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Résumé 

Tau, pour Tubulin Associated Unit, est une protéine appartenant à la famille des protéines 
associées aux microtubules. La fonction la plus connue de cette protéine est celle de 
régulateur de la dynamique des microtubules, structure du cytosquelette assurant la 
morphologie, le fonctionnement et l’intégrité neuronale. A côté de son rôle physiologique au 
sein des cellules neuronales, Tau joue un rôle déterminant dans un groupe de pathologies 
neurodégénératives communément appelées Tauopathies dans lesquelles Tau est retrouvée 
sous forme agrégée et anormalement modifiée dans les neurones en dégénérescence. Dans la 
maladie d’Alzheimer (MA), la Tauopathie la plus fréquente, l’agrégation des protéines Tau 
anormalement modifiées constitue une lésion histologique : la dégénérescence neurofibrillaire 
(DNF). L’évolution spatiotemporelle de la DNF est étroitement corrélée aux signes cliniques. 
Actuellement, les mécanismes qui conduisent à cette agrégation des protéines Tau et à la DNF 
ne sont pas clairement établis. 

Une dérégulation des modifications post-traductionnelles (MPT) de Tau est l’un des 
mécanismes proposés pour expliquer l’agrégation de la protéine Tau et de la formation des 
DNF. Parmi les MPT, la troncation de la protéine Tau jouerait un rôle central dans l’étiologie 
de la MA. Les analyses des tissus cérébraux de patients atteints de la MA montrent la 
présence de plusieurs fragments de troncation de Tau amino- et carboxy-terminaux. 
L’augmentation de la quantité de certaines de ces espèces tronquées de Tau, qui sont 
retrouvées dans les agrégats, est étroitement corrélée à la progression de la pathologie Tau et à 
la sévérité des symptômes. Néanmoins, à exception de quelques sites carboxy-terminaux de 
fragments identifiés, la nature exacte des nombreux fragments de troncation mis en évidence 
dans le tissu cérébral humain, de même que leur(s) rôle(s) dans le(s) processus 
pathologique(s) ne sont pas encore établis.  

C’est dans ce contexte que se place ce travail de thèse dont le premier objectif a consisté à 
identifier de nouveaux sites de clivages amino-terminaux de la protéine Tau qui sont, de 
manière générale, moins caractérisés que les sites carboxy-terminaux. Pour cela, nous avons 
mis au point une approche protéomique en utilisant un modèle cellulaire, présentant des 
fragments de troncation de Tau, pour ensuite appliquer cette approche sur des tissus cérébraux 
provenant d’individus atteints de la maladie d’Alzheimer et d’individus sains. Grâce au 
développement de cette approche protéomique, nous avons précisément identifié le premier 
acide aminé de vingt-quatre sites de clivage de la protéine Tau. Comme les extrémités amino-
terminales de ces fragments sont distribuées sur toute la séquence de Tau, chaque clivage 
pourrait entraîner des conséquences fonctionnelles différentes en fonction de la position du 
site. Nous avons donc débuté des analyses fonctionnelles dans des lignées cellulaires en 
caractérisant les propriétés de quatre fragments de Tau. Nos résultats montrent, de manière 
surprenante, que la perte d'une partie du domaine amino-terminal confère une capacité 
supérieure à lier et stabiliser les microtubules, en comparaison à la protéine Tau entière, 
suggérant que le domaine amino-terminal de Tau jouerait un rôle dans la régulation de la 
dynamique microtubulaire. Des études supplémentaires basées sur nos nouveaux fragments de 
troncation devraient améliorer nos connaissances sur l'impact de la troncation de Tau sur sa 
biologie et sur les processus pathologiques de la MA.  



 

 
 

 

Abstract 

Tau, for Tubulin Associated Unit, is a microtubule-associated protein. Tau is primarily 
involved in the regulation of microtubule stability and dynamics. Besides its physiological 
role in neurons, Tau is a central player in Alzheimer’s disease (AD) and related Tauopathies, 
where it is found as aggregates in degenerating neurons. One of the neuropathological 
hallmarks of AD is the neurofibrillary degeneration (NFD), characterized by aggregated Tau 
proteins. Studies have shown that the progression of NFD in cortical brain areas is closely 
correlated to cognitive impairment in AD, supporting a central role for Tau in AD pathology. 
As of now, the mechanisms leading to NFD and its progression are far from being elucidated. 

A deregulation of post-translational modifications (PTM) of Tau protein could be a 
mechanism that leads to Tau aggregation and NDF formation. Among PTM, Tau truncation 
could have an etiological role in Tau pathology. Indeed, the analysis of AD brains by 
western blotting and epitope mapping suggests the occurrence of cleavage sites in both the 
N-terminal and C-terminal parts of Tau proteins. While several N- and C-terminally 
truncated Tau species are observed in AD brains,  only a limited number of specific Tau 
cleavage sites have been identified so far in situ. The species generated by these cleavages 
are found in neurofibrillary tangles, and their occurrence is correlated with the severity of 
the disease. However, the exact nature of the truncated fragments identified in the brain 
tissue, as well as their role in the pathological process are not yet established.  

This work takes place in this context whose primary goal is to precisely identify new Tau 
cleavage sites, especially those at the N-terminus, which are less well characterized than those 
at the C-terminus. For this, we developed a proteomics approach by using a cellular model 
that displays Tau fragments and we applied this approach to identify N-terminally truncated 
Tau species in the human brain, from individuals with Alzheimer's disease and healthy 
individuals. Twenty-four amino-terminal cleavages sites have been identified with the 
development of this proteomic approach. As the amino-terminal ends of these fragments are 
distributed throughout the Tau sequence, each cleavage could lead to different functional 
consequences depending on the position of the site. Thus, we started functional studies by 
characterizing the properties of four fragments of Tau in cell lines. Our results interestingly 
show that loss of the Tau N-terminal domain allows a stronger ability to bind and stabilize 
microtubules, suggesting that the Tau N-terminal domain could play a direct role in the 
regulation of microtubule stabilization. Future studies based on our new N-terminally 
truncated-Tau species should improve our knowledge of the role of truncation in Tau biology 
as well as in the AD pathological process. 

 

  



 

 
 

 



 

 
 

 

Avant propos 
 

« Un problème créé ne peut être résolu qu’en réfléchissant à la façon dont il a été créé ». 
Albert Einstein (1879-1955). 

 

Les protéines sont des macromolécules dont les fonctions au sein des cellules qui 
constituent un organisme varient de la structure cellulaire, à la signalisation cellulaire, en 
passant par le transport ou encore la motilité. Le terme « protéine » fût utilisé pour la première 
fois en 1838 par Jöns Jacob Berzelius, célèbre chimiste suédois. Deux hypothèses subsistent 
quant à l’origine de ce terme : la première explique que « protéine » vient du grec ancien 
« prôtos » qui signifie essentiel, premier ; cette première définition fait probablement 
référence au fait que ces macromolécules sont indispensables à la vie. La seconde propose 
que l’origine de ce terme fait mention au dieu grec Protée, qui pouvait changer de forme à 
volonté ; les protéines adoptent en effet de multiples conformations et présentent des 
fonctions très diverses. 

De façon générale, les protéines sont régulées par des modifications chimiques qui peuvent 
conduire à l’addition d’un groupe fonctionnel ou d’une autre protéine, au changement de la 
nature d’un acide aminé ou à des changements structuraux. La troncation, du latin 
« troncare » est une des nombreuses modifications post-traductionnelles qui affectent ces 
protéines. Elle se définit par l’action de tronquer, d’amputer, conduisant ainsi à la génération 
de protéines tronquées. Les fragments de troncation ainsi générés présentent des propriétés et 
des fonctions différentes de celles de la protéine entière.  

Ce travail de thèse s’intéresse particulièrement à la troncation d’une protéine neuronale, la 
protéine Tau, dont la fonction et les propriétés sont dérégulées dans la maladie 
neurodégénérative de ce siècle, la maladie d’Alzheimer. Les neurones des patients atteints de 
la maladie d’Alzheimer présentent une multitude de fragments de troncation de la protéine 
Tau dont l’identité et les conséquences fonctionnelles ne sont pas encore établies. Quelle est 
la nature des fragments de troncation de la protéine Tau ? Quelles sont leurs fonctions ? Telles 
sont les questions que ce travail de thèse aborde. 
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Chapitre 1 : Biologie et physiopathologie de la protéine Tau 

 

 

 Tau, pour « Tubulin Associated Unit » a été découverte en 1975 comme facteur de 

polymérisation des microtubules (Weingarten et al., 1975). Tau appartient à la famille des 

protéines associées aux microtubules, ou encore MAP pour « Microtubule Associated 

Protein ». Cette protéine joue un rôle essentiel dans la régulation de la dynamique 

microtubulaire, du transport axonal et de la croissance neuritique pendant la différenciation 

neuronale. Chez l’Homme, Tau est majoritairement exprimée au sein des neurones. Elle 

apparaît comme une protéine multi facettes, principalement localisée dans le compartiment 

axonal, mais elle peut également se retrouver au niveau somato-dendritique ou encore dans le 

noyau (Morris et al., 2011). Ces localisations cellulaires lui permettent d’intervenir dans des 

voies de transduction de signal ou d’intervenir dans la protection de l’ADN en cas de stress. 

 

I. Structure et fonctions 
 

I.A Du gène MAPT aux protéines Tau en passant par l’épissage alternatif 

 

 Chez l’Homme, Tau est encodée par un gène unique localisé sur le chromosome 17, au 

locus 17q21, et s’étend sur une région de 140 kb (kilobases) ( (Neve et al., 1986). Ce gène est 

principalement exprimé dans les neurones et, de façon moins importante, dans certains tissus 

périphériques comme le cœur, les reins, les muscles, les poumons et les testicules (Gu et al., 

1996).  

 Le transcrit primaire de Tau contient 16 exons numérotés de -1 à 14 (Andreadis et al., 1992). 

Les exons 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12 et 13 sont constitutifs et les exons 2, 3, 4A, 6, 8 et 10 sont 

alternatifs (Figure 1). L’épissage de ces derniers est régulé de façon développementale et 

tissus-spécifique (Goedert et al., 1989; Andreadis, 2005). Les exons -1 et 14 ne sont jamais 

traduits (région 5’ UTR pour « Untranslated Region » et 3’ UTR respectivement). Dans le 

système nerveux central (SNC), les exons 4A et 8 sont systématiquement exclus, alors que dans 

le système nerveux périphérique (SNP), l’exon 4A est inclus et donne naissance à l’isoforme de 

Tau la plus grande communément appelée « Big Tau » (Georgieff et al., 1993). L’exon 6 est 

exprimé de façon très minoritaire dans les ARNm de Tau dans le cervelet et conduit à 

l’expression d’une protéine Tau tronquée dans sa partie carboxy-terminale (Wei and Andreadis, 
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1998; Luo et al., 2004). Enfin, dans le SNC, l’épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 conduit à 

la production de six isoformes protéiques, appelés 0N3R (2-, 3-, 10-), 1N3R (2+, 3- , 10-), 

2N3R (2+, 3+, 10-), 0N4R (2-, 3-, 10+), 1N4R (2+, 3-, 10+) et 2N4R (2+, 3+, 10+), allant de 

352 à 441 acides aminés (AA), l’inclusion de l’exon 3 étant dépendante de celle de l’exon 2 

(Andreadis et al., 1992; Andreadis, 2005). De manière intéressante,  les six isoformes sont 

exprimées chez l’adulte alors que seule l’isoforme fœtale (ON3R) est exprimée pendant le 

développement (Goedert et al., 1989). 

 

 
Figure 1 : Représentation schématique du gène de Tau, de son transcrit primaire et des six 
isoformes protéiques dans le cerveau humain adulte. Le gène humain codant pour la protéine Tau, 
localisé sur le chromosome 17 en position 17q21, contient 16 exons. Les exons -1 et 14 ne sont jamais 
traduits. L’exon 8 est systématiquement exclu, l’exon 4A n’est exprimé que dans le SNP donnant 
naissance à la « Big Tau ». Les exons 2, 3 et 10 sont également soumis à un épissage alternatif qui 
conduit à la génération de 6 isoformes protéiques chez l’adulte. L’inclusion ou non de l’exon 10 génère 
au niveau protéique 3 ou 4 motifs répétés (R1, R2, R3 et R4) donnant naissance aux isoformes de Tau 
dites 3R ou 4R. L’exclusion des exons 2, 3 et 10 conduit à la production de l’isoforme dite fœtale. 
Figure adaptée de (Buée et al., 2000). 
 

I.B Structure de la protéine Tau 

 

 Au regard de sa composition en acides aminés, Tau peut être considérée comme un dipôle. 

De façon générale, deux domaines constituent Tau : un domaine amino-terminal appelé 

domaine de projection (encodé par les exons 1, 2, 3, 4, 5, 7) et un domaine carboxy-terminal de 

liaison aux microtubules (encodé par les exons 9, 10, 11, 12 et 13) (Figure 2).  
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Figure 2 : Représentation de la structure primaire de l’isoforme de Tau la plus longue (isoforme 
2N4R). (A) Structure primaire de Tau. Dans le SNC, l’isoforme de Tau la plus longue comprend les 
exons 2,3 et 10 en plus des exons constitutifs et présente 441 acides aminés. (B) Le domaine de 
projection de Tau se compose d’une région amino-terminale acide et du domaine riche en prolines P1 
plus basique. Le domaine de liaison aux microtubules est constitué du domaine riche en prolines P2 et 
des motifs répétés (3 ou 4 en fonction de l’inclusion ou non de l’exon 10), et d’une queue carboxy-
terminale. Les motifs répétés sont séparés par les « inter-repeat » iR1, iR2 et iR3. E1 à E13 : exon 1 à 
exon 13. 
 

 Au niveau de la structure primaire de Tau, les acides aminés encodés par les exons 1 et 4 

confèrent à Tau une partie amino-terminale acide. L’inclusion des exons 2 et 3 renforce ce 

caractère acide par une présence accrue d’acides glutamiques et aspartiques. Globalement, cette 

région présente un point isoélectrique (pI) de 3,99. L’exon 5 seul présente un pI de 9,82 et sert 

de lien entre la région amino-terminale acide et la région riche en prolines P1, elle aussi très 

basique, composée de l’exon 7. Ainsi, l’ensemble de ces régions constitue le domaine de 

projection. Ce terme « domaine de projection » est désigné de la sorte car il constituerait 

l’extrémité libre de Tau, non liée aux microtubules, servant à espacer ces derniers (Hirokawa et 

al., 1988). 
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 L’exon 9 jusqu’à l’exon 12 codent pour la deuxième région riche en prolines P2 et pour trois 

ou quatre domaines répétés (en fonction de l’inclusion ou non de l’exon 10 qui code pour le 

second domaine répété R2) toujours à caractère basique (pI=10,11). Pour finir, l’exon 13 code 

pour une queue carboxy-terminale plutôt acide (pI=5,8). L’ensemble de ces régions constitue le 

domaine de liaison aux microtubules. Les motifs répétés R1, R2, R3 et R4 correspondent à des 

séquences hautement conservées dans la famille des MAP (Goedert et al., 1989) et sont 

directement impliqués dans l’interaction de Tau avec les microtubules. Les isoformes de Tau 

présentant trois motifs répétés sont appelées 3R à l’instar des isoformes 4R présentant les 4 

motifs répétés.  

 

De par sa composition en acides aminés, Tau présente un caractère très hydrophile assez 

inhabituel. Seulement cinq résidus constituent la moitié de sa séquence peptidique (glycine, 

lysine, proline, sérine, thréonine) (Mandelkow et al., 2007). Ainsi, Tau n’adopte pas une 

structure compacte comme la plupart des protéines cytosoliques. De manière générale, de 

nombreux travaux de résonance magnétique nucléaire (RMN), de diffusion des rayons X aux 

petits angles (SAXS) ou encore de dichroïsme circulaire révèlent que Tau se comporte 

globalement comme une protéine non conformée, intrinsèquement non ordonnée et qu’elle 

contient quelques structures secondaires transitoires (Cleveland et al., 1977a; Schweers et al., 

1994; Mylonas et al., 2008; Mukrasch et al., 2009). De manière intéressante, les séquences 

peptidiques 275VQIINK280 et 306VQIVYK312 localisées au sein des motifs répétés se prêtent à la 

formation de feuillets " (Mukrasch et al., 2005). Ce type de structure est une des 

caractéristiques communes des protéines à pouvoir fibrillogénique (Tyedmers et al., 2010). Le 

caractère désordonné de Tau se reflète notamment par le fait qu’en solution, elle occupe un 

volume vingt sept fois supérieur à une protéine de masse moléculaire identique et repliée. Ceci 

illustrerait que Tau peut former des interactions transitoires avec de nombreux partenaires 

protéiques. Malgré ce manque de structuration, il semblerait que Tau adopte préférentiellement 

une conformation globale en trombone dans laquelle le domaine carboxy-terminal recouvre le 

domaine amino-terminal (Jeganathan et al., 2006) (Figure 3). 

Figure 3. Organisation spatiale de Tau en 
solution. Des interactions intra-moléculaires de 
Tau (flèches rouges) lui confèrent une 
conformation dite en trombone dans laquelle le 
domaine carboxy-terminal recouvre le domaine 
amino-terminal. Figure adaptée du modèle de 
(Jeganathan et al., 2006). 
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Les mécanismes de transcription du gène MAPT et de traduction des ARNm de Tau 

conduisent à la production de six isoformes protéiques, non structurés, chez le cerveau humain 

adulte. Quelles sont les particularités fonctionnelles de ces protéines Tau ? 

 

I.C Fonctions de la protéine Tau 

 

Initialement décrite comme facteur de polymérisation microtubulaire (Weingarten et al., 

1975; Cleveland et al., 1977b), Tau joue un rôle majeur dans la régulation de la dynamique des 

microtubules au sein des neurones. Cette fonction de régulateur de la dynamique 

microtubulaire assure à Tau un rôle indirect dans la modulation du transport axonal ce qui 

permet d’assurer l’intégrité de la cellule neuronale et dans la différenciation neuronale en 

participant à la croissance neuritique. Bien qu’aujourd’hui cette fonction de régulateur de la 

dynamique microtubulaire demeure très étudiée, de nouvelles fonctions de Tau émergent dans 

la littérature. 

 

I.C.1 Régulation de la dynamique des microtubules et conséquences cellulaires 

 

I.C.1.a Dynamique microtubulaire 

 

Les microtubules sont une structure protéique composée d’unités hétérodimériques de 

tubuline ! et " capables de s’associer longitudinalement dans un premier temps formant ainsi 

les protofilaments. Ces derniers s’associent à leur tour de manière hélicoïdale pour former les 

microtubules. Ces structures cylindriques ont un diamètre de 25 nm déterminé par le nombre de 

protofilaments (13 généralement) et une longueur variable (Amos and Schlieper, 2005; Conde 

and Cáceres, 2009). Les microtubules sont sujets à une instabilité dynamique qui se définit 

par une élongation (également appelée phase de polymérisation) et un raccourcissement (phase 

de dépolymérisation) continuels (Figure 4).  

 
Figure 4 : Représentation schématique 
de l’instabilité dynamique d’un 
microtubule. Les microtubules présentent 
une extrémité dite + dans laquelle 
l’incorporation des hétéro-dimères d’! et 
"-tubuline est favorisée et une extrémité 
dite – où les microtubules se 
désassemblent. 

 

Extrémité - 

Extrémité + 

Extrémité - 

Extrémité + 
!-tubuline 

"-tubuline 



Introduction – Chapitre 1 

! 18 

Ainsi, les microtubules sont polarisés de par la présence d’une extrémité dite + sur laquelle 

s’ajoutent des dimères de tubuline et d’une extrémité dite – où les dimères se désassemblent. 

De manière très intéressante, les microtubules sont plus stables au niveau neuronal en 

comparaison à d’autres types cellulaires grâce notamment à la présence des MAPs (Seitz-Tutter 

et al., 1988). 

 

Tau partage, avec les autres membres de la famille des MAPs, la propriété de se lier aux 

microtubules. Cette interaction est possible via la présence des 3 ou 4 motifs répétés composés 

de 18 acides aminés (Himmler et al., 1989; Lee et al., 1989) hautement conservés et séparés par 

13 ou 14 acides aminés moins conservés constitutifs des « inter-repeat » iR1, iR2 et iR3. 

Logiquement, la présence d’un quatrième motif répété dans les isoformes de Tau dites 4R 

augmente l’affinité de Tau pour les microtubules (Butner and Kirschner, 1991; Panda et al., 

2003). Néanmoins, cette hausse d’affinité est dépendante de « l’inter-repeat » iR1 (présent 

uniquement dans les isoformes 4R) plus que du domaine répété (Goode and Feinstein, 1994). 

En outre des domaines répétés, la région riche en prolines P2 a également été montrée comme 

élément clé de la liaison de Tau aux microtubules (Goode et al., 1997). Le domaine de 

projection de Tau n’aurait aucune affinité pour la liaison de Tau sur les microtubules, mais il 

servirait d’espaceur entre ces derniers (Chen et al., 1992). Dans le même sens, l’exon 4A (exon 

traduit dans le SNP) servirait à espacer les microtubules dans certaines populations neuronales 

du SNP et à agrandir le diamètre des axones (Boyne et al., 1995). 

Le mécanisme moléculaire de la liaison de Tau aux microtubules fait l’objet de nombreuses 

études et reste encore indéterminé. Cette difficulté à trouver un consensus de modélisation 

réside, entre autres, dans le manque de structuration de Tau qu’elle soit seule en solution ou 

complexée aux microtubules. Néanmoins, des travaux plus récents utilisant la RMN proposent 

un modèle dit en « mâchoire » dans lequel les domaines répétés structurés en feuillets-β ainsi 

que le domaine riche en prolines P2 interagissent avec les régions riches en acides glutamiques 

de la tubuline (Mukrasch et al., 2007; Sillen et al., 2007). Ces motifs répétés présentant 

globalement un caractère basique et l’extrémité carboxy-terminale de la tubuline un caractère 

acide, cette interaction serait ionique (Jho et al., 2010). Récemment, il a été montré qu’au 

niveau des microtubules, Tau s’organise en « hot-spot » très localisés avec une molécule de 

Tau pour soixante dimères de tubuline (Breuzard et al., 2013).  

De nombreuses études in vitro et in cellulo ont étayé les conséquences moléculaires et 

cellulaires de la liaison de Tau aux microtubules. Les premiers travaux in vitro utilisant des 

extraits de cerveaux porcins ont mis en évidence que Tau était co-purifiée avec la tubuline 
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(Weingarten et al., 1975; Cleveland et al., 1977b) et que la présence de Tau permettait à la 

tubuline de s’assembler en complexe de masse moléculaire plus importante. Les études 

mécanistiques démontrèrent que Tau module différents aspects de la dynamique 

microtubulaire. En effet, Tau agit comme un facteur servant à la fois à accroître la vitesse 

d’assemblage des microtubules et à augmenter la quantité de microtubules polymérisés 

(Witman et al., 1976). La longueur moyenne d’élongation d’un microtubule isolé polymérisé en 

présence de Tau est neuf fois supérieure à la longueur d’élongation d’un microtubule 

polymérisé en absence de Tau (Drechsel et al., 1992). Ceci s’explique par la combinaison de 

différents éléments : l’augmentation de l’élongation, la diminution du raccourcissement mais 

également la baisse de la fréquence de raccourcissement. Les travaux fonctionnels dans les 

modèles cellulaires et murins ont permis de définitivement valider le rôle de Tau dans la 

dynamique microtubulaire. Pour preuve, une micro-injection de protéine Tau purifiée dans des 

cultures de fibroblastes permet d’augmenter la densité microtubulaire et de protéger les 

microtubules d’une dépolymérisation induite pharmacologiquement (Drubin and Kirschner, 

1986). De plus, la surexpression de Tau conduit à la formation de faisceaux microtubulaires 

(Kanai et al., 1989) suggérant la formation de ponts physiologiques entre les microtubules afin 

de renforcer le réseau.  

 

Les microtubules sont une structure dynamique du cytosquelette impliqués, entre autres, 

dans la régulation du transport axonal. Ils interviennent également dans le processus de 

formation de l’axone et des neurites pendant la différenciation neuronale. En régulant la 

dynamique microtubulaire, Tau participe activement aux conséquences cellulaires qui en 

découlent. 

 

I.C.1.b Développement neuronal et croissance neuritique 

 

Les neurones sont des cellules polarisées présentant un corps cellulaire (soma) et deux types 

de prolongements : les dendrites qui reçoivent l’information des neurones efférents et l’axone 

qui conduit l’information nerveuse jusqu’aux connexions terminales qui transmettent 

l’information aux neurones afférents voisins (Figure 5A). L’établissement de la polarisation 

neuronale est un processus complexe qui constitue une étape fondamentale dans le 

développement du système nerveux. La constitution de l’axone est l’un des mécanismes 

primordiaux dans cette polarisation neuronale et sa mise en place est en partie dépendante de la 

dynamique microtubulaire. Ainsi, de nombreuses études se sont intéressées à l’implication de 
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Tau dans ce  processus. 

Dans un modèle de lignée cellulaire PC12 (phéochromocytome de rat) différenciée en 

cellules de type neuronal, une corrélation a été établie entre l’accroîssement des neurites, 

l’augmentation de microtubules polymérisés et l’expression de Tau (Drubin et al., 1985). 

L’implication de Tau dans le processus de formation de l’axone et de la différenciation 

neuronale fut validée en utilisant des sondes oligonucléotidiques antisens pour inhiber 

l’expression de Tau dans des cultures primaires de cervelet (Caceres and Kosik, 1990; Caceres 

et al., 1991). De la même façon, les neurones de culture primaire de souris invalidées 

génétiquement pour Tau présentent des prolongements neuritiques plus petits que leurs 

homologues sauvages (Dawson et al., 2001). Indépendamment de son implication dans la 

dynamique microtubulaire, Tau régulerait également le développement axonal directement en 

interagissant avec la membrane plasmique via son domaine de projection (Brandt et al., 1995). 

 

I.C.1.c Transport axonal 

 

 Les pôles somato-dendritiques étant séparés par les synapses de l’axone, les microtubules 

axonaux assurent un transport axonal bidirectionnel des vésicules, des neurotransmetteurs et 

des mitochondries. Ainsi, le transport axonal représente un processus cellulaire vital pour 

maintenir l’intégrité des connexions et des fonctions synaptiques et neuronales. Pour cela, les 

microtubules vont servir de support aux MAPs motrices telles que la dynéine et la kinésine qui 

modulent respectivement le transport rétrograde (des synapses vers le soma) et  antérograde (du 

soma vers les synapses) (Kanaan et al., 2013) (Figure 5B).  

 

Figure 5 : Représentation schématique 
de l’interaction de Tau avec un 
microtubule et du transport axonal au 
sein d’un neurone. (A) Les neurones sont 
des cellules polarisées présentant un pôle 
somato-dendritique, un axone et les 
terminaisons axonales. (B) La protéine 
Tau est capable de se lier aux 
microtubules via ses motifs répétés (en 
bleu) et son second domaine riche en 
prolines P2 (en rouge). Cette interaction 
module le transport axonal antérograde et 
rétrograde des protéines motrices kinésine 
et dynéine respectivement. 
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 Il existe un équilibre entre les différentes MAPs nécessaire au bon fonctionnement du 

transport axonal. Une rupture de cet équilibre par une surexpression de Tau dans des lignées 

cellulaires ou des cultures primaires conduit à une accumulation des peroxysomes et des 

mitochondries au sein du corps cellulaire suggérant soit une diminution du transport 

antérograde, soit une augmentation du transport rétrograde (Stamer et al., 2002). Des travaux 

parallèles indiquèrent qu’une forte concentration en Tau empêcherait la kinésine de se lier aux 

microtubules mais qu’une fois la liaison établie, aucune modification de la vélocité de ce 

moteur protéique n’était mesurée (Seitz et al., 2002). Néanmoins, une série d’études plus 

récentes, utilisant un système in vitro de billes couplées à la kinésine, prouvent clairement que 

la liaison de Tau aux microtubules diminue le déplacement de la kinésine sur les microtubules 

(Vershinin et al., 2007; Tarhan et al., 2013). De manière intéressante, l’inclusion du deuxième 

motif de liaison aux microtubules exacerbe la diminution de la vitesse de la kinésine. 

L’isoforme fœtale ne semble pas être capable de moduler ce transport axonal puisque 

l’incubation à forte concentration de cette isoforme sur des neurones isolés de calamar ne 

perturbe pas les mouvements de la kinésine (Morfini et al., 2007). En outre, Tau modulerait 

également le transport rétrograde via la dynéine non pas en modulant sa liaison ou sa vitesse de 

déplacement, mais en inversant sa direction (Dixit et al., 2008). L’ensemble de ces résultats a 

été étayé par des études in vivo dans lesquelles la surexpression de Tau dans le SNC conduit à 

des troubles de transport axonal (Ishihara et al., 1999; Zhang et al., 2005a).  

 

De par sa fonction de MAP, Tau est indirectement capable de réguler la transport axonal et 

développement neuronale en favorisant la croissance neuritique. De plus, en interagissant avec 

des partenaires comme la kinésine ou la dynactine, Tau peu directement moduler le transport 

axonal. Ces fonctions de Tau sont principalement liées à la présence des motifs répétés à 

l’origine de son appartenance à la famille des MAPs. Néanmoins, d’autres études suggèrent 

que Tau serait bien plus que MAP puisque Tau peut être localisée au sein du noyau et au 

niveau synaptique. Ces nouvelles localisation cellulaires de Tau s’accompagnent de nouvelles 

fonctions.  

 

I.C.2 Les autres fonctions de Tau  

 

I.C.2.a Protection de l’ADN 

 

 A côté de sa localisation cytosolique, Tau est également retrouvée au sein du noyau de 



Introduction – Chapitre 1 

! 22 

cellules neuronales (Loomis et al., 1990) et non neuronales (Sjöberg et al., 2006) ce qui suggère 

que Tau pourrait développer d’autres fonctions au sein de la cellule. En effet, des études in 

cellulo ont démontré que Tau est présente au sein du nucléole - un sous compartiment nucléaire 

siège de la synthèse des acides ribonucléiques ribosomiques (ARNr) - et plus particulièrement, 

au niveau de l’hétérochromatine constitutive (Sjöberg et al., 2006). Ces résultats suggèrent que 

Tau jouerait un rôle dans l’organisation nucléolaire et/ou dans l’hétérochromatinisation des 

gènes codants pour les ARNr. Par ailleurs, des études in vitro basées sur un retard 

électrophorétique sur gel d’agarose ont montré que Tau était capable de directement se lier à 

l’ADN (Qu et al., 2004) et que cette interaction était réversible en cas de présence des histones 

(Hua et al., 2003). Les motifs répétés et les domaines riches en prolines seraient tous les deux 

impliqués dans cette interaction (Wei et al., 2008). 

! Plus récemment, des travaux dans un modèle murin de culture primaire de neurones, 

indiquèrent que Tau, en condition de stress thermique ou oxydant, est capable de migrer vers le 

noyau et de se lier à l’ADN. Cette délocalisation nucléaire de Tau protégerait l’ADN de lésions 

induites par le stress (Sultan et al., 2011). Ces résultats ont par ailleurs été validés dans des 

modèles murins puisqu’un stress thermique induit dans des souris KO Tau augmente les 

dommages à l’ADN en comparaison à des souris sauvages (Violet et al., 2014). Ces travaux 

ouvrent donc de nouvelles perspectives de recherche quant aux fonctions physiologiques de 

Tau au sein du neurone. 

 

I.C.2.b Transduction du signal 

 

 De par la présence des domaines riches en prolines, Tau est capable d’interagir avec 

certaines protéines à domaine SH3 via ses motifs PXXP (sept séquences localisées dans les 

domaines riches en prolines) notamment les protéines de la famille Src au niveau de la 

membrane plasmique (Lee et al., 1998). Ainsi, Tau s’associe avec des protéines kinases telles 

que Fyn, Src (Lee et al., 1998; Reynolds et al., 2008) qui sont impliquées, entre autres, dans la 

phosphorylation du récepteur NMDA, récepteur post-synaptique essentiel à la signalisation 

moléculaire de la mémoire et de la plasticité synaptique neuronale (Blum and Konnerth, 2005). 

Une interaction de Tau avec de telles protéines suggère que cette dernière jouerait donc un rôle 

dans la voie de transduction du signal. Une étude plus récente confirme ces données et élargit 

même la liste des partenaires de Tau présentant un domaine SH3. De ce fait, Tau est également 

connue pour interagir avec Grb2, PLCγ (phospholipase Cγ), PI3K (phosphoinositide 3-kinase) 

(Reynolds et al., 2008) suggérant le rôle étendu du domaine riche en prolines de Tau dans 
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différentes voies de signalisation cellulaire. Bien que les significations biologiques de ces 

interactions ne soient pas encore déterminées, certains travaux proposent des perspectives 

intéressantes. Il a par exemple été montré que Tau servirait de véritable médiateur entre Fyn et 

le récepteur NMDA au niveau de la synapse puisqu’en absence de Tau, Fyn ne transite plus 

vers la synapse pour assurer sa fonction (Ittner et al., 2010; Mondragón-Rodríguez et al., 2012).  

 

I.C.2.c Fonctions indéterminées  

 

 Il a été montré dans des systèmes acellulaires que Tau et une autre protéine de la famille des 

MAPs, MAP2, étaient co-purifiées avec les mitochondries et que cette interaction serait 

dépendante du domaine de liaison aux microtubules (Jancsik et al., 1989; Jung et al., 1993). 

Tau est retrouvée également dans des fractions membranaires enrichies en appareil de Golgi 

provenant de cerveaux de rats (Farah et al., 2006). Enfin, Tau peut être retrouvée au sein de 

vésicules de sécrétion (Pooler et al., 2013; Dujardin et al., 2014a). La signification biologique 

de ces interactions ou localisations n’est pas encore connue aujourd’hui. 

 

De par sa composition en acides aminés, Tau est un dipôle avec deux domaines définis, le 

domaine de projection et domaine de liaison aux microtubules. Ce dernier confère à Tau des 

fonctions de régulateur de la dynamique microtubulaire et du transport axonal tous deux 

importants pour le développement neuronal et le fonctionnement du neurone. Néanmoins, 

l’étude du domaine de projection a permis d’enrichir les études fonctionnelles de Tau comme 

intermédiaire dans différentes voies de signalisation (Morris et al., 2011). Ainsi, Tau est une 

protéine à plusieurs facettes, capable de se localiser à différents endroits de la cellule 

(microtubules, cytoplasme, noyau, membrane plasmique) ou d’être sécrétée dans le milieu 

extracellulaire, et d’avoir une multitude de fonctions. Les mécanismes qui sous-tendent ces 

localisations subcellulaires différentielles ne sont pas totalement élucidés : existe-t-il un pool 

de protéine Tau cytoplasmique qui peut être adressé ponctuellement dans différents 

compartiments cellulaires selon les besoins de la cellule ou bien s’agit-il de différents pools de 

Tau présentant des caractéristiques physico-chimiques différentes qui leur confèrent ces 

localisations différentielles ?  

 Toutes ces fonctions sont finement régulées par un certain nombre de modifications post-

traductionnelles qui seront développées dans le chapitre suivant. La perte de fonctions de la 

protéine Tau, et/ou un gain de fonction toxique, ou encore une dérégulation de l’épissage de 
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Tau, contribuent aux processus physiopathologiques d’un groupe de maladies 

neurodégénératives communément appelées Tauopathies. 

 

II. Tauopathies  
 

 En 1994, une forme héréditaire de démence fronto-temporale avec syndrome parkinsonien a 

été découverte comme étant liée au chromosome 17 dans une région contenant le gène codant 

pour la protéine Tau, le gène MAPT (Wilhelmsen et al., 1994). De nouvelles formes de 

démences fronto-temporales ont été trouvées plus tardivement liées à la même région ce qui a 

conduit à l’appellation générale des démences fronto-temporales avec syndrome parkinsonien 

liées au chromosome 17 (DFTP-17) (Foster et al., 1997). Dans ces pathologies, de nombreux 

patients présentaient des agrégats de protéines Tau intra-neuronaux ou intra-gliaux. 

1998, une année phare pour les Tauoïstes car elle est associée à la découverte de mutations 

dans le gène MAPT chez des patients atteints de DFTP-17 (Hutton et al., 1998; Poorkaj et 

al., 1998; Spillantini et al., 1998). Aujourd’hui, plus d’une cinquantaine de mutations 

introniques ou exoniques ont été décrites sur ce gène et elles sont systématiquement associées 

au développement de la pathologie. Il faut noter que ces mutations sont très souvent localisées 

dans les régions codantes pour les domaines de liaison aux microtubules. Selon la mutation, 

différentes conséquences fonctionnelles sont observées. Ainsi, des mutations vont conduire à 

des modifications de l’épissage au niveau des exons alternatifs, entraînant de ce fait, un 

déséquilibre des isoformes 3R et 4R ; à des pertes de fonctions physiologiques en défavorisant 

l’interaction de Tau avec les microtubules ou encore à un gain de fonction pathologique en 

favorisant l’agréation de Tau (Dickson et al., 2011; Spillantini and Goedert, 2013). Pour 

terminer, ces mutations dans le gène de Tau illustrent le fait que Tau peut jouer un rôle majeur 

dans les maladies neurodégénératives et elles sont l’un des moyens les plus utilisés aujourd’hui 

pour modéliser la pathologie Tau. 

Outre son implication dans les DFTP-17, Tau joue un rôle majeur dans un groupe de 

pathologies neurodégénératives communément appelées Tauopathies parmi lesquelles la 

maladie d’Alzheimer (MA) est la plus représentée. L’agrégation des protéines Tau hyper- et 

anormalement phosphorylées au sein de la lésion histologique caractéristique de chacune de 

ces pathologies est à l’origine de leur regroupement dénominatif. Ces agrégats de protéines Tau 

prendront différentes formes en fonction de la Tauopathie. Ainsi, les dégénérescences 

neurofibrillaires (DNF) sont observées dans la MA, les corps de Pick dans la maladie de Pick 

ou encore des touffes gliales dans la paralysie supranucléaire progressive (PSP). L’évolution de 
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la protéomique et des outils biochimiques a permis d’établir une véritable classification de ce 

groupe de maladies neurodégénératives (Buee et al., 2000; Sergeant et al., 2005; 2008).  

 

II.A Le code barre des Tauopathies 

 

 Quatre classes de Tauopathies sont définies, celles-ci sont basées sur la composition en 

protéines Tau retrouvées au sein des agrégats extraits à partir des cerveaux de patients (Figure 

6A et 6B).  

 

 
Figure 6 : Code barre et classification des Tauopathies. (A) Western blot tiré de (Sergeant et al., 
2005), représentatif du profil électrophorétique des agrégats de protéines Tau provenant de patients 
atteints de différentes Tauopathies. Les Tauopathies de classe I comprennent les six isoformes de Tau et 
se caractérisent par un quadruplet électrophorétique allant de 74 kDa à 60 kDa. Les Tauopathies de 
classes II et III comportent respectivement un triplet électrophorétique de 74, 69 et 64 kDa comprenant 
les isoformes 4R et un triplet de 69, 64 et 60 kDa correspondant aux isoformes 3R de Tau. La quatrième 
classe comporte uniquement l’isoforme fœtale et est caractérisée par une immuno-empreinte avoisinant 

2+ 3+ 10+ (2N4R) 74 kDa 

2+ 3- 10+ (1N4R) 

2+ 3+ 10- (2N3R) 

(1N4R) 

 10- (2N3R) 
69 kDa 

2- 3- 10+ (0N4R) 

2+ 3- 10- (1N3R) 

(0N4R) 

10- (1N3R) 
64 kDa 

2- 3- 10- (0N4R) 60 kDa 

Classe I 
(6 isoformes) 

Classe II 
(Isoformes 4R) 

Classe III 
(Isoformes 3R) 

Classe IV 
(ON3R) 

- Vieillissement physiologique 
- Maladie d’Alzheimer 

- Maladie de Nieman-Pick de type C 
- Syndrome de Down 

- Démence pugilistique 
- Syndrome de l’île de Guam 

- Syndrome parkinsonien post-encéphalitique 
- DFTP-17 

- Paralysie supranucléaire progressive 
- Dégénérescence cortico-basale 

- Démences à grains argyrophiles 
- DFTP-17 

- Maladie de Pick 
- DFTP-17 

- Dystrophies myotoniques 

A 

B 
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les 60 kDa. (B) Liste non exhaustive des différentes Tauopathies classées selon leur profil 
électrophorétique précédemment décrit.   
 

Brièvement, la classe I est représentée par un quadruplet électrophorétique correspondant à 

l’agrégation de toutes les isoformes de Tau. Ce profil caractéristique a été initialement décrit 

dans la MA (Goedert et al., 1992; Sergeant et al., 1997) et s’étend désormais à une dizaine de 

Tauopathies telles que la maladie de Nieman-Pick de type C (NPC) (Love et al., 1995) et les 

démences fronto-temporales avec syndrome parkinsonien liées au chromosome 17 (DFTP-17) 

(Hutton et al., 1998; Spillantini et al., 1998). Les classes II et III sont constituées 

respectivement d’agrégats de Tau 4R (possédant 4 motifs répétés) et de Tau 3R (possédant 3 

motifs répétés). La classe II est représentée entre autres par la PSP, les démences à grains 

argyrophiles (DGA) et les DFTP-17 (Flament et al., 1991; Delacourte et al., 1996; Buée-

Scherrer et al., 1996b). La classe III, quant à elle, comporte la maladie de Pick (Sergeant et al., 

1997; Mailliot et al., 1998). Les agrégats protéiques constitutifs de la dernière classe 

comprennent l’isoforme de Tau la plus courte : l’isoforme fœtale. Cette classe regroupe la 

dystrophie myotonique (DM) de type I et de type II (Kiuchi et al., 1991). 

 

II.B La maladie d’Alzheimer, une Tauopathie majeure 

 

 Le terme « maladie d’Alzheimer » a été utilisé pour la première fois en 1912 par le docteur 

Emil Kraeplin, professeur du neuropsychiatre allemand Aloïs Alzheimer. Ce dernier présentait 

en 1907 les descriptions histologiques post-mortem d’une patiente atteinte de démence 

présénile, nommée Auguste Deter, décédée à l’âge de 56 ans et qui souffrait de pertes de 

mémoire, d’une confusion mentale et d’une inaptitude sociale (Alzheimer et al., 1995) 

(Traduction anglaise de l’article originel de 1907).  

 

II.B.1 Généralités 

 

 La MA est une démence caractérisée par une dégradation progressive et irréversible des 

fonctions cognitives. Le tableau clinique des patients est évolutif et bien décrit. Les premiers 

symptômes se traduisent par une perte de la mémoire à court terme (mémoire dite épisodique). 

L’évolution de la maladie se manifeste par l’altération de nombreuses fonctions cognitives dont 

le langage (aphasie), la reconnaissance d’objets (agnosie) et de visages (prosopagnosie), 

l’organisation des mouvements (apraxie), la prise de décision et la planification. Aux derniers 

stades de la maladie, la perte d’autonomie des patients est totale.  
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 Au niveau épidémiologique, la MA affecterait 25 millions d’individus dans le monde dont 

près d’un million en France avec 160 000 nouveaux cas par an et les prévisions pour 2040 

dépasseraient les 2 millions de cas (d’après l’association France Alzheimer). La maladie se 

manifeste vers l’âge de 60 ans et représente 75% des démences. Sa prévalence augmente avec 

le vieillissement, affectant environ 10% des personnes âgées de plus de 65 ans et 25% des 

personnes âgées de plus de 85 ans ce qui place la MA comme un véritable fléau économique et 

social (Ferri et al., 2005).  

