and neuronal dysfunction and
death has not been firmly established. Recent findings
suggested that formation of NFTs could be dissociated
from other pathologies in P301L mutant tau mice.16,22 To
investigate the relationship between NFT formation and
pathological phenotypes in other mutant tau models, we
have generated a new transgenic mouse line (Tg30tau)
expressing in the forebrain and the spinal cord a human
tau protein bearing two pathogenic mutations (P301S
and G272V). The P301S tau mutation causes frontotem-
poral dementia (FTD) or corticobasal degeneration23 and
is associated to widespread tau pathology and an early
age of onset. The G272V mutation24 was identified in a
Dutch family with FTDP-17.25 We previously character-
ized another tau transgenic line expressing this mutant
tau protein only in the forebrain and developing neurofi-
brillary lesions in the hippocampus and the cortex: these
mice showed delayed learning and reduced spatial
memory but no motor deficits.26 The transgenic mice
described here developed brain atrophy and a motor
neuron disease with axonopathy preceding neurofibril-
lary pathology and without overt neuronal loss in the
hippocampus and the spinal cord, suggesting that these
lesions can lead to neuronal dysfunction without cell
death in these brain areas.

Materials and Methods

Generation of Transgenic Mice

The generation of transgenic line Tg30tau has been pre-
viously reported,26 but the pathological analysis of line
Tg30tau has not been described before and is presented
here. These mice express a mutant tau transgene (1N4R
human tau isoform) mutated at positions G272V and
P301S, under the control of a modified thy-1 promoter to
drive expression in neurons.27,28 Only heterozygous an-
imals were used in the present study; nontransgenic
littermates were used as wild-type controls. Transgenic
animals were identified by polymerase chain reaction
amplification of the tau transgene in genomic DNA as
reported.29 All studies on animals were performed in
compliance and following approval of the school of med-
icine ethics committee for animal care and use.

Motor Testing

Motor deficits in Tg30tau mice were assessed by testing
on a Rotarod apparatus (Ugo Basile, Comerio, Italy) at 8,
10, and 12 months of age. Animals were first submitted to
training sessions (three trials per day during 3 consecu-
tive days) during which they were placed on the rod
rotating at constant speed (4 rpm). Animals were individ-
ually separated the day before the test and randomly
evaluated on two consecutive test sessions, using an
experimental setting of progressive acceleration from 4 to
40 rpm throughout 300 seconds. The latency to fall off the

Rotarod was recorded. Animals staying up to 300 sec-
onds were removed from the Rotarod, and their latency to
fall recorded as 300 seconds.

Histological Staining

The brains and spinal cords of wild-type and Tg30tau
transgenic mice were dissected at 1, 3, 6, and 12
months. After wet weight estimation, tissues were fixed in
10% formalin or in 4% (w/v) paraformaldehyde and em-
bedded in paraffin. Formalin-fixed sections (10-�m thick)
were stained with hematoxylin and eosin, with the Nissl
method, with the Gallyas silver-staining method, or with
Congo Red and thioflavin. Tissue sections were exam-
ined with a Zeiss Axioplan microscope (Carl Zeiss
GmbH, Jena, Germany) and digital images acquired us-
ing an Axiocam HRc camera (Carl Zeiss). The density of
Gallyas-positive cell profiles in the cortex, in the hip-
pocampus, and in the spinal cord was expressed as the
total number of Gallyas-positive cell profiles visible on
whole sagittal (cortex and hippocampus) or coronal (lum-
bar spinal cord) tissue section of 3-, 6-, and 12-month-old
mice (n � 3 different animals at each age).

Antibodies

The B19 antibody is a rabbit polyclonal antibody raised
to adult bovine tau proteins, reacting with all adult and
fetal tau isoforms in bovine, rat, mouse, and human
nervous tissue in a phosphorylation-independent man-
ner.30 The TP20 and M19G rabbit polyclonal antibodies
were raised against a synthetic peptide of human tau
and react with human tau and not with mouse tau.8,31

The TP007 and TP70 rabbit polyclonal antibodies were
raised against synthetic peptides mapping at the ex-
treme N and C termini of human tau, respectively.32,33

The anti-cleaved tau (Asp421) mouse monoclonal an-
tibody was purchased from Upstate Biotechnology
(Lake Placid, NY). The mouse monoclonal antibody
AD2 is specific for tau phosphorylated at Ser396.31 The
AT8, AT180, AT270, and AT100 mouse monoclonal
antibodies (purchased from Innogenetics, Ghent, Bel-
gium) are specific for tau phosphorylated at Ser202
and Thr205 (AT8),34 at Thr231 (AT180), at Thr181
(AT270),35 and a specific PHF-tau epitope involving
phosphorylation at Thr212 and Ser214 (AT100).36 The
mouse monoclonal antibodies PHF-1 (kindly provided
by Drs. P. Davies and S. Greenberg, New York) and
AP422 (kindly provided by Drs. M. Hasegawa and M.
Goedert, Cambridge, UK) are specific for tau phos-
phorylated at Ser396/404 and Ser422, respective-
ly.37,38 The tau monoclonal antibody MC1 (kindly pro-
vided by Dr. P. Davies) recognizes a conformational
epitope requiring both an N-terminal fragment and a
C-terminal fragment.39 BioSource (Nivelles, Belgium)
provided the phosphospecific rabbit polyclonal tau an-
tibodies to pThr212, pSer214, pSer262, pThr403, and
pSer409. The mouse monoclonal antibody to ubiquitin
(clone MAB1510) was from Chemicon (Temecula, CA).
The mouse monoclonal antibodies to �-tubulin (clone
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DM1-A), to �-actin (clone AC15), and to GFAP (clone
GA5) were from Sigma (Bornem, Belgium). The poly-
clonal rabbit antibodies to neurofilament L (NA1214)
and M (NA1216), to phosphorylated neurofilament H
(NA 1211) and the mouse monoclonal antibody to neu-
rofilament H (clone SMI32) and phosphorylated neuro-
filament H (SMI31) were from Affiniti (Exeter, UK). The
anti-phosphotyrosine antibodies 4G10 and PT-66 were
purchased from Upstate Biotechnology and Sigma. For
detection of A�, we used a polyclonal antibody raised
to amino acids 12 to 28 of the A� peptide.40

Several antibodies to protein kinases or phosphatases
were also used. The mouse monoclonal antibodies to
cdc2 (clone 17) and cdk5 (clone DC17) and polyclonal
antibodies to cdk5 (C-8 and H291), p35, ERK1 (C-16),
and casein kinase Id (R-19) were purchased from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). The mouse mono-
clonal antibody to ERK1 was from Affiniti and to Jun
kinase (phospho Thr183/Tyr185) from Cell Signaling. The
anti-GSK-3� (TPK1) antibody was from Transduction
Laboratories (San Jose, CA). The antibodies to GSK-3
phosphorylated on Tyr216 were from BioSource and from
Upstate Biotechnology. The antibody to active caspase3
was from Promega.