 Aujourd’hui, il n’existe aucun traitement curatif pour la MA ; en effet, les traitements 

symptomatiques actuels visent à retarder l’apparition du déficit cognitif. Le diagnostic certain 

de la maladie n’est obtenu qu’après un examen neuropathologique post-mortem des patients. 

 

II.B.2 Lésions neuropathologiques 

 

II.B.2.a Aspects macroscopiques 

 Macroscopiquement, les cerveaux de patients atteints de la MA présentent une sévère 

atrophie du tissu cérébral et une augmentation du volume des ventricules cérébraux et des 

sillons corticaux (Figure 7A). Les principales régions touchées sont le lobe temporal médian 

(hippocampe, cortex transentorhinal et amygdale) et le lobe frontal. Cette atrophie serait le 

reflet en partie d’une perte neuronale importante entraînant une diminution du ruban cortical et 

des circonvolutions cérébrales. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 7 : Aspects macroscopiques et microscopiques de la maladie d’Alzheimer. (A) Photo de 
coupes coronales de cerveaux d’individu sain et d’un patient atteint de la MA mettant en évidence 
l’atrophie corticale sévère et l’augmentation des sillons cérébraux (Service d’Anatomie pathologique du 
CHRU de Lille : Pr Claude Alain Maurage). (B-C)  Dessins originaux des dégénérescences 
neurofibrillaires par Aloïs Alzheimer (B) et des plaques neuritiques comprenant à la fois les DNF et les 
dépôts amyloïdes par Oscar Fischer (C) (Alzheimer., 1907 ; Fischer., 1907). 
 

 

 

Sain Alzheimer A 

B 

C 
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II.B.2.b Aspects microscopiques 

En 1907, Aloïs Alzheimer et Oscar Fischer, neuropathologiste tchèque, mirent en évidence à 

l’aide de technique de marquage à l’argent la présence de deux lésions caractéristiques de la 

MA : les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) et les dépôts amyloïdes (Alzheimer., 1907 ; 

Fischer., 1907) (Figure 7B et 7C). 

 

II.B.2.b.1 Les dépôts amyloïdes 

 Les études sur tissu post-mortem indiquent que ces dépôts amyloïdes apparaissent 

précocement dans la maladie au niveau du néocortex (cortex frontal, pariétal, temporal et 

occipital) et s’étendent dans des régions plus internes (cortex entorhinal, striatum) pour 

atteindre le cervelet et le tronc cérébral (Thal et al., 2002). L’observation des dépôts amyloïdes 

est possible grâce à des techniques d’imprégnation argentique ou par des marquages comme le 

rouge congo et la thioflavine S (Figure 8A-C). 

 

 

 

 

 

 
Figure 8 : Observations et techniques de marquages des dépôts amyloïdes. (A) Dessin original 
d’Oscar Fischer en 1907 des dépôts amyloïdes. (B) Marquage immunohistochimique des lésions via un 
anticorps anti-A" (CHRU de Lille : Pr Claude Alain Maurage). (C) Microscopie à fluorescence d’un 
marquage à la thioflavine S qui marque les agrégats protéiques. 
 

Ces dépôts diffus retrouvés dans la matrice extracellulaire ont été déterminés dans les 

années 80 comme étant largement composés de peptides "-amyloïdes (A") organisés en 

feuillets "-plissés (Glenner and Wong, 1984; Glenner et al., 1984; Masters and Selkoe, 2012). 

Ce peptide A" possède une masse moléculaire d’environ 4,5 kDa et est produit de manière 

physiologique suite à une série de clivages de son précurseur : l’APP pour « Amyloid Precursor 

Protein » (Kang et al., 1987). L’APP est une glycoprotéine transmembranaire de type I 

exprimée ubiquitairement dont la fonction aujourd’hui est encore mal connue. Cette protéine 

est soumise à deux voies cataboliques : la voie amyloïdogénique et la voie non-

amyloïdogénique (Figure 9). L’un des produits finaux de la première voie obtenue par l’action 

séquentielle des "- et #-sécrétases est le peptide A" (Haass, 2004). La #-sécrétase peut générer 

deux types de peptides A" dits A"40 (clivé en position 40) et A"42 (clivé en position 42) et ces 

deux peptides constituent les dépôts amyloïdes. La voie non-amyloïdogénique est dite voie de 

A B C 
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protection car elle empêche la formation de peptides A" par l’action précoce de l’!-sécrétase 

qui clive l’APP dans la séquence correspondante à l’A". De plus, cette voie permet la 

production de sAPP! qui ont des propriétés neuroprotectrices (Chasseigneaux and Allinquant, 

2012). Un déséquilibre entre ces deux voies conduit donc à une accumulation de peptide A"40 

et A"42 et serait à l’origine des dépôts amyloïdes observés dans la MA. 

De manière intéressante, il a été découvert des mutations dans le gène de l’APP chez 

certains patients atteints de la MA. Ces mutations sont donc associées à des formes dites 

familiales autosomiques dominantes de la MA. Des mutations ont également été décrites dans 

les gènes codant des enzymes impliquées dans l’activité sécrétase : les présinilines 1 et 2 

(enzymes responsables de l’activité #-sécrétase (Ringman and Coppola, 2013; Loy et al., 2014). 

Sur l’ensemble des patients atteints de la MA, seul un pourcent présente ces mutations. 

 
Figure 9 : Les deux voies de 
catabolisme de l’APP. L’APP est une 
glycoprotéine transmembranaire 
physiologiquement soumise à deux voies 
de dégradation. La première, la voie 
amyloïdogénique est la voie de 
production des peptides amyloïdes A"40 
et A"42 par clivage successif du 
précurseur APP par les "- et #-sécrétases. 
La seconde voie dite voie non-
amyloïdogénique ne génère pas de 
peptides A". Cette voie implique l’action 
d’!- et #-sécrétases. 
 

 

 

 

 

II.B.2.b.2 Les dégénérescences neurofibrillaires 

  Les années 1985 et 1986 constituent une nouvelle découverte dans le cadre de la MA et le 

début du Tauïsme. En effet, plusieurs travaux indépendants montrèrent que les DNF sont 

composées d’agrégats de protéines Tau hyper- et anormalement phosphorylées (Brion et al., 

1985; Grundke-Iqbal et al., 1986; Ihara et al., 1986). Ces DNF sont visibles en microscopie 

électronique sous forme de filaments appariés en hélice, également appelés PHF pour « Paired 

Helical Filaments » (KIDD, 1963) (Figure 10D). L’hyperphosphorylation de Tau concerne des 

sites qui peuvent être phosphorylés en condition physiologique et pathologique. Elle se 

manifeste soit par une augmentation du nombre de ces sites phosphorylés au sein d’une même 
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protéine, soit par l’augmentation du nombre de protéines phosphorylées sur l’un de ces sites. 

La phosphorylation anormale, quant à elle, correspond à celle observée sur certains sites 

uniquement en conditions pathologiques.  A l’instar des dépôts amyloïdes, les DNF sont 

observables par des colorations de type Gallyas, Bielchowski, rouge congo et thioflavine S ou à 

l’aide d’immuno-marquages avec des anticorps dirigés contre la protéine Tau sous formes 

phosphorylées (Figure 10).  

 

 
Figure 10 : Observations et techniques de marquage des dégénérescences neurofibrillaires. (A) 
Dessin original de DNF par Aloïs Alzheimer en 1907. (B) Marquage immunohistochimique de la lésion 
à l’aide d’anticorps anti-Tau (CHRU de Lille : Pr Claude Alain Maurage). (C) Imprégnation argentique 
de DNF (CHRU de Lille : Pr Claude Alain Maurage). (D) Image de microscopie électronique de PHFs. 
 

 Contrairement aux dépôts amyloïdes, il existe une corrélation entre l’évolution 

spatiotemporelle des DNF et les signes cliniques observés chez les patients atteints de la MA 

(Arriagada et al., 1992; Duyckaerts et al., 1997; Delacourte et al., 1999). Des travaux 

histologiques de Heiko Braak et Eva Braak ont permis de diviser l’évolution de la MA en six 

stades (Braak and Braak, 1995; Braak et al., 2011). Les stades I et II dits stades 

« transentorhinaux » sont les plus précoces et sont marqués par un envahissement de la DNF 

dans le locus coeruleus et la région trans-entorhinale. Les stades III et IV représentent les 

stades dits « limbiques » de la pathologie avec une progression de la DNF jusqu’à 

l’hippocampe.  Enfin, les stades V et VI dits « isocorticaux » sont les stades les plus sévères 

avec une atteinte générale de l’isocortex (Figure 11).  

 

 
Figure 11 : Evolution de la DNF selon Braak et Braak dans la MA. Les stades précoces de la 
maladie sont marqués par l’envahissement du cortex enthorinal. Les lésions progressent ensuite dans les 
aires limbiques pour toucher dans les stades tardifs l’isocortex. Figure tirée de (Braak et al., 2011). 
 

A B C D 

Stade I-II (trans-entorhinaux) Stade III-IV (limbiques) Stade V-VI (isocorticaux) 
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 Cette hiérarchisation spatio-temporelle de la DNF pourrait être le reflet d’un caractère 

propagateur de cette dernière. Bien que le facteur responsable de la progression de la 

pathologie Tau ne soit pas encore déterminé, des études récentes suggèrent que la progression 

corticale de la DNF dans la MA pourrait suivre un processus semblable à celui du prion PrPSc, 

agent protéique infectieux en cause dans la maladie de Creutzfeldt Jakob. Pour preuve, 

l’injection intracérébrale d’extraits cérébraux contenant des DNF induit leur propagation au site 

d’injection par induction de nouvelles lésions (Clavaguera et al., 2009). Ces résultats ont été 

observés également in vitro puisque des agrégats de protéines Tau peuvent être internalisés par 

des cellules afin d’induire la formation d’une DNF intracellulaire (Frost et al., 2009). Ces 

études suggèrent donc que des protéines Tau pathologiques seraient capables de transformer  

des protéines Tau non pathologiques à l’instar de la protéine PrPC et de son homologue méplié 

PrPSc. De plus, ces protéines Tau pathologiques sont capables de véhiculer dans les neurones 

puisque la surexpression de protéine Tau mutée restreinte au cortex entorhinal conduit à la 

formation de DNF dans le cortex et dans les neurones voisins sans détection du transgène dans 

ces derniers (de Calignon et al., 2012). De la même façon, l’injection de vecteurs viraux codant 

pour la protéine Tau sauvage conduit à une pathologie Tau au site d’injection et dans des 

régions éloignées du site d’injection sans détection notable du transgène sous forme d’ARN 

dans les neurones secondaires (Dujardin et al., 2014b). L’ensemble de ces travaux prouve donc 

que, dans la MA, Tau se comporte comme un véritable agent infectieux capable d’une part, de 

se propager de neurone en neurone, et d’autre part, d’induire de nouvelles lésions à partir de 

protéines Tau endogènes dans les neurones ciblés (Hyman, 2014). 

 

II.B.3 Interaction entre les deux lésions au niveau de la synapse 

 

 La nature de la relation, si elle existe, entre les plaques amyloïdes et les DNF observées dans 

la MA reste encore indéterminée. Chronologiquement, les DNF apparaissent avant les plaques 

amyloïdes et seule l’évolution spatio-temporelle de la DNF est corrélée avec le déclin cognitif 

observé chez les patients (Delacourte et al., 1999; 2002; Braak and Del Tredici, 2004). A 

l’échelle moléculaire, les DNF étant intracellulaires et les dépôts amyloïdes étant 

extracellulaires ; il est conceptuellement difficile d’envisager une véritable interaction 

physique. Néanmoins, certains travaux soulèvent que ces deux lésions histopathologiques 

agissent en synergie dans la perte synaptique observée dans la MA (Crimins et al., 2013; 

Spires-Jones and Hyman, 2014). 



Introduction – Chapitre 1 

! 32 

 La plasticité synaptique peut être considérée comme le mécanisme moléculaire qui reflète 

l’apprentissage et la formation de la mémoire et qui peut se schématiser par une modulation 

constante des connexions entre les neurones. Dans la MA, une perte synaptique sévère est 

observée en corrélation avec les symptômes cliniques (DeKosky and Scheff, 1990; Terry et al., 

1991; Masliah et al., 1994). L’un des premiers indices qui suggère que la dysfonction 

synaptique est liée à une action des deux lésions provient de travaux montrant que 

l’invalidation génique de Tau, dans un modèle murin de pathologie amyloïde, permet de pallier 

aux déficits cognitifs observés chez ces animaux et de réduire le risque de développer des 

troubles induits en modulant l’activité des récepteurs synaptiques (Roberson et al., 2007). 

Ultérieurement, des travaux réalisés au sein de cultures primaires d’hippocampes ont démontré 

que l’application d’oligomères d’Aβ conduit à une perte synaptique spécifiquement au sein des 

neurones qui présentent une délocalisation synaptique de Tau (Zempel et al., 2010). Cet effet 

délétère de Tau serait associé à son implication dans le recrutement de Fyn au sein du 

compartiment post-synaptique en réponse à l’Aβ (Ittner et al., 2010). L’ensemble de ces 

résultats suggère donc qu’une réduction de la protéine Tau, pourrait être bénéfique dans le 

cadre de la MA. 

 

 Pour conclure, les différences remarquées dans le profil électrophorétique des agrégats de 

protéine Tau dans les Tauopathies ne sont pas totalement expliquées. Les mécanismes qui vont 

conduire aux lésions histopathologiques observées dans les Tauopathies comme la DNF dans 

le cadre de la MA ne sont pas clairement élucidés. Il existe de nombreuses hypothèses pour 

expliquer la formation de lésions et la mort neuronale observées dans ces pathologies: une 

perte de(s) fonction(s) de la protéine Tau, un gain de fonction toxique, une dérégulation de 

l’épissage entrainant un déséquilibre du ration d’isoforme 3R/4R dans le cerveau, ou encore, 

une dérégulation des modifications post-traductionnelles de la protéine Tau. 
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Chapitre 2 : Les modifications post-traductionnelles de Tau : 

régulatrices de sa biologie et de sa physiopathologie 

 

 

 Les modifications post-traductionnelles (MPT) sont des modifications chimiques affectant 

les protéines, exécutées le plus souvent par une enzyme après leur synthèse. Ces modifications 

chimiques comprennent l’addition d’un groupe fonctionnel (acétylation, glycosylation, 

phosphorylation) ou d’une protéine (ubiquitinylation, sumoylation), le changement de la nature 

d’un acide aminé (déamidation, déimination) et des changements structuraux (isomérisation, 

troncation, oxydation et réduction des ponts disulfures). Le développement des outils de 

prédiction in silico et des techniques analytiques de protéomique a permis de mettre en 

évidence l’existence de plus de 300 MPT. Ces MPT affectent l’activité, la localisation 

subcellulaire, la stabilité ou la structure de la protéine ciblée. 

  Tau est sujette à un ensemble complexe de nombreuses modifications post-

traductionnelles : phosphorylation, acétylation, méthylation, isomérisation, glycation, nitration, 

ubiquitinylation, sumoylation, O-N-acétylglucosaminylation (O-GlcNAc) et troncation. Parmi 

ces MPT, certaines ne sont retrouvées qu’en conditions pathologiques (troncation, glycation, 

polyamination) alors que d’autres, qui présentent de véritables fonctions physiologiques, se 

retrouvent dérégulées dans la MA et les autres Tauopathies (phosphorylation, glycosylation, 

nitration). Ainsi, une dérégulation globale des MPTs affectant Tau est proposée comme étant 

l’une des hypothèse principale par laquelle la protéine Tau devient une entité pathologique dans 

les Tauopathies.  

 

I. La phosphorylation 
 

 Au milieu des années 1950, Edwin Krebs et Edmon Fisher travaillaient sur les mécanismes 

énergétiques des cellules musculaires. Ils ont découvert qu’une enzyme dénommée la 

phosphorylase était activée en présence d’ATP et que cette réaction était catalysée par une 

kinase. Inversement, l’élimination d’un groupement phosphate par une phosphatase sur la 

phosphorylase inactivait cette dernière. Ces travaux leur valurent le Prix Nobel de physiologie 

ou médecine en 1972 pour la découverte de la phosphorylation réversible des protéines 

(Fischer and Krebs, 1955; Krebs and Fischer, 1956; Cohen, 2002).  
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 La phosphorylation est donc une MPT dynamique, qui consiste en l’ajout d’un groupement 

phosphate PO4
3- sur des molécules ou sur les résidus Sérine (Ser), Thréonine (Thr) ou Tyrosine 

(Tyr) des protéines par l’estérification de leur fonction hydroxyle de la chaîne latérale. La 

phosphorylation est une modification majeure sur Tau puisque celle-ci comporte 67 à 85 sites 

potentiellement phosphorylables selon l’isoforme considérée, ce qui représente 20% de la 

protéine totale et qui permet de définir Tau comme une phosphoprotéine (Butler and 

Shelanski, 1986) (Tableau 1). La phosphorylation de Tau est finement régulée par un ensemble 

de kinases et de phosphatases. 

 

 
Tableau 1 : Enumération des sites potentiels de phosphorylation en fonction des six isoformes de 
Tau. (Ser: Sérine, Pro : Proline, Thr : Thréonine, Tyr : Tyrosine, Nbr : nombre, AA : acide aminé).  
 
 
I.A Les kinases et les phosphatases de Tau 

 

 Plus d’une vingtaine de kinases divisées en trois groupes selon le type de l’épitope ciblé 

peuvent phosphoryler la protéine Tau in vitro et/ou in vivo ; 1) le groupe des PDPK pour 

« Proline Directed Protein Kinases » qui phosphorylent Tau sur les résidus Ser ou Thr suivis 

d’un résidu Pro, 2) le groupe non-PDKP qui comprend des kinases phosphorylant Tau sur des 

résidus Ser et Thr non suivis par une Pro, 3) enfin, le dernier groupe comprend les tyrosines 

kinases (Tableau 2) (Sergeant et al., 2008; Hanger et al., 2009).  

 
Tableau 2 : Les  trois classes de kinases 
impliquées dans la phosphorylation de 
Tau in vitro ou in vivo. Cdk : Cyclin-
dependant kinase, GSK : Glycogen 
Synthase Kinase, LRRK2 : Leucine-Rich 
Repeat Kinase 2, MAPK : Mitogen-
Activated Protein Kinase, SAPK : Stress-
Activated Protein Kinase, CaMK : 
Calmodulin-dependant protein Kinase, 
CK1, CK2 : Caséine Kinase 1 et 2, 
DYRK : Dual specificity Tyrosine 
Regulated Kinase,  MARK : Microtubule 
Affinity-Regulating Kinase, PKA, PKB, 
PKC et PKN : Protein Kinase A, B, C et 
N, TTK : Tau Tubuline Kinase, C-abl : 
Kinase Abelson 

ON3R (2-3-10-) 352 36 6 26 8 5 67
1N3R (2+3-10-) 381 41 7 31 10 5 77
2N3R (2+3+10-) 410 41 7 35 10 5 81
0N4R (2-3-10+) 383 40 6 26 8 5 71
1N4R (2+3-10+) 412 45 7 31 10 5 81
2N4R (2+3+10+) 441 45 7 35 10 5 85

Nbr de Tyr Total de sites potentiels 
de phosphorylation

Isoforme (épissage) Nbr d'AA Nbr de Ser dont Ser/Pro Nbr de Thr dont Thr/Pro

PDPK non-PDPK Tyr-Kinases
Cdk1 CaMKII Src kinases
Cdk2 CK1 C-abl
Cdk5 CK2

GSK3α DYRK
GSK3β GSK3α
LRRK2 GSK3β

MAPK (Erk1/2) MARK
SAPK1γ/JNK Phosphorylase kinase
SAPK2α/p38 PKA

SAPK2β PKB/AKT
SAPK3 PKC
SAPK4 PKN

TTK
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Il existe donc une grande complexité dans les mécanismes de régulation de la 

phosphorylation de Tau. Parmi ces kinases, GSK3β, qui appartient à la fois au groupe des 

PDPK et des non-PDPK, est l’une des kinases majeures de Tau (LLorens-Martin et al., 2014) 

puisqu’elle est capable de phosphoryler Tau in vitro sur 36 sites (Reynolds et al., 2000; Hanger 

et al., 2007). Les phosphatases de Tau ont également fait l’objet de nombreuses études. In 

vitro ; les phosphatases PP1 pour « Protein Phosphatase 1», PP2A, PP2B et PP5 sont capables 

de déphosphoryler Tau (Liu et al., 2005b). Il est à noter que PP2A est la phosphatase qui 

présente l’activité la plus importante au niveau cérébral (Liu et al., 2005b). Ceci suggère que 

cette dernière serait la phosphatase la plus impliquée dans la déphosphorylation de Tau (Martin 

et al., 2013).  

 

Comme Tau est une phosphoprotéine, il existe une multitude de travaux qui se sont 

intéressés aux conséquences de la phosphorylation vis-à-vis de sa biologie, que ce soit au 

niveau de sa fonction de régulateur de la dynamique microtubulaire, ou de sa localisation 

cellulaire et aux fonctions associées.  

 

I.B La phosphorylation de Tau comme régulateur de sa biologie 

 

Les premiers travaux s’intéressant aux conséquences de la phosphorylation de Tau vis-à-vis 

de sa biologie, notamment de sa fonction de régulateur de la dynamique microtubulaire, datent 

de 1984. Ces travaux montrèrent que les protéines Tau déphosphorylées présentaient une 

meilleure capacité à polymériser la tubuline soluble en microtubules (Lindwall and Cole, 

1984). Le développement d’outils immunologiques spécifiques d’épitopes phosphorylés a 

permis de localiser précisément quels étaient les sites majeurs impliqués. En outre, la 

phosphorylation de Tau par les MARK sur les séquences KXGS des résidus Ser262, Ser293, 

Ser324 et Ser356 localisées respectivement dans les motifs R1, R2, R3 et R4 entraîne une perte 

drastique de l’interaction de Tau aux microtubules (Drewes et al., 1995; 1997) et des 

changements de conformation des motifs répétés (Fischer et al., 2009). En fait, la 

phosphorylation de la Sérine 262 serait critique pour rompre l’interaction de Tau aux 

microtubules (Biernat et al., 1993; Sengupta et al., 1998; Schneider et al., 1999). De la même 

façon, la phosphorylation des résidus Thr231 et Ser235 localisés dans le domaine riche en 

prolines P2 par GSK3β diminue l’affinité de Tau aux microtubules (Sengupta et al., 1998; Cho 

and Johnson, 2003; 2004) ce qui reflète l’importance de ce domaine dans la régulation de la 

dynamique microtubulaire. De façon générale, il existe un équilibre de l’état de 
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phosphorylation de Tau contrôlé par les kinases et les phosphatases qui régule l’interaction de 

Tau avec les microtubules (Figure 12). 

 

A côté de son implication dans la régulation de la dynamique microtubulaire, l’état de 

phosphorylation de Tau module le transport axonal et la croissance neuritique pendant la 

différenciation neuronale. En effet, il a été montré, en infectant des cellules d’insectes avec des 

constructions de Tau mutées (mutations KXGA dans les motifs répétés), que la 

phosphorylation de Tau était nécessaire à la formation de processus neuritiques (Biernat and 

Mandelkow, 1999). Au niveau du transport axonal, il apparaît qu’une diminution de la 

phosphorylation est corrélée avec une baisse du transport et inversement, qu’une augmentation 

de la phosphorylation de Tau favorise la motilité des vésicules le long des microtubules 

axonaux. En effet, la co-expression de GKS3" et de Tau dans un modèle murin ou chez la 

drosophile prévient des troubles du transport axonal observés chez les animaux surexprimant 

seulement Tau (Spittaels et al., 2000; Mudher et al., 2004). De même, l’inhibition 

pharmacologique de cette kinase in cellulo conduit à une déphosphorylation de Tau corrélée à 

une délocalisation des mitochondries reflétant une dérégulation du transport axonal 

(Tatebayashi et al., 2004).  Une étude plus récente suggère que la phosphorylation de Tau sur 

les résidus Ser199, Ser202 et Thr205 (épitope AT8) entraîne des changements conformationels 

qui vont augmenter l’espacement entre les microtubules conduisant à des forces de répulsion 

entre les microtubules. Ces dernières gêneront le déplacement des organites le long du réseau 

microtubulaire (Shahpasand et al., 2012). Ces travaux illustrent le fait que Tau peut 

indirectement réguler la transport axonal. 

 
Figure 12 : Régulation de la dynamique microtubulaire par l’état de phosphorylation de Tau. Les 
formes phosphorylées de Tau présentent une capacité moins importante à lier les microtubules à 
l’inverse des formes déphosphorylées. L’état de phosphorylation de Tau, modulé par les kinases et les 
phosphatases, régule donc cet équilibre entre microtubules polymérisés et dépolymérisés, reflet de 
l’instabilité dynamique des microtubules. La phosphorylation de Tau sur deux des sites majeurs (Ser262 
et Ser356) est schématisée par une sphère noire dans les motifs R1 et R4.  
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 L’implication de la phosphorylation dans la biologie de Tau ne se limite pas à la régulation 

de la dynamique microtubulaire et aux fonctions associées. En effet, il semble que la 

phosphorylation peut médier la localisation subcellulaire de Tau et les conséquences cellulaires 

qui en découlent.  

 

 En illustration, des études ont démontré que des préparations membranaires réalisées à partir 

de lignées cellulaires étaient enrichies en protéines Tau déphosphorylées au niveau des résidus 

Ser202/Thr205, Thr231 et Ser396/Ser404 (Arrasate et al., 2000; Ekinci and Shea, 2000; Maas 

et al., 2000; Pooler and Hanger, 2010). De plus, l’utilisation de l’acide okadaïque (inhibiteur 

des phosphatases) conduit à une hyperphosphorylation de Tau et à une perte de la présence de 

Tau dans ces fractions enrichies en membranes (Maas et al., 2000). Des travaux additionnels 

dans des cultures primaires corticales de rat valident ces résultats et mettent en avant 

l’implication des kinases GSK3β et CK1 dans la phosphorylation et la localisation de Tau 

puisque leur inhibition pharmacologique augmente le « pool » de Tau associée à la membrane 

(Pooler et al., 2012).  

  

 Pour conclure, la phosphorylation de Tau affecte sa localisation subcellulaire en entraînant 

une diminution de son affinité pour les microtubules et la membrane plasmique. La 

phosphorylation module également sa localisation nucléaire puisque ce sont majoritairement 

des formes déphosphorylées qui se retrouvent dans ce compartiment (Lu et al., 2014). Il n’est 

pas encore défini si ces évènements sont successifs ou simultanés. Existe-il des sites de 

phosphorylation spécifiques qui adressent Tau vers un compartiment cellulaire ? Ainsi, une 

dérégulation de la phosphorylation de Tau par une augmentation des activités kinases ou par 

une diminution des activités phosphatases provoquerait une accumulation de Tau au niveau 

cytoplasmique qui pourrait s’avérer délétère si elle n’est pas éliminée.  

 

I.C La dérégulation de la phosphorylation de Tau dans la MA 

 

Les Tauopathies possèdent comme caractéristique commune de présenter des protéines Tau 

agrégées sous formes hyper- et anormalement phosphorylées. Pour rappel, l’hyper-

phosphorylation se manifeste soit par une augmentation du nombre de sites phosphorylés au 

sein d’une même protéine, soit par l’augmentation du nombre de protéines phosphorylées sur 

un de ces sites. La phosphorylation anormale correspond à celle observée sur certains sites 
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uniquement en condition pathologique (Ksiezak-Reding et al., 1992; Köpke et al., 1993). Dans 

la MA qui est la Tauopathie la plus fréquente, la conjoncture de ces deux types de 

phosphorylation mène approximativement à la phosphorylation de 45 sites sur 81, détectable 

par des outils immunologiques ou par spectrométrie de masse (Noble et al., 2013). Ces sites se 

localisent majoritairement dans les domaines riches en prolines et dans la queue carboxy-

terminale (Figure 13).  

 

 
Figure 13 : Le phosphorylome de Tau dans la maladie d’Alzheimer. Les outils immunologiques et 
protéomiques ont permis l’identification de 45 sites de phosphorylation dans les tissus cérébraux de 
patients atteints de la MA. Les principaux anticorps utilisés dans la littérature qui ciblent des épitopes 
d’hyper-phosphorylation et de phosphorylation anormale sont représentés respectivement en orange 
(AT270, AT8, 12E8, AD2/PHF1) et en rouge (AT100, TG3, AP422/488). Figure adaptée de la revue de 
(Nobble et al., 2013). 
 

Le développement de nombreux outils immunologiques a permis de mettre en évidence que 

les épitopes suivants étaient très peu phosphorylés sur les protéines Tau normales en 

comparaison aux protéines Tau pathologiques, en exemple : AT270 (Goedert et al., 1994), AT8 

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

1995; Litersky et al., 1996), AD2/PHF1 (Otvos et al., 1994; Condamines et al., 1995; Buée-

Scherrer et al., 1996a) (Figure 13). Par ailleurs, d’autres anticorps mettent en évidence des sites 

de phosphorylation dite anormale : AT100 (Hoffmann et al., 1997), TG3 (Jicha et al., 1997b) et 

AP422/988 (Hasegawa et al., 1996; Bussière et al., 1999). Les épitopes reconnus par ces 

anticorps sont donc retrouvés uniquement dans des cerveaux de patients atteints de la MA. De 

manière intéressante, il semble qu’il y ait une corrélation entre l’apparition de ces épitopes et la 

formation de la DNF (Augustinack et al., 2002). En effet, la phosphorylation des résidus 

reconnus par les anticorps 12E8 et TG3 serait plutôt un évènement précoce corrélé avec 

l’apparition de la DNF alors que celle des résidus reconnus par les anticorps AT8 ou AD2 
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serait relativement tardive. De plus, la phosphorylation de Tau entraînerait des modifications 

conformationnelles avec l’apparition de nouveaux épitopes (MC1 ou Alz50) détectés 

uniquement dans la MA (Jicha et al., 1997a; 1997b; Ghoshal et al., 2002).  

La présence de protéines Tau hyper- et anormalement phosphorylées dans les neurones en 

DNF suggère donc que cette dérégulation de phosphorylation joue un rôle dans la pathologie. 

Ainsi, de nombreux travaux se sont intéressés aux conséquences d’une dérégulation des 

activités kinases et phosphatases comme potentialisateurs de la pathologie Tau. Une injection 

intra-péritonéale de chlorure de lithium (LiCl) ou un régime riche en LiCl administré dans des 

modèles murins conduisent à une inactivation de GKS3β et permettent de diminuer la 

phosphorylation de Tau sur plusieurs épitopes et d’abaisser le nombre de neurones en DNF 

dans des modèles de Tauopathies (Muñoz-Montaño et al., 1997; Engel et al., 2006; Caccamo et 

al., 2007). La surexpression d’autres kinases telles que CDK5 dans un modèle murin conduit à 

une hyperphosphorylation de Tau et également à la formation de DNF au niveau cortical et 

hippocampique (Cruz et al., 2003). De même, celle de LRRK2 dans un modèle de Tauopathie 

exacerbe la pathologie Tau (Bailey et al., 2013). De la même façon, la surexpression de la Tau 

Tubuline Kinase 1 in vivo  conduit à une hyper-phosphorylation de Tau corrélée à une 

activation des kinases GKS3β et CDK5 suivie de formations de DNFs (Xu et al., 2010). 

Moduler l’expression ou l’activité des kinases étant une approche trop générale, d’autres 

approches plus ciblées ont également été développées afin d’étudier les conséquences de la 

dérégulation de la phosphorylation de Tau. A cet effet, des modèles de drosophiles de 

surexpression de Tau mutées sur tous les sites Thr-Pro et Ser-Pro en Ala-Pro ont été générés et 

de manière intéressante aucune dégénérescence rétinienne n’est observée dans ces modèles à 

l’inverse des mutants drosophiles Glu-Pro, mimant donc une phosphorylation sur ces sites ; 

prouvant ainsi que la phosphorylation sur ces motifs conduit à une mort neuronale chez les 

drosophiles (Dias-Santagata et al., 2007; Fulga et al., 2007; Steinhilb et al., 2007a; 2007b). In 

vitro, l’utilisation de protéines Tau phosphorylées sur certains sites co-incubées avec des agents 

de nucléation accélère son agrégation en comparaison à leurs homologues non phosphorylées 

(Santa-Maria et al., 2004; Liu et al., 2007). 

 

En résumé, l’hyper- et la phosphorylation anormale observées dans la maladie d’Alzheimer  

vont conduire d’une part à une perte de fonction physiologique de Tau par détachement des 

microtubules et par une dérégulation des fonctions associées, et d’autre part, à un gain de 

fonction pathologique en favorisant son agrégation. La phosphorylation participe donc 

activement à la biologie et à la physiopathologie de Tau ce qui lui a valu d’être longtemps 
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considérée comme la MPT majeure de Tau. Néanmoins, d’autres modifications post-

traductionnelles moins étudiées ont suscité l’intérêt de la communauté Tauïste au fil des années 

vis-à-vis de la biologie et de la physiopathologie de Tau. 

 

II. La Glycosylation 
 

II.A. La O-N-Acetylglucosaminylation (O-GlcNAc) 

 

La O-GlcNAc est une modification post-traductionnelle dynamique découverte dans les 

années 1980 qui consiste en l’ajout d’un résidu de N-acétyl-glucosamine sur une Sérine ou une 

Thréonine (le plus souvent au niveau des séquences « PEST ») des protéines. Pour cela, cette 

MPT est souvent considérée comme compétitrice directe de la phosphorylation (Torres and 

Hart, 1984). Le dynamisme de la O-GlcNAc est régulé par deux enzymes : la β-N-

acétylglucosaminyl transférase  (OGT) et la N-acétyl-β-D glucosaminidase  (OGA) (Figure 

14). L’OGT est une glycosyltransférase dont le nucléotide sucre donneur est l’Uridine 

DiPhospho N-acétylglucosamine  (UDP-GlcNAc). La O-GlcNAc est impliquée dans de 

nombreux processus cellulaires tels que la régulation transcriptionnelle et traductionnelle, la 

dégradation des protéines, leur trafic et l’activation de voies de signalisation cellulaire (Hart et 

al., 2011). 

La O-GlcNacylation de Tau fut mise en évidence de façon globale avec l’utilisation de 

lectines (molécules ayant une très forte affinité pour les oses) spécifiques des résidus O-

GlcNAcylés sur des protéines Tau isolées de cerveaux bovins (Arnold et al., 1996) et humains 

(Liu et al., 2004). Clairement, les sites de O-GlcNAcylation ne sont pas encore connus chez 

l’Homme mais de nombreuses études dans des modèles cellulaires ou murins mettent en avant 

le rôle important de cette MPT en la confrontant à la phosphorylation. En effet, la relation entre 

la phosphorylation et la O-GlcNAc se reflète sur Tau (Liu et al., 2009a) puisqu’une inhibition 

pharmacologique de l’OGA (l’enzyme responsable de la libération du résidu Glc-NAc sur les 

résidus Ser et Thr) dans des lignées cellulaires conduit à une diminution de la phosphorylation 

sur certains épitopes : Ser199, Ser202, Thr205, Thr212, Ser214, Ser262, Ser396, Ser422 (Liu et 

al., 2004; Yuzwa et al., 2008). De la même façon, l’utilisation de thiamet-G (inhibiteur 

spécifique de l’OGA) in vivo diminue la phosphorylation de Tau sur les résidus suivants : 

Thr231, Ser396 et Ser422.  

Dans la MA, il est observé une diminution générale des niveaux de O-GlcNAcylation des 

protéines (Liu et al., 2009a) corrélée avec une baisse globale de la concentration intra-
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neuronale de glucose et des récepteurs membranaires impliqués dans l’internalisation du 

glucose au sein des neurones (Liu et al., 2008). Ceci pourrait en partie expliquer l’augmentation 

de la phosphorylation observée dans la MA et soulever un rôle protecteur de la O-GlcNAc vis-

à-vis de Tau (Figure 14). De plus, il a été montré in vitro que la O-GlcNacylation de Tau sur la 

Ser356 (Yu et al., 2008a) et sur la Ser400 (Yuzwa et al., 2012) ralentit l’agrégation de Tau et 

que l’inhibition de l’OGA dans des modèles murins de Tauopathies par un traitement chronique 

au thiamet-G diminuerait le nombre de neurones en DNF (Yuzwa et al., 2012; Graham et al., 

2013). L’ensemble de ces observations laisse entrevoir des perspectives intéressantes quant au 

rôle de la O-GlcNAc dans la MA. 

 

 
Figure 14 : Equilibre entre la phosphorylation et la O-GlcNAcylation de Tau. L’UDP-GlcNAc, 
substrat de l’OGT, est produit à partir du glucose via la voie HBP (Hexosamine Biosynthesis Pathway). 
Ce précurseur glucidique est greffé sur les résidus Sérine ou Thréonine des protéines ciblées par l’OGT. 
Il existe un équilibre physiologique entre la phosphorylation de Tau et sa GlcNAcylation régulées 
respectivement par des kinases/phosphatases et OGT/OGA.  
 

II.B La N-Glycosylation 

 

La N-glycosylation est une modification co-traductionnelle stable qui consiste en l’ajout 

d’un N-Glycane sur les résidus Asn des séquences Asn-X-Ser/Thr et qui se déroule dans la 

lumière du réticulum endoplasmique (Breitling and Aebi, 2013). Cette modification est 

généralement retrouvée sur les protéines transmembranaires ou sécrétées. 

En 1996, il a été montré que certaines lectines spécifiques des N-glycanes étaient capables 

de marquer des PHFs extraits de cerveaux de patients atteints de la MA (Wang et al., 1996; Liu 

et al., 2002). De plus, un co-traitement des PHFs par la PNGase-F (enzyme capable 
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d’hydrolyser la liaison entre un résidu Asn et un GlcNAc point d’attache du cœur des N-

Glycanes) et des phosphatases entraînait une solubilisation des protéines Tau et restaurait leur 

activité de régulateur de la dynamique microtubulaire (Wang et al., 1996). Ces travaux 

suggèrent donc que la protéine Tau agrégée dans les PHFs serait N-Glycosylée. Une étude 

ultérieure a mis en évidence qu’il existait plus d’une dizaine de N-glycanes différents dans les 

PHFs de Tau (Sato et al., 2001). 

Le fait que Tau, une protéine cytosolique traduite par des ribosomes cytosoliques, soit 

retrouvée N-glycosylée n’est pas encore élucidé. De plus, cette N-glycosylation de Tau est 

exclusivement détectée dans les PHFs. L’une des hypothèses proposées serait qu’une altération 

de la localisation subcellulaire de Tau sous forme soluble ou agrégée rendrait Tau accessible 

aux enzymes de la N-glycosylation. 

 

III. La prolyl cis-trans isomérisation 
 

Parmi les vingt acides aminés constitutifs des protéines, la proline est l’unique acide aminé 

capable d’adopter une conformation cis ou trans, ce qui lui permet d’agir comme un pivot 

contrôlé par une MPT appelée la cis-trans isomérisation. Ce changement conformationel peut 

être catalysé par un groupe d’enzymes : les peptidyl prolyl cis-trans isomérases (PPI) (Lu et al., 

2007). Pin1, l’une des PPI majeure chez les eucaryotes, est impliquée dans divers processus 

cellulaires tels que le cycle cellulaire, l’apoptose et la transcription (Wulf et al., 2005). Pin1 

cible donc des prolines mitoyennes de résidus sérine ou thréonine phosphorylés (Wintjens et 

al., 2001). Tau comporte de nombreux motifs Ser/Thr-Pro phosphorylables (cf tableau 1), Pin1 

pourrait donc être un protagoniste majeur dans la biologie et la physiopathologie de la protéine 

Tau. 

Ainsi, il a été montré que Tau et Pin1 interagissent ensemble au niveau des résidus 

pThr231Pro232 (Lu et al., 1999). En outre de la Thr231, Pin1 est également capable de se lier aux 

résidus Ser202, Thr205, Thr212, Ser235 et la Ser404 in vitro et in cellulo (Smet et al., 2004; 

Kimura et al., 2013). Des changements de conformation de cis à trans conduisent à une 

diminution de l’encombrement stérique des chaînes latérales voisines de la proline et de ce fait, 

à une meilleure accessibilité pour des phosphatases. Ainsi, l’isomérisation de Tau de cis à trans 

par Pin1 facilite la déphosphorylation de Tau par PP2A sur la Thr231 (Zhou et al., 2000; 

Lavoie et al., 2003; Hamdane et al., 2006) (Figure 15). Comme l’une des conséquences 

fonctionnelles de la phosphorylation de Tau sur cette Thr231 par la kinase CDK1 est la perte 

d’interaction avec les microtubules (Vincent et al., 1997; Sengupta et al., 1998; Cho and 
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Johnson, 2003; 2004), Pin1 est donc capable d’agir comme un modulateur de la liaison de Tau 

aux microtubules et de leur polymérisation soit en empêchant la phosphorylation de Tau (Lu et 

al., 1999), soit en favorisant sa déphosphorylation (Zhou et al., 2000). Récemment, le 

développement d’anticorps spécifiques des conformations cis et trans de la Thr231 a permis 

d’apporter de nouvelles pistes intéressantes quant au rôle de Pin1 vis-à-vis de la 

physiopathologie de Tau. En accord avec les résultats précédents, la conformation trans 

favorise l’interaction de Tau avec les microtubules et leur polymérisation (Nakamura et al., 

2012). A l’inverse, la conformation cis apparaît délétère pour la cellule car elle défavorise la 

déphosphorylation de Tau par PP2A, prône l’agrégation de Tau et est majoritaire dans les 

neurones en DNF (Nakamura et al., 2012). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15 : Représentation schématique de l’isomérisation cis/trans des résidus pThr231Pro232 par 
Pin1 et conséquences associées. (A) Pin1 est une peptidyl prolyl cis trans isomérase impliquée dans les 
changements de conformation de Tau notamment au niveau des résidus pThr231Pro232. (B) L’isomère 
trans présente un encombrement stérique léger ce qui favorise sa déphosphorylation et son interaction 
avec les microtubules à l’inverse de l’isomère cis qui lui est délétère pour la cellule. 
 
 

De manière intéressante, l’expression de Pin1 est diminuée dans la MA (Liou et al., 2003; 

Butterfield et al., 2006). De plus, il apparaît que Pin1 interagit avec des PHF extraits de 

cerveaux de patients atteints de la MA immuno-marqués avec l’anticorps TG3 (Lu et al., 1999) 

et que Pin1 co-localise avec des agrégats de Tau dans la maladie de Pick et dans certaines 

DFTP-17. Ceci suggère qu’en conditions pathologiques, Pin1 n’est plus capable d’assurer ses 

fonctions physiologiques soit par une perte d’expression soit par une capture de Pin1 par les 

agrégats de Tau. Par ailleurs, l’extinction génique de Pin1 chez la souris cause une neuropathie 

progressive avec des déficits moteurs et cognitifs, une hyperphosphorylation de Tau, des 

inclusions neuronales de Tau et une dégénérescence des neurones (Liou et al., 2003; Lim et al., 

2008). Ces résultats indiquent qu’une perte de fonction de Pin1 conduit à une mort neuronale et 

mettent en évidence son rôle d’acteur dans l’intégrité neuronale. 
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Récemment, une nouvelle protéine de la famille des PPI, FKBP52, a été décrite comme 

interagissant avec Tau (Chambraud et al., 2010). Bien qu’il n’est pas encore établi si FKBP52 

est impliquée dans l’isomérisation de Tau, cette PPI est capable de moduler les propriétés de 

Tau soit en inhibant la polymérisation microtubulaire induite par Tau et le développement 

neuritique (Chambraud et al., 2010), soit en  favorisant son oligomérisation (Giustiniani et al., 

2014). 