Preparation of Brain Homogenates and Western
Blot Analysis

Brain and spinal cord of Tg30tau and wild-type mice
were quickly dissected after lethal anesthesia and sepa-
rately homogenized in a buffer containing proteases and
phosphatase inhibitors (50 mmol/L Tris, 10 mmol/L ethyl-
enediamine tetraacetic acid, pH 7.4, 1 mmol/L phenyl-
methyl sulfonyl fluoride, 25 �g/ml leupeptin, 25 �g/ml
pepstatin, 1 mmol/L Na3VO4, 10 mmol/LNa4P2O7.10
H2O, and 20 mmol/L NaF). Samples were mixed with
sodium dodecyl sulfate sample buffer containing a re-
ducing agent and then boiled at 100°C for 10 minutes (all
done as recommended by Invitrogen). For Western blot
analysis, 10 �g of total protein was separated by 10%
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophore-
sis (NuPAGE; Invitrogen, Carlsbad, CA), blotted onto
nitrocellulose or polyvinylidene difluoride membranes
(Hybond and Hybond Phosphate from Amersham/GE
Health Care, Orsay, France). The membranes were
blocked and incubated with the appropriate primary an-
tibody and then incubated with a horseradish peroxi-
dase-conjugated secondary antibody (goat anti-rabbit
A4914 from Sigma-Aldrich, Lyon, France; and horse anti-
mouse from Vector Laboratories, Burlingame, CA). Finally,
the peroxidase activity was detected with the ECL detection
kit and visualized with Hyperfilm ECL (Amersham/GE Health
Care).

Immunocytochemistry and Terminal dUTP
Nick-End Labeling (TUNEL) Staining

The immunohistochemical labeling was performed using
the ABC method. In brief, tissue sections were treated

with H2O2 to inhibit endogenous peroxidase and incu-
bated with the blocking solution [10% (v/v) normal horse
serum in Tris-buffered saline (0.01 mol/L Tris and 0.15
mol/L NaCl, pH 7.4)]. After an overnight incubation with
the diluted primary antibody, the sections were sequen-
tially incubated with horse anti-mouse antibodies conju-
gated to biotin (Vector Laboratories, Burlingame, CA)
followed by the ABC complex (Vector). The peroxidase
activity was revealed using diaminobenzidine as chromo-
gen. For immunolabeling with the A� antibodies, rehy-
drated tissue sections were pretreated with 100% formic
acid for 10 minutes before incubation with the blocking
solution.

Double immunolabeling was performed using fluores-
cent markers. The first antibody was detected using an
anti-rabbit or an anti-mouse antibody conjugated to fluo-
rescein isothiocyanate (Jackson), and the second anti-
body was detected using an anti-rabbit or an anti-mouse
antibody conjugated to biotin, followed by streptavidin
conjugated to Alexa 594 (Molecular Probes). Double im-
munolabeling was followed by nuclear 4,6-diamidino-2-
phenylindole staining. Selected areas in tissue sections
were photographed after double-fluorescent immunola-
beling and stained with the Gallyas silver staining method
to identify neurons containing fibrillary material. The num-
ber of phosphotau-positive cell profiles in the cortex, in
the hippocampus, and in the gray matter of the spinal
cord was determined in 3-, 6-, and 12-month-old mice as
described above for Gallyas staining. TUNEL staining
was performed on tissue sections to detect DNA cleav-
age associated with apoptotic cell death using digoxige-
nin-dUTP, as previously reported.41

Stereological Analysis

For stereological analysis, wild-type and transgenic
animals were intracardially perfused with 10% (v/v)
formalin, and their brain and spinal cord were dis-
sected and embedded in paraffin. Brains and lumbar
spinal cord were serially cut in coronal sections (15-�m
thickness) that were then stained with Cresyl violet. The
total numbers of hippocampal pyramidal cells was es-
timated in the left hemispheres of 12-month-old trans-
genic mice (n � 3) and wild-type mice (n � 3). For
each animal, 10 coronal sections at 75-�m intervals
throughout the hippocampal pyramidal cell layer were
used. The pyramidal cell layer was delineated as de-
picted in Figure 3C. Counting of total numbers of neu-
rons was performed with a �100/1.30 oil objective by
using a random-sampling stereological counting tool,
the optical fractionator,42,43 which is implemented within
a stereology workstation consisting of a modified light mi-
croscope (Leica DMR, Wetzlar, Germany), Leica PL Fluotar
objectives (�10/0.30; �100/1.30 oil), a motorized spec-
imen stage for automatic sampling (BioPoint 2; Ludl Elec-
tronic Products, Hawthorne, NY), an electronic microca-
tor (Heidenhain, Traunreut, Germany), a charge-coupled
device color video camera (HV-C20A; Hitachi, Tokyo,
Japan), and a personnel computer with stereology soft-
ware (Stereoinvestigator version 5.05.4; MicroBrightField,
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Inc., Colchester, VT). Optical dissectors were automati-
cally randomly distributed throughout the delineated
area, and each pyramidal cell whose nuclear top came
into focus within an optical dissector was counted. Esti-
mated total numbers of pyramidal cells per specimen
were hence calculated from the number of counted neu-
rons, the volume of the pyramidal cell layer, and the
sampling probability.44 Supplemental Table 1 (see http://
ajp.amjpathol.org) summarizes the details of the counting
procedure. For measuring the volume of the hippocam-
pal pyramidal cell layer, the projection area of this cell
layer was delineated on the sections used for cell count-
ing, and its projection area was measured on all analyzed
sections using the above described stereology worksta-
tion and stereology software with the �10/0.30 objective.
This projection area, the corresponding average actual
section thickness after histological preparation, and the
distance between sections were used to calculate the
total volume of the hippocampal pyramidal cell layer by
means of Cavalieri’s principle.45 This method was also
used to calculate the total volume of the hippocampus
and its subfields.

An estimation of neuronal density in the anterior horn of
the lumbar spinal cord of 12-month-old transgenic mice
(n � 3) and wild-type mice (n � 3) was made with the
optical dissector method. For each animal, five coronal
sections at 75-�m intervals were used. Z-stacks of se-
quential pictures of the anterior horn of the spinal cord
were taken with an Axiocam camera and Axiovision soft-
ware on a motorized light microscope (Zeiss Axiovert
200M) using a planapochromat �63/1.40 oil objective.
For each section, neurons were counted in two counting
boxes (207 � 165 � 8 �m) randomly placed in the
anterior horn of the spinal cord. All neurons whose nu-
cleolus came into focus in the counting box disposed
inside the Z-stack were counted in Image J software
(National Institutes of Health, Bethesda, MD). The density
of neurons was estimated from the numbers of counted
neurons per volume of spinal gray matter estimated ac-
cording to Cavalieri’s principle.

Sciatic Nerves and Muscle Analysis

Sciatic nerve were dissected in transgenic and non-
transgenic animals at 1, 3, and 12 months and fixed by
immersion in 4% (w/v) glutaraldehyde in Millonig’s
buffer, pH 7.4, for 90 minutes. After washing in Mil-
lonig’s buffer with 0.5% (w/v) glucose for 24 hours, the
tissue samples were postfixed in 2% (w/v) OsO4 for 30
minutes, dehydrated, and embedded in Epoxy resin
LX112. Semithin cross sections (1 �m thickness) of the
sciatic nerves were performed, stained with toluidine
blue, photographed, and analyzed with the NIH Image
J program: the total nerve area was measured using
manual selection, and the total number of axons cross
sections and their area were counted using the analyze
particle function after image thresholding. Statistical
analysis was performed using the Prism 4 software
program (GraphPad Software). Blocks of tissue muscle
from the quadriceps femoris were fixed in formalin,

embedded in paraffin, and cut transversally to obtain
cross sections of muscle fibers. Muscle tissue sections
were stained with hematoxylin and eosin and the area
of at least 50 muscle fibers/animal was manually mea-
sured with Image J.

Ultrastructural Analysis in Electron Microscopy

Control and transgenic animals were anesthetized with
chloral hydrate and perfused intracardially with a solution
of 2% (w/v) paraformaldehyde and 2% (v/v) glutaralde-
hyde in 0.1 mol/L phosphate buffer at pH 7.4. Tissue
blocks of the spinal cord, sciatic nerves, hippocampus,
and cerebral cortex were quickly dissected and further
fixed by immersion in 4% (w/v) glutaraldehyde in 0.1
mol/L phosphate buffer at pH 7.4 for 90 minutes. After
washing in Millonig’s buffer with 0.5% (w/v) sucrose for 24
hours, the tissue blocks were postfixed in 2% (w/v) OsO4

for 30 minutes, dehydrated, and embedded in Epon.
Semithin sections were stained with toluidine blue. Ultra-
thin sections were counterstained with uranyl acetate and
lead citrate and observed with a Zeiss EM 809 micro-
scope at 80 kV. Measurements of the diameter of micro-
tubules, neurofilaments, and abnormal filaments were
performed on digitalized images.

Immunolabeling in Electron Microscopy

For immunolabeling, animals were perfused with a solu-
tion of 4% (w/v) paraformaldehyde and 0.5% (v/v) glutar-
aldehyde. Fifty-�m-thick tissue sections were cut on a
vibratome, cryoprotected by incubation in 30% (w/v) su-
crose, and frozen in isopentane cooled at �80°C. After
thawing, the tissue sections were treated with 1% (w/v)
sodium borohydride for 30 minutes and processed for
immunolabeling with the ABC method, as reported (Brion
et al, 1999). Other tissue blocks were dehydrated, and
embedded in LR White resin; the resin was polymerized
at 50°C for 24 hours (Agar SL, UK). Ultrathin sections
were used for postembedding immunolabeling with the
immunogold method and the silver-enhancing method. In
brief, ultrathin sections were incubated with 10% normal
serum in Tris-buffered saline (0.1. mol/L Tris-HCl and
0.15 mol/L NaCl, pH 8.0) containing 1% normal serum,
0.1% Tween 20, 1% bovine serum albumin, 0.1% sodium
azide for 10 minutes, followed by overnight incubation
with the primary antibody diluted in the same buffer. After
washing, the sections were incubated with gold-conju-
gated antibodies (BBInternational, Cardiff, UK), washed,
and counterstained with lead citrate. For double labeling,
sections were first immunolabeled with the primary anti-
body followed by a secondary antibody conjugated to
biotin and streptavidin conjugated to 1-nm nanogold. The
size of the nanogold particle was then enhanced for 2
minutes using a silver-enhancing solution (BBInterna-
tional). The silver enhancement was followed by incuba-
tion with another primary antibody and a 10 nm-gold-
conjugated secondary antibody.
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Preparation and Examination of
Sarkosyl-Insoluble Material

To investigate for the presence of PHF-like fibrillary ma-
terial in transgenic mice, we used a protocol previously
used to prepare fractions enriched in human PHF insol-
uble in Sarkosyl.30 Brain tissue was homogenized in 10
mmol/L Tris/HCl, pH 7.4, 0.8 mol/L NaCl, 1 mmol/L eth-
ylenediamine tetraacetic acid, and sucrose 10% (w/v)
and centrifuged at 15,000 � g av for 20 minutes. The
supernatant was mixed with Sarkosyl (1% w/v final) and
centrifuged for 30 minutes at 100,000 � g av. The pellet
containing the insoluble material was resuspended in 50
mmol/L Tris/HCl (pH 7.5). This material was adsorbed on
Formvar-carbon-coated EM grids and negatively stained
with potassium phosphotungstate and immunolabeled as
reported30 or analyzed by Western blotting.

Results

Tg30tau Mice Develop a Severe Motor Deficit
with Neurogenic Muscle Atrophy and
Axonopathy

The Tg30tau transgenic mice developed an ataxic gait
and paresis of hindlimbs between 6 and 8 months of
age. Dystonic postures were observed at more ad-
vanced stages. Tg30tau mice showed a clasping of the
limbs rather than an escape posture as wild-type mice
on tail elevation (Figure 1, A and B). Tg30tau mice
exhibited a high degree of nervosity when tested by
Rotarod before 8 months that impeded the significance
of this motor testing before 8 months. The Rotarod
testing confirmed, however, their progressive motor
deficit after 8 months (Figure 1C). A significant differ-
ence between wild-type and Tg30tau transgenic mice
was already observed at 8 months and dramatically
worsened at 10 and 12 months. On dissection, severe
muscle atrophy was observed in hindlimbs and ex-
tended to axial muscles and forelimbs in aged mice.
Tissue samples of the quadriceps femoris showed
groups of small angular muscle fibers in the Tgt30tau
transgenic mice not present in wild-type mice (Figure
1, D and E). The mean cross-sectional area of muscle
fibers in 11-month-old animals was significantly smaller
in Tg30tau transgenic mice than in wild-type animals
(Figure 1F). This severe motor phenotype precluded
reliable demonstration of behavioral or cognitive dis-
abilities in the Tg30tau line. This phenotype led to a
reduced survival rate in Tg30 mice (Figure 1G), with a
median survival of 12 months, whereas most wild-type
littermates were still alive at this age.

Numerous myelin ovoids were detected on semithin
sections of the sciatic nerve (Figure 2, A and B) in
12-month-old Tg30tau mice and ultrastructural exami-
nation showed an axonal degeneration with axonal loss
and myelin destruction suggestive of Wallerian degen-
eration (Figure 2D). Abnormal axonal accumulations of
multilamellar bodies and degraded mitochondria were

also observed, already in 3-month-old Tg30 mice (Fig-
ure 2C). The number of axons in the sciatic nerve was
similar in young wild-type and middle-aged Tg30tau
animals but was significantly reduced in 12-month-old
Tg30tau (Figure 2E). The axonal mean cross-sectional
area increased with aging in wild-type animals but
remained almost constant in Tg30tau mice and was
significantly smaller at all ages in Tg30 tau mice
(Figure 2F).

Tg30tau Mice Develop Brain and Hippocampal
Atrophy in Absence of Overt Cell Loss

Brain weights were similar in wild-type and in Tg30tau
transgenic mice at 3 and 6 months of age. However, a
significant reduction in brain weight was observed at
12 months of age in Tg30tau transgenic mice (Figure
3A). The volume of the hippocampal formation was
also significantly reduced in 12-month-old Tg30tau
mice (Figure 3, B and D). Comparison of the volume of
five different layers of the hippocampal formation (stra-
tum radiatum, stratum oriens, pyramidal layer, molec-
ular layer of the gyrus dentatus, and granule cell layer)
showed a shrinkage of all layers, but only the volume of
the stratum oriens (P � 0.05) and of the molecular layer

Figure 1. A and B: Tail test showing the abnormal limb-clasping reflex in a
12-month-old Tg30tau transgenic mouse (B) by comparison with an age-
matched wild-type mouse (A). C: Rotarod testing of wild-type (n � 4 to 8 for
each age) and Tg30tau (n � 7 to 13 for each age) transgenic mice at different
ages. The time spent on the rotating rod by Tg30tau mice is already signifi-
cantly shorter at 8 months and dramatically decreases at 10 and 12 months
(two-way analysis of variance with Bonferroni post test). D and E: Tissue
section showing the cross-sectional aspect of muscle fibers in the quadriceps
femoris of 12-month-old wild-type (D) and Tg30tau (E) mice. F: There is a
severe atrophy of muscle fibers in Tg30tau mice, as indicated by an important
reduction in the mean cross-sectional area of muscle fibers in 11-month-old
Tg30tau mice (n � 10) by comparison with wild-type mice (n � 4) (by
Student’s t-test). G: Kaplan-Meier survival curves showing the reduced sur-
vival of Tg30tau mice (P � 0.0001, by log-rank comparison). *P � 0.05, **P �
0.01, ***P � 0.001. Scale bar � 60 �m.
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of the gyrus dentatus (P � 0.05) were significantly
decreased in Tg30 tau mice, suggesting that this vol-
ume reduction was more prominent in the dendritic
field of granule cells and in the field of basal dendrites
of pyramidal cells. The mean height of the primary
dendritic shafts (MAP2-positive) was measured in the
stratum oriens, in the stratum radiatum, and in the
molecular layer of the gyrus dentatus and found to be
significantly shorter in the stratum oriens of Tg30tau
mice (P � 0.05, by Student’s t-test) (Supplemental
Figure 2, see http://ajp.amjpathol.org).