 

IV. La glycation 
 

La glycation, ou réaction de Maillard, est une réaction de glycosylation non-enzymatique 

des protéines fréquemment observée avec le vieillissement qui consiste en la formation d’une 

liaison entre la fonction amine primaire des lysines ou des arginines et la fonction aldéhyde des 

aldoses comme le glucose (Ansari et al., 2011). Il est à noter que Tau est une protéine 

particulièrement riche en lysines ce qui constitue un environnement chimique favorable à cette 

MPT.  In vitro, l’incubation de Tau recombinante avec du glucose conduit à la glycation de 

douze sites dont sept sont localisés dans les domaines de liaison aux microtubules (Nacharaju 

et al., 1997) ce qui pourrait diminuer l’affinité de Tau pour les microtubules (Ledesma et al., 

1994). In situ, l’existence des protéines Tau sous forme glyquée semble se limiter à un contexte 

pathologique puisque dans le cerveau humain, seules les protéines Tau pathologiques extraites 

de PHFs présentent une telle modification (Ledesma et al., 1995; Ko et al., 1999). Ainsi, ces 

protéines Tau glyquées pourraient être soit une signature biochimique, soit participer à la 

formation des PHFs en accélérant le processus de fibrillogénèse ou en stabilisant ces derniers 

(Ledesma et al., 1994; 1996; Necula and Kuret, 2004; Kuhla et al., 2007). 

 

V. La nitration 
 

A l’instar de la glycation, la nitration est elle aussi une MPT dont la fréquence augmente 

avec le vieillissement. Cette modification cible les résidus tyrosine et consiste en l’ajout d’un 

groupement nitro NO2 pour former la 3-nitro tyrosine (Radi, 2013) (Figure 16A). De la même 

façon que la phosphorylation ou la glycation, la nitration de Tau a d’abord été découverte au 

sein de neurones en DNF suggérant son rôle dans l’agrégation de Tau (Horiguchi et al., 2003). 

De manière intéressante, il a été montré que Tau pouvait également être soumise à cette 
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modification pendant la différenciation neuronale suggérant donc un rôle physiologique de 

cette MPT (Cappelletti et al., 2004).  

In vitro, la nitration des tyrosines médiée par l’ion peroxynitrique NO3- se produit 

préférentiellement sur les Tyr18 et 29, et de façon moins importante sur les Tyr197 et 394 

(Reynolds et al., 2005a; 2006a). Le développement d’anticorps spécifiques de chacune des 

tyrosines modifiées a permis de valider l’existence de ces espèces in situ (Reynolds et al., 

2005b; 2006b; Reyes et al., 2011; 2012). De manière intéressante, toutes les tyrosines ne sont 

pas affectées de la même façon selon un contexte physiologique ou pathologique (Figure 16B). 

Au niveau fonctionnel, la nitration de Tau entraînerait une diminution de sa capacité à 

polymériser les microtubules (Reynolds et al., 2006a) et faciliterait son oligomérisation in vitro 

et in cellulo (Zhang et al., 2005c). Ces résultats furent confirmés par la suite par injection 

bilatérale dans l’hippocampe d’un donneur d’ion peroxynitrique dans un modèle murin dans 

lequel une augmentation de la nitration de Tau est corrélée avec son hyperphosphorylation et 

l’apparition d’épitopes pathologiques (Zhang et al., 2006). 

 

 
Figure 16 : Réaction de nitration d’une tyrosine par l’ion peroxynitrique et caractéristiques des 
tyrosines de Tau soumises à cette MPT. (A) Représentation de la réaction de nitration. (B) Les résidus 
Tyr18, 29, 197 et 394 sont sujets à cette MPT in situ, seule la 3-nitro Tyr18 est retrouvée à la fois dans 
les cellules neuronales et gliales dans la MA, les 3-nitro Tyr29 et 197 présentent les mêmes 
caractéristiques à l’exception de la présence de 3-nitro Tyr197 dans le tissu cérébral sain. La Tyr394 
n’est retrouvée que dans la MA. 
 

VI. La polyamination 
 

 La réaction de polyamination par les transglutamylases (TGs) implique deux acides 

aminés : une glutamine comme groupement donneur, une lysine comme groupement accepteur. 

Cette réaction génère un peptide lié par un pont dit « #-glutamyl-$-lysine » et entraîne une 

liaison qui peut être inter ou intramoléculaire à l’instar des ponts disulfures (Wang et al., 2008) 

B 
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(Figure 17). Ce type de pont formé par l’action des TGs est extrêmement stable et aboutit à la 

formation de complexes protéiques hautement insolubles et résistants à la plupart des 

détergents ou dégradations enzymatiques. Ces caractéristiques sont présentes au sein des PHF 

ce qui suggère que ces derniers pourraient être sujets à cette MPT. De plus, une surexpression 

des TGs est observée dans la MA (Citron et al., 2001) et les protéines Tau présentes dans les 

DNF sont co-localisées avec les TGs (Wilhelmus et al., 2009). 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 17 : Réaction de polyamination par les transglutamylases. Les TGs catalysent la 
formation d’un pont #-glutamyl-$-lysine à partir d’une lysine et d’une glutamine. 

 

L’incubation de protéine Tau recombinante avec les TGs conduit à la formation de protéines 

cross-linkées et l’utilisation de la spectrométrie de masse a permis d’identifier huit sites 

accepteurs et dix sites donneurs (Murthy et al., 1998). In situ, la polyamination de Tau semble 

être un évènement précoce dans la formation de la DNF (Singer et al., 2002). En outre, dans un 

modèle murin de Tauopathie, les protéines Tau hyper-phosphorylées et cross-linkées sont 

présentes en abondance et seraient impliquées dans la formation des DNF (Halverson et al., 

2005). En conclusion, ces travaux suggèrent une implication des TGs dans la formation des 

lésions histopathologiques de la MA.   

 

VII. Acétylation et méthylation 
 

L’acétylation et la méthylation sont également des MPTs récemment décrites comme 

impliquées dans la biologie et la physiopathologie de la protéine Tau. Elles réfèrent à une 

réaction qui introduit respectivement un groupement acétyle ou méthyle au niveau des lysines 

et sont catalysées par les lysines-acétyle/méthyle transférases (Figure 18). In vitro, l’incubation 

de Tau avec de l’acétyl-coenzyme A (donneur physiologique de groupement acétyle) et une 

lysine-acétyltransférase conduit à l’acétylation de Tau sur plus de vingt sites et l’utilisation 

d’outils immunologiques a permis de valider l’acétylation sur les résidus Lys163, 174 et 180 
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!"

TGs 

Gln 

Lys 

Pont #$%&'()*+&$,$&+-./0"" 



Introduction – Chapitre 2 
 

! 47 

(Min et al., 2010). De la même façon, il a été montré que Tau était acétylée également sur la 

Lys280 dans la MA et dans d’autres Tauopathies telles que la dégénérescence cortico-basale et 

la PSP (Cohen et al., 2011a; Irwin et al., 2012). De façon intéressante, l’acétylation de Tau 

diminue son affinité pour les microtubules et favorise son agrégation (Cohen et al., 2011a). 

Parmi les enzymes impliquées dans la régulation de cette MPT, il semble que Sirt1, une histone 

désacétylase soit impliquée dans la désacétylation de Tau in cellulo (Min et al., 2010) et 

HDAC6 in vivo (Cook et al., 2014). A l’inverse, une autre étude montre que l’acétylation de 

Tau dans les motifs KXGS des domaines de motifs répétés empêche son agrégation en 

empêchant la phosphorylation de ces sites (Cook et al., 2014). Il apparaît donc que selon la 

lysine ciblée, les conséquences fonctionnelles seront différentes. De façon surprenante, il a été 

récemment découvert que le domaine de liaison aux microtubules de Tau pourrait avoir une 

activité acétyltransférase et donc acétyler Tau in vitro (Cohen et al., 2013). Cette découverte 

pourrait ouvrir de nouvelles pistes quant aux fonctions physiologiques de Tau. 

 

En ce qui concerne la méthylation, il a été montré que Tau purifiée à partir de PHFs était 

sujette à cette modification au niveau de sept résidus lysines (Thomas et al., 2012). Très 

récemment, il a été mis en évidence que cette MPT pouvait avoir lieu physiologiquement 

puisqu’elle était retrouvée au sein de tissus sains. De plus, cette modification ne semble pas 

moduler la polymérisation des microtubules et semble avoir un effet anti-agrégateur (Funk et 

al., 2014). Ainsi, cette modification serait, à l’heure actuelle, la seule modification capable de 

défavoriser l’agrégation de Tau sans moduler son activité biologique principale. 

 

Figure 18 : Réaction d’acétylation 
par les acétyltransférases. L’acétyl-
coenzyme A est le donneur universel 
du groupement acétyle et substrat des 
acétyltransférases qui catalysent la 
réaction sur les lysines des protéines. 
 

 

VIII. Ubiquitinylation 
 

L’UPS pour « Ubiquitine-Proteasome System » est un mécanisme cellulaire majeur dans la 

dégradation des protéines intracellulaires qui élimine les protéines mépliées ou endommagées 

du cytoplasme et du noyau (Glickman and Ciechanover, 2002). Les substrats adressés à l’UPS 

sont covalemment liés via une lysine par une protéine de soixante-seize acides aminés : 

l’ubiquitine. Les protéines poly-ubiquitinylées (plusieurs ubiquitines liées par une liaison 
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covalente sur la Lys68 de l’ubiquitine) sont prises en charge par le complexe 26S de 

l’UPS pour y être protéolysées: le protéasome. 

Brièvement, l’ubiquitinylation est une MPT complexe dans sa mise en œuvre car elle 

requiert l’action successive de trois classes d’enzymes appelées E1 (recrute l’ubiquitine), E2 

(transfère l’ubiquitine de E1 à E3) et E3 (greffe l’ubiquitine sur la protéine cible). Le 

protéasome consiste généralement en 3 complexes protéiques. Le premier est un cœur 

catalytique (20S) comportant vingt-huit sous-unités, quatorze ! et quatorze ", et parmi ces 

vingt-huit sous-unités, deux possèdent une activité dite « caspase-like », deux une activité 

« tryspine-like et deux auront une activité « chymotrypsine-like ». A chaque extrémité du cœur 

catalytique, prennent place les deux autres complexes protéiques (19S) identiques impliqués 

dans la prise en charge des substrats poly-ubiquitinylés, leur désubiquitinylation et leur 

linéarisation ATP dépendante. Une fois linéarisées, les protéines sont dégradées par les trois 

activités enzymatiques en peptides de trois à vingt acides aminés (Figure 19). 

 

Figure 19 : Représentation 
schématique de la dégradation de 
Tau par l’UPS. Tau peut être poly-
ubiquitinylée par CHIP afin d’être 
prise en charge par le complexe 26S 
de l’UPS, le coeur catalytique (20S) 
et une particule régulatrice (19S). 
Tau pourrait être également mono-
ubiquitinylée ce qui favoriserait son 
agrégation sous forme de PHFs. 
 

 

 

 

 

Les premiers indicateurs d’une liaison entre le protéasome et Tau dérivent de la fréquente 

co-localisation de PHFs avec l’ubiquitine (Mori et al., 1987; Perry et al., 1989). Les sites 

d’ubiquitinylation identifiés au sein de PHFs sont les Lys254, Lys257, Lys311 et Lys353, 

toutes localisées dans le domaine de liaison aux microtubules (Morishima-Kawashima et al., 

1993; Cripps et al, 2006). De façon intrigante, certaines de ces lysines ont été retrouvées mono-

ubiquitinylées ce qui n’est pas favorable pour une dégradation par l’UPS (Thrower et al., 

2000). En condition non pathologique, des extraits cérébraux de rats traités 

pharmacologiquement pour inhiber le protéasome présentent une accumulation de protéines 

Tau ubiquitinylées (Zhang et al., 2005b; Liu et al., 2009b). Une évidence supplémentaire de 
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l’implication du protéasome dans la dégradation de Tau est venue de l’identification de 

l’ubiquitine ligase E3 CHIP dans l’ubiquitinylation de Tau in cellulo et in vivo (Petrucelli et al., 

2004; Shimura et al., 2004).  

Il faut noter que l’ubiquitinylation n’est pas la seule MPT impliquée dans la dégradation de 

Tau. En effet, selon les modèles d’étude et les sites, la phosphorylation de Tau serait un 

régulateur majeur de la dégradation de Tau. Plus récemment, il a été montré que l’acétylation 

de Tau pouvait également favoriser sa stabilité. 

 

 Pour clore ce second chapitre, une coopération entre les différentes MPTs semble être 

requise pour assurer l’intégrité fonctionnelle de Tau et une dérégulation des MPTs entraine 

une perte(s) de fonction(s) de la protéine Tau, et un gain de fonction toxique. Conformément au 

nombre de sites déjà identifiés, la phosphorylation peut être considérée comme la MPT 

majeure (45 sites dans la MA), et son implication dans la biologie et la physiopathologie de 

Tau a été très largement étudiée. 

 En comparaison aux études portant sur la phosphorylation de Tau, il existe d’autres études, 

moins nombreuses, sur les autres MPT comme la glycation, la nitration ou encore la 

méthylation. Actuellement, nous n’avons aucune connaissance sur l’impact de ces MPT moins 

étudiées sur la localisation cellulaire de Tau et sur les conséquences cellulaires associées et 

des études supplémentaires sont nécessaires pour combler ces inconnues. La découverte de 

nouvelles MPT affectant Tau, l’acétylation étant la plus récente, permettra de mieux connaître 

la biologie et la physiopathologie de cette protéine. 
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Chapitre 3 : La troncation de la protéine Tau comme 

modification post-traductionnelle émergente 

 

 

 La troncation peut être définie comme une protéolyse partielle générant des intermédiaires 

protéiques. Cette modification post-traductionnelle engendre donc des fragments protéiques et 

ses conséquences fonctionnelles varient selon la protéine cible. Les acteurs à l’origine de cette 

MPT sont les protéases (ou peptidases) dont les fonctions varient de la maturation des protéines 

(Antoniak and Mackman, 2014) en passant par la digestion alimentaire (Mbikay et al., 2013), la 

cicatrisation et la coagulation sanguine (Douaiher et al., 2014) ou encore la plasticité 

synaptique (Sonderegger and Matsumoto-Miyai, 2014). A côté des protéases, un autre 

mécanisme est susceptible de générer des protéines tronquées, il s’agit de la présence d’un site 

alternatif de la traduction comme c’est le cas par exemple pour le facteur de transcription P53 

(Solomon et al., 2014). 
 

I. La troncation de Tau dans la maladie d’Alzheimer et les Tauopathies  
 

 L’intérêt pour cette modification post-traductionnelle dans le cadre de la MA a émergé suite 

à la découverte de la présence de formes tronquées de Tau au sein des PHFs isolés de cerveaux 

ou au sein de liquide cérébrospinal de patients atteints de la MA. Ceci suggère l’implication de 

la troncation dans les mécanismes qui sous-tendent la pathologie Tau mais également son 

potentiel rôle dans la génération de biomarqueurs de la pathologie (Wang et al., 2010a). Plus 

tardivement, des sites de clivage d’autres fragments de troncation de Tau ont été découverts au 

sein d’autres Tauopathies telles que la PSP ou la DCB. Actuellement, aucune étude n’a 

réellement démontré l’existence de cette modification en conditions physiologiques. 

 

I.A  Les fragments de troncation de Tau identifiés dans la MA  

 

 La caractérisation des protéines Tau par électrophorèse monodimensionnelle indique, qu’en 

plus des isoformes de protéines Tau hyper- et anormalement-phosphorylées et des agrégats, il 

existe tout un ensemble de produits de protéolyse de Tau délétée de sa partie amino- et/ou 

carboxy-terminale au sein des cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer 

(Kovacech and Novak, 2010) (Watanabe et al., 1999; Zilka et al., 2012). Parmi l’ensemble 
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complexe de ces formes tronquées, deux espèces principales ont été partiellement identifiées 

au niveau carboxy-terminal : une forme tronquée se terminant au résidu glutamate 391 

désignée par Glu391 et une forme tronquée se terminant au résidu aspartate 421 désignée 

par Asp421 (numérotation basée sur l’isoforme de Tau 2N4R). 

 

I.A.1 Historique de la troncation de Tau et découverte d’un fragment au cœur des 

agrégats : le fragment Glu391 

 

 La découverte d’un fragment de troncation de Tau dans le tissu cérébral humain par Claude 

Wischik et Michal Novak en 1988 (Wischik et al., 1988) n’était pas le premier objectif de leur 

recherche. A l’époque, même si Tau semblait être le principal constituant des PHF, il était clair 

que les PHFs étaient une hétérogénéité protéique composée en partie de protéines Tau, de 

neurofilaments et d’inclusions de protéines poly-ubiquitinylées (Roher et al., 1988). L’idée 

d’une telle hétérogénéité demeurait dans le fait que pendant le processus de formation des 

PHFs, ceux-ci pouvaient piéger de nombreuses protéines cytosoliques non directement 

impliquées dans le processus d’agrégation des protéines Tau. Cette hypothèse suggérait donc 

que Tau pourrait être une signature biochimique des PHFs sans en être le principal constituant 

ni même jouer un rôle dans la formation de ces derniers. Les travaux de Novak et de Wischik 

étaient donc centrés sur l’identité protéique propre aux PHFs et sur leur caractérisation 

ultrastructurale afin de déterminer l’élément responsable de la formation des PHFs. Pour 

déterminer cet élément, ils avaient mis au point un protocole basé sur une digestion 

enzymatique des PHFs à la pronase permettant de se séparer des protéines présentent à 

l’extérieur des PHFs et de ne conserver que le « PHF core » résistant à la pronase (Wischik and 

Novak, 1988; Wischik et al., 1988). La caractérisation par migration sur gel de poly-acrylamide 

de ce « PHF core » révéla plusieurs espèces  migrant entre 10 et 20 kDa. Le séquençage 

d’Edman des bandes majoritaires du cœur PHF a permis d’isoler la séquence peptidique de 

quelques acides aminés servant de matrice pour générer des sondes oligonucléotidiques afin 

d’analyser une banque d’ADNc extraits de tissu cérébral humain. Le screening de cette banque 

a conduit à l’identification de l’ADNc du « PHF core » comme étant celui de Tau (Goedert et 

al., 1988) ce qui a permis de conclure que la séquence peptidique (VQIVYKP) retrouvée dans 

le « PHF core » et utilisée pour cette analyse est localisée dans le troisième domaine de liaison 

aux microtubules de Tau (Figure 20).  

 Afin de mieux caractériser ce « PHF core » et d’en identifier précisément la composition en 

protéines Tau, un anticorps monoclonal, le mAB423, a été développé par la même équipe. 
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L’utilisation de cet anticorps en microscopie électronique permet de détecter les PHFs digérés à 

la pronase à de très faibles concentrations d’utilisation mais également les PHFs natifs à de plus 

fortes concentrations. De manière intéressante, l’utilisation d’autres anticorps marquant les 

PHFs natifs ne permet pas de détecter le « PHF core » résistant à la pronase même à de plus 

fortes concentrations. Ces résultats indiquent que l’épitope mis en évidence par le mAB423 est 

d’une part différent de celui mis en évidence par des sérums classiques  anti-Tau, et d’autre part 

qu’il n’est pas lié uniquement à la digestion à la pronase puisqu’il est retrouvé dans des PHFs 

natifs (Wischik et al., 1988). Connaissant la région approximative de Tau reconnue par le 

mAB423 (le troisième domaine de liaison au microtubules), les auteurs de ces travaux et 

d’autres équipes (Ksiezak-Reding and Yen, 1991) proposèrent un modèle de distribution de 

Tau au sein des PHFs : le coeur des PHFs serait composé en partie des domaines de liaisons 

aux microtubules de Tau comprenant notamment le peptide VQIVYKP et la partie externe des 

PHFs serait constituée de protéines Tau présentant d’autres domaines non reconnus par le 

mAB423, probablement la moitié amino-terminale de Tau  et son extrémité carboxy-terminale 

(Figure 20).  

 

Figure 20: Représentation schématique et caractérisation ultrastructurale de PHFs natifs ou 
digérés par la pronase. La surface des PHFs (Paired Helical Filaments) se compose du domaine 
amino-terminal de Tau et d’une multitude de protéines (neurofilaments, protéines polyubiquitinylées). 
Cette hétérogénéité protéique se reflète en microscopie électronique par un « manteau flou » digérable 
par la pronase. La digestion enzymatique permet de mettre en évidence un épitope de Tau reconnu par 
l’anticorps mAB423 constitutif du cœur des PHFs. Figures de microscopie électronique tirées de 
(Wischik et al., 1988). Echelle : 100nM. 
 

 La présence d’un fragment de protéolyse de Tau au sein des PHFs fut définitivement validée 

en caractérisant leur « PHF core » et surtout, en déterminant l’épitope précis reconnu par le 
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mAB423. Des travaux supplémentaires démontrèrent que le « PHF core » était en fait composé 

à la fois des domaines R1 R2 R3 et R2 R3 R4 des isoformes 4R de Tau, et des domaines R1 R3 

R4 des isoformes 3R de Tau (Jakes et al., 1991). De plus, l’immuno-réactivité de l’anticorps 

mAB423 vis-à-vis du « PHF core » est inchangée suite à un traitement à la phosphatase 

alcaline suggérant que l’épitope reconnu par le mAB423 est soit non phosphorylé, soit non 

accessible à la phosphatase alcaline (Novak et al., 1991). L’identification précise de l’épitope 

reconnu par le mAB423 fut possible en clonant, dans des vecteurs d’expression, des séquences 

d’ADN codantes pour différentes régions de la protéine Tau, comprenant notamment les 

régions codantes pour les domaines de liaison aux microtubules, chaque séquence débutant et 

se terminant par des extrémités 5’ et 3’ différentes. Une fois clonées, ces séquences furent 

traduites dans un système procaryote, purifiées et analysées en western-blot en utilisant 

l’anticorps mAB423 comme anticorps primaire. Les résultats démontrèrent que seules les 

séquences se terminant par le résidu glutamate 391 furent détectées par l’anticorps mAB423 

(Novak et al., 1993) (numérotation des acides aminés basée sur l’isoforme la plus longue). 

L’ensemble de ces travaux fut la base de la découverte d’un fragment de troncation de Tau au 

sein du tissu cérébral de patients atteints de la MA. 

 

I.A.2 Le fragment de Tau se terminant par le résidu Asp421 

 

 La présence de marqueurs d’activité apoptotique au sein de neurones en dégénérescence 

neurofibrillaire suggérait que l’apoptose pourrait être l’un des mécanismes impliqués dans 

l’étiopathologie de la MA (Thompson, 1995; Ugolini et al., 1997; Dickson, 2004). Dans ce 

contexte, des études ont été entreprises afin de décortiquer l’effet de l’apoptose sur Tau et les 

microtubules dans un modèle de culture primaire de cervelet de rat (Canu et al., 1998). Les 

travaux montrèrent que, dans ce modèle, Tau serait un substrat des caspases ou des calpaïnes en 

condition apoptotique, générant un fragment de troncation de Tau d’une masse moléculaire 

apparente d’environ 17 kDa, incapable de se lier aux microtubules. Une étude ultérieure basée 

sur un modèle de culture de neurones corticaux de rat traités avec des fibrilles de peptides Aβ 

pour induire l’activation des caspases a validé ces résultats et a déterminé qu’une des protéases 

impliquées dans la génération de ce fragment était la caspase 3 (Gamblin et al., 2003b). La 

connaissance de la séquence consensus de cette protéase (DXXD) et du profil électrophorétique 

du fragment généré par la protéolyse a permis la prédiction du site carboxy-terminal de ce 

fragment comme étant le résidu aspartate 421. Le développement d’un anticorps spécifique 

(l’anticorps TauC3) de cette espèce tronquée confirma que le clivage en aspartate 421 se 
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produisait in cellulo et de manière plus importante au sein du tissus cérébral provenant de 

patients atteints de la MA (Gamblin et al., 2003b). En plus de l’anticorps TauC3, un second 

anticorps a été développé en parallèle par une autre équipe, l’anticorps α-ΔTau, qui reconnaît 

également le fragment de Tau clivé en aspartate 421. Son utilisation dans des modèles murins 

de Tauopathies ou au sein de tissus cérébraux de patients atteints de la MA confirma 

l’existence de ce fragment in vivo (Rissman et al., 2004). 

 

I.A.3 Les autres fragments de Tau générés par des activités caspases 

 

 En outre de l’Asp421, d’autres sites de clivage sont générés par des activités caspases. Un 

criblage immunologique d’extraits protéiques et de coupes histologiques de tissus cérébraux a 

permis de mettre en évidence qu’il existe, au sein des agrégats insolubles de Tau, une multitude 

d’espèces affichant différents épitopes qui nécessitent des clivages à la fois amino- et carboxy-

terminaux pour être révélés (Dickson et al., 1992; Endoh et al., 1993; Bondareff et al., 1994; 

García-Sierra et al., 2003). Il existerait ainsi différentes populations de DNF et les plus tardives 

d’entre elles présenteraient une perte de l’extrémité amino-terminale de Tau (Horowitz et al., 

2004). Cette perte de l’extrémité amino-terminale est corrélée avec la présence du site Asp421, 

site de clivage généré par la caspase-3, suggérant l’implication d’activités caspases dans la 

génération de ces espèces délétées de leurs extrémités amino- et carboxy-terminales. Or, il a été 

montré in vitro que la perte d’extrémité amino-terminale de Tau est liée à un clivage en Asp13 

par la caspase 6 (Horowitz et al., 2004). Néanmoins, ce site de clivage n’a jamais pu être mis 

en évidence in vivo. Une autre étude indique un site de troncation par la caspase 3 au niveau du 

résidu Asp25 in vitro et également au sein du tissus cérébral de patients atteints de la MA 

(Rohn et al., 2002). 

 En plus du résidu Asp13, la caspase 6 serait également impliquée dans la génération d’un 

fragment de la protéine Tau tronquée en carboxy-terminal au résidu Asp402 (Guo et al., 2004). 

Le développement d’un anticorps spécifique de ce site de clivage a permis de valider son 

existence in situ et cette espèce ne serait retrouvée qu’au sein de tissus cérébraux de patients 

atteints de la MA dans des neurones en DNF (Guo et al., 2004). De plus, une étude plus récente 

a étayé l’implication de ce fragment comme marqueur de la MA dans le liquide cérébrospinal 

(Ramcharitar et al., 2013). 
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I.A.4 Les fragments indépendants de protéolyses enzymatiques 

 

 Dans l’engouement pour comprendre les mécanismes de formation des PHF, des analyses 

comparatives par spectrométrie de masse des protéines Tau solubles et agrégées ont été 

entreprises. Parmi ces analyses, il a été montré par Watanabe et ses collaborateurs que certains 

résidus asparagine étaient retrouvés modifiés en iso-aspartates au sein de PHF (Watanabe et al., 

1999). Cette modification consiste dans un premier temps en une déamidation puis en une 

hydrolyse du groupement intermédiaire succinimide. Cette MPT est l’une des caractéristiques 

des protéines vieillissantes (Figure 21) (Aswad et al., 2000).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21 : Mécanisme de formation des résidus iso-aspartates proposés en 2004 par Watanabe et 
ses collaborateurs. En fonction de la longueur de la chaîne latérale de l’acide aminé qui la suit, 
l’asparagine peut être déamidée ou clivée par un mécanisme indépendant de toute protéolyse. Dans les 
deux cas, un groupement succinimide intermédiaire est formé et les produits finaux seront un résidu 
acide aspartique ou un résidu iso-aspartate localisés soit dans la chaine peptidique (dans le cas d’une 
déamidation) soit à l’extrémité carboxy-terminale (dans le cas du clivage). 
 

Il apparaît en fait que cette modification se produit lorsque l’acide aminé voisin de 

l’asparagine cible présente une chaîne latérale de petite taille. Or, la même équipe publia 

quelques années plus tard que le même type de résidus iso-aspartates étaient présents à la 

vicinité d’acides aminés possédant une chaîne latérale importante (Leu, Ile, Val) in situ ou in 

vitro dans des conditions démunies de toute activité protéolytique (Watanabe et al., 2004). Les 

résidus sujets à cette MPT au sein des PHFs sont les Asp255, Asp265, Asp296 et Asp327, 
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toutes localisées dans le domaine de liaison aux microtubules. Le mécanisme proposé pour 

expliquer cette modification serait que les résidus précédant ces asparagines sont sujets à une 

protéolyse indépendante de toutes activités enzymatiques conduisant à la formation du 

groupement succinimide et à l’iso-aspartate. 

 

I.A.5 Le fragment se terminant par le résidu Asn358 : un site récemment découvert  

 

Une étude récente a démontré que Tau était clivée in vitro par une protéase lysosomiale au 

niveau de l’extrémité carboxy-terminale de deux résidus: les Asn255 et Asn358. De façon 

importante, la génération d’un outil immunologique spécifique d’un fragment de Tau se 

terminant en Asn358 a permis de mettre en évidence que ce site de clivage était détecté au sein 

de tissus cérébraux de patients atteints de la MA (Zhang et al., 2014). 

 

I.B La troncation de Tau dans les autres Tauopathies 

 

 Les études sur la troncation de Tau sont principalement réalisées dans le cadre de la MA et 

peu de travaux se sont intéressés à l’impact de cette modification dans d’autres Tauopathies. Il 

demeure néanmoins des différences de profil de troncation de Tau en fonction des Tauopathies 

ce qui pourrait susciter l’intérêt d’étudier cette MPT au sein des Tauopathies non-Alzheimer 

(Hanger and Wray, 2010). Dans le cadre de la PSP et de la DCB qui appartiennent aux  

Tauopathies de classe II (isoformes 4R retrouvées au sein des agrégats), l’accumulation de Tau 

hyper-phosphorylée se produit au sein des neurones et des cellules gliales, mais la distribution 

cérébrale des lésions et la morphologie des agrégats sont différentes (Kouri et al., 2011). De 

façon intéressante, des travaux basés sur le séquençage peptidiques de fragments isolés par 

électrophorèse ont révélé l’existence d’un fragment carboxy-terminal dans des fractions 

insolubles caractéristiques de la DCB débutant en Thr169 et d’un fragment retrouvé 

uniquement dans la PSP commençant en Glu187 (Arai et al., 2004). Ceci illustre l’importance 

de l’identification des fragments de troncation quant à leur rôle potentiel comme outil de 

diagnostic complémentaire de la neuropathologie. 

 Quelques études basées sur des criblages immuno-histologiques se sont intéressées à la 

présence des deux fragments majeurs de la MA, les fragments Glu391 et Asp421, au sein de 

tissus cérébraux de patients atteints de Tauopathies. Les résultats montrent que ces fragments 

sont tous les deux retrouvés dans la maladie de Pick dans laquelle l’agrégation de Tau ne se 

manifeste non pas par des DNF mais par des corps de Pick (Guillozet-Bongaarts et al., 2007; 
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Mondragón-Rodríguez et al., 2008).  

 Enfin, un dernier fragment d’une masse moléculaire apparente de 17 kDa est présent au sein 

de tissus cérébraux de patients atteints de la MA et de nombreuses Tauopathies (PSP, DCB, 

maladie de Pick, démence pugilistique…) (Ferreira and Bigio, 2011). Une première 

cartographie immunologique et l’implication des calpaïnes dans la génération d’un fragment de 

même masse moléculaire in cellulo a facilité l’établissement d’une fenêtre comprise entre les 

résidus Glu45-Arg230 (Park and Ferreira, 2005). Une étude plus récente publiée par l’équipe 

des Mandelkow a permis de définitivement confirmer la présence de ce fragment au sein d’un 

modèle cellulaire et de façon plus importante, dans le tissu cérébral humain. Le développement 

d’outils immunologiques a révélé que ce fragment de 17kDa est clivé en amino-terminal en 

Ala125 et carboxy-terminal en Arg230 in cellulo. Parmi ces deux sites, seul le dernier a été 

retrouvé, non systématiquement, chez certains individus indépendamment de tout critère 

anatomopathologique (Garg et al., 2011). Ces derniers résultats suggèrent donc l’existence d’un 

site de clivage de la protéine Tau en conditions physiologiques, mais aucune donnée 

supplémentaire vis-à-vis de ce site de clivage n’est disponible actuellement.  

 

I.C Fragments de Tau dans le liquide cérébro-spinal 

 

 Le liquide cérébro-spinal (LCS) est le fluide biologique dans lequel baignent le cerveau et la 

moelle spinale. Ce liquide protège le SNC d’éventuels chocs et des infections qui pourraient 

l’endommager. Sa composition est proche de celle du plasma (liquide constitutif du sang) et 

elle est censée refléter l’état physiopathologique du cerveau en cas d’inflammation ou 

d’infection (Zappaterra and Lehtinen, 2012). Dans la MA, le LCS fait l’objet de nombreuses 

investigations puisque des bio-marqueurs de la pathologie s’y retrouvent parmi lesquels les 

espèces d’Aβ42, de protéines Tau totales et phosphorylées (Blennow et al., 2012).  

 En ce qui concerne les protéines Tau dans le LCS, en 1997, leur caractérisation biochimique 

a révélé qu’au sein de ce fluide biologique de patients atteints de la MA, ces espèces sont 

tronquées à l’inverse des protéines Tau retrouvées chez des individus sains (Johnson et al., 

1997). En fait, il apparaît que ce sont majoritairement des fragments amino-terminaux de Tau 

qui sont retrouvés au sein du LCS en quantité plus importante chez les patients atteints de la 

MA (Johnson et al., 1997; Meredith et al., 2013; Amadoro et al., 2014). Parmi les sites de 

clivage identifiés dans le tissu cérébral, seul l’Asp402 généré par la caspase 6 semble avoir été 

récemment validé (Ramcharitar et al., 2013). De façon intéressante, les profils 

électrophorétiques de ces fragments purifiés à partir de LCS sont différents selon les 
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Tauopathies ce qui illustre l’importance de ces fragments dans le diagnostic différentiel des 

Tauopathies (Borroni et al., 2008; Borroni et al, 2009; Wagshal et al., 2014).  

 

 En résumé, deux fragments principaux, les fragments présentant les résidus Glu391 et 

Asp421 en carboxy-terminal, et quelques fragments secondaires ont été identifiés à partir de 

tissus cérébraux de patients atteints de la MA et d’autres Tauopathies. L’identification de plus 

d’une dizaine de formes tronquées (Figure 22) soulève quelques questions : quelles sont les 

significations biologiques de ces fragments ? Sont-ils impliqués directement dans les processus 

physiopathologiques des Tauopathies en participant au processus de formation des différentes 

lésions neuropathologiques ? Sont-ils une simple signature biochimique de ces pathologies, et 

dans ce cas, peuvent-ils participer à un diagnostic différentiel efficace ? Ces fragments 

dérivent-ils d’une protéolyse de la protéine Tau soluble ou sont-ils des produits de dégradation 

d’agrégats de Tau ? Quelles sont les conséquences fonctionnelles de la troncation de Tau ?  

 

 
Figure 22 : Distribution des sites de clivage identifiés à partir du tissu cérébral humain de patients 
atteints de la MA ou d’autres Tauopathies. Les anticorps mAB423 et TauC3 permettent de détecter 
respectivement les fragments se terminant par les résidus Glu391 et Asp421, les deux sites carboxy-
terminaux majeurs identifiés dans la MA et validés dans plusieurs études. En outre de ces deux sites, 
l’Asp25, l’Asn368 et l’Asp402 sont également retrouvés dans la MA tout comme les sites de clivage 
indépendants de protéolyse identifiés par Watanabe et ses collaborateurs (Asp255, Asp265, Asp296 et 
Asp327). En ce qui concerne les autres Tauopathies, les sites de clivage Thr169  et Glu187 semblent 
être spécifiques respectivement de la DCB et de la PSP. Enfin, un fragment de 17 kDa commençant en 
Ala125 et se terminant en Arg230 serait présent in situ physiologiquement (physio) et dans les 
Tauopathies. 
 

Des études fonctionnelles ont permis d’apporter quelques éléments de réponses à ces 

questions; elles sont soit basées principalement sur les espèces Glu391 et Asp421 dans des 

modèles cellulaires ou murins, soit basées sur l’utilisation d’autres constructions de fragment 
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non retrouvés dans le tissu cérébral. 

 

II. Les conséquences fonctionnelles de la troncation sur Tau 
 

 Ainsi, il existe plus d’une dizaine de sites de clivage identifiés sur Tau, systématiquement, 

dans des conditions pathologiques. Nous pouvons logiquement nous attendre à ce que les 

conséquences fonctionnelles de la troncation sur Tau varient en fonction de la région affectée. 

De façon générale, les études fonctionnelles qui portent sur la troncation mettent en évidence 

que les fragments présentent des modifications conformationnelles qui conduisent à un gain de 

fonction toxique supportant ainsi la rôle de la troncation comme potentialisateur de la 

l’agrégation de Tau. Néanmoins, des études de caractérisations immunologiques des DNF 

révèlent que l’ordre d’apparition des évènements de troncation et d’agrégation n’est pas 

toujours clair. De plus, de nombreuses études réalisées dans les modèles cellulaires et murins 

s’avèrent assez contradictoires quant aux conséquences cellulaires de la surexpression des 

fragments de Tau dans ces modèles. 

  

 Comment la troncation de Tau pourrait elle conduire à un gain de fonction toxique ? 

Dans le cadre des études s’intéressant aux propriétés physico-chimiques de la protéine Tau, il a 

été montré que Tau possédait des motifs pro-agrégatifs appelés « PHF6 et PHF6* » au niveau 

de sa partie carboxy-terminale, localisés au niveau des domaines répétés R2 et R3 (Bergen et 

al., 2000; Bergen et al., 2001). La séquence peptidique de ces motifs 275VQIINK280 (PHF6*) et 
306VQIVYK311 (PHF6) se prête à la formation de structures secondaires de type feuillets β ( 

Mukrash et al., 2005). Ce type de structure est une caractéristique commune aux protéines à 

pouvoir fibrillogénique (Soto 2003; Tyedmers et al., 2010). Dans les conditions physiologiques 

et lorsque Tau n’est pas liée aux microtubules, ces motifs pro-agrégatifs seraient masqués par le 

domaine de projection qui recouvre la partie carboxy-terminale de la protéine (modèle du 

trombone). Compte tenu de sa composition en acides aminés -la glycine, la lysine, la proline, la 

sérine et la thréonine représentent la moitié du contenu en acides aminés-, Tau à son état natif 

est une protéine très soluble non conformée et sensible aux protéases (Mandelkow et al, 2007). 

La troncation de Tau au niveau de quelques acides aminés amino-terminaux et/ou carboxy-

terminaux serait suffisante pour démasquer les motifs PHF6 et PHF6* pro-agrégatifs. Les 

fragments ainsi générés contenant ces motifs serviraient alors d’agents de nucléation dans les 

processus d’oligomérisation et d’agrégation de Tau (Figure 23).  
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Figure 23 : Modèle de démasquage des séquences pro-agrégatives de Tau par la troncation. Le 
domaine de projection recouvre le domaine carboxy-terminal contenant les séquences pro-agrégatives 
VQIINK et VQIYVK de Tau. La troncation de Tau serait l’un des mécanismes par lequel ces séquences 
naturellement masquées au sein de la protéine Tau entière se retrouvent démasquées. Les fragments 
contenant ces séquences serviraient alors d’agent de nucléation. 
 

Le rôle de la troncation dans l’initiation de la fibrillogenèse de Tau est étayé par un certain 

nombre d’études in vitro dans lesquelles des protéines Tau tronquées recombinantes ont été 

utilisées. Les résultats montrent que les fragments démunis de leur partie carboxy-terminale 

mais contenant les répétitions R2 et R3 possèdent un gain de fonction qui affecte la vitesse de 

fibrillogenèse et catalysent la formation d’oligomères de la protéine Tau intacte (Abraha et al., 

2000; Gamblin et al., 2003a; Yin and Kuret, 2006). En plus de démasquer les domaines pro-

agrégatifs, la troncation carboxy-terminale de Tau permettrait de libérer la queue carboxy-

terminale qui présente des propriétés anti-agrégatives  (Berry et al., 2003). Les fragments de 

troncation pourraient donc servir d’agent de nucléation et catalyseraient l’agrégation de la 

protéine Tau entière. Ces observations in vitro suggèrent donc que la troncation conduirait à la 

formation des DNF observées au sein du tissu cérébral humain. Néanmoins plusieurs travaux 

axés sur l’adoption de conformation pathologique et l’agrégation de Tau au sein de tissus 

cérébraux s’avèrent contradictoires. En effet, il est difficile d’établir une véritable cinétique 

d’apparition des MPT de Tau dans le processus de formation de la DNF. L’une des questions 

qui se pose est de déterminer si la troncation de la protéine Tau soluble est antérieure ou 

ultérieure aux modifications conformationnelles et à la formation de la DNF.  

 

 De nombreuses cartographies immunologiques de la distribution tissulaire des fragments 

Glu391 et Asp421 réalisées sur le tissu cérébral indiquent que ces fragments de troncation 

apparaissent dans un ordre particulier pendant la maturation de la DNF. Selon Binder et ses 
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collaborateurs, le premier évènement dans la formation de protéines Tau pathologiques 

conduisant à la formation de la DNF serait un changement conformationnel de Tau qui se 

traduit par l’apparition de l’épitope Alz50 (interaction des acides aminés 5-9 avec les résidus 

313-322). S’en suivrait alors l’apparition des épitopes TauC3 (clivage en 421) et mAB423 

(clivage en 391) traduisant des évènements de troncation carboxy-terminale (Binder et al., 

2005; Guillozet-Bongaarts et al., 2005). Une observation similaire a été faite après l’analyse 

des DNFs au sein d’un modèle murin transgénique qui surexprime une protéine Tau portant 

une mutation de type DFTP-17 (Delobel et al., 2008). Les auteurs montrèrent que l’apparition 

du fragment Asp421 est ultérieure à celle d’un épitope de phosphorylation anormale et à la 

présence de DNF et concluent donc que la troncation en Asp421 est bien ultérieure à la 

formation de cette lésion. Ces derniers résultats doivent être pris en compte avec précaution car 

les mutations DFTP-17, qui ont une pénétrance de 100% chez les individus les portant, altèrent 

la conformation de Tau et favorisent son hyperphosphorylation (Alonso et al., 2004), or dans la 

MA, aucune mutation du gène MAPT n’est encore décrite. Par ailleurs, une autre étude a 

montré que le clivage de Tau en Asp421 est à l’origine d’un changement conformationnel lui 

même marqueur d’une DNF très précoce (Rissman et al., 2004). Similairement, des dépôts 

anormaux intracellulaires de Tau contiennent des fragments tronqués en 391 sans présenter de 

marquage positif pour la thioflavine (marqueur de DNF), démontrant l’importance du fragment 

dans la mutation de la DNF (Mena et al., 1996). Enfin, des criblages immunohistologiques sur 

tissus cérébraux ont permis de mettre en évidence une corrélation entre la densité de DNF 

présentant les fragments Glu391 et Asp421 et les stades de Braak. La troncation du résidu 

Glu391 serait principalement détectée dans le cortex transentorhinal alors que le fragment 

Asp421 serait plutôt localisé au niveau hippocampique (Bondareff et al., 1994; García-Sierra et 

al., 2001; Basurto-Islas et al., 2008). Ces travaux soulèvent l’hypothèse qu’il existerait une 

sensibilité d’une population neuronale à présenter un fragment particulier plutôt qu’un autre. 

  

 Ainsi, malgré le nombre d’études réalisées à partir de tissus cérébraux humains, il est 

difficile d’établir la cinétique précise d’apparition de ces fragments de troncation, notamment 

les fragments se terminant par les résidus Asp421 et Glu391. Le développement de modèles de 

surexpression de fragment a permis d’étayer les études fonctionnelles sur ces fragments. 

 

 La génération de modèles murins a définitivement permis de consolider l’importance de la 

troncation de Tau comme catalyseur de la pathologie Tau et de son agrégation. Le premier 

modèle développé fut celui de Novak et de ses collaborateurs (Zilka et al., 2006).  Il s’agit d’un 
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modèle de rat surexprimant un fragment tronqué en amino- et carboxy-terminal (151-391) et 

reproduisant les caractéristiques immunohistologiques (formation évolutive de DNF) et 

biochimiques (hyper- et phosphorylation anormale, accumulation progressive de matériel 

insoluble) observées dans la MA. Ces animaux présentent des troubles de la mémoire spatiale 

liés aux lésions hippocampiques et corticales sans altération motrice notable (Hrnkova et al., 

2007) ainsi qu’une activation de la microglie concomitante à l’apparition des DNFs (Zilka et 

al., 2009). Un autre modèle murin a été généré à partir du fragment se terminant au résidu 

Glu391 mais présentant la totalité de l’extrémité amino-terminale (1-391). De la même façon, 

ces animaux présentent une hyper- et une phosphorylation anormale de Tau, des conformations 

pathologiques et une accumulation d’agrégats insolubles (McMillan et al., 2011). En ce qui 

concerne le clivage sur l’Asp421, un seul modèle a été développé chez la souris par injection 

d’adénovirus codant pour la séquence 1-421(de Calignon et al., 2010). De manière importante, 

cette étude a prouvé que la présence de cette espèce était suffisante pour conduire à la 

formation d’agrégats protéiques positifs pour la thioflavine. 

 En outre de favoriser la fibrillogenèse et d’entrainer l’apparition de DNF dans les modèles 

murins, la troncation de Tau, lorsqu’elle est étudiée dans un contexte cellulaire, conduirait à 

mort cellulaire. La plupart des études mécanistiques sur la troncation de Tau dans les modèles 

cellulaires se basent sur l’utilisation des deux sites de clivage majeurs identifiés dans la MA, le 

Glu391 et l’Asp421. La surexpression dans des cellules de neuroblastome humain de la forme 

tronquée 1-421 conduit à une augmentation de marqueurs apoptotiques deux jours après 

transfection (Chung et al., 2001; Matthews-Roberson et al., 2008). De la même façon, une 

surexpression transitoire dans des cellules COS ou dans des cultures primaires de formes 

tronquées allant de 151-391 à 151-421 engendre une fragmentation de l’ADN (Fasulo et al., 

2000; 2005).  

 Dans d’autres modèles d’étude, une activation de caspases et de calpaïnes est induite par un 

traitement du milieu de culture avec des fibrilles d’Aβ (Troy et al., 2000; Gamblin et al., 

2003b), induisant la formation d’espèces de Tau tronquées et l’apoptose. Ainsi, une des 

hypothèses proposée pour expliquer la mort neuronale observée dans la MA fut la suivante : 

l’accumulation et l’agrégation d’Aβ au niveau synaptique permettrait d’activer des protéases 

cytosoliques telles que les caspases et les calpaïnes. Ces dernières génèreraient des fragments 

de Tau capables 1) de servir d’agent de nucléation et donc de point de départ pour former des 

PHFs au sein du neurone, 2) d’activer à leur tour des caspases afin de conduire à l’apoptose 

créant ainsi un cercle vicieux. Les modèles murins de surexpression des fragments 

précédemment développés présentent effectivement des DNFs, mais aucune mort neuronale par 
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apoptose n’est observée. Un autre modèle murin démontre que la surexpression de Tau conduit 

à une activation transitoire de caspases, et que cette activation précède premièrement, 

l’apparition du site Asp421, et deuxièmement, la formation d’une DNF qui reste présente dans 

le neurone pendant plusieurs mois sans activation détectable de caspases (de Calignon et al., 

2010). Ces résultats remettent donc en question l’hypothèse de la mort neuronale par apoptose 

précédemment décrite. Ceci a également été soulevé dans un autre modèle cellulaire de 

neuroblastomes humains, dans lequel la surexpression du fragment 151-391 conduit à une mort 

cellulaire sans activation notoire de caspase ou de marqueur d’activité apoptotique (Zilkova et 

al., 2011).  

 

 Pour conclure, les études portant sur les conséquences fonctionnelles de la troncation 

abordées principalement par l’utilisation des fragments majeures de la MA, les fragments se 

terminant par les résidus Glu391 et Asp421, démontrent que la troncation de Tau, au niveau de 

ces résidus, conduit à un gain de fonction toxique. Même si les études réalisées sur des tissus 

cérébraux humains sont nombreuses, la cinétique d’apparition de la troncation, plus 

précisément de ces deux espèces, dans la maturation de la DNF, n’est pas encore claire.  

 

III. Les protagonistes de la troncation de Tau 
 

III.A Généralités sur les protéases 

 

 Les enzymes qui hydrolysent une liaison peptide sont divisées en deux groupes 

fonctionnels : les exoprotéases qui hydrolysent la liaison peptique aux extrémités amino- ou 

carboxy-terminales (amino- et carboxy-peptidases), et à l’inverse, les endoprotéases qui 

hydrolysent la liaison peptidique à l’intérieure de la chaîne peptidique. Les exo- et 

endoprotéases sont des hydrolases capables donc de rompre une liaison peptidique. Plusieurs 

mécanismes d’action ont été décrits pour les protéases ce qui a permis de les regrouper en 

famille mécanistique en fonction de la nature de l’acide aminé ou du site actif impliqué dans la 

catalyse de la réaction (Tableau 3). A l’heure actuelle, il existerait plus de deux mille quatre 

cent protéases tout organisme confondu (d’après la banque de donnée MEROPS (Rawlings et 

al., 2013)) 
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Tableau 3 : Classification des quatre classes majeures de protéases. D’un point de vue moléculaire, 
les protéases à sérine sont caractérisées par une triade catalytique au sein de leur site actif composée de 
résidus histidine, aspartate et sérine. Cette classe de protéases est représentée par la trypsine, la 
trombine, la plasmine, la neuropsine ou la neurotrypsine. La seconde classe des protéases sont les 
protéases à cystéine, très majoritairement représentées par les caspases et les calpaïnes, régulateurs 
principaux de l’apoptose. Les protéases à aspartate constituent la troisième classe des protéases. 
Généralement activées à pH acide, elles sont représentées par certaines cathepsines ainsi que la pepsine 
ou encore les rénines. Les métalloprotéases constituent la quatrième classe et elles sont caractérisées par 
la présence d’un ion bivalent comme le zinc au sein de leur site catalytique stabilisé par des interactions 
ioniques avec trois histidines. Dans cette famille sont retrouvées entre autres les collagénases, la 
matrilysine et les gélatinase. Elles sont impliquées dans la dégradation et le remodelage de la matrice 
extracellulaire. 
 

III.B Les protéases impliquées dans la troncation de Tau 

 

 De par son état naturellement non conformé, Tau est sensible à la dégradation par les 

protéases et plusieurs études se sont intéressés aux protéases impliquées dans la génération de 

ces fragments de troncation (Hanger and Wray, 2010; Wang et al., 2010a).  

 

III.B.1 Tau substrat des caspases 

 

 Les caspases (cysteinyl aspartate specific protease) appartiennent à la famille des protéases à 

cystéine et sont principalement connues pour jouer un rôle central dans la mort cellulaire 

programmée : l’apoptose. Chez les mammifères, il existe une douzaine de caspases et toutes 

sont activées par la protéolyse d’un zymogène ou pro-caspase (Nicholson, 1999; Shi, 2002). 

Une séquence consensus de type P4-P3-P2-P1 avec un résidu Asp en P4 et P1 gouverne le 

clivage par les caspases. Les résidus P3 et P2 étant extrêmement variables, la séquence 

consensus fiable se résume à DXXD. 

 Comme il a été cité précédemment, les caspases sont capables de cliver Tau à de multiples 

sites amino- et carboxy-terminaux. In vitro, Tau est clivée par les caspases 1, 3, 6, 7 et 8 

(Gamblin et al., 2003b; Rissman et al., 2004). Le site Asp421 peut être généré par les caspases 

3, 7 et 8 ce qui conduit à un fragment de Tau plus petit de 5 kDa comparé à la protéine Tau 

entière intacte (Rissman et al., 2004). Toujours in vitro, Tau est clivée par la caspase 6 en 

Asp13, ce site n’a pas encore était mis en évidence in situ bien qu’une colocalisation fréquente 

Protéases à Sérine Protéases à Cystéine Protéases à Aspartate Mettaloprotéases 

Exemples Trypsine Papaïne Sécrétases (β) Méthionine-aminopeptidase
Chymotryspine Caspases Cathepsines (D,E) Métalloprotéases matricielles
Cathepsine G Calpaines Collagénase

Thrombine Cathepsines
Elastase

Triade catalytique 
Sérine, Histidine, 

Aspartate
Mécanisme

Triade catalytique 
Cystéine, Histidine, 

Aspartate

Deux aspartates dans le 
site catalytique Intéraction ionique du Zinc
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de caspase 6 avec les DNFs soit observée (Guo et al., 2004). Enfin, deux autres résidus, Asp25 

et Asp402 identifiés in situ, sont également générés par les caspases 3 et 6 respectivement.  

 

III.B.2 Tau substrat des calpaïnes 

 

 Les calpaïnes pour « calcium dependant thiol proteinases »  sont des endoprotéases  

cytoplasmiques appartenant à la famille des protéases à cystéine responsables de la « protéolyse 

neutre calcium dépendante » (Baudry et al., 2013). Actuellement, une quinzaine de calpaïnes 

sont identifiées chez l’Homme parmi lesquelles, les calpaïnes 1 et 2 sont majoritaires au niveau 

cérébral. Dans la MA, une activation des calpaïnes avant l’apparition des premières lésions et 

une colocalisation fréquente de certaines calpaïnes activées et la DNF sont observées (Saito et 

al., 1993; Grynspan et al., 1997). Un fragment de 124 acides aminés et d’une masse 

moléculaire apparente de 17 kDa est présent au sein d’extraits cérébraux de patients atteints de 

la MA et d’autres Tauopathies, et le niveau d’expression de ce fragment est corrélé avec 

l’activité des calpaïnes chez ces patients (Park and Ferreira, 2005; Ferreira and Bigio, 2011). 

Des études cellulaires ont d’ailleurs prouvé que la génération de ce fragments était calpaïne-

dépendante après activation de ces dernières par un traitement des milieux de cultures avec des 

fibrilles d’Aβ (Park and Ferreira, 2005).  

 De façon plus générale, les calpaïnes jouent un rôle important dans les processus de 

dégénérescence neuronale médiée par Tau. En effet, l’extinction génique des calpaïnes dans un 

modèle drosophilidien surexprimant une protéine Tau mutée DFTP-17 permet de diminuer la 

dégénérescence rétinienne (Reinecke et al., 2011). De la même façon, la surexpression de la 

calpastatine, inhibiteur protéique physiologique des calpaïnes, dans un modèle murin de 

Tauopathie, permet de diminuer la phosphorylation et la troncation de Tau, son agrégation et in 

fine, les déficits comportementaux liés à la mort neuronale (Rao et al., 2014). 

 

III.B.3 Tau substrat des protéases lysosomiales 

 

 Les cathepsines (il en existe une vingtaine chez l’homme) sont les protéases principales du 

lysosome et sont répertoriées dans les protéases à cystéine à exception des cathepsines A et G 

qui sont des protéases à sérine et des cathepsines D et E qui sont des protéases à aspartate. 

Parmi ces enzymes, la cathepsine D semble jouer un rôle majeur dans la MA puisqu’elle est, 

d’une part, co-localisée avec les DNFs (Cataldo and Nixon, 1990; Cataldo et al., 1991; 1994), 

et d’autre part, impliquée dans la troncation de Tau in vitro et in cellulo (Kenessey et al., 1997). 
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De plus, dans la MA et dans d’autres Tauopathies comme la maladie de Niemann-Pick de type 

C (Tauopathie caractérisée par des mutation dans les gènes codant pour des protéines 

endosomiales et lysosomiales impliquées dans le transport intracellulaire du cholestérol), des 

anomalies lysosomiales et endosomiales sont observées (Cataldo et al., 1997; Jin et al., 2004; 

Vanier, 2010). Ces anomalies pourraient être liées à l’augmentation de l’activité de la 

cathepsine D observée dans ces pathologies. 

 Par ailleurs, une protéase lysosomiale de la famille des protéases à cystéine, la « legumain » 

ou encore AEP pour « Asparaginyl endopeptidase », a été récemment montrée comme étant à 

l’origine de la génération du site de clivage Asn368 dans la MA (Zhang et al., 2014). Cette 

protéase serait également impliquée dans la génération d’un fragment de Tau terminant en 

Asn255 in vitro, mais l’existence de ce site n’a pas encore été validée chez l’Homme (Zhang et 

al., 2014). Dans la MA, l’AEP serait suractivée et délocalisée vers le compartiment 

cytoplasmique, ce qui pourrait expliquer l’origine du site Asn368 (Basurto-Islas et al., 2013). 

 

III.B.4 Autres protéases 

 

 Enfin, d’autres travaux utilisant des systèmes acellulaires suggèrent que des protéases 

comme la PSA pour « Puromycin-Sensitive Aminopeptidase », la trombine ou le protéasome 

pourrait générer des fragments de Tau mais l’existence de telles espèces au sein de tissus 

cérébraux humains reste encore à confirmer et les fonctions biologiques ou 

physiopathologiques des fragments générés restent encore à déterminer (Wang et al., 2010a). 

 

IV. La troncation, un mécanisme commun dans l’étiologie des 

protéinopathies ? 
 

Les protéinopathies  sont des pathologies caractérisées par la présence de lésions intra- ou 

extracellulaires composées de protéines pathologiques, mepliées ou intrinsèquement 

désordonnées et agrégées et non éliminées par les systèmes de dégradation cellulaires. 

Généralement, ces maladies affectent le système nerveux de façon progressive au cours de leur 

évolution et elles sont caractérisées par une perte de population neuronale spécifique reflétant 

les différents tableaux cliniques observés chez les patients. Les protéines qui constituent les 

agrégats protéiques dans ces pathologies sont : Tau dans les Tauopathies, Tau et le peptide 

amyloïde Aβ dans la MA, l’α-synucléine dans les Synucléinopathies (Narkiewicz et al., 2014), 

la protéine TDP-43 pour « Transactive Response DNA Binding Protein » dans les démences 
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fronto-temporales (DFT) et la sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Cohen et al., 2011b), la 

huntingtin dans la maladie de Huntington (Zheng and Diamond, 2012) ou encore les protéines à 

expansions de poly-glutamine dans les maladies éponymes (Ravache et al., 2010). De façon 

intéressante, des fragments de troncation des protéines impliqués dans ces protéinopathies sont 

retrouvés dans les agrégats ce qui suggère que la troncation pourrait être l’un des mécanismes 

communs à ces protéinopathies (Jadhav et al., 2013). 

 

IV.A Troncation de l’α-synucléine 

 

 L’agrégation de l’α-synucléine est la signature d’un groupe de pathologies 

neurodégénératives regroupées sous le terme de Synucléinopathies incluant la maladie de 

Parkinson, les démences à corps de Lévy ou encore l’atrophie multi-systématisée (Dickson, 

2012). L’α-synucléine est une petite protéine de cent quarante acides aminés, non conformée, 

exprimée au niveau neuronale et préférentiellement localisée au sein des terminaisons pré-

synaptiques (Zhang et al., 2008) (Figure 24). La fonction précise de l’α-synucléine n’est pas 

encore déterminée, néanmoins, plusieurs travaux suggèrent que cette protéine est impliquée 

dans la synthèse, la libération et la capture d’un neurotransmetteur : la dopamine (Baptista et 

al., 2003; Yavich et al., 2004; Fountaine and Wade-Martins, 2007).  

 La caractérisation biochimique des agrégats insolubles d’α-synucléine a permis de mettre en 

évidence que quinze pourcents de cette protéine étaient présents sous forme tronquée dans les 

agrégats intraneuronaux (Baba et al., 1998; Campbell et al., 2001; Liu et al., 2005a). La 

présence d’au moins trois de sites de clivage carboxy-terminaux a été démontrée au sein de 

tissus cérébraux de patients, il s’agit des résidus Asp119, Pro120 et Tyr133 (Li et al., 2005; 

Anderson et al., 2006). Il a été démontré que ces fragments de troncation, à l’inverse de la 

protéine entière, présentent une structure secondaire de type feuillets-β et qu’ils augmentent 

l’assemblage des fibrilles de synucléine et encouragent la synucléine entière à s’agréger 

(Serpell et al., 2000; Murray et al., 2003; Ulusoy et al., 2010). De plus, des modèles murins de 

surexpression de la forme tronquée terminée par le résidu Pro120 présentent une 

hypersensibilité au stress et une déplétion en dopamine (Michell et al., 2007; Daher et al., 

2009). Les mécanismes impliqués dans la formation de ces espèces tronquées ne sont pas 

encore connus mais des études in vitro et dans des modèles cellulaires démontrent que des 

fragments de synucléine peuvent être générés par le protéasome et la voie lysosomiale ainsi que 

d’autres protéases comme les calpaïnes, la neurosine, la MMP3 ou encore la caspase-3 (Beyer 

and Ariza, 2013).  
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Figure 24 : Représentation schématique de l’!-synucléine, de ses sites de troncation et observation 
de corps de Lewy. (A) L’!-synucléine est une protéine de 140 acides aminés, constituée d’un domaine 
NAC pour « Non Amyloid Component » et présentant trois sites de clivage identifiés in situ : l’Asp115, 
la Pro120 et la Tyr133. (B) Immuno-marquage de l’!-synucléine dans le cortex d’un patient atteint de la 
maladie de Parkinson. Photo tirée de (Baba et al., 1998). Echelle : 30 &M. 
 

IV.B Troncation des protéines impliquées dans les maladies par expansions de poly-

glutamine 

 

 Les maladies par expansions de poly-glutamine (MEP) sont constituées d’une petite dizaine 

de maladies neurodégénératives héréditaires incluant entre autres la maladie de Huntington et 

les ataxies spino-cérébelleuses (ASC) (Ravache et al., 2010). Ces pathologies sont causées par 

un mécanisme mutationnel particulier. Il s’agit d’une expansion du tri-nucléotide CAG (codon 

nucléotidique codant pour la glutamine) répétée en tandem dans la région des gènes mutés. 

Cette expansion poly-glutamine, lorsqu’elle dépasse un certain seuil physiologique, confère un 

gain de fonction toxique et entraine l’agrégation des protéines mutées (Perutz et al., 1994). Plus 

la taille de l’expression est longue, plus la maladie se déclare tôt et plus les symptômes sont 

sévères (Andrew et al., 1993).  

 Le gène touché par l’expansion poly-glutamine dans la maladie de Huntington est le gène 

codant pour la huntingtine. Cette protéine est une protéine massive de trois mille cent quatorze 

acides aminés exprimée ubiquitairement, avec un niveau d’expression majeur dans le cerveau 

(DiFiglia et al., 1995). En condition physiologique, cette protéine est cytoplasmique. Dans la 

maladie de Huntington, cette protéine est localisée au niveau nucléaire spécialement sous forme 

de fragments amino-terminaux contenant les expansions de poly-glutamine. De plus, dans la 

pathologie, elle est le principal constituant des inclusions nucléaires (DiFiglia et al., 1997; 

Becher et al., 1998; Landles et al., 2010) (Figure 25). 

 

1 140 

Domaine NAC 

Asp115 

Pro120 

Tyr133 

A B 



Introduction – Chapitre 3 
 

! 69 

 
Figure 25 : Représentation schématique de l’huntingtine, de ses sites de clivage et observation 
immuno-histochimique d’une inclusion nucléaire d’huntingtine. (A) La huntingtine est une protéine 
massive de 3142 acides aminés composée de plusieurs domaines HEAT. Dans la maladie de 
Huntington, cette protéine présente une extension de poly-glutamine en amino-terminale, ce qui conduit 
à la formation d’inclusion nucléaire au sein des neurones. (B) Marquage immuno-histologique de la 
huntingtine au sein d’un neurone cortical d’un patient atteint de la maladie de Huntington. Photo tirée 
de (Becher et al., 1998). Echelle : 5 &M. 
 

Au niveau mécanistique, les caspases 2, 3 et 6 sont impliquées et génèrent des coupures 

protéolytiques en Asp513, Asp552 et Asp586 in vitro et in vivo (Wellington et al., 2000; 2002; 

Hermel et al., 2004; Warby et al., 2008). La génération de fragments contenant les expansions 

de poly-glutamine serait toxique conduisant à la sur-activation des caspases menant d’une part, 

à la production de plus de fragments, et d’autre part, à une mort neuronale créant ainsi un cercle 

vicieux (Wellington and Hayden, 2000). De façon intéressante, la surexpression de 

l’huntingtine mutée résistante à un clivage induit par la caspase 6 au niveau du résidu Asp586 

prévient de la mort neuronale et de dysfonctionnements moteurs en comparaison à son 

homologue non muté (Graham et al., 2006). En outre des caspases, certaines calpaïnes sont 

également impliquées dans la troncation de la huntingtine sur les résidus Arg469, Ser536, 

Asp586 (Gafni and Ellerby, 2002; Gafni et al., 2004). L’utilisation de mutants empêchant un 

clivage par les calpaïnes diminue la toxicité et l’agrégation (Gafni et al., 2004). 

 

 A côté de la huntingtine, d’autres protéines impliquées dans d’autres MEP sont présentes au 

sein des agrégats intracellulaires sous formes tronquées. Parmi ces protéines, nous pouvons 

citer les ataxines 3 et 7 impliquées respectivement dans les ASC 3 et 7 ou encore le récepteur 

des androgènes dans l’amyotrophie spino-bulbaire ou maladie de Kennedy (Ravache et al., 

2010; Ehrnhoefer et al., 2011). Les protéines tronquées contenant les séquences poly-glutamine 

présentent toutes des mepliements et une tendance à s’agréger. Toutes ces protéines sont 

substrats de différentes caspases, et l’inhibition des caspases ou l’utilisation de mutants 

résistants à la protéolyse par les caspases ont démontré des effets bénéfiques dans les modèles 

utilisés. 
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IV.C Troncation de TDP-43 

 

 TDP-43 est une protéine de quatre cent quatorze acides aminés ubiquitairement exprimée et 

constituée de deux domaines de liaison aux ARNs et d’un domaine carboxy-terminal riche en 

glycines (Cohen et al., 2011b) (Figure 26A).  

 

 
Figure 26 : Représentation schématique de la protéine TDP-43, de la distribution de ses sites de 
clivage et observation immuno-histochimique d’inclusions cytoplasmiques de TDP-43. (A) TDP-43 
est une protéine de 414 acides aminés présentant deux domaines RRM pour « RNA Recognition Motif », 
une séquence d’import nucléaire NLS, une séquence d’export nucléaire NES et un domaine riche en 
glycines. La troncation de TDP-43 dans le domaine RRM2 engendre des fragments carboxy-terminaux 
démunis de séquences NLS et favorise la formation d’agrégats cytoplasmiques. (B) Marquage immuno-
histologique d’inclusions cytoplasmiques avec un anticorps dirigé contre TDP-43. Photo tirée de (Igaz 
et al., 2008). Echelle : 7 &M. 
 

Ces deux domaines RRM pour « RNA Recognition Motif » sont directement impliqués dans 

la fonction la plus étudiée de TDP-43 : la régulation des ARNm que ce soit au niveau de leur 

épissage ou leur localisation cellulaire. Récemment, il a été montré que des protéines TDP-43 

pathologiques étaient retrouvées dans des agrégats cytoplasmiques insolubles dans des 

neurones ou des cellules gliales de patients atteints de FTD ou de sclérose latérale 

amyotrophique (SLA) (Neumann et al., 2006; Tan et al., 2007) (Figure 26B). De plus, de 

nombreuses mutations (localisées dans la région codante pour le domaine carboxy-terminal 

riche en glycines) sont liées à des formes autosomales dominantes de  SLA ou de FTD ce qui 

démontrent l’implication de TDP-43 dans l’étiopathologie de ces maladies. 

 

L’intérêt de la troncation de ces pathologies est lié au travaux d’Igaz et ses collaborateurs 

qui identifièrent des fragments carboxy-terminaux de TDP-43 comme composants majeurs de 

ses agrégats (Igaz et al., 2008). Actuellement, deux sites de clivage sont identifiés chez 

l’Homme, il s’agit des résidus Asp208 et Asp219. En outre, la surexpression de forme 

tronquées de TDP-43 débutant soit en Asp208 soit en Asp219 dans des modèles cellulaires 

conduit à la formation d’agrégats insolubles cytoplasmiques (Igaz et al., 2009; Zhang et al., 

2009). De la même façon, des constructions de fragments carboxy-terminaux non identifiés 
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chez l’Homme de TDP-43 surexprimées dans des modèles de neuroblastomes humains 

engendrent la formation d’inclusions cytoplasmiques contenant à la fois les formes tronquées 

exogènes et la forme entière endogène (Nonaka et al., 2009). Ces résultats mettent donc en 

avant que la génération de fragments carboxy-terminaux contenant le domaine riche en 

glycines mène à la formation d’agrégats cytosoliques de TDP-43. 

 

 Tous ces travaux mettent en évidence le rôle crucial de la troncation dans ces 

pathologies neurodégénératives. Cette MPT tendrait à favoriser la formation d’agrégats 

intracellulaires ou extracellulaires en induisant des modifications conformationnelles et 

mènerait indubitablement à une perte des fonctions physiologiques des protéines modifiées. La 

transition de ces protéines solubles et fonctionnelles en agrégats semble être l’une des étapes 

clés dans les perturbations neuronales liées à ces protéinopathies (Jadhav et al., 2013) (Figure 

27). 

 

 
Figure 27 : Le cycle de la troncation dans les protéinopathies. Ce modèle représente des 
caractéristiques communes des différentes protéinopathies : la troncation serait à l’origine du mepliment 
des protéines favorisant leur oligomérisation et la formation de filaments insolubles à terme. 
Mécanistiquement, une forte implication des caspases et des calpaïnes est à retenir dans ces 
protéinopathies. Figure adaptée de (Jadhav et al., 2013). 
 

Protéine soluble 
 non conformée 

Protéine  
mépliée 

Oligomérisation Filaments  
insolubles  
matures 

Troncation 

Protéine  

Filaments  Filaments  Filaments  
insolubles  
Filaments  
insolubles  

Caspases 

Calpaïnes Sé
cre

tas
es

 

Cathepsines 
Protéases in

connues 

Maldadie  

d’Alzheimer 
Tauopathies 

!"#$%&'(#)*+,-(./0 

Démences  
fronto-temporalles 

M
aladies par expansions  

de poly-glutam
ine 



Introduction – Chapitre 3 
 

! 72 

 Afin d’assurer leur(s) fonction(s) au sein de la cellule, les protéines doivent atteindre leur 

conformation définitive. Ceci est mis en place par un réseau cellulaire, l’homéostasie 

protéique. Ce réseau comprend diverses voies conservées de réponse au stress qui contrôlent 

la synthèse protéique, la mise en conformation des protéines, leur localisation et leur 

dégradation (Calamini and Morimoto, 2012). L’accumulation de protéines mépliées, agrégées, 

et non éliminées par les systèmes de dégradation, dans les protéinopathies pourrait être le 

reflet d’une dérégulation de ce réseau.  

 Les travaux précédents démontrent, d’une part, la présence de fragments de troncation au 

sein des agrégats constituant les lésions cérébrales observées dans les protéinopathies. 

D’autre part, la surexpression de ces fragments dans des modèles conduit à la formation de la 

lésion observée dans le tissu cérébral. Déterminer la place de la troncation, et, de façon plus 

générale, celle des MPT anormales affectant ces protéines, au sein de cette homéostasie 

protéique, constitue une étape essentielle pour comprendre les mécanismes qui sous-tendent 

ces pathologies. 
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Le laboratoire dans lequel ce travail de thèse s’inscrit s’intéresse aux Tauopathies, terme 

désignant un ensemble de pathologies neurodégénératives représentées entre autres par la 

maladie d’Alzheimer et caractérisées par l’agrégation d’une protéine anormalement 

modifiée : la protéine Tau. Tau appartient à la famille des protéines associées aux 

microtubules, majoritairement exprimée au niveau neuronal. Sa principale fonction, et de ce 

fait, la plus étudiée, consiste à réguler la dynamique d’une structure cytosquelettique nécessaire 

au fonctionnement et à l’intégrité des neurones: les microtubules. Bien que les mécanismes 

précis conduisant à l’agrégation de cette protéine Tau demeurent à déterminer, il apparaît 

qu’une dérégulation des modifications post-traductionnelles participe aux processus 

physiopathologiques des Tauopathies. Parmi les modifications post-traductionnelles 

impliquées, la troncation qui consiste en une protéolyse partielle générant des fragments 

protéiques, serait un protagoniste majeur.  

 

En effet, de nombreux travaux mettent en évidence l’existence de fragments de Tau tronqués 

en amino- et carboxy-terminal au sein de tissus cérébraux de patients atteints de la maladie 

d’Alzheimer. De plus, d’autres études ont mis en évidence leur importance et leur pertinence 

biologique, que ce soit au niveau de leur participation dans l’agrégation de Tau et la formation 

de lésions caractéristiques des Tauopathies dans les modèles d’étude ou au niveau diagnostic de 

par leur présence au sein de liquide cérébrospinal. Néanmoins, parmi la multitude de fragments 

présents au sein de tissus de patients atteints de la maladie d’Alzheimer ou de Tauopathies, 

seules les extrémités carboxy-terminales de deux fragments majeurs sont identifiées. De ce fait, 

la plupart des études fonctionnelles sur la troncation de Tau se basent sur l’utilisation de ces 

deux sites de clivage et se cantonnent à un contexte pathologique. L’identification de ces 

nombreux sites de clivage constitue l’une des étapes clés pour générer des outils moléculaires 

afin d’étudier le rôle de la troncation dans la biologie et la physiopathologie de Tau. 

 

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce projet de thèse qui vise dans un premier temps à 

identifier des nouveaux sites de clivage de Tau chez l’Homme, spécialement l’extrémité 

amino-terminale des fragments générés, moins caractérisée que leur extrémité carboxy-

terminale dans la litérature. Pour identifier de nouveaux sites de clivage de la protéine Tau chez 

l’Homme, nous avons développé une approche protéomique. L’ensemble des mises au point de 

cette approche a été effectué avec un modèle cellulaire présentant des fragments de troncation 

de Tau. Une fois les conditions optimales établies, la même approche a été appliquée sur le 

tissu cérébral humain.  
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L’identification de nouveaux sites de clivage constitue un prérequis pour le second objectif 

de cette thèse qui consiste à développer des outils moléculaires afin de conduire des études 

fonctionnelles. Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes particulièrement intéréssés à 

l’effet de la surexpression de la protéine Tau entière et de quatre de ses fragments 

identifiés, au sein d’un modèle cellulaire de neuroblastome murin, vis-à-vis de la régulation 

de la dynamique microtubulaire.  
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Matériels 

 

 

I. Tissu cérébral humain 
 

Les échantillons cérébraux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer et d’individus 

sains proviennent de la collection Lille NeuroBank du Centre de Ressources Biologiques du 

CHRU de LILLE. La Lille NeuroBank remplit les critères législatifs sur les ressources 

biologiques incluant un comité d’étique médical et la protection des données. Les échantillons 

utilisés pour cette étude sont répertoriés ci-dessous (Tableau 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tableau 4 : Tableaux présentant l’ensemble des tissus cérébraux humains utilisés pendant cette 
étude. (A) Tableau présentant l’ensemble des tissus cérébraux présentés pour la caractérisation par WB 
du profil de troncation de Tau. (B) Tableau présentant l’ensemble des tissus cérébraux utilisés pour les 
expériences de LC-MS/MS. Ces échantillons ont également fait l’objet d’une caractérisation 
systématique (résultats non montrés dans ce manuscrit).  
 

A 

B 

Cas Neuropathologie (DNF) Age Délai PM (h)
A Braak 0 !! 24
B Braak 0 "# 11
C Braak 0 "$ 34
D Braak 0 %! 28
E Braak 0 %& 28
F Braak 0 '# 20
G Braak II (% 20
H Braak IV () 18
I Braak V '! 10
J Braak V (& 15
K Braak VI %( 23
L Braak VI %' 26

Cas Neuropathologie (DNF) Cortex Age Délai PM (h)
Frontal

Occipital
2 Braak O Occipital 26 Non renseigné

Frontal
Occipital
Frontal

Occipital
Pariétal

Temporal
Frontal

Occipital

1

3

4

5

Braak III

Braak O

76 10

56 26Braak VI

22 24

Braak III 82 48
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Il s’agit d’échantillons de cortex temporaux, pariétaux, occipitaux et frontaux de patients 

atteints de la MA à différents stades de la maladie. Les stades évolutifs de la pathologie Tau 

sont établis par des neuropathologistes (Dr Maurage et Dr Deramecourt) selon la classification 

de Braak et Braak basée sur des analyses histologiques (Braak et al., 2011).  

 

II. La lignée murine THY-Tau22 
 

Le modèle murin THY-Tau22, développé au sein du laboratoire, surexprime sous le contrôle 

du promoteur neuronal Thy1.2, l’isoforme 1N4R de la protéine Tau humaine portant les 

mutations G272V et P301S, mutations retrouvées dans les DFTP-17. Cette lignée de souris 

transgéniques présente notamment une pathologie Tau dans l’hippocampe, une région cérébrale 

importante dans le processus de mémorisation atteinte dans les stades précoces de la maladie 

d’Alzheimer (Schindowski et al., 2006; Van der Jeugd et al., 2013). Dans ce modèle, le niveau 

de pathologie Tau hippocampique est ainsi corrélé au déclin cognitif. Les souris, de fond 

génétique 100% C57Bl6/J sont maintenues et utilisées sous forme hétérozygote par croisements 

avec des souris C57Bl6/J provenant de chez Charles River. Les souris n’exprimant pas le 

transgène au sein des portées obtenues servent de contrôles (WT). Des hippocampes d’une 

cinétique de souris THY-Tau22 et de souris sauvages, âgées de 3, 7 et 12 mois ont été utilisés 

dans cette étude. L’ensemble des protocoles développés a fait l’objet d’un avis favorable du 

comité d’éthique Nord-Pas-de-Calais. 

 

III. Lignées cellulaires 
 

III.A SH-SY5Y 

 

Les cellules SH-SY5Y sont issues d’une lignée de neuroblastome humain (SK-N-SH) 

dérivée d’une métastase nichée dans la moelle osseuse et qui provient d’une tumeur du système 

nerveux périphérique. Ces cellules possèdent un phénotype épithélial et peuvent être 

différenciées en cellules de type neuronal présentant des prolongements neuritiques après 

traitement au NGF (Nerve Growth Factor). Cette lignée cellulaire a été particulièrement 

utilisée pour toutes les mises au point de l’approche expérimentale développée pour 

identifier les sites de clivage de Tau. Les cellules utilisées sont des lignées stables qui 

surexpriment de manière inductible l’isoforme de 1N4R de Tau sous forme sauvage (nommée 

WT pour Wild Type) ou portant la mutation P301S (nommée P301S) (Bretteville et al., 2009). 
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Cette mutation P301S est retrouvée dans les démences fronto-temporales liées au chromosome 

17. Une troisième lignée stable, établie avec le vecteur d’expression inductible vide est utilisée 

comme contrôle (nommée TO).  

 

III.B N1E-115 

 

Cette lignée cellulaire a été établie au début des années 1970 en clonant la tumeur murine 

spontanée C-1300 (Amano et al., 1972). Ces cellules N1E-115 sont issues d’une lignée de 

neuroblastome. En comparaison aux cellules SH-SY5Y, cette lignée se transfecte de manière 

plus efficace. Cette lignée cellulaire a été utilisée pour toute la caractérisation et les études 

fonctionnelles des fragments de Tau identifiés. Ces études fonctionnelles ont été réalisées par 

transfection transitoire de plasmides codant les ADNc des fragments d’intérêt.  

 
III.C CHO  
 

 
Les cellules CHO pour « chinese hamster ovary » sont des cellules qui proviennent d’une 

biopsie d’un ovaire de hamster chinois. Ce modèle cellulaire, bien que très éloigné d’un 

neurone, présente la caractéristique de ne pas exprimer la protéine Tau.  Cette lignée cellulaire 

a été ponctuellement utilisée pendant les études fonctionnelles.   
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Méthodes 

 

 

I. Culture cellulaire 
 

I. A Entretien des lignées cellulaires 

 

Les lignées cellulaires sont maintenues en culture à 37°C dans une atmosphère contenant 

5% de CO2. Les cellules SH-SY5Y et CHO sont cultivées dans le milieu DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium, GIBCO BRL) supplémenté en sérum de veau fœtal 10%, en acides 

aminés non essentiels (GIBCO BRL) 1mM, en L-glutamine (GIBCO BRL) 2mM et en 

pénicilline/streptomycine 50U/ml. Les lignées cellulaires N1E-115 sont maintenues en culture 

dans du milieu DMEM exempt de pyruvate et sans ajout d’acides aminés non essentiels. La 

division et la mise en culture des cellules sont réalisées comme suit : les cellules sont rincées au 

PBS (Phosphate Buffer Saline) (InvitrogenTM) et une solution de trypsine/EDTA (InvitrogenTM) 

est ajoutée pour les détacher du support de culture. L’action de la trypsine est arrêtée par ajout 

de milieu de culture contenant du sérum ; après dissociation, une numération sur lame de 

Malassez (InvitrogenTM) est effectuée et les cellules sont ensuite ensemencées dans les 

conditions appropriées, en fonction du protocole expérimental. 

 

I.B Transfection transitoire 

 

Les cellules en culture dans des plaques de culture six puits (surface 9 cm2), à 50% de 

confluence, sont transfectées en utilisant le polymère cationique PEI (Polyéthylenimine, 

Exgen500, EUROMEDEX). Un mélange ADN/Exgen dans 200µL de milieu DMEM dépourvu 

de sérum de veau fœtal est réalisé à raison de 3µg d’ADN pour 10µL d’Exgen. Ce mélange est 

incubé à température ambiante pendant 15 minutes puis répandu sur les cellules préalablement 

lavées au PBS. Après 3 heures, 2 mL de milieu de culture DMEM complet sont ajoutés. Les 

cellules sont récupérées 48 heures après pour les différentes analyses. 
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I.C Traitements pharmacologiques 

 

Le nocodazole (Sigma) est utilisé à une concentration de 10µM pendant 20 minutes. La 

cytochalasine-B (Sigma) est utilisée à une concentration de 20µM pendant 1 heure. La tubacine 

(Sigma) est utilisée à une concentration de 1µM pendant 30 minutes.  

 

II. Construction des vecteurs d’expression plasmidiques 

 

II.A Amorces nucléotidiques 

 

Les amorces « désignées » sont compatibles avec l’utilisation du kit In-Fusion (Clontech), 

elles ont été choisies de manière à ce qu’elles encadrent la séquence codante d’intérêt et 

qu’elles permettent une insertion directionnelle dans le site EcoRI du vecteur de clonage 

pcDNA3.1 :  

- les amorces sens, utilisées pour l’amplification des ADNc des fragments de troncation, qui 

comprennent le codon ATG dans un environnement Kozak sont les suivantes : 

Met11-Tau : 5’- CAGTGTGGTGGAATTCGCCACCATGGAAGATCACGCTGGGACGT -

3’ ; 

Gln124-Tau : 5’ - CAGTGTGGTGGAATTCGCCACCATGCAAGCTCGCATGGTCAGTA 

AAAGCAAAGACGGG - 3’ ; 

Val229-Tau : 5’ - CAGTGTGGTGGAATTCGCCACCATGGTCCGTACTCCACCCAAGT 

CGCCGTCT - 3’ ; 

Gly261-Tau : 5’ - CAGTGTGGTGGAATTCGCCACCATGGGCTCCACTGAGAACCTGA 

AGCACCAGC - 3’ ; 

- l’amorce anti-sens est identique pour les quatre différentes séquences codantes amplifiées :  

5’- GATATCTGCAGAATTCTCACAAACCCTGCTTGGCCAGGGAGGCA - 3’.  

 

II.B Amplification par PCR des ADNc et préparation du vecteur pcDNA3.1 

  

Les ADNc sont amplifiés par PCR pour « Polymerase Chain Reaction » en utilisant 

l’amorce anti-sens en couple avec les différentes amorces sens (voir ci-dessus). Pour cela, 5ng 

de matrice (le plasmide recombinant pcDNA3.1 contenant l’ADNc de l’isoforme 1N4R de 

Tau) sont utilisés en présence de la polymérase DyNAzyme (2U/µL, Thermo Scientific), de 

tampon « Optimized DyNAzyme EXT Buffer » (Thermo scientific), de nucléotides (10mM) et 
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des amorces (30nM) dans un volume final de 50µL. La PCR est réalisée dans un thermocycleur 

(Applied Biosystems®) dans les conditions suivantes : dénaturation 2 minutes à 94°C suivie de 

30 cycles (dénaturation 30 secondes à 94°C, hybridation 30 secondes à 60°C et élongation 1 

minute à 72°C) et de l’étape finale d’élongation de 10 minutes à 72°C. En parallèle, le vecteur 

vide pcDNA3.1 est digéré par l’enzyme de restriction EcoRI selon les recommandations du 

fournisseur (Fermentas). Le vecteur ainsi que les produits de PCR sont ensuite déposés en gel 

d’agarose 1% en vue de la vérification de la digestion du vecteur par comparaison à 

l’échantillon non digéré ; et de la taille attendue des ampligènes pour les produits de PCR. 

Ensuite, les produits de PCR et le vecteur sont purifiés à l’aide du kit « Gel and PCR clean up » 

(Macherey-Nagel) selon les instructions et conservés à -20°C jusqu’à leur utilisation. 