The number of neurons estimated with the optical frac-
tionator method in the pyramidal cell layer of the hip-
pocampus in 12-month-old animals was not found to be
statistically different (P � 0.805, t-test) between wild-type
and Tg30tau transgenic mice (Figure 3E). In the anterior
horn of the lumbar spinal cord, the volumetric density of
neurons was similar in 12-month-old wild-type and in
Tg30 mice (Figure 3F) and was not associated to a
change in the volume of spinal gray matter in the inves-
tigated level, indicating an absence of cell loss at this
level. The TUNEL method detected a few rare positive
nuclei in the cortex of 12-month-old transgenic mice but
also in wild-type controls, and the anti-activated caspase
was detected similarly in a few cells in Tg30tau mice and
in wild-type mice.

Accumulation of Gallyas-Positive Inclusions in
the Brain and in the Spinal Cord of Tg30tau
Mice

The development of argyrophilic tau aggregates was
studied with the Gallyas silver-staining method. Gallyas-
positive neuronal inclusions in the cortex, the hippocam-
pus, the brainstem, and the spinal cord was examined in
1-, 3-, 6-, and 11-month-old animals (Figure 4). Gallyas-
positive neuronal inclusions were absent in 1-month-old
Tg30tau mice. A few rare Gallyas-positive neuronal inclu-
sions were detected in the cortex, in the pyramidal layer
of the hippocampus and subicular areas (Figure 4A), and
more in the gray matter of the spinal cord (Figure 4D) in
3-month-old mice. At 6 months, Gallyas-positive neuronal
inclusions were systematically observed in the cortex and
in the pyramidal layer of the hippocampus (Figure 4B)
and were numerous in the spinal cord (Figure 4E). At 11
months, the numbers of Gallyas-positive neuronal inclu-
sions dramatically increased in the brainstem and the
spinal cord (where the majority of neuronal profiles were
Gallyas-positive) (Figure 4F) and were frequent in the
hippocampus (Figure 4C) and in the cortex. In aged
animals, Gallyas-positive inclusions were also detected
in deep cerebellar nuclei and in many subcortical nuclei.

Figure 2. A and B: Semithin transverse sections
of the sciatic nerve of 12-month-old wild-type
(A) and Tg30tau (B) mice. There is a loss of
myelinated axons in the Tg30tau mouse, and
myelin ovoids are observed (arrows in B). C
and D: Ultrastructural section of the sciatic nerve
of Tg30tau mice. C: An axon shows accumula-
tion of dense and lamellar bodies and degener-
ating mitochondria in a 3-month-old mouse. D:
A degenerating axon is surrounded by a myelin
sheath showing Wallerian degeneration in a 12-
month-old mouse. E: The mean number of ax-
onal profiles in transversal sections of the sciatic
nerve is similar in young adult wild-type and
Tg30tau mice but is significantly decreased in
aged Tg30tau mice (n � 3 to 5 for wild-type and
n � 3 to 6 for Tg30tau mice, at each age) (two-
way analysis of variance with Bonferroni post
test). F: The mean cross-sectional area of axons
in the sciatic nerve is smaller in Tg30tau mice
and increases with age in wild-type but not in
Tg30tau mice (same animals as in E) (two-way
analysis of variance with Bonferroni post test).
*P � 0.05, **P � 0.01, ***P � 0.001. Scale bars: 5
�m (A and B); 1.5 �m (C and D).
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After Congo Red staining, a few of these fibrillary inclu-
sions in the brain, but not in the spinal cord, showed a
birefringence under crossed polarization filters and were
thioflavin-positive.

Transgenic Human Tau Proteins Are Detected
in Neurons in the Brain and Spinal Cord of
Tg30tau Mice and Show Sequential Changes in
Tau Phosphorylation, Conformation, and
Solubility
The transgenic tau protein was expressed only in brain
and spinal cord of Tg30tau mice and not in nonneuronal
tissues (Figure 5A). The human tau protein, already de-
tected at 18 days postnatally in transgenic mice, was
expressed in cortical areas, in subcortical nuclei, in the
brainstem, and in the spinal cord (Figure 5B). Numerous
positive neurons with a somatodendritic labeling were
detected in these areas, eg, in the hippocampus (Figure
5D) and in the spinal cord (Figure 5E). Many axonal tracts
(eg, the corpus callosum, the mossy fibers, and the fim-
bria in the hippocampus) were also labeled. The trans-

genic tau protein was also detected in axons of the
sciatic nerve (Figure 5F). Glial cells were not labeled.

We used a panel of tau antibodies to detect changes in
tau phosphorylation and conformation in Tg30tau mice at
different ages (18 days postnatally; 1, 3, 6, and 12
months old) (Table 1). Neurons with a positive somato-
dendritic labeling with AT180 and AT270 antibodies were
detected as early as 18 days postnatally in the cortex and
in the hippocampus and at 3 months in the spinal cord.
MC1-, AP422-, and PHF-1-positive neurons were de-
tected in spinal cord at 1 month and at 3 months in
hippocampus. AT8-, pSer262-, and AT100-positive neu-
rons were observed at 3 months both in the spinal cord
and in the hippocampus and were concomitant with the
appearance of Gallyas-positive neurons. We examined
the development of somatodendritic accumulation of
phosphotau with the AT8 antibody in 3-, 6-, and 11-
month-old Tg30tau mice (Figure 6). The general pattern
of evolution was similar as that observed with the Gallyas
staining. In 3-month-old mice, rare AT8-positive neurons
were detected in the cortex, in the pyramidal layer of the
hippocampus and subicular areas (Figure 6A), and more
in the gray matter of the spinal cord (Figure 6D). At 6
months, AT8-positive neurons were systematically ob-
served in the cortex and in the pyramidal layer of the
hippocampus (Figure 6B) and were numerous in the
spinal cord (Figure 6E). At 11 months, the number of
AT8-positive neurons dramatically increased in the spinal
cord (Figure 6F) and these neurons were frequent in the
hippocampus (Figure 6C) and in the cortex. Neurons with
a positive somatodendritic labeling with all these tau
antibodies were detected in 12-month-old Tg30tau mice
(Figure 7, B–E) and also with anti-tau antibodies pThr212,
pSer214, pThr403, and pSer409 (not shown) and were
never observed in age-matched wild-type controls. Al-
though most Gallyas-positive neurons were phosphotau-
positive, neurons with a somatodendritic phosphotau la-
beling (eg, AT8) and those that were Gallyas-negative
were also detected (Figure 13, C and E).

The antibodies to the N and C termini of human tau
detected the early somatodendritic accumulation of hu-
man tau (Table 1) and also the initial neuronal fibrillary
inclusions, suggesting that the whole human tau mole-
cule is integrated into abnormal filaments. Neurons pos-
itively labeled with the anti-truncated tau (Asp421) were
systematically observed only in 12-month-old Tg30tau
mice (Figure 7G). The 4G10 and PT-66 phosphotyrosine
antibodies strongly labeled fibrillary inclusions already in
3-month-old and older Tg30tau transgenic mice (Figure
7F). Double immunolabeling with the 4G10 and phospho-
tau antibodies showed a co-localization of the two immu-
noreactivities (not shown). Neurons positively labeled
with the anti-ubiquitin antibodies were observed at 3
months and later (Figure 7H). The immunolabeling with
the anti-GFAP antibody showed a slight increase in fibril-
lary astrocytes in the cortical areas and the hippocam-
pus, more pronounced in the spinal cord. Microglial cells
detected with the RCA lectin were not more abundant in
transgenic mice than in wild-type littermates.

The Western blot analysis of homogenates of brain and
spinal cord of Tg30tau and wild-type mice with tau anti-

Figure 3. A: Brain weights of wild-type (n � 4 at 3 and 11 months) and
Tg30tau (n � 4 at 3 months and n � 11 at 11 months) mice. The mean brain
weight of Tg30tau mice is significantly decreased at 11 months of age but not
at 3 months of age. ***P � 0.001 (one-way analysis of variance with Bonfer-
roni post test). B: Hippocampal volumes of wild-type (n � 3) and Tg30tau
(n � 4) mice at 12 months. The mean volume of the hippocampus is
significantly decreased in 12-month-old Tg30tau mice. **P � 0.01 (by Stu-
dent’s t-test). C and D: The neuroanatomical limits used for delineation of the
hippocampal formation is shown as a solid black line in a wild-type mouse
in C and is superposed on the hippocampal formation of a Tg30tau mouse in
D to illustrate the decreased hippocampal area in the latter. The dashed line
in C represents the limit of the area used to determine cell number in the
pyramidal layer (see Figure 12). E and F: Stereological analysis of cell
number in the hippocampal pyramidal cell layer (E) and anterior horn of the
lumbar spinal cord (F) of 12-month-old wild-type (n � 3) and Tg30tau (n �
3) mice. Total neuron numbers in the pyramidal layer of the hippocampus
(E) and neuron numbers in the anterior horn of a limited segment of the
lumbar spinal cord (F) of wild-type and Tg30tau mice were not different.
Scale bar � 150 �m.
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bodies was performed at 3, 6, and 12 months of age
(Figure 8). Tau species of 64- and 69-kd were detected
with the human-specific tau antibody in brain and spinal
cord at all ages in Tg30tau mice (Figure 8A), with the
69-kd species being more abundant in aged Tg30tau
mice. These tau species were detected in Tg30tau mice
already at 3 months with the phosphotau antibodies AD2
and AT100 (Figure 8, C and D) and at 6 months with the
AT8 antibody (Figure 8B). The phosphotau antibodies
AT180 and AT270 also detected these tau species at 3
months in Tg30tau mice (Supplemental Figure 3, see
http://ajp.amjpathol.org).

Sarkosyl-insoluble material from the brain and the spi-
nal cord was analyzed by Western blotting and examined
by electron microscopy. In Tg30tau mice but not in wild-
type controls, these preparations contained both 64- and
69-kd species immunoreactive with human-specific and
phosphotau antibodies (Figure 9, A and B). In Tg30tau
mice this material contained straight filaments or fila-
ments with periodic constrictions. These filaments were
immunolabeled with the human-specific TP20 tau anti-
body (Figure 9, C and D) and with the phosphotau AT8
antibody (Figure 9, E and F).

Spinal Cord but Not Hippocampal Fibrillary
Inclusions Contain Neurofilaments

At the ultrastructural level, fibrillary large cytoplasmic
inclusions were regularly detected in pyramidal neurons
(Figure 10A) and in motorneurons in the spinal cord
(Figure 10D). At higher magnification, the inclusions in
the hippocampus were observed to be composed of
bundles of parallel or swirling filaments that were often
admixed with mitochondria (Figure 10B). Most of these
filaments were straight or wavy (Figure 10C); measure-
ment of their diameter on cross-sections gave values of
19.1 � 0.2 nm (mean � SEM, n � 50). For comparison,
measurement of the diameter of adjacent microtubules in
axons in the same transgenic animals gave values of
29.15 � 0.3 nm (mean � SEM, n � 36). Less often,
filaments with regular constrictions were also encoun-
tered (Figure 10C); these PHF-like filaments had a larger
diameter (35 nm) and regular constrictions (every 100
nm). Occasionally, continuity between the straight and
PHF-like types of filaments was observed. The fibrillary
inclusions in spinal cord motorneurons (Figure 10D) con-

Figure 4. A–F: Gallyas silver staining on tissue section of the hippocampus and
subiculum (A–C) and the spinal cord (D–F) of Tg30tau mice. A–C: Gallyas-
positive neuronal inclusions are detected in the pyramidal layer and the subic-
ulum in 3-month-old Tg30tau mice (A) and increase in number in 6-month-old
(B) and 12-month-old (C) mice. D–F: Gallyas-positive neuronal inclusions are
detected in neurons in the anterior horn of the spinal cord in 3-month-old Tg30
mice (D) and increase in number in 6-month-old (E) and 12-month-old (F) mice. G:
Quantification of Gallyas-positive neuronal inclusions in cortex, hippocampal pyra-
midal layer, and lumbar gray matter of the spinal cord in 3-month-old (n � 6),
6-month-old (n � 5), and 12-month-old (n � 10) Tg30 tau mice, expressed as the
mean number of Gallyas-positive profiles per tissue section. Scale bar � 15 �m.

8 Leroy et al
AJP September 2007, Vol. 171, No. 3

balt2/zjh-jpath/zjh-jpath/zjh00907/zjh7376-07g slaterl S�3 7/19/07 13:50 Art: AJP07-0345 Input-krb

F8

F9

F10



tained bundles of swirling thin 10-nm-wide filaments,
sometimes admixed with the above-described 20-nm
straight filaments (Figure 10F). These fibrillar inclusions
tended to be relatively devoid of cytoplasmic organelles,
eg, displacing them at the periphery of the cell body
(Figure 10E).

In aged Tg30tau mice, most neurons with tau- and
Gallyas-positive inclusions in the cortex and the hip-
pocampus were not labeled by anti-NF antibodies (Fig-
ure 11, A and B). However, most neurons in the spinal
cord and many neurons in brainstem nuclei contained
inclusions immunolabeled with antibodies to tau and to
phosphorylated and unphosphorylated NF-L, NF-M,
and NF-H (Figure 11, C and D), already in 1-month-old
Tg30tau mice (Table 1). Many neurons in the spinal

cord had swollen cytoplasm and peripheral nuclei,
consistent with chromatolytic features. Inclusions in
spinal cord neurons were also Gallyas-positive at 3
months. The immunolabeling in electron microscopy
indicated the presence of both tau and neurofilament
immunoreactivities on separate filaments in the spinal
cord inclusions (Figure 11E).

Axonal Dilatations and Spheroids Develop Early
in the Cortex, Brainstem, and Spinal Cord of
Tg30 Tau Mice

In addition to neurofilament-positive perikaryal inclusions,
we detected frequent neurofilament-positive axonal dila-
tations and spheroids in the spinal cord (Figure 12C), in
the brainstem (Figure 12D), in the cortex (Figure 12E),
and more occasionally in the hippocampus. Spheroids
were not present in 15-day-old Tg30tau mice but were
detected in 1-month-old Tg30 tau mice and not in wild-
type mice (Figure 12, A and B) before appearance of
Gallyas-positive inclusions. These axonal spheroids were
thus early lesions appearing before most tau phosphor-
ylation changes, tau aggregation, and motor deficits (a
timeline showing these events is presented in Supple-
mental Figure 1, see http://ajp.amjpathol.org).