 

II.C Clonage dans le vecteur plasmidique pcDNA3.1 

 

Le clonage des ADNc est réalisé grâce au kit In-Fusion (Clontech). La quantité et le rapport 

insert/vecteur linéarisé à utiliser lors du clonage sont préalablement déterminés en utilisant 

l’application « Tools for In-Fusion » sur le site web de Clontech. La réaction de clonage se 

réalise à 50°C pendant 15 minutes en présence de « In-Fusion HD Enzyme Premix » (5X, 

Clontech). Les différents plasmides recombinés issus de la réaction sont amplifiés par 

introduction dans les bactéries DH5α chimiquement compétentes selon le protocole du 

fournisseur (InvitrogenTM). Les bactéries sont ensuite étalées sur un milieu LB-agar (Tryptone 

1%, Yeast extract 0.5%, NaCl 10mM, NaOH 2mM, Agar 2%) supplémenté en Ampicilline 

(50µg/ml) afin de sélectionner les bactéries ayant intégré le vecteur recombiné puis elles sont 

incubées dans une étuve à 37°C pendant une nuit. Le lendemain, quelques clones parmi ceux 

ayant poussé en présence d’ampicilline sont isolés (une vingtaine de clones pour chaque 

transformation) sur milieu LB-agar puis analysés par PCR en utilisant les amorces ayant servi 

au clonage et le kit « Go Taq Green Master Mix » (Go Taq DNA Polymerase, Green Go Taq 

Reaction Buffer 2X (pH 8,5), 400µM ATP, 400µM GTP, 400µM TTP, 400µM CTP et 3mM 

MgCl2) (Promega). Les clones bactériens identifiés comme positifs sont ensemencés dans 100 

mL de milieu LB (Tryptone 1%, Yeast extract 0.5%, NaCl 10mM, NaOH 2mM) contenant de 

l’ampicilline afin de réaliser la purification des vecteurs avec le Kit Nucleobond Xtra Midi 

(Macherey-Nagel). Après purification, la concentration des plasmides est mesurée grâce au 

Nanodrop (Thermo Scientific) à une longueur d’onde de 260nm ; la qualité de la préparation 

des vecteurs est évaluée par les rapports A260/A280 et A260/A230 (A : Absorbance). La 

présence de l’insert est confirmée par digestion enzymatique des plasmides recombinés suivie 
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d’une électrophorèse en gel d’agarose 1%. La séquence des inserts est ensuite vérifiée par 

séquençage. Les séquençages sont réalisés par une société externe (GATC Biotech) et les 

séquences sont ensuite vérifiées par alignement grâce au logiciel MultiAlin. 

 

III. Analyses biochimiques 
 

III. A Extractions protéiques 

 

Selon le matériel et l’application en vue, les conditions d’extraction protéiques seront 

différentes : 

 

III.A.1 Extraction pour la caractérisation par SDS-PAGE 

 

Pour les caractérisations par WB, les échantillons de tissus cérébraux humains et murins 

sont traités de la manière suivante : un homogénat tissulaire (en moyenne 70mg de tissu) est 

préparé dans un premier temps, par sonication dans 200 µL de tampon de cryoconservation 

Tris-Sucrose (Tris-HCl 10mM ; Sucrose 0,32M ; pH 7,4) additionné d’un mélange 

d’inhibiteurs de protéases (Complete mini EDTA-free Roches®). Ces homogénats tissulaires 

sont conservés à – 80°C jusqu'à utilisation. Pour les analyses en Western-Blot, 50µL de chaque 

homogénat d’hippocampe sont mélangés avec 50µL du tampon de lyse Ripa (NaCl 150mM ; 

NP40 1% ; Désoxycholate de sodium 0,5% ; SDS 0,1% Tris HCl 50mM ; pH=8,0). De la 

même façon, pour les extraits corticaux humains, 50µL de chaque homogénat sont mélangés 

avec 50µL du tampon de lyse Ripa. Les extraits sont ensuite soniqués (10 coups à 40 hertz), 

homogénéisés pendant 30 min à 4°C et centrifugés pendant 10 minutes à 12 000g à 4°C. Les 

surnageants sont conservés à -80°C jusqu'à utilisation ; leur concentration en protéines est 

estimée par dosage BCA (PIERCE® BCA Protein Assay Kit). 

Pour les lignées cellulaires, les extraits destinés aux WB sont préparés comme suit : les 

cellules en plaques 6 puits sont rincées au PBS et lysées directement, sur glace, par ajout de 

100 µL de tampon Ripa avec inhibiteurs de protéases, soniquées (10 coups à 40 hertz) et 

homogénéisées au moins dix minutes à 4°C pour solubiliser les protéines. Les lysats sont 

ensuite centrifugés à 12000g pendant dix minutes à 4°C. La concentration en protéines est 

estimée par dosage BCA. 
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Pour une série d’expériences, les cellules sont lysées après aspiration du milieu de culture 

par ajout de 90µL de tampon de Laemmli LDS (InvitrogenTM) préchauffé à 100°C, soniquées 

(10 coups à 40 Hertz) et analysées par WB. 

 

III.A.2 Extraction en vue d’immunoprécipitation (IP) 

 

Pour les IP réalisées à partir de tissus cérébraux humains, les homogénats tissulaires repris 

dans le tampon de cryoconservation sont extraits avec du tampon IP (InvitrogenTM) complété 

avec du NaCl 100mM  et des inhibiteurs de protéases (Complete mini EDTA-free Roche®). 

Les échantillons sont soniqués (30 coups à 40 hertz) et centrifugés 5 minutes à 2500g à 4°C. La 

concentration protéique du surnageant est estimée par dosage BCA.  

Les extraits cellulaires destinés pour les IP sont préparés comme suit : les cellules cultivées 

en boites de 75 cm2 sont rincées au PBS, traitées par une solution de Versene (InvitrogenTM) 

pour faciliter la récupération des cellules dans du PBS. Les culots cellulaires sont récupérés 

après une centrifugation à 1200g pendant 6 min, à 4°C. Après aspiration du PBS, chaque culot 

cellulaire est lysé dans 100 µL de tampon IP (InvitrogenTM) complété de : NaCl 100mM ; 

inhibiteurs de protéases. Les échantillons sont soniqués (30 coups à 40 hertz) et centrifugés 5 

minutes à 2600g à 4°C. La concentration protéique du surnageant est estimée par dosage BCA.

  

 

III.A.3 Extraction en vue d’électrophorèse bidimensionnelle 

 

Après rinçage des cellules au PBS, les protéines sont extraites dans le tampon suivant : 

urée : 7M, thiourée : 2M, CHAPS 4%. Les extraits sont ensuite soniqués (10 coups à 40 hertz), 

incubés sous agitation lente pendant 30 minutes et centrifugés 15 minutes à 14 000g à 4°C. Les 

surnageants sont récupérés et dosés par la méthode de Bradford (Bio-Rad). Les échantillons 

sont conservés à -20°C jusqu'à utilisation.  

 

III.B Electrophorèse monodimensionnelle 

 

Les protéines totales des extraits sont séparées en fonction de leur masse moléculaire par 

migration en SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel electrophoresis). Un 

volume des extraits protéiques dosés au préalable est mélangé avec le volume adéquat du 

tampon de dépôt (LDS 4X et agent réducteur 10X (InvitrogenTM)) de manière à avoir une 
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concentration en protéines équivalente entre l’ensemble des échantillons de l’analyse. Le 

mélange est chauffé dix minutes à 100 °C, puis déposé en gel d’acrylamide (gradient 4-12%, 

système NuPage, InvitrogenTM ; gel criterion 4-12%, Bio-Rad). La migration se déroule à un 

voltage constant de 200 volts pendant une heure dans une solution de tampon de migration 

MOPS (InvitrogenTM), Un marqueur de poids moléculaires est également déposé 

(InvitrogenTM). 

 

III.C Electrophorèse bidimensionnelle 

 

Pour l’isoélectrofocalisation (IEF), un mélange de 1,1µL de pharmalytesTM (pH 3-11, G&E 

Healthcare), 2,2µL de DestreakTM (G&E Healthcare) et une pointe de bleu de bromophénol 

(G&E Healthcare) est ajoutée aux homogénats protéiques. Les bandelettes de gels d’IEF 

(Immobiline DryDtrip pH 3-11, G&E Healthcare) sont réhydratées avec l’échantillon toute la 

nuit à température ambiante. Le programme de l’IEF comporte cinq étapes : 1h à 500V en 

palier, 1h à 1000V en gradient linéaire, 2h et 30 minutes à 6000V en gradient linéaire, 1 heure à 

6000V et 10 minutes à 50V. 

La seconde dimension se déroule de la manière suivante : avant la deuxième dimension, les 

bandelettes de gel sont rééquilibrées dans deux bains de 15 minutes contenant : Tris-HCl 

25mM pH 6,8 ; DTT 20mM ; glycérol 10% ; SDS 5% ; bleu de bromophénol 0,05%. Les 

bandelettes sont ensuite déposées à la surface de gels Criterion Bis-Tris 12%. Le tampon de 

migration est du tampon XT MOPS 20X (Bio-Rad). La migration des protéines est réalisée à 

200V pendant 1 heure.  

 

III.D Western-Blot 

 

Après électrophorèse mono- ou bidimensionnelle, les protéines sont transférées sur 

membrane de nitrocellulose (Hybond® ECL, AMERSHAM) à un voltage constant de 30V 

pendant 75 minutes dans un tampon de transfert (Transfer Buffer, InvitrogenTM). L’efficacité 

du transfert est ensuite vérifiée par coloration des protéines au Rouge Ponceau (acide Tri-

chloroacétique 3%, rouge ponceau 0,2%). Après un lavage au TNT (Tris 15 mM pH8 ; NaCl 

140 mM ; Tween20 0,5%), les sites de fixation non spécifiques sont saturés par incubation dans 

une solution de  5% de lait dans le TNT pendant 30 minutes à température ambiante. Les 

membranes sont ensuite incubées en présence de l’anticorps primaire d’intérêt pendant la nuit à 

4°C (Tableau 5). Le lendemain, les membranes sont rincées trois fois dix minutes au TNT , 
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puis incubées pendant 45 minutes avec l’anticorps secondaire couplé à la peroxydase, anti-

immunoglobulines totales de lapin (Vector), de souris (Vector), de chèvres (Vector) ou anti-

IgM de souris (Sigma). Trois rinçages de dix minutes au TNT sont effectués et la révélation est 

réalisée par utilisation du kit ECL (G&E Amersham). L’empreinte du signal est captée soit sur 

un film photosensible soit par acquisition au LAS 3000. La quantification des immuno-

empreintes est réalisée par mesure de la densitométrie via le logiciel ImageJ (Scion Image, 

USA). 

 

 
Tableau 5 : Tableau présentant l’ensemble des anticorps utilisés pendant cette étude. WB : 
western blot, ICC : immunocytochimie, IP : immunoprécipitation 
 

III.E Coloration des protéines à l’argent en vue d’analyse en spectrométrie de masse 

 

Après migration, les gels sont rincés deux fois à l’eau ultrapure pendant 5 minutes. Les 

protéines sont ensuite fixées par incubation du gel deux fois une heure dans le tampon de 

fixation (50% d’éthanol à 96%, 3% d’acide phosphorique à 85%). Deux lavages de vingt 

minutes à l’eau ultrapure sont ensuite effectués, suivis d’un lavage d’une minute au thiosulfate 

(thiosulfate 0,02%). Après un rinçage rapide à l’eau ultrapure, la coloration à l’argent s’opère 

pendant 30 à 45 minutes par incubation dans une solution à l’argent (nitrate d’argent 0,1% ; 

0,024% de formaldéhyde à 37%). Les gels sont rincés avec une solution de carbonate de 

sodium 2,5%. Pour la révélation, les gels sont incubés dans le tampon de révélation (carbonate 

de sodium 2,4% ; 10% de thiosulfate de sodium à 37% ; 0,024% de formaldéhyde à 37%). Dès 

Anticorps Espèce Dilution Application(s) Fournisseur
Tau-Nter Lapin 1/10 000 WB Labo
Tau-Cter Lapin 1/10 000 - 1/1000 WB - ICC Labo

Tau-5 Souris  1/100  IP Invitrogen
pSer199 Lapin 1/2000 WB Labo
PSer396 Lapin 1/10 000 WB Invitrogen
AT180 Souris 1/10 000 WB Pierce
12E8 Lapin 1/1000 WB Labo

!-tubuline (tubuline-totale) Souris 1/1000 - 1/200 WB - ICC Sigma
 !-tubuline acétylée Souris 1/2000 - 1/200 WB - ICC Sigma
!-tubuline tyrosinée Souris 1/1000 WB Sigma
!-tubuline détyrosinée Souris 1/2000 WB Abcam

ß-actine Souris 1/10 000 WB Sigma
GAPDH Lapin 1/10 000 WB Santa Cruz
Lamine-B Chèvre 1/1000 WB Santa Cruz
HDAC6 Lapin 1/1000 WB Cell signaling
!-TAT1 Chèvre 1/1000 WB Santa Cruz
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visualisation des protéines colorées à l’intensité voulue, la révélation est arrêtée par ajout d’une 

solution stop (EDTA 1,82% ; acide acétique 5%). Les bandes d’intérêt sont découpées et 

conservées dans l’eau ultrapure pour traitements ultérieurs en vue d’analyses en spectrométrie 

de masse (analyses réalisées par des collaborateurs, laboratoire de spectrométrie de masse 

biologique et protéomique de l’ESPCI, USR3149 CNRS, Paris). 

 

III.F Immunoprécipitation 

 

L’IP en vue d’analyses en spectrométrie de masse est réalisée avec le kit Dynabead Co-

immunoprécipitation Kit (InvitrogenTM). Deux étapes principales sont effectuées, une première 

étape de couplage de l’anticorps souhaité aux billes magnétiques et la seconde étape dans 

laquelle les extraits protéiques sont incubés avec les anticorps couplés aux billes. 

 Etape 1 : le couplage. Pour les mises au point de l’IP, 1 à 5 mg de billes magnétiques sont 

pesés dans des tubes low-binding (SorensonTM). Les billes sont alors rincées dans 1mL du 

tampon C1 (fourni dans le kit). Les billes sont collectées au fond du tube grâce à un portoir 

magnétique et le tampon C1 est éliminé. Cing µg d’anticorps par mg de billes sont ajoutés aux 

billes avec mélange de tampons C1 et C2 (dans les proportions recommandées par le 

fournisseur) pour un volume final de 500µL. Le mélange billes-anticorps est incubé pendant la 

nuit à 4°C à faible rotation (5 rpm). Le lendemain, les anticorps couplés aux billes sont 

collectés au fond du tube à l’aide du portoir magnétique. Le complexe anticorps-billes est 

soumis à une série de lavages séquentiels avec des tampons distincts (les tampons HB, LB, SB, 

fournis dans le kit) à l’issue desquels il est conservé dans le tampon SB, à 4°C. 

Etape 2 : l’IP. Le complexe anticorps-billes est rincé deux fois dans 400µL de tampon IP. Le 

complexe est ensuite resuspendu dans 300µL d’extraits protéiques d’une concentration de 

1µg/µL en protéines. Le mélange est incubé pendant la nuit à 4°C à faible rotation. Le 

lendemain, le complexe protéines fixées-anticorps-billes est collecté au fond du tube à l’aide du 

portoir magnétique, et le surnageant est récupéré. Il est constitué  de l’ensemble des protéines 

non retenues par le complexe anticorps-billes (la fraction NR). Une série de 3 à 10 lavages est 

réalisée pour éliminer les protéines fixées de manière non spécifique au complexe anticorps-

billes. Seul le surnageant issu du premier lavage est récupéré pour analyses (la fraction L). 

L’étape d’élution est réalisée par ajout de 50µL à 200µL de tampon EB (tampon fourni dans le 

kit, pH 2,8). Cette étape permet d’éluer les protéines fixées de manière spécifique sans 

décrocher de manière importante les anticorps des billes, la fraction collectée est appelée 

fraction IP (ou éluât), le complexe billes-anticorps issu de l’étape d’élution constitue la fraction 
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B conservée pour analyser l’efficacité d’élution. Les différentes fractions récupérées sont 

mélangées volume à volume avec le tampon de dépôt 2X (LDS + agent réducteur). L’efficacité 

de l’IP est évaluée ensuite par analyse des différentes fractions par WB.  

Un deuxième système d’IP a été utilisé, le système True-Blot (eBioscience) : 300 µg de 

protéines extraites de la même manière que précédemment sont incubés avec la quantité 

d’anticorps souhaitée (5 µg environ) et 30 µL de la suspension d’anticorps secondaire couplé 

aux billes d’agarose TB (anti-IgG de souris ou anti-IgG de lapin en fonction de l’origine de 

l’anticorps primaire) pendant la nuit à 4°C à faible rotation (5 rpm). Le lendemain la fraction 

NR est récupérée suite à une centrifugation à 2200 g pendant une minute. Les 

immunocomplexes sont lavés trois fois pour éliminer les fixations non spécifiques (fraction L) 

avec le tampon IP. Le complexe bille-anticorps-protéines d’intérêt est repris à la suite du 

dernier lavage dans 50µL de tampon de dépôt 2X. Les échantillons sont ensuite chauffés à 

100°C pendant 10 minutes pour analyser l’efficacité de l’IP. 

Pour le WB,  l’anticorps secondaire couplé à la peroxydase utilisé provient du système True 

Blot. L’intérêt de ce dernier est qu’il ne reconnaît que les anticorps conformationnels. Ainsi, les 

anticorps utilisés pour l’immunoprécipitation ne seront donc pas détectés lors de 

l’immunoréactivité car ils ont été dénaturés par chauffage à 100°C en présence d’agent 

réducteur.  

 

III.G Fractionnement microtubulaire 

 

Les cellules en culture sont rincées avec le tampon microtubulaire préchauffé à 37°C (Pipes 

80mM pH 6,8, EGTA 1mM, MgCl2 1mM, Glycérol 30%) puis lysées avec ce même tampon 

supplémenté en Triton X100 0,1% et inhibiteurs de protéases. Les lysats sont ensuite 

ultracentrifugés à 27°C pendant 18 minutes à 100 000g  (Optima TL Ultracentrifuge, 

BECKMAN). Les surnageants sont récupérés et constituent la fraction cytosolique contenant 

les protéines Tau non liées aux microtubules. Les culots sont lavés par reprise dans le tampon 

de lyse et resoumis à la même ultracentrifugation, le surnageant est éliminé et le culot, 

correspondant à la fraction microtubulaire, est resuspendu avec le tampon Ripa dans un volume 

équivalent à celui de la fraction cytosolique. Les échantillons sont ensuite soumis aux ultrasons, 

homogénéisés à 4°C pendant 1 heure. Ensuite, la fraction cytosolique est dosée grâce au Kit 

BCA afin de déposer la même quantité de protéines dans les fractions cytosoliques de chaque 

échantillon. Le volume utilisé pour déposer les culots est identique à celui des fractions 

cytosoliques. Le même protocole est réalisé pour le fractionnement à partir des cellules traitées 
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au Nocodazole à une concentration de 10µM, pendant 10 minutes. 

 

III.H Fractionnement nucléaire 

 

 Les cellules en cultures sont rincées au PBS et lysées dans le tampon suivant : Tris-HCl 

50mM pH7,5 ; NaCl 150mM ; EDTA 5mM ; Glycérol 10%, puis, les lysats sont incubés sur 

glace pendant 15min. Les extraits sont ensuite centrifugés à 3000g pendant 5min à 4°C. Le 

surnageant correspond à la fraction cytoplasmique. Le culot correspond à la fraction nucléaire. 

Tous deux sont lavés deux fois. La fraction cytosolique est dosée grâce au Kit BCA afin de 

déposer la même quantité de protéines dans les fractions cytosoliques de chaque échantillon. Le 

volume utilisé pour déposer la fraction nucléaire est identique à celui des fractions 

cytosoliques. 

 

III.I Dosage d’activité HDAC 

 

 Pour doser l’activité enzymatique d’HDAC6, les extraits cytoplasmiques dosés préparés 

précédemment sont utilisés comme suit : 10 µg d’extraits protéiques sont incubés dans une 

plaque 96 puits avec les solutions du kit HDAC-GloTM I/II (Promega) préparées en suivant le 

protocole fourni. Le mélange réactionnel est laissé 30 minutes à température ambiante et les 

résultats sont obtenus par mesure de la luminescence émise à l’aide du lecteur de microplaque 

Mithras LB-940. La tubacine (Sigma), inhibiteur spécifique d’HDAC6, est utilisée comme 

contrôle positif d’inhibition à une concentration de 1µM. 

 

IV. Imagerie cellulaire par microscopie confocale 
 

 Pour l’ensemble des expériences en vue d’imagerie confocale, les cellules ont été 

ensemencées dans des chambres de culture LAB-TEK (BD BioScience) préalablement coatées 

avec une solution de poly-D-lysine (Sigma). Deux jours après transfection, les cellules, traitées 

ou non à la cytochalasine-B ou au nocodazole, sont rincées au PBS et directement fixées au 

méthanol froid à -20°C pendant 20 minutes. Après deux rinçages au PBS, les cellules fixées 

sont perméabilisées avec du PBS et du Triton-X100 à 0,2% pendant 10 minutes. Après 

saturation pendant 45 minutes avec une solution de saturation (PBS sérum albumine bovine 

2%), les immunocytochimies sont réalisées à l’aide des anticorps (Tableau 5 pour les 

conditions d’utilisation). Les marquages sont révélés avec des anticorps secondaires chèvre 



Matériels & Méthodes 

! 90 

anti-lapin IgG (H+L) couplés avec des Alexa Fluor®488 ou Alexa Fluor®468 (Molecular 

Probes). Le milieu de montage utilisé pour les lames est le milieu Vectashield (Vector) avec 

DAPI. Les lames sont analysées par imagerie avec un microscope confocal Zeiss LSM710. Les 

images présentées ont été obtenues par observation à un grossissement X40 et correspondent à 

un ensemble de couches espacées de 1µM, dans l’axe z, rassemblées par MIP (Maximum 

Intensity Projection). 

 

V. Analyse protéomique 
 

L’ensemble des expériences et des analyses protéomiques a été réalisé au sein de 

l’ESPCI au laboratoire de spectrométrie de masse biologique, USR3149 CNRS, en 

collaboration avec Yann Verdier, Giovanni Chiappetta et Joëlle Vinh. 

 

V.A Digestion en gel 

 

Les bandes découpées à partir du gel coloré à l’argent sont lavés avec de l’eau milliQ puis 

de l’acétonitrile 100%, avant d’être séchées au speedvac.!Les protéines sont ensuite réduites par 

incubation 30 min à 56°C avec 100 µL d’une solution de Dithiothréitol 10 mM (Sigma) ; 

NH4HCO3 50mM (Sigma) ; et après un lavage avec de l’acétonitrile, réduites par incubation 

20 min dans le noir avec 100 µL d’une solution d’Iodoacétamide 55mM (Sigma) ; NH4HCO3  

50mM. Après un lavage avec un volume de NH4HCO3 50mM pendant  10 min, sous agitation, 

suivi de deux lavages avec de l’acétonitrile 100%, les morceaux de gel sont recouverts d’une 

solution de trypsine (Roche)  à 12,5 ng/µL dans du NH4CO3 25mM ; CaCl2  5mM. La 

digestion est réalisée par incubation 16h à 37°C. Après inactivation de la trypsine avec de 

l’acide formique 5%, les peptides sont ensuite extraits du gel avec de l’acide formique 5% puis 

de l’acétonitrile. Les surnageants contenant les peptides sont regroupés, séchés au speed vac, et 

repris dans une solution d’acide formique 1%. Les peptides sont ensuites désalés et concentrés 

sur une micro-colonne C18 ZipTip (Millipore), en respectant le protocole du fournisseur. 

L’éluat est de nouveau séché au speed vac, et repris dans 3 µL d’une solution H2O/AF 0,1%. 

 

V.B Marquage des fonctions amines primaires 

 

 Après décongélation, les échantillons protéiques obtenus après élution sont réduits par 

addition de 50 µL de DTT 10 mM et incubation 2h à 37°C, puis traités avec 50 µL de 
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idoacétamine 50 mM et incubation 30 min dans le noir. Le pH est ensuite ajusté à 8 avec 18 &L 

de Tris HCl 1,5M pH 8,8 ; et le marquage est réalisé avec 100 &L de dansyl (à 5 &g/&L dans 

l’acétonitrile) ou à la biotine (à 5 &g/&L dans du diméthyle forfamide) et incubation 2h à 37°C. 

Le dansyl est éliminé par filtration à travers une colonne Amikon (Millipore, cut off 10 kDa) 

par centrifugation 15 min à 12000g puis l’échantillon est lavé deux fois avec 800 &L de 

bicarbonate d’ammonium 50 mM (centrifugation dans les mêmes conditions). La biotine est 

neutralisée par ajout d’une solution d’hydroxylamine à 50% 200nM. Les protéines sont 

récupérées dans un volume de 60 &L et digérées par la trypsine (Roche®) ou par l’Asp-N ; 3 

&L d’enzyme à 40 ng/&L (Roche®) pendant une nuit à 37°C.  

Dans le cas d’échantillons dansylés (échantillons cellulaires) : le dansyl est éliminé par filtation 

à travers une colonne Amikon (Millipore, cut off 10 kDa) par centrifugation 15 min à 12000g 

puis l’échantillon est lavé deux fois avec 800 &L de bicarbonate d’ammonium 50 mM. 

Dans le cas d’échantillons biotinylés (échantillons tissulaires) : les échantillons sont dilués dans 

270 &L de PBS et incubés 1h à température ambiante avec de la streptavidine fixée sur des 

billes d’agarose (Pierce, ref RJ1550). Après une centrifugation et élimination du surnageant 

(fraction « unbound »), les billes sont recouvertes de 150 &L de DTT 10 mM, pendant 30 min à 

température ambiante, et acidifiées avec 10 &L d’AF à 50%.Deux &L de l’échantillon sont 

injectés dans la chaine « Mérapi ». 

 

IV.C Analyses LC-MS/MS 

 

Les séparations chromatographiques sont réalisées sur une colonne C18 75&m 15cm avec un 

gradient acétonitrile selon une méthode optimisée : méthode GradDionex 50%B UDP6 

6mindes 60min A B (start 0%) flush 11524, sur la Chaine « Merapi » (Dionex U3000), avec 

A= 2% AcN, 0.1% acide formique et B= 80%AcN, 0.1%acide formique (Figure 28). 

 

Figure 28: Méthode de séparation 
chromatographique en gradient d’acétonitrile. 
A= 2% AcN, 0.1% acide formique et B= 80%AcN, 
0.1%acide formique. 
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La méthode d’acquisition en spectrométrie de masse est une méthode en data dépendant 

acquisition dite en top 7, avec exclusion dynamique, où les spectres MS/MS sont sauvegardés 

en mode LTQ centroid.  

 

IV.D Interrogation des banques 

 

Les acquisitions sont retraitées avec le logiciel Proteome Discoverer v. 1.3.0.339 qui permet de 

réaliser des recherches à l’aide du moteur de recherche Mascot v.2.2.04 (Matrixscience) en 

utilisant les paramètres suivants : 

Banque : banque maison « Tau » contenant la séquence de 6 isoformes de Tau humaines, et 

celle de la trypsine et de l’Asp-N ; Banque Swiss Prot. 

Enzymes : semi-trypsique ; semi-Asp-N 

Peptide mass tolérance : ±5 ppm 

Fragment mass tolérance : ±0.5 Da 

Sites de clivage manqués : 1 

Modifications variables : Carbamidométhyl, oxidation, pyroGlu N-term, Acetyl N-term, thio-

propionitation/dansylation et phosphorylation. 

 

IV.E Analyses SRM pour « selected monitoring reaction » 

 

 Afin d’avoir une estimation quantitative de la quantité de peptides, des peptides standards 

marqués aux acides aminés lourds (Heavy peptide AQUA Basic, ThermoFisher Scientific) sont 

utilisés. Les peptides standards ont été repris à une concentration de 100 pmol/µL et stockés à -

80° jusqu’à utilisation. Ils sont ensuite dilués 200 fois, et 1 µL de cette solution est mélangé à 5 

µL d’échantillon préparé comme précédemment. 

 Les séparations chromatographiques sont réalisées sur une colonne C18 75µm 15cm avec un 

gradient acétonitrile selon la méthode précédemment décrite sur la Chaîne « Merapi » (Dionex 

U3000). Les analyses sont réalisées sur un spectromètre de masse Vantage (Thermofisher 

Scientific). Les acquisitions sont retraitées par le logiciel PinPoint. 

 

V. Analyses statistiques 
 

Les données sont exprimées en tant que moyenne ± erreur type. Les résultats ont été 

analysés par one-way ANOVA suivi d'un test post-hoc LSD Fisher, grâce aux logiciels Prism 
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(Graph Pad Software Inc., USA). 
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Chapitre 1 : Identification de nouveaux sites de clivage de 

la protéine Tau par une approche protéomique 

 

 

La caractérisation biochimique des agrégats de protéine Tau retrouvés au sein de tissus 

cérébraux de patients atteints de la MA révèle l’existence de tout un panel de fragment de 

troncation amino- et carboxy-terminaux. Parmi cet ensemble de fragments, seuls deux sites de 

clivage carboxy-terminaux, les résidus Glu391 et Asp421, ont été identifiés et validés par des 

approches immunologiques (Novak et al., 1993; Gamblin et al., 2003b; Rissman et al., 2004). 

La nature des autres sites de clivage et les conséquences cellulaires associées à leur génération 

restent inconues. Déterminer l’identification de ces sites de clivage constitue donc un prérequis 

nécessaire pour étudier l’implication de ces fragments amino- et carboxy-terminaux dans la 

biologie et la physiopathologie de la protéine Tau.  

 Ce premier chapitre des résultats est dédié à l’ensemble des travaux qui ont permis 

d’aboutir à l’identification d’une vingtaine de sites de clivage amino-terminaux au sein de 

tissus cérébraux humains. Dans une première partie, le développement du protocole 

expérimental réalisé à partir de lignées cellulaires sera exposé. Puis, dans une seconde partie, 

les résultats obtenus à partir de tissus cérébraux humains seront présentés. 

 

I. Comment identifier des sites de clivage ?  
 

Principalement deux sites de clivage ont été identifiés sur la protéine Tau, les sites carboxy-

terminaux Glu391 et Asp421. D’autres sites, qui restent encore être validés dans plusieurs 

études, ont également été identifiés. Il existe plusieurs approches pour identifier ces sites de 

clivage. L’une d’entre elles est basée sur des cartographies immunologiques auxquelles 

s’ajoute la connaissance des séquences consensus d’une protéase impliquée dans la troncation 

de Tau et sur le développement d’un outil immunologique spécifique du site de clivage 

d’intérêt pour rechercher la présence du site in situ. Cette approche a notamment été utilisée 

pour identifier les sites carboxy-terminaux Asn368, Asp402 et Asp421 (Gamblin et al., 2003b; 

Guo et al., 2004; Rissman et al., 2004; Zhang et al., 2014). Les principales limites ici 

demeurent d’une part dans la connaissance des protéases impliquées dans la troncation et 

d’autre part dans leur séquence consensus (si elles en possèdent une) afin de générer l’outil 

immunologique. 
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Une autre approche a également été utilisée pour identifier notamment les sites Glu391 et les 

sites indépendants de protéolyse enzymatique : les résidus Asp255, Asp265, Asp296 et 

Asp327. Les fragments de troncation de Tau étant systématiquement associés à un contexte 

pathologique, quelques travaux ont tiré avantage de l’insolubilité des agrégats de Tau qui 

contiennent ces espèces tronquées pour les purifier et pour utiliser des approches de 

spectrométrie de masse afin d’identifier des sites de clivage (Wischik et al., 1988; Watanabe et 

al., 1999; 2004; Zilka et al., 2012). Cette approche a l’avantage de partir sans à priori vis-à-vis 

de sites consensus d’une protéase mais elle exclut l’existence de fragments solubles et/ou 

physiologiques. De façon générale, les sites de clivage identifiés sur la protéine Tau sont des 

sites carboxy-terminaux. Les quatre sites amino-terminaux identifiés, Asp25, Ala125, Thr169 

et Glu187, résultent d’études « case report » et leur validation requiert des travaux 

supplémentaires. C’est dans ce contexte que nous avons choisi d’utiliser une approche 

protéomique nous permettant ; 1) de s’affranchir de la connaissance de la séquence 

consensus d’une protéase potentielle ; 2) de ne pas se cantonner à l’aspect pathologique de 

la troncation en travaillant uniquement sur des protéines Tau purifiées à partir d’agrégats ; 3) 

d’identifier de nouveaux sites de clivage amino-terminaux. 

 

L’approche développée (Figure 29) consiste en une étape d’enrichissement par immuno-

précipitation (IP) de la protéine Tau et de ses fragments à l’aide de l’anticorps Tau-5 dont 

l’épitope de reconnaissance est médian à la protéine Tau (résidus 218-225) (Porzig et al., 

2007). L’étape suivante vise à marquer par dansylation ou biotinylation au niveau de leur 

extrémité amino-terminale les espèces de Tau immunoprécipitées afin d’identifier les sites de 

clivage par couplage LC-MS/MS (Liquid Chromatography coupled to tandem Mass 

Spectrometry) (Chiappetta et al, 2010). Ce marquage a pour but d’augmenter la détectabilité 

des peptides présentant des fonctions amines primaires libres et de les enrichir par 

chromatographie d’affinité. Ces approches de spectrométrie de masse (les modifications 

chimiques et les analyses en spectrométrie de masse) sont réalisées en collaboration avec les 

docteurs Yann Verdier, Giovanni Chiappetta et Joëlle Vinh (laboratoire de spectrométrie de 

masse biologique et protéomique de l’ESPCI, Paris). Après marquage, les produits d’IP sont 

soumis à une digestion enzymatique via l’utilisation de la trypsine (qui génère des peptides 

présentant des résidus lysine ou arginine carboxy-terminaux) ou de l’Asp-N (qui génère des 

peptides présentant un résidu aspartate amino-terminal). Après digestion, une séparation 

chromatographique permet d’enrichir, via le marquage des fonctions amines primaires, les 

peptides marqués. L’analyse LC-MS/MS permet finalement d’identifier les sites de clivage 
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amino-terminaux par détection des peptides qui présentent une fonction amine primaire 

marquée. 

 

 
Figure 29 : Approche développée pour identifier les sites de clivage amino-terminaux de Tau. 
Après leur caractérisation, les fragments de protéolyse de Tau sont enrichis par immunoprécipitation 
(IP) pour être ensuite marqués et digérés. Les peptides digérés sont enrichis sur colonne d’affinité et 
sont ensuite analysés par chromatographie en phase liquide couplée à un spectromètre de masse (LC-
MS/MS). 
 

Cette approche débute par une caractérisation générale des fragments de troncation de Tau 

présents dans le tissu cérébral humain mais également dans un modèle cellulaire de 

surexpression de Tau qui présentant des fragments de troncation de Tau. En effet, bien que la 

finalité de cette approche soit d’identifier l’acide aminé amino-terminal des fragments de 

troncation de Tau à partir de tissus cérébraux humains, l’ensemble des mises au point requises 

afin d’optimiser chacune des étapes a été réalisé à partir d’un modèle cellulaire.   

 

II. Identification de sites de clivage à partir d’une lignée cellulaire 
 

La stratégie utilisée pour caractériser les fragments de troncation de Tau au sein d’un 

modèle cellulaire est l’analyse par WB utilisant des anticorps qui ciblent des régions distinctes 

de la protéine Tau, notamment les extrémités amino-terminales grâce à l’anticorps Tau-Nter 

(visualisation des formes tronquées au niveau carboxy-terminal) et carboxy-terminales grâce à 

l’anticorps Tau-Cter (visualisation des formes tronquées au niveau amino-terminal). Il s’agit 

d’anticorps polyclonaux dirigés respectivement contres les dix-neuf premiers acides aminés de 

Tau (Tau-Nter) ou les quinze derniers (Tau-Cter) (Sergeant et al., 1997). 

Caractérisation biochimique d’extraits cellulaires et tissulaires  

Enrichissement des fragments de troncation par IP (Tau-5: 218-225) 

Marquage des amines primaires par dansylation ou biotinylation 

Digestions enzymatiques à la trypsine (Lys et Arg carboxy-terminales) et Asp-N (Asp amino-terminal) 

Enrichissement des peptides marqués sur les fonctions amines primaires par colonne d’affinité 

Résultats par analyse LC-MS/MS  
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II.A Caractérisation de la troncation de Tau in cellulo  

 

Le modèle cellulaire choisi pour mettre au point l’ensemble des étapes est un modèle de 

neuroblastome humain surexprimant l’isoforme 1N4R de Tau de façon inductible et présentant 

des fragments de troncation de Tau. Il s’agit de la lignée cellulaire SH-SY5Y. A l’instar des 

modèles cellulaires décrits dans la littérature, et à l’inverse des modèles murins transgéniques, 

la surexpression cellulaire de protéines Tau sauvages ou mutées ne s’accompagne pas de 

phosphorylation anormale ni d’agrégation (Bretteville et al., 2009). L’utilisation de ces 

modèles est donc intéressante pour caractériser la troncation de Tau indépendamment de sa 

phosphorylation pathologique et de son agrégation, mais surtout pour permettre de mettre au 

point les différentes étapes expérimentales préalables à des analyses sur tissus cérébraux. 

Des extraits de cellules Tau-WT, Tau-P301S, mutation décrite dans les DFTP-17 

(Dumanchin et al., 1998; Spillantini and Goedert, 2013)  et Mock (lignée contrôle possédant le 

vecteur plasmidique inductible sans transgène) traitées pendant 48 heures à la tétracycline pour 

induire l’expression du transgène ont été utilisés pour caractériser le profil de troncation de 

Tau. Les résultats obtenus avec les anticorps dirigés contre les parties amino- et carboxy-

terminales de Tau révèlent la protéine Tau intacte sous forme d’une immuno-empreinte de 

masse moléculaire apparente d’environ 58kDa (Figure 30). Toutefois, il faut noter que l’affinité 

de l’anticorps Tau-Nter est inférieure pour Tau-P301S exprimée dans la lignée par rapport à la 

Tau–WT, expliquant la différence d’immuno-réactivité observée avec cet anticorps entre les 

deux lignées cellulaires. Les  résultats indiquent la présence de formes tronquées au sein des 

deux lignées cellulaires surexprimant Tau. Le profil obtenu avec l’anticorps Tau-Cter présente 

des différences quantitatives et qualitatives entre les 2 lignées cellulaires, qui peuvent 

s’expliquer par la présence de la mutation. Ces résultats mettent donc en évidence l’existence 

de deux fragments amino-terminaux majeurs, reflet d’un clivage carboxy-terminal et d’une 

multitude de fragments carboxy-terminaux. Ceci suggère que le domaine amino-terminal de 

Tau est plus sensible à la protéolyse que son domaine carboxy-terminal. 
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Figure 30: Figure représentative de la 
caractérisation par WB de la troncation de 
Tau dans les lignées cellulaires surexprimant 
Tau. 10&g de protéines extraites à partir de 
cellules dites « contrôle » (Mock), Tau-WT et 
Tau-P301S ont été analysés par WB. La protéine 
Tau intacte est révélée avec l’anticorps Tau-Nter 
(A) ou avec l’anticorps Tau-Cter (B) à faible 
exposition ou à exposition plus forte pour 
visualiser les formes tronquées. La GAPDH est 
utilisée comme contrôle de charge sur la même 
membrane. 
 
 

 

 

 
II.B Enrichissement de la protéine Tau et de ses fragments par IP 

 

Pour augmenter nos chances d’identifier des sites de clivage des fragments de troncation de 

Tau, des mises au point d’un protocole de purification de la protéine Tau et de ses fragments 

par immunoprécipitation, qui serait optimal pour une identification par spectrométrie de masse 

(SM), ont été entreprises à partir de la lignée cellulaire de surexpression de la protéine Tau 

sauvage caractérisée précédemment. Les IP ont été réalisées en utilisant un système de billes 

magnétiques adapté pour des purifications en vue d’analyses par SM (Dynabead Co-

immunoprécipitation Kit).  Les mises au point de cette étape d’enrichissement par IP ont 

notamment pour but d’évaluer la quantité de matériel protéique optimale pour une détection en 

LC-MS/MS et d’optimiser les étapes clés de l’IP : 

 -l’étape du couplage de l’anticorps servant à l’IP avec un système de billes magnétiques. 

 -l’étape d’IP en elle même dans laquelle il faut estimer la quantité de protéines idéale à 

incuber avec le complexe billes-anticorps. 

  Les IP ont été naturellement envisagées avec les anticorps utilisés pour la caractérisation 

Tau-Nter et Tau-Cter. 

 

En ce qui concerne l’étape de couplage, des quantités croissantes d’anticorps par mg de 

billes magnétiques ont été utilisées. L’efficacité du couplage, qui se définit donc par la liaison 

de l’anticorps avec les billes magnétiques, a été testée en analysant, après électrophorèse et 

coloration à l’argent, la répartition des chaînes lourdes et légères des immunoglobulines entre 

les différentes fractions générées lors du couplage : la fraction couplée aux billes (récupérées à 

la suite de nombreux lavages), la fraction des lavages et la fraction non retenue (récupérée à la 
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suite de l’incubation anticorps/billes). A l’issue des différentes analyses (résultats non 

montrés), la condition retenue est celle de 5µg d’anticorps par mg de billes. Les mises au point 

de l’IP ont été réalisées en variant la quantité et la concentration des protéines, provenant des 

lysats de cellules Tau-WT ou Tau-P301S. Dans une partie des expériences, les cellules 

contrôles (TO) ont également été utilisées pour valider la spécificité des protéines purifiées.  

 

L’efficacité de l’IP, qui se définit par la capture de la protéine Tau et de ses fragments, est 

évaluée par analyse WB de la répartition des protéines Tau dans les 4 fractions générées lors du 

protocole expérimental : la fraction NR (pour Non Retenue) contient les protéines de l’extrait 

non captées par les anticorps couplés aux billes ; la fraction L (pour Lavage), dans laquelle sont 

retrouvées les protéines qui auraient pu se fixer de manière non spécifique au complexe billes-

anticorps; la fraction IP qui contient les protéines captées spécifiquement par l’anticorps ; la 

fraction B (pour Billes) est composée des billes et des anticorps qui y sont restés couplés, et 

potentiellement les protéines non éluées.  

L’ensemble des résultats des différentes mises au point s’est révélé négatif (non montré). En 

effet, l’analyse de la fraction IP montrait que ni la protéine Tau intacte ni ses formes tronquées 

n’étaient captées par les anticorps Tau-Nter et Tau-Cter utilisés. La protéine Tau et ses 

fragments se retrouvaient dans la fraction NR. Ceci nous a amené à envisager la possibilité que 

ces deux anticorps Tau-Nter et Tau-Cter utilisés, qui sont fonctionnels en WB, ne soient pas 

immunoprécipitants, sans exclure la possibilité que le problème soit lié au système 

d’immunoprécipitation utilisé. Ainsi, les anticorps Tau-Nter et Tau-Cter ont été utilisés avec un 

autre système d’IP (TrueBlot). Ce système n’est pas adapté à des purifications en vue 

d’analyses par SM mais a été validé au sein de l’équipe pour des IP de Tau en vues d’analyses 

par WB. Un autre anticorps validé pour l’application IP a été également utilisé, l’anticorps Tau-

5. Les résultats obtenus montrent clairement que les anticorps Tau-Cter (non montré) et Tau-

Nter ne sont pas immunoprécipitants, à l’inverse de l’anticorps Tau-5. (Figure 31). Au vu de 

ces résultats, l’IP ne peut donc être réalisée avec les anticorps Tau-Nter et Tau-Cter. De 

manière encourageante, ces résultats montrent d’un autre côté que même si une partie des 

protéines d’intérêt se trouve dans la fraction non retenue lorsque l’IP est réalisée avec Tau-5, la 

forme intacte de Tau et des fragments de troncation caractéristiques qui sont détectés avec 

l’anticorps Tau-Nter sont retrouvés dans la fraction IP ce qui valide l’utilisation de l’anticorps 

Tau-5. Ainsi, les mises au point et l’ensemble des enrichissements réalisés pour identifier 

des sites de clivage de Tau sont basés sur l’utilisation de l’anticorps monoclonal Tau-5, 

qui reconnaît une région centrale de Tau (région comprise entre les résidus 218-225). 
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Figure 31: Analyses par électrophorèse des immunoprécipitations Tau-Nter et Tau-5 à partir 
d’extraits de cellules Tau-WT. Dans chaque condition, un aliquot de fraction NR, L et IP est analysé 
en WB avec l’anticorps Tau-Nter. Ces échantillons proviennent d’IP-Tau-Nter par système 
« Dynabreads » (Mag ; pistes 1, 2 et 3), IP-Tau-Nter en système True-Blot (TB ; pistes 4, 5, et 6), IP-
Tau5 en système TB (pistes 7, 8 et 9). Un aliquot des même fractions dérivant d’une IP-Tau-Nter 
système True-Blot à partir de TO est également analysé (TB ; pistes 10, 11 et 12). 
 

De nouvelles IP ont été mises en place en utilisant des quantités de billes magnétiques et de 

matériel protéique plus importantes, tout en gardant le rapport quantité de protéines/complexe 

billes-anticorps de la condition établie comme optimale, ceci afin de purifier Tau et surtout ses 

fragments en quantité suffisante. La fraction IP ainsi que des échantillons des autres fractions 

de l’IP ont été analysés après électrophorèse par WB et par coloration à l’argent suivie d’une 

analyse en SM (Figure 32).  

La caractérisation des produits d’IP par WB montre que l’approche permet d’enrichir, en 

plus de la protéine Tau intacte, des fragments de troncation amino- et carboxy-terminaux 

(Figure 32 A et B). Sans surprise, certains fragments carboxy-terminaux qui possèdent une 

faible masse moléculaire apparente sont retrouvés dans la fraction NR car ils ne contiennent 

pas l’épitope reconnu par l’anticorps Tau-5. Cet enrichissement en fragments de troncation de 

Tau a par ailleurs été confirmé par l’analyse LC-MS/MS de bandes colorées à l’argent obtenues 

après migration électrophorétique et coloration à l’argent de la fraction d’IP (Figure 32 C et D). 

La coloration à l’argent révèle que l’extrait total qui renferme l’ensemble des protéines de 

l’extrait présente comme attendu une multitude de bandes protéiques. Au niveau de la fraction 

IP, un certain nombre de bandes sont visualisées, dont celles correspondant aux chaînes lourdes 

et légères des immunoglobulines. Dans chacune des bandes analysées (allant de 26 à 100 kDa), 

des peptides amino- et carboxy-terminaux de Tau ont été retrouvés, que ce soit dans des masses 

moléculaires faibles ou plus importantes suggérant que Tau serait présente sous forme de 
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complexes. L’ensemble des séquences peptidiques retrouvées dans chacune des bandes est 

présenté en annexes (annexe I).  

 

Figure 32: Caractérisation par WB et par LC-MS/MS après coloration à l’argent des produits 
d’IP de Tau surexprimée dans la lignée SH-SY5Y. Immuno-empreintes de la protéine Tau et des 
fragments de protéolyse de Tau après enrichissement par immunoprécipitation avec l’anticorps Tau-5 
révélée à l’aides des anticorps Tau-Nter (A) et Tau-Cter (B) dans les fractions NR (non retenue), L 
(lavage), et IP. (C) Coloration à l’argent d’extraits totaux (Input) de protéines extraites à partir de lysats 
de cellules SH-SYSY surexprimant Tau et des produits d’immunoprécipitation (IP) . (D) Tableau des 
recouvrements de séquences de Tau obtenus après analyses LC-MS/MS de chacune des empreintes 
argentées (% établi sur l’isoforme 1N4R de Tau). 
 

Ces résultats démontrent que les conditions expérimentales mises au point permettent 

d’enrichir Tau et ses fragments de troncation et que l’approche est compatible avec des 

analyses en LC-MS/MS.  

 

II.C Analyses LC-MS/MS 

 

L’analyse LC-MS/MS de la fraction d’IP colorée à l’argent après migration 

électrophorétique montre que les conditions d’enrichissement des fragments de troncation de 

Tau sont compatibles avec une approche par SM. De plus, cette coloration à l’argent nous a 
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permis de caractériser l’ensemble de la fraction d’IP sur gel après migration électrophorétique. 

Néanmoins, elle n’est pas nécessaire pour la suite notre approche puisque la fraction d’IP peut 

être directement marquée après élution. Ce marquage consiste à greffer au niveau des fonctions 

amines primaires un groupe rapporteur. Pour les expériences réalisées à partir du modèle 

cellulaire, le groupe rapporteur est le dansyl. Les immuno-précipitats marqués ont ensuite été 

protéolysés. Systématiquement, deux digestions par échantillon sont réalisées en parallèle via 

l’utilisation de la trypsine et de l’Asp-N. Les peptides générés sont ensuite séparés par 

chromatographie et analysés par spectrométrie de masse en tandem. Les acquisitions sont 

traitées avec le logiciel Proteome DiscovererTM qui permet de réaliser des recherches à l’aide 

du moteur de recherche Mascot. Les données expérimentales sont ensuite confrontées à une 

banque de donnée ne contenant que la protéine Tau (pour accélérer les analyses relatives 

uniquement aux peptides de Tau) et une banque de donnée englobant le protéome humain. 

L’identification se base sur une comparaison entre les spectres expérimentaux et les données 

théoriques à disposition. Plusieurs expériences indépendantes d’IP suivies du marquage au 

dansyl et d’analyses LC-MS/MS ont été réalisées afin d’identifier l’acide aminé amino-terminal 

des fragments de troncation de Tau. Le bilan de l’ensemble de ces expériences est présenté 

sous forme de tableaux.  

  

Les résultats des analyses LC-MS/MS des produits d’IP obtenus à partir de cellules SH-

SY5Y surexprimant Tau démontrent l’existence d’une multitude de peptides. Dans nos 

expériences, un recouvrement de séquence de Tau variant de 85 à 95% était obtenu, environ 

350 peptides de Tau ont été détectés, parmi lesquels 38 présentaient une modification amino-

terminale dont 18 dansylation (soit 5%). En fonction de la séquence en acides aminés des 

peptides détectés, nous avons établi une classification des différents types de peptides 

retrouvés: 

- Des peptides tryptiques ou Asp-N qui présentent ou non une dansylation amino-

terminale.  

- Des peptides non tryptiques ou non Asp-N avec ou sans dansylation amino-

terminale.  

- Des peptides présentant une modification amino-terminale autre que la 

dansylation. 
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II.C.1 Les peptides tryptiques et Asp-N amino-dansylés et non amino-dansylés 

 

Les peptides tryptiques se définissent comme des peptides présentant soit un résidu Lys, soit 

un résidu Arg, au niveau de leur extrémité carboxy-terminale, et l’acide aminé qui précède le 

résidu amino-terminal dansylé ou non est également une Lys ou une Arg. Les peptides Asp-N 

se définissent comme des peptides présentant un résidu Asp, dansylé ou non, au niveau de leur 

extrémité amino-terminale.  

Nous allons débuter notre analyse par une série de peptides tryptiques qui présentent tous 

une dansylation amino-terminale liée à l’étape du marquage, reflétant donc un site de clivage 

amino-terminal (Tableau 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Tableau 6: Peptides tryptiques amino-dansylés obtenus à partir des produits d’IP de cellules 
surexprimant la protéine Tau. Les séquences peptidiques présentées ci-dessus présentent un 
groupement dansyl au niveau amino-terminal (N-Term(Dansyl)) et peuvent être bi- ou tri-chargés. 
Certains peptides peuvent être phosphorylés (Phospho) ou oxydés par un groupement 
carbamidomethyle (Carbamidomethyl) lié au protocole expérimental. Les peptides ne possédant pas de 
résidus lysine ou arginine carboxy-terminaux apparaissent en bleu. Le peptide surligné en bleu est un 
peptide retrouvé également avec une digestion Asp-N. MH+ : masse moléculaire du peptide ionisé. 

 

Potentiellement, tous les résidus dansylés présents au niveau amino-terminal de ces peptides 

obtenus après digestion à la trypsine sont des sites de clivage. L’analyse basée sur la structure 

primaire de Tau nous révèle que ces résidus amino-dansylés sont tous précédés par une lysine 

ou par une arginine (acides aminés ciblés par la trypsine). Ceci ne permet donc pas d’affirmer 

avec certitude que ces résidus sont des sites de clivage. En effet, bien que la dansylation soit 

réalisée avant la digestion enzymatique, nous ne pouvons par exclure que la réaction 

chimique de dansylation se déroule après la digestion. Dans ce cas là, les sites ainsi générés 

seraient donc le reflet d’une protéolyse in vitro par action de la trypsine et non in cellulo et ils 

ne seront donc pas retenus dans nos résultats. Il faut également noter que ces peptides 

Peptides détectés Modification (s) Charges MH+ (Da)
sGYSSPGsPGTPGSR N-Term(Dansyl); S8(Phospho) 2 1706,65142
nVKSkIGSTENLK N-Term(Dansyl); K5(Dansyl) 2 1883,90429
aKTDHGAEIVYk N-Term(Dansyl); K12(Dansyl) 3 1797,79945
kIETHK N-Term(Dansyl) 2 988,49246
kLDLSNVQSK N-Term(Dansyl) 2 1364,68787
aKTDHGAEIVYK N-Term(Dansyl) 2 1564,74612
sGYSSPGSPGTPGSR N-Term(Dansyl) 2 1626,68617
dNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSK N-Term(Dansyl) 3 2683,39319
vTSKcGSLG N-Term(Dansyl); C5(Carbamidomethyl) 2 1141,501694
kIETHK N-Term(Dansyl) 2 988,491633
iPAKTPPAP N-Term(Dansyl) 2 1124,580153
sKIGSTENLK N-Term(Dansyl) 2 1309,645147
aKTDHGAEIVYK N-Term(Dansyl) 2 1564,744574
sGYSSPGSPGTPGSR N-Term(Dansyl) 2 1626,684611
iGSLDNITHVPGGGNK N-Term(Dansyl) 2 1811,873938
dNIKHVPGGGSVQIVY N-Term(Dansyl) 2 1915,938499
dQGGYTMHQDQEGDTDAGLK N-Term(Dansyl) 3 2398,953159
kDQGGYTMHQDQEGDTDAGLK N-Term(Dansyl) 3 2527,050064
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présentent au niveau carboxy-terminal des résidus lysine ou arginine à l’exception de trois 

d’entres eux (représentés en bleu) suggérant soit une coupure aspécifique de la trypsine soit 

l’existence d’un site de clivage carboxy-terminal lié à une protéolyse in cellulo (Tableau 6). 

En parallèle à la digestion par la trypsine, les échantillons d’IP ont été soumis à une 

protéolyse par l’Asp-N qui engendre des peptides présentant un acide aspartique amino-

terminal. L’intérêt d’utiliser deux enzymes en amont de l’analyse protéomique réside dans le 

fait que Tau est une protéine enrichie en résidus lysine et arginine ce qui conduit à la 

production de peptides trop petits pour être détectés lors de la digestion à la trypsine. De plus, 

une double digestion enzymatique va permettre de générer deux profils de digestion différents 

et de recouper les données afin d’augmenter la pertinence des sites de clivage.  

Ainsi, nous avons analysé les peptides Asp-N. De la même façon que les peptides 

tryptiques, des peptides Asp-N ont été retrouvés amino-dansylés. Tous ces peptides amino-

dansylés (non montrés) peuvent traduire une troncation se déroulant dans la cellule ou in vitro 

après l’étape de marquage. Ainsi, ces peptides ne seront pas non plus retenus dans nos résultats. 

Enfin, un nombre important de peptides tryptiques et Asp-N non amino-dansylés a été 

détecté. Ces peptides ne présentent donc aucun intérêt dans le cadre de l’identification du site 

de clivage amino-terminal des fragments de troncation de Tau. 

 

II.C.2 Les peptides non-tryptiques et non-Asp-N amino-dansylés et non amino-dansylés 

 

Les peptides non tryptiques sont définis comme des peptides dont l’acide aminé qui précède 

leur résidu amino-terminal, dansylé ou non, n’est ni un résidu Lys, ni un résidu Arg. Les 

peptides non Asp-N sont définis comme des peptides ne présentant pas de résidu Asp amino-

terminal, dansylé ou non. 

Lors de l’analyse des peptides, nous n’avons pas retrouvés de peptides non tryptiques ou 

non Asp-N amino-dansylés. En revanche, nous avons détectés une multitude de peptides non 

Asp-N non amino-dansylés.  (Tableau 7). L’extrémité amino-terminale de tous ces peptides 

correspond donc un site de clivage potentiel.  
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Tableau 7 : Liste des peptides non Asp-N obtenus à partir des produits d’IP de cellules 
surexprimant la protéine Tau. Liste des peptides ne présentant pas de résidu aspartate amino-terminal. 
De plus, aucun de ces peptides ne présente de dansylation amino-terminale. MH+ : masse moléculaire 
du peptide ionisé. 
 

De façon intéressante, un ensemble de peptides présentant la même séquence amino-

terminale (DNIKHVPGGGSVQI) est retrouvé à la fois dans la liste des peptides tryptiques 

amino-dansylés et dans la liste des peptides Asp-N non amino-dansylés illustrant l’intérêt de la 

double digestion (Tableau 6 et Tableau 8).  

 

 
Tableau 8 : Ensemble de différentes formes d’un peptide généré par la digestion Asp-N 
présentant la même séquence amino-terminale qu’un peptide obtenu après digestion trypsine. 
MH+ : masse moléculaire du peptide ionisé. 
 

II.C.3 Les peptides présentant une modification amino-terminale autre que la dansylation 

 

A côté des résidus amino-terminaux dansylés, une vingtaine de peptides ont été retrouvés 

porteurs de modifications post-traductionnelles amino-terminales qui nécessitent une 

protéolyse préalable. Les peptides affichant de telles modifications sont listés dans le tableau 

ci-dessous (Tableau 9). Deux modifications majeures amino-terminales sont ainsi présentées,  il 

s’agit de la N-!-acétylation et de la pyroglutamylation. La première consiste en un transfert 

d’un groupement acétyle au niveau du groupe !-aminé du premier acide-aminé protéique 

(Arnesen, 2011). La pyroglutamylation quant à elle correspond à la cyclisation de résidus 

Peptides détectés Modification (s) Charges MH+ (Da)
VSASLAKQGL 2 973,56789
EIVYKSPVVSG 2 1177,64662
EEAGIGDTPSLE 2 1217,55391
HQPGGGKVQIINKKL 2 1616,95861
GDTDAGLKESPLQTPTE 2 1758,84081
ESPLQTPTEDGSEEPGSETS 2 2076,86962
GSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKL 3 2271,21972
RIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSG 3 2297,26173
ENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSG 3 2300,18729
IGSTENLKHQPGGGKVQIINKKL 3 2459,40909
ATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSG 3 2469,34536
SKIGSTENLKHQPGGGKVQIINKKL 3 2674,53354
NVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIINKKL 3 3015,74302
GAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSG 4 3545,88024
IATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKSG 4 4084,20542

DNIKHVPGGGSVQIVYkPV K17(Dansyl) 3 2240,15094
DNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKc C28(Carbamidomethyl) 5 3025,61237
DNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKcG C28(Carbamidomethyl) 4 3082,64175
DNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKcGSLG C28(Carbamidomethyl) 5 3339,77392
DNIKHVPGGGSVQI 2 1420,75552
DNIKHVPGGGSVQIVY 2 1682,88524
DNIKHVPGGGSVQIVYKPVD 3 2122,12934
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glutamate ou glutamine amino-terminaux en pyroglutamate (Schilling et al., 2008). De façon 

très intéressante, ces modifications n’ont encore jamais été décrites sur Tau. Leur pertinence 

physiologique ainsi que leurs plausibles conséquences fonctionnelles seront développées dans 

la discussion. Après élimination des peptides tryptiques et Asp-N, neuf peptides peuvent donc 

être retenus comme des peptides représentatifs d’un site de clivage se produisant in cellulo 

(Tableau 9 en gras). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tableau 9: Regroupement des peptides générés par l’Asp-N (en bleu)  ou par la trypsine (en noir) 
obtenus à partir des produits d’IP de cellules surexprimant la protéine Tau et présentant des 
modifications post-traductionnelles amino-terminales. Certains résidus glutamate et glutamine 
amino-terminaux sont détectés sous formes de pyroglutamate (pyro-Glu). D’autres acides aminés 
(méhionine, glycine et alanine) présentent quant à eux une acétylation amino-terminale (N-
Term(Acetyl)). En gras, sont présentés les peptides non liés à une coupure trypsine ou Asp-N. MH+ : 
masse moléculaire du peptide ionisé. 
 

Pour résumer, le modèle cellulaire de surexpression inductible de Tau nous a permis de 

développer et d’optimiser une approche protéomique afin d’identifier avec précision le site 

amino-terminal de fragments de troncation de Tau. En effet, sur les 350 peptides de Tau 

détectés lors de nos analyses, nous avons retenus cinq peptides dont l’extrémité amino-

terminale ne peut pas résulter d’une digestion enzymatique expérimentale. Il s’agit des résidus 

Ala2, Met11, Glu12, Gln33 et Gly134 (Figure 33). Ces résultats obtenus à partir de cellules 

SH-SY5Y soulèvent plusieurs questions ;  ces sites de clivage peuvent-ils être retrouvés dans 

des conditions physiologiques ? Sont-ils générés in cellulo ou dérivent-ils d’une protéolyse se 

déroulant in vitro ? 

 

Peptides détectés Modification (s) Charges MH+ (Da)
qEFEVmEDHAGTY N-Term(Gln->pyro-Glu); M6(Oxidation) 2 1554,60661
qEFEVmEDHAGTYGLGDR N-Term(Gln->pyro-Glu); M6(Oxidation) 2 2052,85986
qEFEVMEDH N-Term(Gln->pyro-Glu) 2 1146,44081
qDQEGDTDAGLK N-Term(Gln->pyro-Glu) 2 1259,53920
qEFEVMEDHAGT N-Term(Gln->pyro-Glu) 2 1375,54703
qEFEVMEDHAGTY N-Term(Gln->pyro-Glu) 2 1538,60965
qEFEVMEDHAGTYGLGDR N-Term(Gln->pyro-Glu) 2 2036,86451
mEDHAGTYGLGDR N-Term(Acetyl); M1(Oxidation) 2 1479,61597
mEDHAGTYGLGDR N-Term(Acetyl) 2 1463,62079
eDHAGTYGLGDR N-Term(Glu->pyro-Glu) 2 1272,5593
qEFEVmEDHAGTYGLGDR N-Term(Gln->pyro-Glu); M6(Oxidation) 2 2052,86145
qEFEVmEDHAGTYGLGDRK N-Term(Gln->pyro-Glu); M6(Oxidation) 3 2180,95778
qEFEVMEDHAGTYGLGDR N-Term(Gln->pyro-Glu) 2 2036,86773
qEFEVMEDHAGTYGLGDRK N-Term(Gln->pyro-Glu) 3 2164,96172
mEDHAGTYGLGDR N-Term(Acetyl); M1(Oxidation) 2 1479,61678
gTGSDDKKAk N-Term(Acetyl); K10(Acetyl) 2 1090,53072
aEPRQEFEVmE N-Term(Acetyl); M10(Oxidation) 2 1422,62121
aEPRQEFEVmEDHAGTYGLG N-Term(Acetyl); M10(Oxidation) 3 2294,00509
aEPRQEFEVME N-Term(Acetyl) 2 1406,62714
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Figure 33: Identification de cinq sites de clivages de Tau à partir d’extraits cellulaires de SH-
SY5Y surexprimant Tau. (A) Tableau récapitulatif des peptides fiables dont l’extrémité amino-
terminale n’est pas liée à une protéolyse trypsine ou Asp-N dépendante. (B) Représentation de la 
position des sites de clivages par rapport à l’isoforme de Tau la plus longue et de l’épitope ciblé par 
Tau-5. 
 

L’approche protéomique étant optimisée et ayant aboutie à l’identification de cinq sites de 

clivages à partir de la lignée cellulaire, nous avons appliqué notre approche sur des tissus 

cérébraux humains. 

 

III. Identification de sites de clivage à partir de tissus cérébraux humains 
 
 
III.A Caractérisation de la troncation de Tau à partir de tissus cérébraux humains 

 

 Cette caractérisation a pour but d’analyser le profil de troncation de Tau au sein de tissus 

provenant de plusieurs individus, de différents âges, présentant ou non des DNF typiques de la 

maladie d’Alzheimer à différents stades de Braak (Braak et al., 2011). Une telle analyse permet 

d’établir s’il existe une corrélation entre les profils des espèces tronquées de Tau et l’évolution 

de la pathologie. Cette caractérisation a été réalisée à partir d’une série d’échantillons 

biologiques humains provenant de la Neurobank de Lille. Les tissus caractérisés ici avaient 

préalablement fait l’objet d’études immuno-histochimiques afin de déterminer si les tissus 

présentaient des lésions histopathologiques et de les classer en fonction de l’atteinte corticale 

selon les stades de Braak (Braak et al., 2011) (Tableau 9).  

 

 
Tableau 9 : Tableau exposant quelques caractéristiques propres aux échantillons de tissus 
cérébraux humains utilisés pour cette étude. Sont présentés l’âge de décès des individus, le délai 
post-mortem (PM) et l’étendue des lésions neuronales de type DNF selon la classification de Braak et 
Braak. 
 

La même caractérisation immunologique réalisée au sein des cellules SH-SY5Y basée sur 

l’utilisation des anticorps Tau-Nter et Tau-Cter en WB a été appliquée sur des protéines 

A 

441 1 
2 3 10 

E12 

A2 
M11 

G134 
Tau-5 (218-225) 

Q33 

B Peptides détectés Position
aEPRQEFEVME Ala2

mEDHAGTYGLGDR Met11
eDHAGTYGLGDR Glu12
qDQEGDTDAGLK Gln33

gTGSDDKKAk Gly134

Cas A B C D E F G H I J K L
Age !! "# "$ %! %& '# (% () '! (& %( %'

Délai PM (H) 24 11 34 28 28 20 20 18 10 15 23 26
Neuropathologie (DNF) SB O SB O SB O SB O SB O SB O SB II SB IV SB V SB V SB VI SB VI
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extraites à partir de cortex frontal de six individus ne présentant aucune lésion de type DNF et 

de six patients présentant différents stades de Braak (Figure 34). Les résultats de l’analyse par 

WB, via les anticorps Tau-Nter (Figure 34A) et Tau-Cter (Figure 34B) précédemment utilisés, 

montrent le profil électrophorétique caractéristique des protéines Tau retrouvées en conditions 

physiologiques et dans la MA, selon la classification biochimique des Tauopathies (Delacourte 

et al., 1999; Sergeant et al., 2008). Ce profil présente trois bandes majeures, de masses 

moléculaires comprises entre 48 et 65 kDa, qui correspondent à l’immuno-réactivité des 

différentes isoformes de la protéine Tau selon leur état de phosphorylation. De façon globale, 

les niveaux d’expression des protéines Tau intactes sont très variables d’un individu à un autre. 

 

 
Figure 34 : Caractérisation par WB du profil de troncation de Tau au sein de cortex frontal 
humain d’individus présentant différents stades de Braak. 10&g de protéines extraites de cortex 
frontaux provenant d’individus ne présentant aucune lésion de type DNF (A-F) ou présentant des 
lésions de type DNF dans la distribution a été analysée et classée en fonction des stades de Braak (G-L), 
ont été déposés sur gel de polyacrylamide et analysés par WB avec les outils immunologiques Tau-Nter 
(A) et Tau-Cter (B). La GAPDH est utilisée comme contrôle de charge.  
 

Au niveau des hauts poids moléculaires, des immuno-empreintes avoisinant les 120 kDa 

sont observabées dans les stades de Braak les plus avancés (patients I,K et L) avec l’anticorps 

Tau-Nter (Figure 34A). Ces espèces de Tau sont vraisemblablement des dimères de Tau 

résistants aux conditions réductrices de l’expérience. Les traînées de haut poids moléculaires 

visibles avec l’anticorps Tau-Cter (Figure 34B) retrouvées chez les individus I, J, K et L 

correspondent à différentes formes d’oligomérisation de Tau anormalement modifiées. En 

accord avec d’autres travaux (Sergeant et al., 1997; Watanabe et al., 1999), l’analyse 

comparative de ces espèces de haut poids moléculaire en confrontant leur abondance avec les 

anticorps Tau-Nter et Tau-Cter révèle la présence d’espèces carboxy-terminales enrichies au 
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sein des traînées. Nous pouvons également noter une certaine disparité dans leur abondance et 

ce, à un même stade de Braak (comparaison des individus I et J, tous deux stades V). Ceci peut 

s’expliquer par le fait qu’au stade V de Braak, le cortex frontal n’est pas encore 

systématiquement atteint par la pathologie Tau. Pour rappel, les stades de Braaks sont classés 

de I à VI, les stages I et II sont marqués par un envahissement de la DNF dans le locus cereleus 

et la région trans-entorhinal. Une atteinte de l’hippocampe est notée aux stades III-IV. Les 

stades V et VI dits « isocorticaux » sont les stades les plus sévères avec une atteinte générale de 

l’isocortex (Figure 11). 

La description de la progression spatio-temporelle de la DNF par Delacourte permet 

d’affiner cette évolution (Delacourte et al., 1999), notamment au niveau des aires corticales. 

Brièvement, cette classification comporte 10 stades : les stades I et II sont caractérisés par une 

atteinte progressive du cortex entorhinal. Une atteinte de l’hippocampe marque le stade III. Les 

stades IV, V et VI sont caractérisés par une atteinte du cortex temporal antérieur et moyen. Au 

stade VII, la DNF va s'installer simultanément dans toutes les régions corticales associatives 

(polymodales): le cortex frontal antérieur, le cortex temporal supérieur, le cortex pariétal 

inférieur. Les stades finaux voient cette progression de la DNF s’étendre jusqu’aux régions 

corticales primaires visuelles et/ou motrices. 

  Dans cet exemple là, l’individu I serait à un stade plus avancé que l’individu J selon la 

classification de Delacourte et ses collaborateurs, pour un stade de Braak identique, qui 

présenterait une atteinte frontale moins sévère. 

 

Les immuno-empreintes inférieures à 48 kDa correspondent aux fragments de troncation. 

L’utilisation de l’anticorps Tau-Nter (Figure 34A) révèle l’existence de fragments ayant une 

masse moléculaire apparente variant de 35 à 45 kDa. Tous les individus caractérisés présentent 

ces fragments amino-terminaux et leur abondance ne semble pas être corrélée à la sévérité des 

lésions neuronales. Les fragments carboxy-terminaux de Tau visualisés avec l’anticorps Tau-

Cter (Figure 34B) apparaissent quantitativement moins abondants mais qualitativement plus 

importants. Ces fragments sont principalement visualisés dans les stades de Braak tardifs 

(patients I-L) et il apparait clairement que leur abondance est liée à la quantité d’espèces de 

hauts poids moléculaires présentes. Ceci peut s’expliquer de deux façons ; premièrement ces 

fragments dériveraient d’une protéolyse des agrégats de Tau ; deuxièmement ces fragments 

seraient des constituants des agrégats qui seraient solubilisés pendant l’expérience.  

Ainsi, cette première caractérisation indique la présence de fragments de troncation de Tau 

amino- et carboxy-terminaux. Bien qu’une variabilité inter-individuelle demeure, il apparaît 
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que les fragments amino-terminaux soient présents dans chacun des individus caractérisés aux 

différents stades de Braak. A l’inverse, les espèces carboxy-terminales semblent être plus 

abondantes aux stades les plus avancés suggèrent une association avec la pathologie. Des 

fragments carboxy-terminaux peuvent également être détecté chez certains individus ne 

présentant aucune lésion de type DNF lors d’expositions prolongées (Figure 35).  

 

Figure 35 : Caractérisation par WB du profil de 
troncation de Tau au sein de cortex frontaux humains 
d’individus présentant différents stades de Braak. 
10&G de protéines extraites de cortex frontaux provenant 
d’individus ne présentant aucune lésion de type DNF (A-
F) ou présentant des lésions de type DNF dont la 
distribution a été analysée et classée en fonction des 
stades de Braak (G-L) ont été déposés sur gel de 
polyacrylamide et analysés par WB avec l’anticorps Tau-
Cter. L’exposition est volontairement prolongée afin de 
détecter des fragments indiqués par *. La GAPDH est 
utilisée comme contrôle de charge.  
 

 

 

Pour les analyses LC-MS/MS, différentes régions corticales provenant d’un ensemble de 

cinq individus ont été utilisées (Tableau 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Tableau 10 : Tableau récapitulatif des échantillons cérébraux humains utilisés pour les analyses 
LC-MS/MS.  
 

Deux individus ne possèdent aucune lésion de type DNF (cas 1 et 2), deux présentent des 

lésions étendues jusqu'à l’hippocampe (cas 3 et 4) et un dernier présente les lésions de la MA à 

un stade tardif (cas 5). En fonction du matériel biologique disponible, deux régions (sauf pour 

le cas 2), les cortex frontaux et occipitaux, ont été soumises à l’approche protéomique. Nous 

avons également analysé les cortex frontal, occipital, pariétal et temporal d’un même individu 
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(cas 4) afin de déterminer si à un stade donné de la pathologie, des sites de clivage étaient 

présents en fonction de ces régions corticales. Systématiquement, ces tissus ont fait l’objet 

d’une caractérisation par électrophorèse monodimensionnelle et immuno-empreinte (ensemble 

des caractérisations non montrées) via l’utilisation des anticorps Tau-Nter et Tau-Cter afin de 

visualiser les espèces tronquées. 

 

III.B Enrichissement des protéines Tau et de ses fragments par IP 

 

Plusieurs expériences d’IP ont été réalisées à partir de tissus cérébraux (préalablement 

caractérisés) à l’aide de l’anticorps Tau-5 afin d’enrichir les fragments de protéolyses de Tau. 

Au total, cinq expériences d’IP indépendantes ont été entreprises sur les régions corticales 

décrites ci-dessus. Pour chacune d’entre elles, la qualité de l’IP a été vérifiée via l’analyse d’un 

aliquot de l’éluât par WB. La figure ci-dessous présente une analyse représentative. 

 

Figure 36 : Analyse représentative par WB 
d’une immuno-précipitation Tau-5 à partir du 
cortex frontal d’un individu sain (BO) et d’un 
patient Alzheimer (BVI). Les immuno-empreintes 
des protéines Tau entières, tronquées et en 
complexes sont visualisées par WB à l’aide des 
anticorps Tau-Nter (A) et Tau-Cter (B) dans les 
fractions non retenues (NR), IP et B (billes). BO : 
Braak O, BVI : Braak VI. 
 

 

 

 

 

 

Les résultats montrent que l’utilisation de l’anticorps Tau-5 permet d’immunoprécipiter les 

protéines Tau entières mais également des fragments de protéolyse amino- et carboxy-

terminaux (Figure 34). En effet, les immuno-empreintes caractéristiques des six isoformes de 

Tau sont retrouvées dans la fraction d’IP. Les dimères de Tau de 120 kDa visualisés avec 

l’anticorps Tau-Nter sont également retrouvés dans cette fraction IP (Figure 34A). De plus, les 

espèces de Tau de hauts poids moléculaires mis en évidence par l’utilisation de l’anticorps Tau-

Cter sont visualisées au sein de la fraction d’IP chez le patient Alzheimer (Figure 34B). Ceci 

démontre que l’anticorps Tau-5 permet d’enrichir à la fois en protéines Tau entières, mais 

également, en protéines Tau oligomérisées. De plus, dans nos analyses LC-MS/MS, différents 
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partenaires protéiques de Tau parmi lesquels Hcs70 (Sarkar et al., 2008) et CHIP (Petrucelli et 

al., 2004) ont été retrouvés dans cette fraction d’IP supportant les conditions de co-IP (résultats 

non montrés).  

En ce qui concerne les fragments de troncation, l’IP Tau-5 permet d’enrichir les fragments 

amino- et carboxy-terminaux. De façon surprenante, des fragments carboxy-terminaux de 

faible masse moléculaire (environ 20 kDa) étant trop petits pour contenir l’épitope reconnu par 

l’anticorps Tau-5 sont également retrouvés au sein de cette fraction IP. La présence de ces 

petits fragments dans cette fraction IP pourrait s’expliquer par le fait que ces derniers seraient 

en complexe avec des partenaires protéiques ou des protéines Tau pendant l’IP. L’utilisation 

d’agents dénaturants lors de l’électrophorèse les solubiliserait. Une seconde hypothèse à ne pas 

exclure serait que ces fragments sont générés par une protéolyse in vitro de la protéine Tau 

entière pendant l’IP. 

 

III.C Analyses LC-MS/MS 

 

Les produits d’IP ont donc été soumis au protocole développé précédemment à partir de la 

lignée cellulaire SH-SY5Y qui nous permis d’identifier cinq acides aminés correspondant à des 

sites de clivages amino-terminaux, les sites Ala2, Met11, Glu12, Gln33 et Gln134. L’ensemble 

des résultats de cinq expériences d’IP, de marquage des fonctions amines primaires à la biotine 

suivi d’une double digestion enzymatique et de l’analyse LC-MS/MS est présenté dans le 

tableau ci-dessous (Tableau 11). Seuls les peptides possédant une extrémité amino-terminale 

non générée par la trypsine ou par l’Asp-N sont représentés. Les résidus amino-terminaux de 

ces peptides constituent donc des sites candidats de clivage in situ. Certains de ces résidus 

amino-terminaux sont soit marqués à la biotine (N-thio), soit N-α-acétylés ou pyroglutamylés. 

A l’inverse, certains ne présentent aucune modification amino-terminale. Pour simplifier les 

résultats, une seule déclinaison par peptide est présentée dans le tableau 11 car dans certains 

cas, comme celui du peptide présentant le résidu Gln124 en amino-terminal, jusqu'à six formes 

de peptides différents présentant le même résidu amino-terminal ont été retrouvées. Enfin, dans 

ce tableau est également indiqué le nombre de fois auquel le peptide et ses déclinaisons ont été 

détectés au sein du tissu cérébral humain lors des cinq expériences. L’ensemble des résultats 

des analyses LC-MS/MS est disponible en annexes (annexe II). 
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Tableau 11: Identification des sites de clivage à partir de tissus cérébraux humains. Tableau 
récapitulatif de l’ensemble des expériences de protéomiques. Les peptides détectés présentent en région 
amino-terminale la modification liée à la biotinylation (N-thio), une N-!-acétylation, une 
pyroglutamylation ou aucune modification. En bleu, sont indiqués l’acide aminé amino-terminal du 
peptide détecté et sa position (numérotation basée sur l’isoforme de Tau la plus longue). Sont également 
présentés dans ce tableau le nombre de déclinaisons d’un même peptide et le nombre de fois auxquelles 
ce peptide et ses déclinaisons ont été détectés dans le tissu cérébral humain. 

 

Les sites de clivage identifiés recouvrent l’ensemble de la séquence de Tau (Figure 37).  

 

 
Figure 37 : Distribution des sites de clivages identifiés à partir du tissu cérébral humain. Au total, 
24 sites de clivage sont représentés sur l’isoforme de Tau la plus longue. 

Peptides détectés Position 
Modification 

amino-terminale Déclinaisons
Nombre de 
fois détecté

aEPRQEFEVME Ala2 N-acétylation 2 2
mEDHAGTYGLGDR Met11 N-thio 2 2
eDHAGTYGLGDR Glu12 N-thio 1 2
dHAGTYGLGDR Asp13 N-thio 1 1

AEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQAR Ala103 Aucune 1 2
qARMVSKSK Gln124 Pyroglu 6 9

MVSKSKDGTGS Met127 Aucune 1 2
PAkTPPAPK Pro172 Aucune 1 5

kTPPAPKTPPSSGEPPK Lys174 N-thio 2 7
kKVAVVR Lys224 N-Thio 1 2

VRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMP Val229 Aucune 1 1
SAKSRLQTAPVPMP Ser238 Aucune 2 7

kSRLQTAPVPmP Lys240 N-thio 2 4
kIGSTENLK Lys259 Aucune 1 2

gSTENLKHQPGGGK Gly261 N-thio 1 3
kKLDLSNVQSK Lys280 N-thio 1 3

VQIVYKPVDLSK Val306 Aucune 2 6
iVYKPVDLSK Ile308 N-thio 2 3
vYKPVDLSK Val309 N-thio 1 2

kPVDLSK Lys311 N-thio 3 5
DLSKVTSK Asp314 Aucune 1 1

kPGGGQVEVK Lys331 N-thio 1 2
EIVYKSPVVSG Glu391 Aucune 2 13
kSPVVSGDTSPR Lys395 N-thio 1 10
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Comme attendu, des sites sont localisés au sein de peptides appartenant au domaine de Tau 

en amont de l’épitope reconnu par Tau-5 (218-225). De façon surprenante, de nombreux sites 

localisés après l’épitope de reconnaissance de Tau-5 sont détectés. Ces sites de clivage 

appartiendraient vraisemblablement à des fragments de troncation carboxy-terminaux de petites 

masses moléculaires co-immunoprécipités.  

 
L’identification de ces sites de clivage à partir de tissus cérébraux humains requiert une 

validation par une autre approche. Idéalement, le développement d’un outil immunologique 

spécifique à un site de clivage constitue une approche de choix. Néanmoins, dans le cadre de 

cette thèse, une approche plus rapide a été envisagée : la SRM pour « Selected Reaction 

Monitoring » 

 

III.D Vers la validation des sites de clivage in situ 

 

Déterminer si un site de clivage était spécifiquement retrouvé en conditions pathologiques 

ou physiologiques et s’il existe une corrélation entre l’apparition d’un site de clivage et 

l’avancée de la pathologie Tau dans les régions corticales, comme c’est le cas pour les espèces 

tronquées Glu391 et Asp421 (Basurto-Islas et al., 2008), constituaient des finalités de ce 

travail. Malheureusement, l’approche protéomique développée ne permet, ni d’exclure la 

l’absence d’un site de clivage s’il n’est pas détecté au sein d’un tissus cérébral donné, ni 

d’estimer l’abondance d’un site de clivage lorsqu’il est détecté. De plus, dans le but d’obtenir 

des résultats quantitatifs reproductibles, il est nécessaire d’éviter les étapes d’IP et de 

marquages. 

 Une des approches pour contourner ces limites est la SRM, une approche protéomique 

quantitative. Grâce à l’utilisation de peptides isotopiques standards conçus à l’aide des 

précédentes analyses en LC-MS/MS ; il est possible avec la SRM de détecter et de quantifier, 

dans un milieu complexe comme le tissu cérébral ou le liquide cérébrospinal, les peptides dont 

l’acide aminé amino-terminal reflète un site de clivage de Tau. En effet, la SRM est capable de 

détecter sélectivement le peptide présent au sein d’un milieu complexe qui possède la même 

séquence peptidique qu’un peptide isotopique standard (Picotti and Aebersold, 2012; Law and 

Lim, 2013). Cette approche devrait, en théorie, nous renseigner quant à l’abondance relative 

d’un petpide dont l’acide aminé amino-terminal reflète un site de clivage de Tau au sein des 

tissus cérébraux, sans passer par l’IP ni par l’étape de marquage.  

Des mises au point de cette approche ont été entreprises dans le cadre de notre étude afin de 

confirmer les sites de clivage, et in fine, de quantifier l’abondance relative d’un peptide 
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dont l’acide aminé amino-terminal est un site de clivage. L’utilisation de peptides 

isotopiques standards a nécessité un ensemble de mise au points (non montrées) afin d’établir 

le seuil de détection minimal de chacun des peptides isotopiques. Parmi les vingt quatre sites 

identifiés, nous avons débuté notre analyse par six sites, Met11, Glu12, Gln124, Val229, 

Gly261 et Glu391, dont les séquences peptiques identifiées en LC-MS/MS ont servi de base 

pour synthétiser les peptides isotopiques standards représentés ci-dessous (Figure 38A).  

 

 
Figure 38 : Séquences des peptides synthétiques utilisés pour les analyses SRM et abondance 
relative du peptide EDHAGTYLGLGDR au sein de tissu cérébral humain et de cellules 
surexprimant Tau. (A) Tableau présentant les six peptides isotopiques, la position du résidu amino-
terminal le composant (numérotation basée sur l’isoforme de Tau la plus longue), et sa masse théorique 
en Da. En gras, sont marqués les acides aminés isotopiques au carbone 13 ou à l’azote 15. (B) 
Abondance relative du peptide EDHAGTYGLGDR, traduisant une troncation en position Glu12, a été 
quantifiée, via sont isotope standard représenté en bleu dans le tableau A. n=3 pour chaque échantillons. 
 

Des résultats préliminaires ont permis de confirmer la présence des sites Met11 et Glu12 

sans IP au sein de différents tissus cérébraux et également du site Glu391. D’autres études en 

cours se poursuivent sur les autres sites. En exemple, nos résultats préliminaires montrent  

l’abondance relative du peptide EDHAGTYGLGDR au sein du cortex frontal de patients 

classés Braak 0, Braak III, Braak VI, et d’un échantillon de cellules SY-SY5Y surexprimant la 

protéine Tau (Figure 38B). 

De façon intéressante, cette quantification relative démontre que le peptide 

EDHARGYGLGDR est plus présent au sein de l’individu ne présentant aucune lésion de type 

DNF en comparaison aux individus classés Braak III et Braak VI, suggérant donc que le site de 

clivage Glu12 est plus présent chez un individu ne présentant aucune lésion de type DNF. Ces 

résultats sont toutefois à considérer avec précaution puisque seul le peptide natif est quantifié, 

toutes les formes dérivées de ce peptide auront des caractéristiques physico-chimiques 

différentes et ne seront pas détectées avec l’utilisation du peptide standard natif. Ainsi, la 

même séquence peptidique modifiée par acétylation ou phosphorylation passera 

B
raak V

I 

B
raak III 

B
raak 0 

A B 

SY-5Y
 Tau 

Position Séquence peptidique de l'isotope standard Masse théorique (Da)
Met11 MEDHAGTYGLGDR(13C6 ;15N4) 1432.5 
Glu12 EDHAGTYGLGDR(13C6 ;15N4) 1301.8 
Gln124 QARMVSKSL(13C6, 15N2) 1043,3
Val229 VRTPPL(13C6, 15N2)SPSSAKSRLQTAPVPMP 2441.9 
Gly261 GSTENLKHQPGGGL(13C6, 15N2) 1418.5 
Glu391 EIVYL(13C6, 15N2)SPVVSG 1186.4 
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inaperçue lors de l’analyse biaisant ainsi la quantification. Cette limite est d’ailleurs 

particulièrement contraignante puisque la phosphorylation de Tau module sa biologie et qu’une 

dérégulation de la phosphorylation se produit dans la MA. L’outil de la SRM peut toutefois 

s’avérer intéressant sur des séquences peptidiques non modifiables pour caractériser à grande 

échelle ces sites de clivage. La meilleure approche, pour valider la présence de sites de clivage 

au sein de tissus cérébraux humains et pour établir s’il existe une corrélation entre l’abondance 

d’un site et un stade de la pathologie, reste le développement d’un anticorps monoclonal 

dirigé contre le site d’intérêt. Cette approche a d’ailleurs été utilisée pour identifier et 

caractériser les sites Glu391 et Asp421 (Novak et al., 1993; Gamblin et al., 2003b; Rissman et 

al., 2004).  