Ultrastructural observations also identified spheroids
that contained accumulations of membranous organelles
(mitochondria, reticulum) and of microtubules and neu-
rofilaments (Figure 12, F and G), indicative of impairment
of axoplasmic transports. Abnormal multilamellar bodies
and multivesicular bodies were frequently seen in these
spheroids. Neuritic dilatations containing thick bundles of
abnormal filaments often showed adjacent accumula-
tions of normal and degraded organelles (Figure 12H),
also suggestive of deficits of axoplasmic transports.

Protein Kinases GSK-3� and JNK Accumulate
in Hippocampal Inclusions and ERK1 in Spinal
Cord Inclusions

In view of the accumulation of phosphorylated tau in
neurons, we investigated for potential changes in ki-
nases/phosphatases distribution or expression in the
brain of Tg30tau mice, using a panel of antibodies to
selected kinases and phosphatases. In 6-month-old
mice, we detected isolated neurons in the cortex and in
the hippocampus with strong somatodendritic immuno-
reactivity for the active forms of GSK-3� (pY216) and of
Jun kinase (Figure 13, A and B). Similar neurons were not
detected with antibodies to kinases cdk5, p35, ERK1,
casein kinase Id, or cdc2 and were not present in wild-
type littermates. Double-immunolabeling with phospho-
tau (AT8) and GSK-3� pY216 antibodies followed by
Gallyas staining indicated that, among neurons showing
an AT8 immunoreactivity at 6 months, the majority were
also GSK-3�-positive (Figure 13, C and D) and Gallyas-
positive (Figure 13E). Some AT8- and GSK-3�-positive
neurons were however Gallyas-negative, suggesting that
accumulation of phosphotau and GSK-3 might precede

Figure 5. A: Western blotting analysis of the expression of the human tau
transgenic protein in different organs of Tg30 mice with a human-specific
antibody to tau. This expression is limited to brain and spinal cord. B–F:
Immunocytochemical labeling with the human-specific antibody to tau. B:
Low-magnification sagittal section of the brain of a 6-month-old Tg30tau
mouse showing widespread expression of human tau in cortex (Cx), hip-
pocampus (H), striatum (St), thalamus (Th), colliculus (CL), cerebellum (Cb),
and brainstem (Bt). C–F: Higher magnification showing the strong expres-
sion of human tau in the pyramidal layer of the hippocampus (D), in the gray
matter of the spinal cord (E), in the sciatic nerve (F), and its absence in the
spinal cord of a wild-type mouse (C). Scale bar � 40 �m.
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tau filament assembly. Neurons in spinal cord were also
slightly GSK-3�-positive but most were strongly positive
with the anti-ERK1 antibody (Figure 11F).

Discussion

A Transgenic Model for Tauopathies with
Widespread Neurofibrillary Pathology and a
Severe Motor Phenotype

In this study, we report the characterization of a new
transgenic model expressing two pathogenic tau mu-
tations identified in familial forms of FTD. P301S23 and
G272V46 tau proteins have a reduced ability to pro-
mote microtubule assembly, and both mutations accel-
erate the formation of tau filaments in vitro.47 The
Tg30tau mice expressing this mutant tau developed
NFTs both in the forebrain and in the spinal cord, as
well as brain and hippocampal atrophy, axonopathy
with neurogenic muscle atrophy and exhibited a re-
duced survival. These features were not observed in
the previous transgenic line expressing the G272V mu-
tation in a different tau isoform (2N4R) under a different
promoter system (tetracycline-dependent transactiva-
tor system) and developing rather oligodendroglial
fibrillary lesions.13 Motor symptoms and NFTs devel-
oped in a transgenic line expressing the P301S muta-
tion also in a different tau isoform (0N4R) but were
observed in homozygous animals.17 NFTs also devel-
oped in a recently described P301S transgenic tau
line.18 The motor and pathological phenotype of
Tg30tau mice thus provides an adequate model for
studying tauopathies in which brain and spinal cord
NFT pathology is associated with a motorneuron dis-

ease such as FTD with motor signs3 and the Guam-
parkinsonism-amyotrophic lateral sclerosis-dementia
complex.48

Different Neurofibrillary Lesions Develop in
Forebrain and in Spinal Cord of Tg30tau Mice

Neurofibrillary lesions in brain and in spinal cord shared
common features but also had distinct characteristics.
Biochemical analysis showed the progressive accumula-
tion of a phosphorylated 69-kd tau species in brain and
spinal cord homogenates and in Sarkosyl-insoluble mate-
rial. The sequence of early tau phosphorylation changes in
the somatodendritic tau was different in forebrain and spinal
cord: phosphorylated tau epitopes at Ser396/404 (PHF1),
Ser422 (AP422), and a conformational tau epitope (MC1)
appeared first in the spinal cord, whereas phosphorylated
tau epitopes at Thr181 (AT270) and Thr231 (AT180) ap-
peared first in forebrain, compatible with transgenic tau
being initially a substrate for different protein kinases or
combinations of protein kinases in these different neuronal
populations. Phosphorylated tau epitopes at Ser202/Thr205
(AT8) and Ser262 (pSer262) and a phosphorylated/confor-
mational tau epitope at Thr212/Ser214 (AT100) appeared
later, in both the forebrain and the spinal cord. The first
appearance of Gallyas-positive NFTs was concomitant of
the latter phosphorylation events, suggesting that they ei-
ther contribute to the aggregation process or indicate
changes in kinase activities or in tau availability as a sub-
strate for these kinases. Neurons at pretangle stage, phos-
photau-positive and Gallyas-negative, were also present at
all ages. In the brain and the spinal cord, many neurons
containing NFTs were labeled with antibodies to active
GSK-3� and JNK suggesting that these protein kinases

Table 1. Somatodendritic Immunoreactivity in Hippocampus and Spinal Cord of Tg30tau Mice

Antibody Epitope

Somatodendritic IR

1 month 3 months 12 months

H SC H SC H SC

B19* Whole tau � � � � � �
TP20* 32-1 � � � � � �
TP007* 1-6 � � � � � �
TP70* 428-441 � � � � � �
Asp421* Tau cleaved at Asp421 � � � � � �
AT270 Thr181 (P) � � � � � �
AT180 Thr231 (P) � � � � � �
PHF-1 Ser396/404 (P) � � � � � �
AP422 Ser422 (P) � � � � � �
MC1 7-9 and 312-342** � � � � � �
pSer262 Ser262 (P) � � � � � �
AT8 Ser202/Thr205 (P) � � � � � �
AT100 Thr212/Ser214*** � � � � � �
4G10 Tyr (P) � � � � � �
Ubiquitin ND � � � � � �
NA1214 NF-L � � � � � �
NA1216 NF-M � � � � � �
NA1211 NF-H (P) � � � � � �
Gallyas staining � � � � � �

The immunoreactivity was studied with phosphorylation-independent antibodies (*), antibodies requiring a phosphorylated epitope (P), a
conformational epitope (**), or a conformational and phosphorylated epitope (***). The numbers refer to the position of amino acids in the longest
human tau isoform. H, hippocampus; SC, spinal cord; �, present; �, absent. Gallyas silver staining was used to identify somatodendritic fibrillar
aggregates.
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might be instrumental in generating at least some of the
phosphotau epitopes identified in NFTs in Tg30tau mice.
The association of GSK-3� with NFTs has been previously
reported in AD49,50 and in a P301L mutant tau transgenic
line.51 JNK phosphorylates tau in vitro52 and was found
associated to NFTs in a P301S mutant tau transgenic line.17

The NFTs were labeled with anti-tau antibodies spe-
cific for epitopes localized in the extreme N- and C-
terminal domains of tau proteins, indicating that whole tau
proteins were included in these inclusions. A labeling of
NFTs with the antibody to truncated tau was observed
only in more aged animals, suggesting that this proteo-
lytic event is not a prerequisite for tau filament formation
in Tg30tau line. This tau truncation has been reported to
result from a caspase cleavage induced by extracellular
A� and preceding apoptosis,53 but we did not detect
significant numbers of positive cells for active caspase
nor apoptotic cells, and extracellular A� amyloid deposits
were absent in Tg30tau mice.