 
Pour conclure, grâce à l’approche protéomique développée en collaboration avec l’ESPCI, 

plus d’une vingtaine de sites de clivage ont été identifiés à partir de tissus cérébraux humains. 

L’approche par SRM nous a permis de valider un certain de nombre de ces sites et des études 

en cours se poursuivent pour valider la présence des autres sites. 

 L’identification des sites de clivage à partir de tissu cérébral humain constituait le premier 

objectif de ces travaux de thèse. Cette étape d’identification est un prérequis qui va permettre 

de générer des outils moléculaires afin de conduire des études fonctionnelles qui constituent le 

deuxième objectif de cette thèse. 
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Chapitre 2 : Caractérisation de quatre fragments de Tau et effet 

sur la dynamique microtubulaire 
 

L’identification de sites précis de clivage de la protéine Tau est un prérequis pour réaliser 

les études fonctionnelles qui permettront à terme de comprendre quel est l’impact de la 

génération de ces fragments de troncation sur les différentes propriétés de Tau, qu’il s’agit de 

ses fonctions, de sa localisation cellulaire ou de sa fibrillogenèse, et les conséquences 

cellulaires associées. L’approche protéomique que nous avons utilisée a permis d’identifier 

vingt-quatre sites de clivage, plus précisément l’acide aminé amino-terminal de ces sites de 

clivage, répartis sur les différents domaine de Tau.  En tenant compte de la relation structure-

fonction de Tau, chaque sites de clivage pourrait potentiellement moduler de façon différente à 

la protéine Tau entière, la localisation cellulaire, les interactions avec d’autres partenaires 

protéiques et les fonctions des fragments générés. Pour débuter les analyses fonctionnelles, 

nous avons choisi de caractériser quatre sites de clivage, deux localisés dans la région amino-

terminale de Tau, deux localisés dans sa région carboxy-terminale, sachant que l’ensemble des 

sites identifiés sont potentiellement pertinents. Les sites choisis sont les résidus Met11, Gln124, 

Val229 et Gly261 (numérotation basée sur l’isoforme de Tau la plus longue). Nous avons 

entrepris dans ce travail les caractérisations de fragments de troncation débutant avec ces sites, 

en comparant leur propriété avec celle de la protéine Tau entière.  

 

I. Caractérisation des fragments Met11-Tau, Gln124-Tau, Val229-Tau et 
Gly261-Tau 
 

I.A Clonage et expression 

 

Afin de caractériser les fragments de Tau choisis, des vecteurs d’expression plasmidiques 

(plasmide pcDNA3.1) contenant les séquences d’ADNc des fragments et de la protéine Tau 

intacte ont été développés. Les constructions sont représentées dans la figure ci-dessous (Figure 

39). Les vecteurs d’expression plasmidiques  codant pour les fragments ont été construits sur la 

base de l’une des isoformes majeures de Tau, l’isoforme 1N4R. Les constructions plasmidiques 

contiennent donc la séquence codante des fragments débutant par une méthionine (codon 

servant à initier la traduction) quand le premier acide aminé n’est pas une méthionine, sont 

suivies par le résidu correspondant au site de clivage amino-terminal et se terminent par 

l’extrémité carboxy-terminale de Tau.  Pour la suite de ce manuscrit, la numérotation basée sur 
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l’isoforme la plus longue sera conservée et les fragments seront désignés par : Met11-Tau, 

Gln124-Tau, Val229-Tau et Gly261-Tau.  

 

Figure 39 : Nomenclature et représentation schématique des fragments clonés dans le vecteur 
d’expression pcDNA3.1. (A) : Nomenclature et position des sites de clivages Met11, Gln124, Val229 
et Gly261 en fonction des isoformes de Tau 1N4R et 2N4R. La numérotation 2N4R sera conservée pour 
la suite de ce manuscrit bien que les fragments aient été clonés dans un contexte 1N4R. (B) 
Représentation schématique de la protéine Tau entière et de ses fragments utilisés dans notre étude. 

 

Des cellules de neuroblastome murin N1E-115 ont été transfectées avec les constructions 

plasmidiques pendant deux jours et l’expression des fragments a été analysée par WB. Les 

résultats montrent les immuno-empreintes des quatre fragments aux différentes masses 

moléculaires apparentes attendues en comparaison avec l’isoforme 1N4R de Tau détectées avec 

l’anticorps Tau-Cter (Figure 40).  

 
Figure 40 : Analyse représentative de 
l’expression des fragments par WB en 
comparaison à la protéine Tau entière 
(FL-Tau). 10&g de protéines extraites à 
partir de cellules N1E-115 transfectées 
avec le vecteur contrôle (Mock), la Tau 
entière (FL-Tau), et les fragments 
débutant en Met11, Gln124, Val229, 
Gly261, pendant 48 heures ont été 
analysés par WB via l’utilisation de 
l’anticorps Tau-Cter. Les membranes ont 
été soumises à un temps d’exposition 
relativement court et à un temps plus 
long afin de visualiser les formes 
tronquées. La GAPDH est utilisée 
comme contrôle de charge protéique. 
 

 
Tout comme pour la protéine Tau entière (FL-Tau),  les immuno-empreintes des fragments 

révèlent un retard de migration qui serait lié à l’effet de la phosphorylation, l’immuno-

empreinte de hauts poids moléculaires correspondant aux formes les plus phosphorylées et 

l’immuno-empreinte de bas poids moléculaires aux formes les moins phosphorylées. Il faut 
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noter ici le retard de migration important des espèces hyper-phosphorylées du fragment 

Val229-Tau. A plus forte exposition, des produits de catabolisme de la protéine Tau entière 

sont observés (visibles sur la figure 39 par      ). Ces produits de catabolisme présentent la 

même masse moléculaire apparente de produits de catabolisme des fragments Met11-Tau et 

Gln124-Tau. Ceci suggère que la protéine Tau entière et ces deux fragments partagent des 

mécanismes de dégradation communs. 

 

I.B Caractérisation de la phosphorylation 

 

Tau étant une phosphoprotéine (Sergeant et al., 2008), l’un des outils particulièrement 

adaptés pour étudier sa phosphorylation de façon globale est l’électrophorèse bidimensionnelle 

(2D). (Figure 41). 

 

Figure 41: Caractérisation de la protéine Tau par électrophorèse bidimensionnelle. (A) 20&g de 
protéines extraites à partir de cellules N1E-115 surexprimant Tau ont été analysés en 2D. L’utilisation 
de l’anticorps Tau-Cter permet de visualiser l’immuno-empreinte présentant des différents isovariants 
de Tau. (B) Graphique mettant en relation le point isoélectrique de Tau en fonction de sa masse 
moléculaire. Les points isoélectriques théoriques (obtenus à partir de l’outil Compute pI/Mw 
d’ExPASy) des fragments sont également indiqués sur ce graphique.  
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Ainsi les extraits protéiques obtenus à partir de cellules qui surexpriment l’isoforme 1N4R 

de Tau et les fragments ont été analysés en 2D. Dans un premier temps, le profil de la protéine 

Tau entière a été caractérisé (Figure 41A). La phosphorylation acidifiant la protéine Tau par 

ajout de charges négatives, les isovariants phosphorylés seront donc déplacés du côté acide. Il 

faut toutefois noter que même si elle est majeure, la phosphorylation de Tau n’est pas la seule 

MPT qui va moduler son point isoélectrique des protéines. L’acétylation des lysines par 

exemple peut également y participer en bloquant la fonction amine primaire des lysines.  La 

troncation progressive du domaine amino-terminal de Tau va logiquement moduler le point 

isoélectrique de Tau puisque son domaine de projection présente un caractère acide (Figure 

41B).  

Les résultats d’électrophorèse bidimensionnelle obtenus à partir des cellules NIE-115 qui 

surexpriment les fragments de Tau montrent que globalement, les isovariants non modifiés de 

chacun de ces fragments restent basiques (Figure 42).  

 

 
Figure 42 : Caractérisation des fragments de troncation Met11-Tau, Gln124-Tau, Val229-Tau, 
Gly261-Tau identifiés précédemment par LC-MS/MS par électrophorèse bidimensionnelle. 20&g 
de protéines extraites à partir de cellules N1E-115 transfectées avec les fragments de troncation Met11-
Tau, Gln124-Tau, Val229-Tau et Gly261-Tau, ont été analysés par électrophorèse bidimensionnelle 
suivie d’un WB révélé avec l’anticorps Tau-Cter. La première dimension a été réalisée sur une strip 
permettant une séparation des protéines présentant un pI (point isoélectrique) allant de 3 à 11.   
 

Le fragment Met11-Tau et la protéine Tau entière présentent un profil assez similaire et 

étendu reflétant l’existence de différents isovariants probablement liés à la phosphorylation. 

Progressivement, la perte du domaine de projection du fragment Gln124-Tau et des domaines 

riches en proline des fragments Val229-Tau et Gly261-Tau conduit à une concentration des 

isovariants du côté basique. En ce qui concerne le fragment Val229-Tau, le doublet présentant 

le shift de masse moléculaire détecté lors des analyses par électrophorèse monodimensionnelle 

(Figure 40) est également présent. De façon intéressante, ce doublet supérieur présente un 
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caractère basique, ce qui suggère que la phosphorylation ne serait pas la seule MPT impliquée 

dans ce shift.  

En plus de l’utilisation de l’électrophorèse bidimensionnelle pour caractériser la 

phosphorylation globale des fragments, quelques épitopes de phosphorylation distribués sur 

différents domaines de la protéine Tau ont été étudiés spécifiquement par électrophorèse 

monodimensionnelle pour compléter cette caractérisation (Figure 43).  

 

 
Figure 43 : Caractérisation de la phosphorylation des résidus Ser199, Thr231, Ser396, Ser262 et 
Ser356 des fragments de troncation et de la protéine Tau entière par WB. (A). 10 &G de protéines 
extraites à partir de cellules N1E-115 surexprimant Tau et les fragments de troncation ont été utilisés 
pour analyser par WB le niveau de phosphorylation des épitopes reconnu par les anticorps AT180, 
pSer199, pSer396 et 12E8. L’immuno-réactivité de la GAPDH est utilisée comme contrôle de charge 
protéique. Les quantifications en pourcentage du taux de protéines Tau phosphorylées sur chacun des 
épitopes sont également présentées. Les histogrammes représentent la moyenne des rapports de 
l’immuno-réactivité des anticorps phospho-Tau sur celle de l’anticorps Tau-Cter. Les barres d’erreurs 
indiquent l’erreur type (SEM). N ' 3 expériences indépendantes. *: P ( 0,05; **: P( 0,01 ; *** : P ( 
0,001. Les différences entres les valeurs moyennes ont été déterminées par une analyse one way 
ANOVA suivie d’un test post-hoc LDS Fischer. (B). Distribution des sites reconnus par les anticorps 
utilisés pour cette caractérisation et indication de la position de l’acide aminé amino-terminal des 
fragments (numérotation basée sur l’isoforme de Tau la plus longue). 
 

Les résultats montrent que chaque fragment présente un profil de phosphorylation distinct en 

comparaison avec la protéine Tau entière sur quatre épitopes distribués sur différentes régions 
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de la protéine Tau, Pser199, AT180, pSer396 et 12E8. Il apparaît qu’en comparaison à la 

protéine intacte, le fragment Met11-Tau est significativement plus phosphorylé sur le résidu 

Thr231 (reconnu par l’anticorps AT180) (153% ± 16% ; moyenne par rapport à Tau ± erreur 

type). A l’inverse, une forte diminution de la phosphorylation est observée au niveau de la 

Ser396 pour les fragments Val229-Tau et Gly261-Tau (25% ± 3% pour Val229-Tau, 14% ± 

3,6% pour Gly261-Tau ; moyenne par rapport à Tau ± erreur type). En plus de la 

phosphorylation des résidus Thr231, Ser199 et Ser396, la phosphorylation des sérines Ser262 

et Ser356 (reconnues par l’anticorps 12E8) a été étudiée. Les résultats montrent que les 

fragments Gln124-Tau et Val229-Tau sont significativement moins phosphorylés sur cet 

épitope en comparaison à la protéine Tau entière (47% ± 6% pour Gln124-Tau, 24% ± 27% 

pour Val229-Tau ; moyenne par rapport à Tau ± erreur type). La phosphorylation étant l’une 

des MPT les plus décrites dans la régulation des fonctions de la protéine Tau et dans sa 

physiopathologie, les différences de phosphorylation sur certains des fragments de troncation 

pourrait avoir des conséquences fonctionnelles différentes. La phosphorylation des résidus 

ciblés par 12E8 est connue comme diminuant l’interaction de Tau avec les microtubules 

(Biernat et al., 1993; Xie et al., 1998). Ces résultats suggèrent donc que ces deux fragments 

pourraient avoir des caractéristiques différentes de la protéine Tau entière vis-à-vis des 

microtubules. 

 

II. Effets des fragments Met11-Tau, Gln124-Tau, Val229-Tau et Gly261-Tau 

sur les microtubules 
 

Les microtubules, assemblage de dimères de sous-unités α et β de tubuline sont des éléments 

majeurs du cytosquelette, notamment au niveau des neurones, et sont soumis à une instabilité 

dynamique caractérisée par une phase de polymérisation et une phase de dépolymérisation. Les 

microtubules subissent de nombreuses modifications post-traductionnelles dont les 

conséquences moléculaires ne sont pas encore clairement comprises. Celles-ci pourraient 

directement moduler ou signer leur état de polymérisation et dépolymérisation. Parmi ces MPT, 

l’acétylation du résidu Lys40 de l’α-tubuline n’apparaît que sur des microtubules polymérisés, 

de ce fait, elle est couramment utilisée comme un marqueur moléculaire de leur état de 

polymérisation (Schulze et al, 1987; Takemura et al., 1992; Perdiz et al., 2011; Al-Bassam and 

Corbett, 2012). Les différences de phosphorylation des fragments de troncation mises en 

évidence avec l’anticorps 12E8 nous ont donc conduit à évaluer l’état de polymérisation des 

microtubules en analysant les niveaux d’acétylation de l’α-tubuline. 



Résultats – Chapitre 2 

! 124 

II.A Etude des niveaux d’acétylation de l’!-tubuline 

 

Les résultats obtenus par WB à partir de cellules transfectées pendant 48H avec la protéine 

Tau entière et les différents fragments révèlent des différences dans le niveau d’acétylation de 

l’!-tubuline. Comme attendu, les cellules surexprimant la protéine Tau entière (FL-Tau) 

présentent des niveaux d’acétylation de l’!-tubuline plus élevés en comparaison aux cellules 

qui ne  surexpriment pas la protéine Tau entière (Mock) (46% ± 29% ; moyenne par rapport à 

Tau ± erreur type) (Figure 44).  

 

 
Figure 44: Effet de la surexpression des fragments de troncation de Tau sur les modifications 
post-traductionnelles de la tubuline. 10 &g de protéines extraites à partir de cellules N1E-115 
surexprimant Tau et les fragments de troncation ont été utilisés pour analyser par WB les niveaux 
d’acétylation (A), de détyrosination (B) et de tyrosination (C) de l’!-tubuline. La GAPDH est utilisé 
comme contrôle de charge protéique. Les quantifications en pourcentage du taux de tubuline modifiée 
rapporté à la tubuline totale dans chacune des conditions sont également présentées. Les histogrammes 
représentent, à partir d’au moins trois expériences indépendantes, la moyenne des rapports de 
l’immuno-réactivité de l’anticorps anti-tubuline modifiée sur celle de l’anticorps anti-!-tubuline totale. 
Les barres d’erreur indiquent l’erreur type (SEM). N ' 3 expériences indépendantes. *: P ( 0,05; **: P( 
0,01. Les différences entres les valeurs moyennes ont été déterminées par une analyse one way ANOVA 
suivie d’un test post-hoc LDS Fischer. 
 

Pour évaluer l’effet des fragments sur l’acétylation de l’!-tubuline, le niveau d’acétylation 

de l’!-tubuline des cellules qui surexpriment les fragments a été comparé au niveau 

d’acétylation de l’!-tubuline des cellules qui surexpriment la protéine Tau entière. Au contraire 

des cellules surexprimant Tau, une diminution des niveaux d’acétylation est notée au sein des 

cellules qui surexpriment le fragment Gly261-Tau (40% ± 24% ; moyenne par rapport à Tau ± 

erreur type). Une tendance non significative à la baisse du niveau d’acétylation de l’!-tubuline 

est notée chez les cellules qui surexpriment le fragment Val229-Tau. Aucune différence n’est 
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observée chez les cellules qui surexpriment le fragment Met11-Tau. Par contre, et de manière 

surprenante, l’effet majeur vis-à-vis de l’acétylation de l’α-tubuline est observé lorsque le 

fragment Gln124-Tau est surexprimé sans modification notable des niveaux d’α-tubuline totale 

(191% ± 38% ; moyenne par rapport à Tau ± erreur type). En outre de l’acétylation, l’α-

tubuline est également sujette à d’autres MPT telles que la tyrosination et la détyrosination qui 

sont également considérées comme des marqueurs de différentes populations microtubulaires 

(Schulze et al, 1987; Webster et al., 1987; Wloga and Gaertig, 2010). Aucune différence 

notable n’a pu être mise en évidence sur les niveaux de ces MPT.  

 

En résumé, ces résultats suggèrent que la perte des 123 premiers acides aminés de Tau 

conduirait à un gain de fonction vis-à-vis des microtubules puisque le fragment Gln124-Tau 

présente une diminution de la phosphorylation sur un épitope critique pour la liaison aux 

microtubules (12E8). Cette baisse de phosphorylation est corrélée avec une augmentation de 

l’acétylation de la tubuline au sein des cellules qui surexpriment ce fragment. Ces résultats ont 

également été observés au sein d’analyses complémentaires dans d’autres lignées cellulaires : 

les cellules SH-SY5Y et CHO pour « chinese hamster ovary », lignée cellulaire issue d’ovaire 

de hamster de Chine (résultats non montrés). Différents mécanismes pourraient être à l’origine 

de cette différence d’acétylation observée. Le fragment Gln124-Tau pourrait moduler 

l’expression ou l’activité des enzymes impliquées dans l’acétylation de la tubuline, notamment 

HDAC6. En effet, il a été montré que l’acétylation de l’α-tubuline est régulée par l’action 

conjointe des α-tubuline acétyltransférases (α-TAT) et de certaines histones désacétylases 

(HDACs). Au niveau neuronal, l’α-TAT principale est l’α-TAT1 (Kalebic et al., 2013; Kim et 

al., 2013) et les protéines HDAC6 et Sirt2 sont impliquées dans la désacétylation de l’α-

tubuline (Haggarty et al., 2003; North et al., 2003; Maxwell et al., 2011). Une modulation de 

leur expression ou de leur activité par le fragment Gln124-Tau pourrait être un des mécanismes 

à l’origine des différences de niveau d’acétylation de l’α-tubuline observée. De façon 

intéressante, il existe une interaction entre Tau et HDAC6 (au niveau du domaine de liaison 

aux microtubules de Tau) et cette interaction modulerait l’activité désacétylase d’HDAC6 

(Ding et al, 2008; Perez et al., 2009). Ainsi, nous nous sommes intéressés à l’effet de la 

surexpression des fragments de troncation de Tau sur l’expression et l’activité d’HDAC6. 

Une deuxième hypothèse peut être émise pour expliquer comment le fragment Gln124-Tau 

augmente l’acétylation de l’α-tubuline. Comme l’acétylation de l’α-tubuline n’a lieu que sur 

des microtubules polymérisés et stables, ce fragment Gln124-Tau pourrait favoriser la 
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polymérisation des microtubules ou les stabiliser, résultant en une hausse d’acétylation de l’!-

tubuline. 

 

II.B Expression et activité d’HDAC6, enzyme clé dans la désacétylation de l’!-tubuline 

 

Le kit disponible pour mesurer les activité HDACs de permet pas de faire la distinction entre 

l’activité spécifique à HDAC6 et les activités des autres HDACs. Mais comme HDAC6 est la 

seule protéine de la famille des HDAC à posséder une localisation cellulaire majoritairement 

cytoplasmique (dYdewalle et al., 2012), un fractionnement permettant de séparer les protéines 

cytoplasmiques des protéines nucléaires a été réalisé afin de mesurer l’activité d’HDAC6 et 

également de contrôler son taux d’expression (Figure 45).  

 

 
Figure 45 : Effet de la surexpression des fragments de troncation de Tau sur l’expression et 
activité cytoplasmiques d’HDAC6. Des protéines extraites à partir de cellules N1E-115 surexprimant 
Tau et les fragments de troncation ont été soumises à un fractionnement permettant d’obtenir des 
fractions cytoplasmiques et nucléaires. La lamine-B sert à contrôler la pureté de la fraction nucléaire. Ce 
fractionnement a servi pour mesurer l’expression cytoplasmique (A) et l’activité (B) d’HDAC6. Les 
quantifications en pourcentage du taux d’expression d’HDAC6 rapporté à la "-actine est également 
présentée. La tubacine, inhibiteur spécifique d’HDAC6, a été utilisée à une concentration de 10&M 
pendant 30 minutes avec un extrait cellulaire et sert de contrôle attestant de la mesure spécifique de 
l’activité HDAC6. Les histogrammes représentent les moyennes de trois expériences indépendantes. 
Les barres d’erreurs indiquent l’erreur type (SEM). **: P( 0,01. Les différences entre les valeurs 
moyennes ont été déterminées par une analyse one way ANOVA suivie d’un test post-hoc LDS Fischer. 

 

Les résultats obtenus à partir des fractions enrichies en protéines cytosoliques et nucléaires 

provenant de cellules N1E-115 surexprimant les fragments ne montrent aucune différence 

notable d’expression ou de localisation cellulaire d’HADC6 en comparaison aux cellules qui 

surexpriment la protéine Tau entière (Figure 45A). De plus, les mesures d’activité enzymatique 
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d’HDAC6 cytoplasmique ne révèlent aucune différence (Figure 45B). L’ensemble de ces 

résultats suggère donc que les différences d’acétylation de l’!-tubuline dans les cellules qui 

surexpriment le fragment Gln124-Tau ne sont pas liées à une modulation de l’expression ou de 

l’activité d’HDAC6.  

De plus, la distribution d’HDAC6 et de l’!-TAT1 a été analysée dans une fraction 

microtubulaire et une fraction cytosolique obtenues par fractionnement de cellules N1E-115 

exprimant la protéine Tau entière et ses fragments (Figure 46). L’enrichissement en 

microtubules stables est contrôlé par la présence de formes acétylés de l’!-tubuline reflétant 

une population enrichie en microtubules stabilisés. 

  

Figure 46 : Distribution d’HDAC6 et d’!-TAT1 
au sein de fractions enrichies en protéines 
microtubulaires ou cytosoliques. Des protéines 
extraites à partir de cellules N1E-115 surexprimant 
Tau et les fragments de troncation ont été soumises à 
un fractionnement permettant d’enrichir en protéines 
les fractions cytoplasmique et microtubulaire. Les 
immuno-empreintes d’HDAC6 et d’!-TAT1 sont 
visualisées par WB. La qualité du fractionnement est 
vérifiée en analysant la distribution de l’!-tubuline 
acétylée. 
 
 
 
 
 

 
 

Nos résultats indiquent donc que les différences d’acétylation de la tubuline observées 

précédemment ne sont pas non plus liées à une délocalisation d’HDAC6 ou de l’!-TAT1.  

Comme l’acétylation de l’!-tubuline a lieu sur des microtubules polymérisés, une des 

hypothèses permettant d’expliquer la hausse d’acétylation observée au sein des cellules 

surexprimant le fragment Gln124-Tau est que ce fragment modulerait la polymérisation et/ou la 

stabilité des microtubules. 

 

II.C Etude de la polymérisation microtubulaire in cellulo 

 

Afin d’étudier si les différences d’!-tubuline acétylée sont corrélées à une différence de 

polymérisation microtubulaire, un test de polymérisation microtubulaire in cellulo basé sur 

l’utilisation de la cytochalasine-B a été utilisé.  La cytochalasine-B est une mycotoxine qui 

entraîne une cassure du réseau d’actine cortical et permet ainsi aux cellules exprimant une 
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protéine Tau fonctionnelle de développer des prolongements de type neurites, reflet d’une 

polymérisation microtubulaire (Leroy et al, 2000).  

Les résultats d’imagerie confocale révèlent que le traitement pendant une heure à 20&M de 

cytochalasine B sur les cellules N1E-115 permet d’induire un changement drastique dans le 

cytosquelette d’actine, qui est mis en évidence par une ponctuation prononcée du marquage 

immunologique de l’actine (Figure 47A). En outre, un immuno-marquage de l’!-tubuline 

acétylée démontre que les cellules qui surexpriment Tau traitées à la cytochalasine-B 

présentent des prolongements neuritiques à l’inverse des cellules non traitées (Figure 47B et 

C). Ce test valide que nous pouvons suivre la polymérisation microtubulaire au sein de ce 

modèle cellulaire et nous permettra de déterminer si la surexpression transitoire des fragments 

module la polymérisation microtubulaire. 

 

 
Figure 47: Effet de la surexpression de Tau sur la polymérisation microtubulaire in cellulo. 
Observation par microscopie confocale de cellules N15-115 transfectées pendant 48H avec le vecteur 
exprimant la protéine Tau entière et traitées ou non à la cytochalasine-B (respectivement Cyto et NT) 
pendant 20 minutes à 20&M. Immuno-marquage (A) ; actine et (B) ; co-marquage Tau-Cter (vert) et !-
tubuline acétylée (rouge). Grossissement x40. Echelle : A et B : 50 &m, C : 20 &m. 
 

La même analyse a été réalisée au sein des cellules qui surexpriment les fragments et pour 

affiner cette analyse au sein des cellules N1E-115, le nombre de cellules transfectées qui 

présentent des extensions neuritiques a été quantifié. Les quantifications montrent que 15% des 

cellules non traitées et non transfectées présentent des extensions neuritiques. Après traitement 

à la cytochalasine-B, environ 80% des cellules exprimant la protéine Tau entière, le fragment 

Met11-Tau ou le fragment Gln124-Tau développent des extensions neuritiques. A l’inverse, un 

faible pourcentage (variant de 10 à 20 %) des cellules qui surexpriment Tau ou ces fragments 
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non traitées ou des cellules traitées surexprimant les fragments Val229-Tau et Gly261-Tau 

développent des prolongement neuritiques (Figure 48A et B).  

 

 
Figure 48 : Effet de la surexpression de la protéine Tau et de ses fragments sur la polymérisation 
microtubulaire in cellulo. (A) Observation par microcopie confocale de cellules N1E-115 transfectées 
avec le vecteur exprimant la protéine Tau et les fragments de Tau pendant 48H, traitées (cyto) ou non 
(NT) à la cytochalasine-B pendant 20 minutes à 20&M. Co-marquage Tau-Cter (vert) et !-tubuline 
acétylée (rouge). Grossissement x40. Echelle : 50 &m. (B) Quantification du rapport du nombre de 
cellules, traitées ou non, exprimant Tau ou ses fragments et qui présentent des prolongements 
neuritiques. N ' 110 cellules .(C) Quantification de la taille moyenne du plus grand neurite par cellule. 
Les barres d’erreurs indiquent l’erreur type (SEM). *: P( 0,05 ; ***: P( 0,001 ; **** : P ( 0,0001. Les 
différences entre les valeurs moyennes ont été déterminées par une analyse one way ANOVA suivie 
d’un test post-hoc LDS Fischer. 
 

 

Afin d’évaluer si la protéine Tau entière, les fragments Met11-Tau et Gln124-Tau modulent 

la vitesse de la polymérisation des microtubules, la taille maximale des neurites développés par 

les cellules a été mesurée. De façon surprenante, la longueur de l’extension de la taille des 

neurites est plus faible au sein des cellules qui surexpriment le fragment Gln124-Tau (186&M ± 
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46µM) en comparaison aux cellules qui surexpriment Tau (260µM ± 60µM) ou le fragment 

Met11-Tau (257µM ± 70µM) (Figure 48C). 

 

  Ces résultats démontrent donc que les cellules qui surexpriment la protéine Tau, les 

fragments Met11-Tau et Gln124-Tau développent des prolongements neuritiques sous 

traitement à la cytochalasine-B, attestant de leur fonctionnalité vis-à-vis de la polymérisation 

microtubulaire. Les cellules qui surexpriment les fragments Val229-Tau et Gly261-Tau 

présentent une capacité quasi-nulle à polymériser les microtubules. Ceci indique donc que le 

domaine compris entre les acides aminés 124 et 229, probablement le domaine riche en 

prolines, est nécessaire à la polymérisation microtubulaire. Toutefois, des différences 

qualitatives sont notées puisque la longueur de l’extension de la taille des neurites est plus 

faible au sein des cellules qui surexpriment le fragment Gln124-Tau.  

 Sur la base de cette approche, nous ne pouvons pas établir si il existe une corrélation entre 

l’augmentation des niveaux d’acétylation de l’α-tubuline au sein des cellules surexprimant le 

fragment Gln124-Tau et la polymérisation microtubulaire reflétée ici par la taille des 

extensions neuritiques. Nous avons donc étudié si cette hausse d’acétylation de l’α-tubuline 

pouvait être corrélée à une stabilité microtubulaire plus importante. 

 

II.D Etude de la distribution cytosolique et microtubulaire et effets sur la stabilité 

microtubulaire de la protéine Tau entière et de ses fragments 

 

Afin d’étudier si la différence d’acétylation pouvait être le reflet d’une différence de liaison 

des fragments de Tau aux microtubules, une analyse de leur répartition entre une fraction 

enrichie en microtubules stables et une fraction enrichie en protéines cytosoliques a été 

entreprise dans un premier temps à partir d’extraits cellulaires de N1E-115 transfectées avec les 

vecteurs codant pour la protéine Tau entière et ses fragments (Figure 49).  

De la même façon que pour les analyses de la distribution des protéines α-TAT1 et HDAC6, 

l’enrichissement en microtubules stables est contrôlé par la présence de formes acétylée et 

détyrosinée de la tubuline dans la fraction microtubulaire, toutes deux reflets d’une population 

enrichie en microtubules stabilisés (Wloga and Gaertig, 2010; Al-Bassam and Corbett, 2012). 

La tubuline totale et sa forme tyrosinée sont présentes dans les deux fractions.  

L’immuno-empreinte de Tau révélée par WB avec l’anticorps Tau-Cter révèle que Tau et les 

fragments de troncation sont présents dans les deux fractions. La quantification de l’immuno-

empreinte présente dans la fraction microtubulaire rapportée à la somme des immuno-
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empreintes présentes dans les deux fractions révèle une plus forte proportion du fragment 

Gln124-Tau dans la fraction microtubulaire comparé à la protéine Tau entière (184% ± 33% ; 

moyenne par rapport à Tau ± erreur standard) (Figure 49B). A l’inverse, les espèces Val229-

Tau et Gly261-Tau sont proportionnellement moins présentes au sein de cette fraction 

microtubulaire. Ceci suggère donc que la perte des 123 premiers acides aminés de Tau confère 

au fragment Gln124-Tau une capacité de liaison plus importante aux microtubules. 

 

 
Figure 49 : Distribution microtubulaire et cytoplasmique de la protéine Tau et de ses fragments 
de troncation. (A) Analyse de la distribution de Tau et des fragments dans une fraction microtubulaire 
et une fraction cytosolique par WB avec l’anticorps Tau-Cter. La qualité du fractionnement est vérifiée 
en analysant la distribution de la tubuline acétylée et détyrosinée. (B) Quantification en pourcentage du 
taux de protéines Tau dans la fraction microtubulaire. Les histogrammes représentent la moyenne des 
rapports de l’immuno-réactivité de Tau dans la fraction microtubulaire sur celle observée dans la 
fraction microtubulaire additionnée à celle de la fraction cytosolique. Les barres d’erreurs indiquent 
l’erreur type (SEM). * : P( 0,05 ; **: P( 0,01. Les différence entres les valeurs moyennes ont été 
déterminées par une analyse one way ANOVA suivie d’un test post-hoc LDS Fischer. 
 

Ces résultats sont en accord avec ceux observés pour l’acétylation de l’!-tubuline, le 

fragment Gln124-Tau qui confère une acétylation accrue de l’!-tubuline serait capable de se 

lier plus fortement aux microtubules. L’ensemble des résultats suggère donc que le fragment 

Gln124-Tau stabiliserait d’avantage les microtubules en comparaison à la protéine Tau entière. 

Afin de valider cette hypothèse, nous avons étudié la capacité de ce fragment, du fragment 

Met11-Tau et de la protéine Tau à protéger les microtubules d’une dépolymérisation induite 

pharmacologiquement. 
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La dépolymérisation microtubulaire a été évaluée par l’analyse de l’effet d’un traitement au 

nocodazole (inducteur d’une dépolymérisation microtubulaire) sur les faisceaux 

microtubulaires induits suite à la surexpression de la protéine Tau entière et des fragments 

Met11-Tau et Gln124-Tau. Les résultats d’imagerie confocale montrent que 20 minutes de 

traitement sont suffisantes pour diminuer fortement la présence des faisceaux de microtubules 

normalement induits par la surexpression de Tau et du fragment Met11-Tau (Figure 50A). De 

façon intéressante, cette diminution est beaucoup moins marquée chez les cellules qui 

surexpriment le fragment Gln124-Tau. Ces résultats suggèrent que ce dernier aurait donc un 

rôle protecteur vis-à-vis d’une dépolymérisation induite par le nocodazole.  

Pour valider ces résultats, un fractionnement microtubulaire a été réalisé et l’effet du 

traitement au nocodazole sur la dépolymérisation des microtubules a été étudié par l’analyse de 

la distribution de l’immuno-empreinte de la tubuline totale dans les fractions microtubulaires et 

cytosoliques. Les résultats montrent que le traitement induit bien une dépolymérisation 

microtubulaire qui se traduit par une baisse de l’immuno-empreinte de la tubuline totale dans la 

fraction microtubulaire (Figure 50B). Cependant, les cellules qui surexpriment le fragment 

Gln124-Tau présentent un niveau de tubuline plus important dans cette fraction microtubulaire 

en comparaison aux cellules qui surexpriment la protéine Tau entière ou le fragment Met11-

Tau. L’analyse de la distribution des immuno-empreintes de Tau par WB montre que la 

présence de la tubuline totale dans la fraction microtubulaire des cellules traitées au nocodazole 

est corrélée avec la présence du fragments Gln124-Tau au sein de cette fraction. A l’inverse, 

l’absence d’immuno-empreintes de la tubuline totale dans la fraction microtubulaire des 

cellules traitées au nocodazole qui surexpriment le fragment Met11-Tau et la protéine Tau 

entière est corrélée avec l’absence d’immuno-empreintes du fragment Met11-Tau et de la 

protéine Tau entière au sein de cette fraction microtubulaire. Ainsi, le fragment Gln124-Tau 

possède une capacité accrue de protection contre la dépolymérisation induite par le traitement 

au nocodazole. Ces résultats indiquent donc que ce fragment possède un gain de fonction 

physiologique vis-à-vis de la régulation de la dynamique microtubulaire. 
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Figure 50 : Etude de la résistance à la dépolymérisation des microtubules in cellulo. (A) 
Observation par microscopie confocale de cellules N1E-115 transfectées avec la protéine Tau ou les 
fragments pendant 48H et traitées pendant 20 minutes au nocodazole 10&M. Co-marquage Tau-Cter 
(vert) et !-tubuline totale (rouge). Les faisceaux microtubulaires sont indiqués par une flèche blanche. 
(B) Etude de la distribution de Tau, des fragments Met11-Tau, Gln124-Tau et de la tubuline totale après 
fractionnement microtubulaire et traitement au nocodazole pendant 20 minutes. Les immuno-empreintes 
de Tau et des fragments sont visualisées avec l’anticorps Tau-Cter dans chacune des fractions.  
 

En définitive, nos résultats révèlent l’importance du domaine amino-terminal de Tau dans la 

stabilisation des microtubules puisque la perte des 123 premiers acides aminés de Tau permet 

au fragment Gln-124 de résister à la dépolymérisation induite par le nocodazole.  

 

L’ensemble des résultats relatifs à la caractérisation de la troncation de Tau au sein de 

tissus cérébraux humains, des expériences de protéomiques qui ont abouti à l’identification de 

vingt quatre sites de clivage chez l’Homme et les résultats sur l’étude des conséquences 

fonctionnelles des fragments Met11-Tau et Gln124-Tau sur les microtubules ont fait l’objet 

d’une publication disponible en annexe. 

 

  

FL-Tau 

Met11-Tau 

Gln124-Tau 

Tau-Cter !-tubuline totlate Merge Cytoplasme Microtubules 

60 - 

50 - 

40 - 

30 - 

20 - 

FL
-T

au
 

M
et

11
-T

au
 

G
ln

12
4-

Ta
u 

FL
-T

au
 

M
et

11
-T

au
 

G
ln

12
4-

Ta
u 

FL
-T

au
 

M
et

11
-T

au
 

G
ln

12
4-

Ta
u 

FL
-T

au
 

M
et

11
-T

au
 

G
ln

12
4-

Ta
u 

Nocodazole !" !" !" !" !" !"+ + + + + + 

WB Tau-Cter 

WB !-tubuline totale 

A B 



 

! 134 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussion - Conclusion 

 



Discussion - Conclusion 

! 135 

Tau est une protéine majoritairement exprimée au sein des neurones dont la fonction la plus 

étudiée est sa fonction de régulateur de la dynamique des microtubules. Les Tauopathies, parmi 

lesquelles la maladie d’Alzheimer est la plus connue, constituent un groupe de maladies 

neurodégénératives et possèdent comme caractéristique commune de présenter des cellules 

contenant des protéines Tau agrégées sous formes hyper- et anormalement phosphorylées. Bien 

que les mécanismes qui conduisent à l’agrégation de Tau, et in fine, aux symptômes 

neurologiques liés au dysfonctionnement neuronal, ne soient pas totalement élucidés, il apparaît 

que les modifications post-traductionnelles de Tau jouent un rôle important dans les processus 

qui sous-tendent cette pathologie Tau. Parmi ces MPT, la troncation de Tau serait impliquée 

dans les mécanismes à l’origine de la pathologie Tau.  

Il existe de nombreux fragments de troncation de Tau au sein du tissu cérébral de patients 

atteint de la MA ou d’autres Tauopathies. L’identité et la fonction de la majorité de ces 

fragments de troncation de Tau ne sont pas connues. Deux fragments ont été identifiés in situ, il 

s’agit de fragments présentant à leur extrémité carboxy-terminale les résidus Glu391 ou 

Asp421. Les études fonctionnelles basées sur l’expression de ces fragments de troncation 

révèlent que ces fragments présentent les caractéristiques d’agents de nucléation capables 

d’entraîner leur agrégation et celle de la protéine Tau entière. A terme, ceci conduit à la 

formation de dégénérescence neurofibrillaire, lésion caractéristique de la maladie Alzheimer, à 

une perte de fonction de la protéine Tau entière, à une mort neuronale et au final, à des troubles 

cognitifs. Les résultats de ces études ne peuvent être extrapolés à l’ensemble des fragments 

détectés dans le tissu cérébral de patients atteints de la MA. 

Les fragments dont les sites de clivage ne sont pas encore déterminés pourraient présenter 

diverses propriétés comme la capacité d’être sécrétés dans le liquide cérébro-spinal pour signer 

la pathologie Tau, ou, à l’instar des deux autres identifiés, avoir un rôle étiologique dans la MA 

en favorisant l’agrégation de la protéine Tau. La troncation de Tau qui est principalement 

étudiée dans un contexte pathologique pourrait avoir des fonctions physiologiques comme c’est 

le cas pour la phosphorylation. Comprendre quelles sont les fonctions de ces fragments est 

donc d’un intérêt majeur dans la MA et de manière générale dans les Tauopathies. Au delà de 

leurs intérêts physiopathologiques, identifier ces fragments et les caractériser permettra 

d’augmenter nos connaissances de la biologie de la protéine Tau. Pour atteindre ces objectifs, 

la première étape essentielle consiste à identifier ces fragments. 

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de thèse dont le premier objectif visait à 

identifier de nouveaux sites de clivage de Tau à partir de tissus cérébraux humains. Pour cela, 

nous avons développé une approche protéomique qui nous a permis d’identifier plus d’une 
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vingtaine de sites de clivage. La première partie de cette discussion sera consacrée à cette 

approche et aux résultats obtenus. L’identification de l’acide aminé amino-terminal des 

fragments a permis la génération d’outils moléculaires pour étudier les conséquences 

fonctionnelles de la troncation vis-à-vis des microtubules. La seconde partie de la discussion 

sera consacrée aux résultats relatifs aux effets de la surexpression de la protéine Tau entière et 

de ces fragments dans nos modèles cellulaires sur les microtubules. 

 

I. Identification de nouveaux sites de clivage de la protéine Tau  
 

L’identification de nouveaux sites de clivage de la protéine Tau constituait le premier 

objectif de cette thèse. Nous avons adapté une approche protéomique qui nous a permis 

d’identifier cinq sites de clivage à partir de cellules SH-SY5Y qui surexpriment Tau 

démontrant dans un premier temps la faisabilité de notre approche. La même approche 

appliquée aux tissus cérébraux humains a aboutit à l’identification de vingt quatre sites de 

clivage de la protéine Tau.  

Le but de notre approche expérimentale était d’enrichir par immunoprecipitation les 

protéines Tau et leurs fragments de troncation pour simplifier le mélange peptidique avant la 

digestion enzymatique préalable aux analyses LC-MS/MS. Comme il est difficile d’estimer 

l’abondance des fragments de troncation de Tau par rapport à la protéine intacte, nous avons 

procédé au marquage de leur extrémité amino-terminale. Ce marquage a permis d’augmenter la 

détectabilité et d’enrichir par chromatographie d’affinité les différents fragments de troncation 

de Tau. Il faut toutefois noter que le marquage de la fonction amine primaire amino-terminale 

n’est pas considéré comme un critère absolu pour valider un site de clivage. En effet, dans nos 

conditions expérimentales, il apparaît que le rendement du marquage n’est pas de 100% 

puisque de nombreux peptides ne présentent pas de groupement dansyl ou biotine amino-

terminal. 

 

I.A La nature des sites identifiés 

 

I.A.1 Confrontation avec la littérature 

 

Parmi les 24 sites de clivage identifiés chez l’Homme, deux ont été retrouvés au sein de la 

lignée cellulaire SH-SY5Y surexprimant le protéine Tau. Il s’agit des sites Ala2 et Met11. Le 

premier site avait déjà été décrit par Hasegawa et ses collaborateurs au sein de tissus cérébraux 
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d’individus sains et de patients atteints de la MA dans une étude qui s’intéressait à la 

caractérisation des modifications post-traductionnelles de la protéine Tau par spectrométrie de 

masse (Hasegawa et al., 1992). A côté de ces sites de clivage, nous avons retrouvé des acides 

aminés déjà décrits dans la littérature comme sites de clivage, mais à une position différente. 

En effet, nous avons retrouvé les résidus Asp13 et Glu391 clivés en amino-terminal, impliquant 

l’existence de fragment qui débutent en Asp13 ou en Glu391, alors que les travaux de Novak et 

de Binder ont mis en évidence à l’aide d’outils immunologiques l’existence de fragments se 

terminant par ces résidus Asp13 et Glu391 (Novak et al., 1993; Horowitz et al., 2004).  