In agreement with another study,54 we detected phos-
photyrosine immunoreactivity in NFTs, suggesting that
the mutant tau protein was phosphorylated on tyrosine
amino acid residues. Tyrosine phosphorylation of tau has
been reported in AD brain,55,56 and A� was found to
induce tyrosine phosphorylation of tau,57 but the present

finding indicates that tyrosine phosphorylation of tau can
also occur in the absence of A�.

Most NFTs in the forebrain were composed of both
abundant straight or ribbon-like filaments and wider PHF-
like filaments. Consistent with these observations, straight
filaments have been reported in an FTD family with the
P301S mutation,23 and twisted filaments were observed in
Pick’s bodies of a family with hereditary Pick’s disease with
the G272V mutation.58 In contrast, NFTs in spinal motorneu-
rons contained a mixture of neurofilaments and abnormal
tau-positive filaments and exhibited features of ballooned
neurons. ERK1 immunoreactivity was also detected in NFTs
in spinal cord but not in forebrain. ERK1 has been shown to
phosphorylate neurofilament polypeptides59 and might be
responsible for the additional detection of phosphorylated
neurofilament epitopes in these inclusions. Ballooned neu-
rons have been found in human tauopathies and have been
observed in a transgenic mouse line expressing mutant
P301L human tau.60 In the latter study, neurofilaments were
also observed in these neurons by ultrastructural observa-
tion. Thus, expression of this double-mutant tau resulted in
Tg30tau mice in contrasting differences in initial patterns of
tau phosphorylation and later in recruitment or not of neu-
rofilaments in tau-positive fibrillary inclusion in different neu-
ronal populations.

Figure 6. A–F: AT8 immunolabeling on tissue section of the hippocampus and
subiculum (A–C) and the spinal cord (D–F) of Tg30tau mice. Neurons with an
AT8-positive somatodendritic labeling are detected in the pyramidal layer and the
subiculum and in the spinal cord in 3-month-old Tg30tau mice (A and D) and
increase in number in 6-month-old (B and E) and 12-month-old (C and F) mice.
G: Quantification of AT8-positive neurons in cortex, hippocampal pyramidal
layer, and lumbar gray matter of the spinal cord in 3-month-old (n � 6),
6-month-old (n � 5), and 12-month-old (n � 10) Tg30 tau mice, expressed as the
mean number of AT8-positive profiles per tissue section. Scale bar � 20 �m.
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Axonal Atrophy, Axonal Loss, and Spheroids as
Evidence of Early Disturbances of Axoplasmic
Transports

As reported previously,61 we observed an age-depen-
dent increase in the cross-sectional area of myelinated
axons in the sciatic nerve of wild-type mice; the mean
axonal cross-sectional area remained, however, relatively
constant in Tg30tau mice, suggesting that mutant tau
expression in Tg30tau mice interfered early with this ax-
onal growth. The number of myelinated axons in the
sciatic nerve was also reduced in aged Tg30tau mice,
most probably explaining the neurogenic muscular atro-

phy observed in these animals. The axonal atrophy and
loss were not associated with a significant change in
neuronal density in the anterior horn of the spinal cord,
suggesting that axons had degenerated in a number of
these neurons but that their cell bodies were still present.
This hypothesis is supported by the accumulation of
phosphorylated neurofilaments in perikarya of spinal
cord motor neurons in Tg30tau mice, an event known to
be associated with a variety of axonal insults, including
axonal transection62,63 and several neurodegenerative
diseases,64 such as classic amyotrophic lateral sclero-
sis,65 Guam amyotrophic lateral sclerosis/parkinsonism-
dementia complex48 and transgenic models.66

Axonal spheroids were numerous in Tg30tau mice and
appeared even earlier than NFTs. An axonopathy with
spheroids was observed in tau transgenic lines express-
ing wild-type tau,9–11,67 but in the absence of NFTs. In
agreement with our study, spheroids were also observed
to occur early in a transgenic mouse strain expressing a
wild-type 2N4R tau isoform and before NFTs when com-
paring the latter strain with a strain with an identical
genetic background and expressing a mutant 2N4R tau
isoform.67 Spheroids differ, however, from the perikaryal
inclusions in neurons of the spinal cord in Tg30tau mice
because the latter are composed of a mixture of neuro-
filaments and abnormal tau-positive filaments. An ax-
onopathy was also observed in some14 but not all,15,67

mutant tau transgenic lines developing NFTs in the spinal
cord, but these NFTs were not neurofilament-positive, as
in Tg30tau mice. Interestingly, cross-breeding of mice

Figure 7. Immunocytochemical labeling with tau antibodies in 12-month-old
Tg30tau mice. A and B: Low magnification showing the immunolabeling with
the phospho-dependent tau antibody AT8 on a coronal section of a wild-type
(A) and a Tg30tau (B) mouse. Note the strong AT8 labeling in the hippocam-
pus and in the temporal cortex. C–H: Immunolabeling of NFTs on tissue
section of the pyramidal layer of the hippocampus with the phospho-
dependent tau antibodies AT180 (C) and PHF-1 (D), the conformation-
dependent tau antibody MC1 (E), the phosphotyrosine 4G10 antibody (F),
the anti-cleaved tau (Asp421) antibody (G), and the anti-ubiquitin antibody
(H). Scale bar � 50 �m.

Figure 8. Western blot analysis of homogenates of brain (B) and spinal cord
(S) of Tg30tau and wild-type mice at 3, 6, and 12 months of age. Equivalent
protein yields (100 �g) were loaded in each lane. A: M19G human-specific
tau antibody. The human transgenic tau protein is present at all ages inTg30
mice (and not in wild-type) as a 64-kd species but a slower migrating species
of 69 kd is also detected at low level at 3 months and at higher level in 6- and
12-month-old Tg30tau mice. B: AD2 phosphotau antibody. The antibody
detects both the 64- and the 69-kd species in Tg30tau mice, already at 3
months. C: AT8 phosphotau antibody. The antibody detects only the 69-kd
species, a strong signal being first seen at 6 months in the spinal cord. D: AT100
conformation-dependent phosphotau antibody. The antibody detects only the
69-kd species, already at 3 months and in both the brain and the spinal cord. E:
Actin antibody, used as a control for protein loading. The numbers on the left
refers to the positions of PHF-tau proteins of 69 and 64 kd.
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overexpressing wild-type tau with knockout mice de-
void of one neurofilament polypeptide resulted in mice
with reduced spheroid numbers and improved motor
phenotype.68 It seems thus possible that in Tg30tau
mice the unique increased aggregating ability of the
mutant tau (or any other toxic function) was further
enhanced by direct or indirect interaction with neuro-
filaments and led to the development of a severe ax-
onopathy and massive intraneuronal inclusions in spi-
nal cord motor neurons. In addition to a functional
defect of mutant tau (eg, on microtubule stability), it is
possible that overexpression of tau per se plays also a
role in development of the axonopathy. Segregation of
cytoplasmic organelles by inclusions in spinal motor
neurons, axonal spheroids, and accumulation of neu-
rofilaments are all indicative of disturbances of axonal
transport that would be the primary mechanism leading
to early deficits in axonal growth and to later axonal
degeneration in Tg30tau mice. Disturbance of axonal
transports is thought to be a pathogenic mechanism in
a variety of neurodegenerative diseases, including
amyotrophic lateral sclerosis65 and early stages of

AD.69 Additional early pathologies might also play a
role in disease onset, eg, synapse loss as reported
recently in a mutant tau model.18

Neurofibrillary Lesions and Hippocampal
Atrophy Develop without Overt Neuronal Loss

Despite the presence of NFTs in the pyramidal layer,
we did not observe a decrease in cell number in the
same layer up to 12 months in Tg30tau mice. This
result is consistent with a recent study in a reversible
tau transgenic model indicating that existence of NFTs
alone does not necessarily cause neuronal death in the
forebrain.16,22 However, Tg30tau mice developed age-
dependent brain and hippocampal atrophy, and hip-
pocampal atrophy was more marked in some dendritic
fields, suggestive of shrinkage of dendritic arborization,
in absence of marked cell loss Numerous neurons with
somatodendritic phosphorylated tau, outnumbering the
number of NFTs, were observed in the hippocampi of

Figure 9. A and B: Western blot analysis with the human-specific antibody
M19G (A) and the phospho-dependent tau antibody AD2 (B) of Sarkosyl-
insoluble fractions from human AD brain (lanes 1), brain homogenates
(lanes 2), spinal cord homogenates (lanes 3), and Sarkosyl-insoluble frac-
tions from brain (lanes 4) and spinal cord (lanes 5) of 12-month-old Tg30tau
mice. The 69- and a 64-kd species are detected in homogenates and Sarkosyl-
insoluble fractions with both antibodies in Tg30tau mice, but the 69-kd
species is more intensely immunoreactive than the 64-kd species with the
AD2 antibody. Equivalent protein yields (100 �g) were loaded in lanes 2 and
3; similar volumes of resuspended Sarkosyl-insoluble material were loaded
in lanes 4 and 5, but this material was obtained starting with 10 times more
tissue weight for the brain by comparison with spinal cord. C–F: Immuno-
gold labeling in electron microscopy of abnormal filaments present in the
Sarkosyl fractions prepared from brain (C and E) and spinal cord (D and F)
of Tg30tau mice. Filaments are labeled by the human-specific tau antibody
TP20 (C and D) and the phospho-dependent tau antibody AT8 (E and F).
Scale bar � 25 nm.

Figure 10. Ultrastructural aspects of fibrillary inclusions in the hippocampus
(A–C) and in the spinal cord (D–F) of Tg30tau mice. A: A pyramidal neuron
in the Ammon’s horn contains numerous fibrillary inclusions in its cytoplasm.
B: Higher magnification of the rectangular area delimited in A. Bundles of
filaments are admixed with mitochondria. C: High magnification of a fibril-
lary inclusion composed of both straight filaments (arrowhead) and twisted
filaments (arrow). D: A neuron in the anterior horn of the spinal cord
contains a massive cytoplasmic inclusion. Organelles tend to be displaced in
the center or at the periphery of the cytoplasm. E: Higher magnification
showing the fibrillary aspect of the inclusion in a motor neuron and the
peripheral position of mitochondria. F: High magnification of a motor neuron
inclusion, showing the presence of both 20-nm straight filaments (arrow)
and thin 10-nm filaments (arrowhead). Scale bars: 1 �m (A and D); 100 nm
(B, E, and F); 300 nm (C).
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Tg30 mice, and this high level of phosphorylated tau
might be responsible for these neurodegenerative fea-
tures. Aberrant tau phosphorylation, in the absence of
NFT formation, is associated with tau-induced neurode-
generation in Caenorhabditis elegans,70 Drosophilia,71 and
presenilin knockout mice.72 Our data support the hypoth-
esis that expression and phosphorylation of this mutant
tau per se can exert deleterious effects on neuronal func-
tion without overt neuronal loss. However, this does not
exclude the possibility that NFTs might have additional
biological effects, eg, on axoplasmic flows. A similar
conclusion can be drawn for NFTs in spinal cord: the
axonal loss and atrophy in peripheral nerves demon-
strates neuronal dysfunction, in the absence of overt
changes in neuronal density despite impressive develop-
ment of fibrillary inclusions. The Tg30tau mice thus pro-
vide an interesting model to investigate the relationship
between tau fibrillary pathology, disturbances of axonal
transport, cell death, and the selective vulnerability of

Figure 11. A–D: Double immunolabeling on tissue sections of the pyramidal
layer of the hippocampus (A and B) and the anterior horn of the spinal cord
(C and D) with the AT8 antibody (A and C) and the anti-neurofilament M
antibody (B and D). The somatodendritic accumulation of phosphotau is
associated to a neurofilament accumulation in motorneurons in the spinal
cord but not in the pyramidal neurons in the hippocampus. E: Double
immunogold labeling in electron microscopy (ultrathin section) of filaments
present in a cytoplasmic inclusion in a spinal cord motor neuron with the
AT8 (10-nm gold particles, arrows) and the anti-neurofilament M (5-nm gold
particles, arrowheads) antibodies. F: Immunolabeling of cytoplasmic inclu-
sions in spinal cord motorneurons with the anti-ERK1 antibody. Scale bars: 20
�m (A–D, F); 120 nm (E).

Figure 12. A–E: Anti-neurofilament labeling in 1-month-old (A and B) and
12-month-old (C–E) Tg30tau mice. A and B: Cortex. Neurofilament-positive
spheroids are present in cortical layers of Tg30tau mice (B and inset in B) but
not in wild-type mice (A). C: Spinal cord. Numerous neurons in the anterior
horn show neurofilament-positive cytoplasmic inclusions (arrowheads). An
axonal spheroid is also labeled (arrow). D: Brainstem. Three labeled sphe-
roids continuous with small processes (arrows) are adjacent to a neuron
with a positive cytoplasmic inclusion (arrowhead). E: Cortex. A labeled
spheroid is identified (arrow). F–H: Ultrastructural aspects of axonal dilata-
tions in Tg30tau mice. F: Hippocampal pyramidal layer. An axonal dilatation
with an atrophic myelin sheath contains a disordered accumulation of mito-
chondria, membranous profiles, microtubules, and neurofilaments. G: Spinal
cord. A marked neuritic dilatation contains accumulations of abnormal mi-
tochondria, multilamellar and dense bodies, and Golgi stacks. The dilatation
has a neck continuous with a process (arrow). H: Hippocampal pyramidal
layer. A process contains a thick bundle of abnormal filaments adjacent to an
abrupt accumulation of lamellar and dense bodies. Scale bars: 40 �m (A and
B); 20 �m (C and D); 15 �m (E); 1.5 �m (F and H); 2.5 �m (G).
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neurons to form different types of fibrillary aggregates in
neurodegenerative diseases.
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M: Somatodendritic localization and hyperphosphorylation of tau pro-

tein in transgenic mice expressing the longest human brain tau iso-
form. EMBO J 1995, 14:1304–1313

8. Brion JP, Tremp G, Octave JN: Transgenic expression of the shortest
human tau affects its compartmentalization and its phosphorylation
as in the pretangle stage of Alzheimer disease. Am J Pathol 1999,
154:255–270

9. Ishihara T, Hong M, Zhang B, Nakagawa Y, Lee MK, Trojanowski JQ,
Lee VMY: Age-dependent emergence and progression of a tauopa-
thy in transgenic mice overexpressing the shortest human tau iso-
form. Neuron 1999, 24:751–762

10. Spittaels K, Van den Haute C, Van Dorpe J, Bruynseels K, Vandezande
K, Laenen I, Geerts H, Mercken M, Sciot R, Van Lommel A, Loos R,
Van Leuven F: Prominent axonopathy in the brain and spinal cord of
transgenic mice overexpressing four-repeat human tau protein. Am J
Pathol 1999, 155:2153–2165
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