 

I.A.2 Localisation des sites identifiés 

 

Sur ces 24 sites, neuf sont localisés en amino-terminal de l’épitope reconnu par l’anticorps 

d’IP Tau-5 (épitope 218-225) et quinze sont distribués en carboxy-terminal de cet épitope. Ces 

quinze derniers étant localisés en carboxy-terminal de l’épitope reconnu par Tau-5, les 

fragments présentant en amino-terminal ces sites ne sont pas censés être directement 

immunoprécipités par l’anticorps Tau-5. Néanmoins, plusieurs résultats suggèrent que nos 

conditions expérimentales sont favorables à l’enrichissement des protéines Tau, de ses 

fragments et d’autres protéines, en complexes : 

- Des fragments carboxy-terminaux de masse moléculaire trop faible pour être 

directement immunoprécipités avec Tau-5 ont été détectés par WB lors de l’analyse de 

la fraction d’IP (Figure 36)  

- Des partenaires protéiques de Tau comme HSC70 ont été retrouvés dans la fraction d’IP 

dans nos analyses LC-MS/MS. 

- Des peptides provenant des régions amino- et carboxy-terminales de Tau dans les 

analyses du gel coloré à l’argent à des masses moléculaires de 90 et 100 kDa ont été 

détectés pendant les analyse LC-MS/MS (Figure 32).   

Tous ces résultats permettent d’affirmer que les conditions expérimentales sont favorables à 

la co-IP et justifient donc la présence d’autant de sites de clivage présentant une fonction amine 

primaire libre ou marquée, après l’épitope reconnu par Tau-5. Néanmoins, il n’est pas à exclure 

que ces sites de clivage peuvent être générés par une protéolyse de la protéine Tau entière ou de 

ses fragments immunoprécipités pendant les expériences de marquage ou d’analyses LC-

MS/MS.   
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I.A.3 N-α-acétylation des sites Ala2 et Gly134 

 

Parmi l’ensemble des peptides détectés pendant nos analyses LC-MS/MS, certains 

présentaient au niveau de leur extrémité amino-terminale une MPT. Nous avons notamment 

trouvé les sites Ala2 et Gly134 N-α-acétylés au sein des cellules SH-SY5Y et le site Ala2 N-α-

acétylé au sein des tissus cérébraux humains. Cette MPT, irréversible, est fréquemment 

retrouvée dans les cellules de mammifères puisqu’environ 80% des protéines seraient affectées. 

Au niveau fonctionnel, cette MPT serait impliquée dans la régulation de la dégradation des 

protéines, dans leur localisation cellulaire et dans l’interaction avec d’autres partenaires 

protéiques (Arnesen, 2011). Les enzymes impliquées dans la mise en place de la N-α-

acétylation sont les Nats pour « N-terminal α-acétyltransférases ».  Celles-ci sont souvent 

associées avec les complexes ribosomaux, ce qui suggère que cette modification se produirait 

de manière co-traductionnelle (Gautschi et al., 2003; Polevoda et al., 2008), ou post-

traductionnelle dans le cadre du site Gly134. Ceci implique donc la perte de la méthionine 

amino-terminale très rapidement par action d’une méthionine amino-peptidase. Déterminer 

dans quelles proportions la protéine Tau est retrouvée sous forme N-α-acétylée en Ala2 

s’avèrerai intéressant notamment vis-à-vis de sa stabilité et de sa prise en charge par les 

systèmes de dégradation. En effet, selon l’acide aminé amino-terminal, les protéines auront une 

demi vie plus ou moins longue (Hwang et al., 2010; Brower et al., 2013). 

 

I.A.4 Pyroglutamylation des sites Glu12, Gln33 et Gln124 

 

De surcroît, nous avons retrouvé plusieurs peptides débutant en Glu12 et Gln33 au sein des 

cellules SH-SY5Y, et le site Gln124 au sein de tissus cérébraux humains, présentant un résidu 

pyroglutamate. Cette MPT consiste en la cyclisation amino-terminale d’un résidu glutamate ou 

glutamine en pyroglutamate par perte d’une molécule d’eau ou d’ammonium respectivement 

(Schilling et al., 2008). Parmi ces peptides, celui présentant le résidu Gln124 en amino-terminal 

a été retrouvé pyroglutamylé. Cette réaction de pyroglutamylation est catalysée par deux 

enzymes : les glutaminyl-peptides cyclotransférases QPCT et QPCTL (Schilling et al, 2002). 

An niveau de leur localisation cellulaire, la première est sécrétée alors que la seconde est 

associée avec l’appareil de Golgi (Cynis et al, 2008). Physiologiquement, de nombreuses 

protéines sécrétées présentent cette modification comme l’hormone thyréotrope (THR), la 

gastrine, la neurotensine ou encore les chimiokines MCP-1 et MCP-4 (pour monocyte 
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chemoattractant proteins 1 et 4) (Awadé et al., 1994; Garavelli, 2000). Cette MPT est d’autant 

plus intéressante qu’elle se produit au sein du peptide Aβ, le principal composant des dépôts 

amyloïdes (seconde lésion caractéristique de la MA), favorisant ainsi son agrégation et sa 

neurotoxicité (Nussbaum et al., 2012; Becker et al., 2013). Néanmoins, il a été montré que cette 

MPT pouvait se produire spontanément in vitro sur des peptides synthétiques (Seifert et al., 

2009), il est donc probable que la présence de cette MPT sur certains peptides de Tau soit liée à 

la procédure expérimentale. En effet, nous avons expérimentalement montré que le traitement 

d’un peptide synthétique de Tau présentant un résidu glutamate amino-terminal natif 

(EDHAGTYGLCGC) pouvait être pyroglutamylé dans des conditions expérimentales 

identiques à celles de l’approche protéomique (résultats en annexe III). Ces résultats remettent 

donc en question la formation d’une telle MPT sur le peptide présentant le Gln124 amino-

terminal in situ et des études supplémentaires sont nécessaires pour établir la pertinence d’une 

telle modification sur ce fragment. Enfin, même si l’existence in situ d’une telle MPT sur ce 

fragment reste à démontrer, elle requiert la présence d’un résidu glutamate ou glutamine 

amino-terminal, ce qui implique un clivage capable de générer une telle extrémité amino-

terminale.  

 

Pour conclure, l’approche protéomique utilisée dans le cadre de ce travail représente une 

avancée considérable dans l’identification des fragments de troncation de Tau et constitue la 

base pour le développement d’outils protéomiques et immunologiques pour caractériser ces 

sites de clivage au sein d’un plus grand échantillonnage afin de valider leur pertinence 

biologique et/ou physiopathologique. Néanmoins, l’identification de vingt quatre sites de 

clivage à partir de tissus cérébraux humains, en utilisant une telle approche, soulève plusieurs 

questions.  

 

I. B Pouvons nous exclure une troncation in vitro ? 

 

L’une des premières limites de notre étude est la question de la troncation in vitro. Tau est 

une protéine non conformée et sensible aux protéases. En effet, il a par ailleurs été déjà montré 

in vitro que Tau était sensible à une multitude de protéases : les caspases, les calpaïnes, les 

cathepsines, la trombine, la PSA ou encore le cœur catalytique 20S du protéasome (Hanger and 

Wray, 2010; Wang et al., 2010a). Notre approche expérimentale ne permet aucunement 

d’exclure la possibilité d’un clivage de Tau pendant le processus expérimental, et ce, malgré la 

présence d’inhibiteurs de protéases dans les tampons d’extraction et lors de l’IP dans 
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l’ensemble de nos expériences. Les seuls sites qui ne sont pas concernés par cette question sont 

les sites Ala2 et Gly134 qui ont été retrouvés N-!-acétylés. Comme cette modification ne peut 

se produire spontanément sans l’action d’enzyme, cela implique que la perte de la Met1 pour le 

site Ala2, ou celle de l’Asp133 pour le site Gly134, a lieu in situ et non in vitro. En revanche, 

pour les autres sites, cette troncation in vitro, si elle a lieu, pourrait se produire à différentes 

étapes, que ce soit pendant la lyse protéique, pendant l’IP ou encore pendant les étapes de 

marquage et de séparation chromatographique.  

 

Parmi les résultats qui soulevaient la question de la troncation in vitro, nous avions 

précédemment observé dans le cadre de la caractérisation des fragments dans les études 

fonctionnelles, en se basant sur la masse moléculaire apparente, des fragments de protéolyse à 

forte exposition lorsque les vecteurs codant pour Met11-Tau, Gln124-Tau, Val229-Tau et 

Gly261-Tau sont transfectés pendant 48H (Figure 40). L’hypothèse la plus probable pour 

expliquer ce phénomène est vraisemblablement que ces fragments et la protéine Tau entière 

sont soumis aux mêmes mécanismes de dégradation. La question est de savoir si cette 

dégradation se produit in cellulo ou in vitro. Pour y répondre, nous avons tenté d’inactiver les 

protéases par dénaturation le plus rapidement possible. Des cellules N1E-115 ont été 

transfectées avec les constructions plasmidiques codant pour les fragments et la protéine Tau 

entière pendant 48H. Ces cellules ont ensuite été lysées avec du LDS préchauffé à 100°C. Cette 

lyse en LDS à 100°C a pour but de dénaturer les protéases cellulaires le plus rapidement 

possible. Les extraits sont ensuite soniqués, et directement déposés sur gel pour analyse par 

WB du profil de troncation. Les résultats démontrent clairement que même dans ces conditions, 

des produits de catabolisme des fragments transfectés et de la protéine Tau entière sont 

visualisés (Figure 51).  

 
Figure 51: Analyse du profil de troncation de la protéine Tau et 
de ses fragments en condition de lyse stringente par WB. Des 
cellules N1E-115 transfectées avec les vecteurs codant pour la 
protéine Tau entière (FL-Tau) et les fragments de troncation 
identifiés (Met11-Tau, Gln124-Tau, Val229-Tau, Gly261-Tau) ont 
été directement lysées avec du LDS préchauffé à 100°C, soniquées, 
et analysées en WB avec l’anticorps Tau-Cter. L’exposition est 
volontairement de longue durée afin de détecter les produits de 
catabolisme des différentes espèces de Tau. 

 

 

 

 

60 - 

50 - 

40 - 

30 - 

20 - 

M
oc

k 
FL

-T
au

 
M

et
11

-T
au

 
G

ln
12

4-
Ta

u 
Va

l2
29

-T
au

 
G

ly
26

1-
Ta

u 

WB Tau-Cter 



Discussion - Conclusion 

! 141 

 

Ceci suggère donc que les fragments générés à partir de la protéine Tau et des fragments 

Met11-Tau et Gln124-Tau proviennent bien d’une protéolyse se déroulant dans la cellule et non 

in vitro. Bien évidemment, ces résultats n’excluent pas de manière catégorique que les sites de 

clivage identifiés soient exclusivement liés à une protéolyse cellulaire.  

 

I.C Quel est l’impact du délai post-mortem sur la troncation de Tau ? 

 

Certaines études réalisées à partir de tissus cérébraux humains se sont intéressées à l’impact 

du délai post-mortem et de la conservation du tissu cérébral sur l’intégrité générale des cellules 

et de leurs constituants (ADN, ARN, protéines, lipides…) (Crecelius et al., 2008; Ferrer et al., 

2008). Au niveau protéique, des évènements d’oxydation et de nitration sont produits et 

peuvent être considérés comme un reflet de l’état général protéique (Chandana et al., 2009). En 

ce qui concerne la dégradation des protéines, et donc potentiellement la génération de 

fragments de troncation, celle-ci apparaît comme thermo-dépendante, et se produit dès la 

première dizaine d’heures (Ferrer et al., 2007). Concernant Tau, il est clairement établi que le 

délai post-mortem affecte ses modifications post-traductionnelles, notamment son état de 

phosphorylation. En effet, peu de temps après le décès d’un individu, les protéines Tau solubles 

sont très rapidement prises en charge par les phosphatases. Vis-à-vis de la dégradation de Tau, 

une étude basée sur l’analyse biochimique du profil de Tau a été réalisée par WB à partir de 

cortex de patients atteints de la MA à des stades avancés. Dans cette étude où les tissus sont 

placés dans des conditions mimant un délai post-mortem, il est montré que le profil des 

isoformes de Tau, des formes oligomérisées, et des formes tronquées n’est modifié qu’au delà 

de vingt-six heures (Santpere et al., 2006). Ceci suggère que Tau est une protéine relativement 

résistante à la dégradation liée au délai post-mortem, à la différence d’autres protéines comme 

la synucléine (Ferrer et al., 2008). 

Quoiqu’il en soit, l’impact du délai post-mortem du tissu cérébral sur la troncation de Tau 

est une question que nous avons essayé d’aborder à partir d’un modèle murin. L’utilisation 

d’un tel modèle permet de s’approcher d’un délai post-mortem quasi nul, et donc d’étudier si 

dans une telle condition, des fragments de troncation sont détectés sur la base de bas poids 

moléculaires, indépendamment de leur nature. Nous avons donc utilisé un modèle murin de 

surexpression d’une protéine Tau humaine mutée et leurs contrôles de portées ; le modèle 

THY-Tau22. Ce modèle présente une pathologie Tau hippocampique progressive avec l’âge, en 

corrélation avec le déclin cognitif (Schindowski et al., 2006; Van der Jeugd et al., 2013). La 
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caractérisation biochimique par WB du profil de Tau, dans ce modèle, en fonction de l’âge des 

souris, permet de mettre en évidence, en plus des formes entières de Tau  (totales  et hyper-

phosphorylées ), deux fragments amino-terminaux et tout un panel de fragments carboxy-

terminaux. (Figure 52).  

 

 
Figure 52 : Troncation de Tau dans le modèle THY-Tau22. 10&g de protéines extraites à partir 
d’hippocampes de souris THY-Tau22 et de leurs contrôles de portés WT âgées de 3, 7 et 12 mois ont 
été!  analysés par WB avec les anticorps Tau-Nter (A) et Tau-Cter (B). Sur les cadrans supérieurs, les 
immuno-empreintes correspondant à la protéine Tau surexprimée dans les souris THY-Tau22  sous 
forme totales  et hyper-phosphorylée  sont visualisées. L’utilisation de l’anticorps Tau-Cter permet 
de mettre en évidence la protéine Tau endogène . Afin de visualiser les formes tronquées, les 
membranes ont été soumises à une exposition plus longue lors de la révélation. La ß-actine est utilisée 
comme contrôle de charge protéique. 
 

Ces résultats mettent donc en évidence sur la base de la masse moléculaire apparente 

l’existence de fragments de troncation de Tau au sein du tissu cérébral murin, dans lequel le 

délai post-mortem est quasi nul. Ceci démontre que la troncation de Tau peut survenir 

indépendamment du délai post-mortem.  

 

I.D La troncation de Tau peut-elle se produire dans des conditions physiologiques ? 

 

Malgré les limites de l’approche protéomique que nous avons développé, nos résultats 

indiquent l’existence de sites de clivage de Tau au sein du tissu cérébral humain ne 

présentant pas de DNF puisqu’au moins le site Glu12 a été détecté par SRM dans nos 

analyses préliminaires. De plus, d’autres sites comme les résidus Met11 et Gln124 ont 

également été détectés au sein de tissus cérébraux humains ne présentant pas de DNF lors des 
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expériences de marquage et d’analyse LC-MS/MS. Ceci soulève donc la question de savoir si il 

existe une troncation de Tau en conditions physiologiques. 

 

 Dans la littérature, cette question est encore trop peu soulevée, voire jamais. Comme les 

fragments de troncation ont été découverts au sein de tissus cérébraux de patients atteints de la 

MA (Wischik and Novak, 1988; Wischik et al., 1988), systématiquement, les études portant sur 

la troncation de Tau sont réalisées dans un contexte pathologique, ce qui mène, peut être à tort, 

à associer troncation de Tau et pathologie Tau. A l’exception des travaux sur le fragment 

calpaïne de 17 kDa décrit par les équipes de Ferreira et des Mandelkow qui suggèrent 

l’existence d’un site de clivage au sein d’individus ne présentant pas de lésions de type DNF 

(Ferreira and Bigio, 2011; Garg et al., 2011), aucun site de clivage de Tau n’a encore été 

identifié en conditions physiologiques. De façon générale, les MPT de Tau sont fortement 

impliquées dans sa biologie. L’exemple le plus courant est celui de la phosphorylation.  

En effet, la phosphorylation de Tau module sa biologie et une dérégulation de la 

phosphorylation de Tau est observée dans les Tauopathies. La phosphorylation de Tau sur les 

résidus Ser252 et Ser356, ou encore sur les résidus Thr231 et Ser235, est suffisante pour 

abroger la liaison de Tau aux microtubules (Biernat et al., 1993; Sengupta et al., 1998; 

Schneider et al., 1999; Fischer et al., 2009). De plus, la phosphorylation est capable 

physiologiquement de moduler la localisation membranaire ou nucléaire de Tau, ou encore son 

métabolisme en régulant sa dégradation (Pooler and Hanger, 2010; Pooler et al., 2012; Lu et 

al., 2014). A l’instar de la phosphorylation, il est tout à fait envisageable que la troncation de 

Tau puisse moduler toutes ces propriétés en conditions physiologiques, et qu’une dérégulation 

des activités protéasiques impliquées dans la troncation de Tau participe à la pathologie Tau en 

formant des fragments qui dérégulent la biologie de Tau et modifient ses propriétés 

biochimiques.  

Dans la MA, Tau est retrouvée sous forme hyper- et anormalement phosphorylée. Nous 

pouvons imaginer le même type de propriétés appliquées à la troncation. En effet, dans la MA, 

de la même façon que pour les activités kinases qui sont activées précocement (Lee et al., 1999; 

Pei et al., 1999; Tseng et al., 2002), des protéases comme les caspases et les calpaïnes 

présentent une augmentation d’activité (Saito et al., 1993; Grynspan et al., 1997; Dickson, 

2004). Ceci pourrait conduire à l’existence de sites de troncation dont l’abondance est 

augmentée dans la MA en comparaison à une condition physiologique (l’équivalent d’épitopes 

d’hyperphosphorylation comme pSer396 ou pSer199), ou l’apparition de nouveaux sites de 

clivage spécifique à un contexte pathologique, comme c’est le cas pour les fragments Asp421 
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et Glu391 (l’équivalent d’épitope de phosphorylation anormale comme AT100 ou pSer422). 

Nous pouvons également émettre la possibilité que certains fragments soient 

physiologiquement rapidement dégradés. Or une défaillance des systèmes de dégradation 

responsables de l’élimination des fragments en conditions physiologiques conduirait à 

l’accumulation de ces fragments en conditions pathologiques. 

 

Nos résultats d’analyse LC-MS/MS, de SRM et également, de caractérisation 

électrophorétique du profil de Tau dans le tissu cérébral humain, mettent en évidence 

l’existence de sites de clivage au sein de tissus cérébraux humains ne présentant aucune DNF. 

Ceci amène donc à la question de savoir si cette troncation peut se produire dans un contexte 

physiologique. Or, il n’existe aucun moyen actuellement pour étudier cette question chez 

l’Homme dans un contexte physiologique sans se heurter une nouvelle fois à la limite liée au  

délai post-mortem.  

 

Pour conclure, à ce stade de notre étude, il est difficile de ne pas envisager la possibilité 

que les sites de clivage identifiés préalablement pourraient être, en partie, générés de façon 

artéfactuelle (troncation in vitro ou liée au délai post-mortem). Il n’existe aucun moyen de 

s’affranchir de telles limites à partir de tissus cérébraux humains prélevés post-mortem. 

L’utilisation de modèles murins et cellulaires s’avère complémentaire pour cette étude, 

spécifiquement pour aborder les questions du délai post-mortem et de la troncation in vitro.  

 Néanmoins, notre approche nous a permis d’identifier vingt-quatre sites à partir de cortex 

humain, dont certains été retrouvés dans un contexte physiologique. Le développement d’outils 

immunologiques dirigés contre un site de clivage est le seul moyen pour déterminer d’une 

part, si un site est spécifique un à contexte neuropathologique ou physiologique, et d’autre 

part, s’il existe une corrélation entre l’appariation d’un site de clivage avec l’évolution de la 

pathologie Tau.  

L’identification des sites de clivage de Tau constitue la base pour générer des outils 

moléculaires afin d’étudier l’impact de la troncation de Tau sur sa biologie et sa 

physiopathologie. Dans le cadre de ces travaux de thèse, la caractérisation biochimique de 

certains des fragments identifiés nous a amené à nous intéresser particulièrement à l’effet de la 

surexpression des quatre fragments de troncation de Tau sur la régulation de la dynamique 

microtubulaire.  

 

 



Discussion - Conclusion 

! 145 

II. Implication du domaine amino-terminal de Tau dans la régulation de la 

dynamique microtubulaire 
 

L’identification de nouveaux sites de clivage de Tau à partir du tissu cérébral humain a 

permis la construction de vecteurs plasmidiques afin de conduire des études fonctionnelles pour 

mieux comprendre l’impact des différents sites de troncation sur la protéine Tau. 

Nous avons choisi de focaliser ces premières études fonctionnelles vis-à-vis des 

microtubules. Les ADNc de quatre fragments de troncation débutant aux résidus Met11, 

Gln124, Val229 et Gly261, et se terminant à l’extrémité carboxy-terminale de Tau ont été cloné 

dans des vecteurs d’expression transitoire. Le résultat majeur de cette étude, obtenu à partir 

d’un modèle cellulaire de surexpression transitoire, suggère que le fragment Gln124-Tau 

présente un gain de fonction en comparaison à la protéine Tau entière vis-à-vis de cette 

dynamique microtubulaire et que la région amino-terminale de la protéine Tau aurait un rôle 

dans la régulation de la dynamique microtubulaire. 

 

II.A Relation structure-fonction des fragments de Tau 

 

 L’espèce tronquée débutant au résidu Gln124, positionné dans l’exon 4 de Tau, lorsqu’elle 

est surexprimée pendant 48H dans les cellules de neuroblastome murin, double les niveaux 

d’acétylation de l’α-tubuline. Cette modification post-traductionnelle de l’α-tubuline est 

considérée comme marqueur des microtubules polymérisés (Perdiz et al., 2011). Inversement, 

les fragments Val229-Tau et Gly261-Tau tendent à abaisser les niveaux d’acétylation de la 

tubuline. Le fragment Met11-Tau se comporte de la même façon que la protéine Tau entière. 

En accord avec ces résultats, le fragment Gln124-Tau est préférentiellement distribué dans une 

fraction enrichie en microtubules, et les fragments Val229-Tau et Gly261-Tau sont moins 

présents dans cette fraction microtubulaire. De manière intéressante, cette augmentation 

d’affinité du fragment Gln124-Tau pour les microtubules s’accompagne d’une résistance à la 

dépolymérisation microtubulaire en comparaison à la protéine Tau entière ou au fragment 

Met11-Tau. 

 

Ces résultats révèlent donc, de manière intéressante, un effet plutôt inattendu de 

l’implication du domaine amino-terminal de Tau dans la stabilisation des microtubules. De 

façon générale, il est largement admis que ce sont les motifs répétés, en combinaison avec les 

domaines riches en prolines (particulièrement le second domaine P2), les domaines directement 



Discussion - Conclusion 

! 146 

impliqués dans la régulation de la dynamique microtubulaire, puisqu’ils présentent une plus 

grande affinité pour les microtubules (Himmler et al., 1989; Butner and Kirschner, 1991; 

Goode and Feinstein, 1994; Goode et al., 1997) (Figure 53). L’effet direct de Tau sur les 

microtubules implique une région englobant les acides aminés 218-358, qui contiennent le 

second domaine riche en prolines, les motifs répétés (Goode and Feinstein, 1994; Gustke et al., 

1994). En accord avec nos résultats, il a été montré in vitro, qu’un fragment de Tau tronqué à la 

fois en amino- et carboxy-terminal (151-391) favorise la polymérisation microtubulaire (Zilka 

et al., 2006). Par ailleurs, une récente étude in vitro, basée sur l’utilisation de fragments de Tau 

générés par protéolyse limitée, a démontré que le fragment Ser208-Ser324 se lie plus fortement 

aux microtubules que la protéine Tau entière et favorise leur assemblage (Fauquant et al., 

2011).  

 

 
Figure 53 : Représentation schématique de l’isoforme 2N4R de Tau, de la position des acides 
aminés 218-258 et des sites de clivage Met11, Gln124, Val229 et Gly261. La région 218-358 est la 
région qui est directement impliquée dans l’interaction de Tau aux microtubules. 
 

En accord avec la séquence de liaison aux microtubules, nous montrons, d’une part, que la 

surexpression du fragment Val229-Tau, démuni de la première partie du domaine riche en 

proline P2, ne permet pas d’augmenter les niveaux d’acétylation de la tubuline. D’autre part, 

d’après nos fractionnements microtubulaires, ce fragment est moins présent dans une fraction 

enrichie en protéines associées aux microtubules, suggérant une capacité d’interaction moins 

importante. Ceci démontre l’importance de la première partie du domaine riche en proline P2, 

et du domaine P1 dans l’acétylation de la tubuline et dans l’interaction de Tau aux 

microtubules. De plus, la perte de la stabilité microtubulaire, comme l’atteste l’acétylation de 

l’!-tubuline, est exacerbée par la perte du domaine riche en prolines dans sa totalité et des cinq 

premiers acides aminés constitutifs du premier domaine de répété R1, comme les résultats 

relatifs à la surexpression du fragment Gly261-Tau le démontre.  

Afin d’appronfondir cette relation structure-fonction du fragment Gln124-Tau, il serait 

intéressant d’étudier si l’absence de l’exon 10 confère toujours ce gain de fonction. En effet, il 

a été montré in vitro que l’augmentation de la polymérisation microtubulaire d’une protéine 
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Tau4R mutée en amino-terminal était dépendante de la présence de cet exon 10 puisque son 

homologue 3R muté ne présente pas de capacité de polymérisation accrue (Iyer et al., 2013). 

 

Ainsi, et de façon surprenante, notre étude révèle que la perte par troncation des 123 

premiers acides aminés de Tau jouerait un rôle dans sa fonction la plus décrite suggérant une 

implication direct du domaine amino-terminal de Tau dans cette fonction. Le rôle de ce 

domaine sur les microtubules a été, quant à lui, reporté comme étant indirect, soit en modulant 

l’espacement entre les microtubules (Chen et al., 1992), soit en servant d’intermédiaire avec 

des partenaires protéiques eux même associés aux microtubules (Magnani et al., 2007; Dixit et 

al., 2008). Néanmoins, d’autres études basées sur la découverte de mutations affectant des 

résidus amino-terminaux  de Tau (Arg5 et Gly55), décrites dans les DTFP-17 et dans la PSP, 

démontrent qu’une modification dans la composition en acides aminés du domaine amino-

terminal de Tau module l’assemblage des microtubules (Hayashi et al., 2002; Poorkaj et al., 

2002; Iyer et al., 2013). En effet, l’utilisation de protéines Tau mutées dans l’exons 1 (mutation 

R5L ou R5H) entraine une diminution de la polymérisation microtubulaire in vitro (Hayashi et 

al., 2002; Poorkaj et al.,). A l’inverse, l’utilisation d’une protéine Tau mutée dans l’exon 2 

(G55R) favorise la polymérisation microtubulaire in vitro (Iyer et al., 2013). Ces résultats 

suggèrent que le domaine amino-terminal de Tau pourrait directement moduler la dynamique 

des microtubules. 

 

II.B Les mécanismes potentiels qui sous-tendent le gain de fonction du fragment Gln124-

Tau 

 

Comme la phosphorylation de Tau sur certains sites impacte sa liaison aux microtubules, 

une phosphorylation différentielle du fragment Gln124-Tau pourrait expliquer le gain de 

fonction de ce fragment sur la stabilité microtubulaire. Dans le cadre de ce travail, nous avons 

entrepris une caractérisation globale et ciblées de la phosphorylation des fragments par 

électrophorèse mono- et dimensionnelle respectivement. Nous avons montré que le fragment 

Gln124-Tau voyait sa phosphorylation diminuer sur les résidus Ser262 et Ser356 (reconnus par 

l’anticorps 12E8 lorsqu’ils sont phosphorylées), localisés respectivement dans le premier et 

quatrième domaine répété et qui sont critiques pour la liaison de Tau aux microtubules (Biernat 

et al., 1993; Fischer et al., 2009). Cette diminution de phosphorylation pourrait, au moins en 

partie, expliquer le fait que ce fragment présente une capacité plus forte à lier les microtubules. 

Cependant, nos données ne permettent par d’affirmer si cette diminution de phosphorylation est 
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une cause ou une conséquence d’une plus forte liaison aux microtubules. Néanmoins, des 

études in vitro basées sur l’utilisation des fragments de Tau recombinants ont démontré 

qu’indépendamment de sa phosphorylation, le domaine amino-terminal de Tau était capable de 

moduler la polymérisation microtubulaire (Fauquant et al., 2011).  

 

Une seconde hypothèse, pour expliquer la hausse d’affinité du fragment Gln124-Tau vis-à-

vis des microtubules, peut être émise notamment en lien avec les charges, non pas modulées 

par phosphorylation, mais par la délétion du domaine de projection. Les exons 1, 2, 3 et 4 

présentent un caractère acide très prononcé, avec un pI inférieur à 4. La perte de ces exons (le 

résidu Gln124 est le dernier acide aminé de l’exon 4) confère au fragment Gln124-Tau un 

comportement électrophorétique en 2D qui tend vers le coté basique (Figure 42) démontrant 

une baisse de charges négatives. 

 

Une troisième possibilité à ne pas exclure peut être proposée. Il est connu que le domaine 

amino-terminal de Tau interagit avec de nombreux partenaires. En effet, il a été démontré que 

l’annexine A2 (Reynolds et al., 2008), la membrane plasmique (Brandt et al., 1995) ou encore 

la dynactine (Magnani et al., 2007) interagissent avec le domaine de projection de la protéine 

Tau. Nous pouvons logiquement emmètre l’hypothèse que la perte de ce domaine amino-

terminal impliqué dans ces interactions pourrait entraîner la libération de ces partenaires, ce qui 

augmenterait la disponibilité du fragment Gln124-Tau pour interagir avec les microtubules. De 

plus, cette région amino-terminale présente un domaine PAD pour « Phosphatase Activated 

Domain » qui, lorsqu’il est phosphorylé sur le résidu Tyr18 augmente la disponibilité de la 

protéine Tau pour les microtubules (Kanaan et al., 2012). Dans ce cas, la perte des acides 

amino-terminaux de Tau par troncation mimerait ce processus. 

 

II.C Quelles peuvent-être les conséquences fonctionnelles liées à la stabilisation des 

microtubules ? 

 

L’une des premières conséquences d’une augmentation de la stabilité des microtubules est 

l’augmentation des niveaux d’acétylation de l’α-tubuline. Néanmoins, nous ne pouvons pas 

exclure que la hausse d’acétylation observée au sein de nos expériences lorsque le fragment 

Gln124-Tau est surexprimé ne soit pas liée à une modulation des activités enzymatiques 

impliquées dans l’acétylation et le désacétylation de l’α-tubuline. Il a déjà été montré d’une 

part, que les protéines Tau et HDAC6, une enzyme impliquée dans la désacétylation de la 
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tubuline au sein des neurones, interagissent ensembles, et d’autre part, que cette interaction 

module l’acticité d’HDAC6 (Ding et al, 2008; Perez et al., 2009). Nous avons de ce fait 

déterminé si la surexpression du fragment Gln124-Tau diminuait cette activité HDAC6. De 

façon inattendue, nos résultats démontrent que l’effet sur l’acétylation de la tubuline est 

indépendant de toutes modulations d’expression, de localisation ou d’activité HDAC6. Afin de 

compléter cette étude, il serait donc intéressant ici d’élucider les conséquences de la 

surexpression des fragments sur l’activité de l’α-TAT1 et de Sirt2 (North et al., 2003; Maxwell 

et al., 2011; Kalebic et al., 2013; Kim et al., 2013). En addition de ces enzymes, il a été décrit 

récemment que Tau serait dotée d’une activité auto-acétyltransférase dépendante de ces deux 

résidus cystéine localisées dans les motifs répétés (Cohen et al., 2013; Luo et al., 2014). 

Déterminer si Tau serait capable d’acétyler les microtubules in cellulo et si la perte des 123 

premiers acides aminés de Tau diminue cette activité acétyltransférase sont des perspectives 

mécanistiques à étudier. 

Au delà d’être un marqueur de la stabilité microtubulaires, des travaux ont démontré que 

l’acétylation de l’α-tubuline régule le trafic des protéines au sein des neurones, notamment  en 

influençant les propriétés de la kinésine, moteur moléculaire responsable du transport axonal 

antérograde (Reed et al., 2006). En accord avec ces résultats, il a également été montré que 

l’acétylation de l’α-tubuline permet d’augmenter le transport antérograde des vésicules de 

BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor), facteur neurotrophique impliqué dans la 

croissance et la différenciation neuronal (Dompierre et al., 2007). Comme la kinésine se lie 

avec une plus forte affinité sur les microtubules acétylés, le fragment Gln124-Tau permettrait 

en augmentant le niveau d’acétylation de l’α-tubuline une liaison plus forte de la kinésine et 

aurait un impact sur le transport axonal. 

Par ailleurs, l’acétylation de l’α-tubuline servirait également à recruter des protéines capable 

de sectionner les microtubules (Sudo and Baas, 2010). Le sectionnement des microtubules est 

une réaction physiologique qui génère des cassures internes au sein des microtubules et, 

contrairement à la dépolymérisation, est une réaction qui ne peut pas se produire in vitro avec 

de la tubuline purifiée (Roll-Mecak and McNally, 2010). Les protéines impliquées dans ce 

processus cellulaire sont les spastines et les katanines, dont l’activité est dépendante de l’ATP. 

Au niveau neuronal, le sectionnement des microtubules jouerait un rôle important pendant la 

différenciation neuronale (Yu et al., 2008b; Riano et al., 2009). De façon intéressante, il a été 

montré que le recrutement de la katatine au sein des microtubules se produit lorsque les 

microtubules sont acétylés (Sudo and Baas, 2010). Comme la surexpression du fragment 
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Gln124-Tau entraîne une augmentation de l’acétylation de l’α-tubuline, il serait intéressant de 

déterminer si cette hausse d’acétylation s’accompagne d’un recrutement de la katatine. 

A côté de l’acétylation, d’autres modifications post-traductionnelles des microtubules 

comme la polyglutamylation peuvent entraîner des sectionnements microtubulaires (Lacroix et 

al., 2010). Cette modification marque préférenciellement des populations axonales de 

microtubules stabilisés. Dans le contexte de la MA, une étude a démontré au sein d’un modèle 

de culture primaire de neurones, qu’un traitement des cellules à l’Aβ entraîne une 

polyglutamylation des microtubules (Zempel et al., 2013). Ceci s’accompagne d’un 

recrutement des spastines sui génèrent des cassures au sein des microtubules, et in fine, à des 

déficits du transport des organites le long des microtubules et à une perte synaptique. Ceci 

suggère donc qu’une dérégulation du réseau microtubulaire par polyglutamylation peut 

engendrer des effets nefastes sur l’intégrité neuronale. 

 

III. Perspectives 
 

En conclusion, notre étude a permis l’identification de vingt quatre sites de clivage à partir 

du tissu cérébral humain. L’identification de ces sites de clivage constitue une étape essentielle 

pour acquérir de nouvelles connaissances sur l’impact de la troncation sur la biologie de Tau et 

son rôle dans les mécanismes physiopathologiques. Les premières études ont consisté à étudier 

l’effet de la surexpression de certains fragments de Tau précédemment identifiés vis-à-vis de la 

dynamique microtubulaire. Nos résultats montrent de manière inattendue qu’un fragment de 

Tau démuni des 123 premiers acides aminés présente un gain de fonction. En effet, ce fragment 

est capable de se lier plus fortement aux microtubules en comparaison à la protéine Tau entière. 

Ce fragment confère également aux microtubules une résistance accrue à la dépolymérisation 

supportant l’idée que ce fragment stabilise plus fortement les microtubules, ce qui résulte d’une 

augmentation des niveaux d’acétylation de l’α-tubuline. L’ensemble de nos résultats ouvre 

plusieurs perspectives. 

 

III.A Validation de la pertiencence des sites de clivage identifiés chez l’Homme 

 

La première perspective de ce projet de thèse vise à valider sur un grand nombre 

d’échantillons et par d’autres approches la présence et l’abondance des fragments de Tau 

débutant avec ces vingt quatre acides aminés amino-terminaux identifiés à partir de tissus 

cérébraux humains. Deux approches peuvent être proposées pour cette validation : la SRM, 
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dont les mises au points ont commencé et les quantifications immunologiques basées sur le 

développement d’anticorps monoclonaux spécifiques de chacun des sites de clivage.  

Pour rappel, la SRM est basée sur l’utilisation de peptides isotopiques standards qui 

permettent de quantifier de manière ciblée les peptides équivalents présents au sein d’un milieu 

complexe (Picotti and Aebersold, 2012; Law and Lim, 2013). Cette approche présente 

néanmoins l’inconvénient de ne quantifier que les peptides qui auront les mêmes 

caractéristiques physico-chimiques que celles du standard isotopique. Tau étant une protéine 

naturellement soumise à de nombreuses modifications post-traductionnelles, les analyses de 

SRM peuvent être biaisées si les peptides équivalents portent une MPT, ce qui est fort propable 

dans le contexte de la MA caractérisée entre autres par une hyperphosphorylation de Tau. La 

seconde approche, même si elle est très fastidieuse, s’avère plus judicieuse afin d’obtenir une 

quantification fiable. Le développement d’anticorps monoclonaux permettrait : 

- de déterminer si un site de clivage est spécifique à un contexte pathologique dans le 

cadre de la MA voire même d’autres Tauopathies puisque les analyses des protéines Tau 

dans ces maladies neurodégénératives révèlent l’existence de fragments de troncation de 

Tau (Hanger and Wray, 2010).  

- d’établir, si elle existe, une corrélation entre l’abondance d’un site de clivage et une 

progression de la pathologie Tau. 

- de déterminer si un site de clivage peut être retrouvé en condition physiologique. 

- de déterminer à l’aide de ces outils immunologiques si certains des sites de clivage 

identifiés sont retrouvés au sein de LCS dans la MA et les autres Tauopathies. En effet, 

les protéines Tau retrouvées au sein du liquide cérébrospinal sont majoritairement des 

fragments de troncation (Johnson et al., 1997; Meredith et al., 2013; Amadoro et al., 

2014). 

Comme générer 24 outils immunologiques est fastidieux, la SRM peut être utilisée dans un 

premier temps, avec et sans déphosphorylation préalable des échantillons, afin d’évaluer si 

chaque fragment est retrouvé au sein d’un grand nombre d’individus et d’estimer leur 

abondance relative.  

 

III.B Identification de nouveaux fragments de Tau au sein d’autres Tauopathies 

 

Dans le cadre de nos travaux de thèse, nous avons travaillé principalement à partir de tissus 

cérébraux provenant de patients atteints de la MA. La troncation de la protéine Tau ne se limite 

pas à cette maladie puisque l’analyse électrophorétique des protéines Tau au sein d’autres 
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Tauopathies comme la PSP, la DCB ou encore la maladie de Pick révèle l’existence de profils 

de troncation différents (Arai et al., 2004; Hanger and Wray, 2010). Le développement d’outils 

immunologiques a permis de valider l’existence d’un fragment de Tau débutant en Thr169 dans 

la DCB et d’un fragment commençant en Glu187 retrouvé uniquement dans la PSP (Arai et al., 

2004). En accord avec ces résultats, ces sites de clivage n’ont pas été retrouvés au sein de notre 

étude. 

Appliquer l’approche protéomique que nous avons développé constitue une perspective 

intéressante afin d’identifier de nouveaux fragments de troncation de Tau comme outils de 

diagnostic complémentaires à la neuropathologie. 

 

III.C Approfondir la relation structure-fonction du fragment Gln124-Tau  

 

Concernant l’aspect fonctionnel, nos résultats montrent que la surexpression du fragment 

débutant au résidu Gln124 s’accompagne d’une augmentation de la stabilité des microtubules 

associée à une hausse de l’acétylation de l’α-tubuline. Afin de déterminer si la diminution de la 

phosphorylation sur les sérines 252 et 356 (épitope 12E8) observée au sein du fragment 

Gln124-Tau est à l’origine d’une affinité de ce fragment plus forte pour les microtubules, il 

serait intéressant de caractériser les propriétés de ce fragment portant des mutations sur ces 

sérines vis-à-vis des microtubules. Des études complémentaires in vitro sont également 

nécessaires pour déterminer si ce fragment Gln124-Tau présente réellement une augmentation 

d’affinité pour les microtubules, notamment par des tests de co-sédimentation du fragment 

Gln124-Tau et de la tubuline polymérisée, et ce, indépendamment de son état de 

phosphorylation. Ce type d’approche présente également l’avantage de faciliter l’étude de la 

polymérisation microtubulaire et est compatible avec des observations en microscopie 

électronique pour déterminer d’éventuelles différences qualitatives sur les microtubules et pour 

mieux caractériser les effets de ce fragments vis-à-vis de la dynamique microtubulaire. 

 

III.D Etudier les conséquences cellulaires liées à la surexpression du fragment Gln124-

Tau 

 

Les microtubules servent de support aux protéines motrices impliquées dans le transport 

axonal comme la dynéine et la kinésine. De plus, ils interviennent dans le processus de 

formation de l’axone et des neurites pendant la différenciation neuronale. En régulant la 

dynamique microtubulaire, le fragment Gln124-Tau serait donc capable de moduler ces deux 
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processus cellulaires  nécessaires à l’intégrité neuronale. Etudier les conséquences dans des 

modèles cellulaires adaptés comme la culture primaire de neurones constitue une perspective 

également très intéressante. 

 Pour cela, nous pouvons développer des vecteurs d’expression dont l’utilisation est 

compatible avec des cultures primaires afin d’induire l’expression du fragment Gln124-Tau. 

L’utilisation de système microfluidiques permetrait d’isoler des compartiments axonnaux. 

Ainsi, nous pourrions évaluer la distribution des protéines motrices du transport axonal ou celle 

d’organites intracellulaires comme les mitochondries ou les peroxysomes le long du réseau 

microtubulaire axonal afin de déterminer si une augmentation de la stabilité microtubulaire 

induite par le fragment Gln124-Tau perturbe le transprot axonal. Ce type d’expériences peut 

s’envisager à partir de culture primaire de rats sauvages qui expriment naturellement les six 

isoformes de la protéine Tau afin d’étudier également les propriétés de ce fragment dans un 

contexte physiologique ou l’ensemble des isoformes de Tau est présent. Ceci permettrait 

également de déterminer si le fragment Gln124-Tau perturbe la fonction et la localisation 

cellulaire des protéines Tau intactes. L’utilisation d’un modèle de culture primaire est 

également intéressante pour étudier les conséquences de la surexpression du fragment Gln124-

Tau sur la différenciation neuronale.  

Dans l’ensemble de notre étude, nous utilisons un modèle d’expression transitoire de la 

protéine Tau entière et de ces fragments. Ce type d’approches ne nous permet pas d’étuder si 

les fragments de troncation sont toxiques pour les cellules. Ainsi, des modèles d’expression 

stable dans des culture primaires de neurones peuvent s’avérer aussi intéréssants pour étudier 

cette propriété. 

 

Dans le cadre de cette thèse, nos études fonctionnelles se sont cantonnées à la 

caractérisation de quatre sites de clivage amino-terminaux identifiés à partir du tissu cérébral 

humain et à l’impact de la surexpression des fragments de troncation de Tau débutant par ces 

quatre sites sur la régulation de la dynamique microtubulaire. Nos travaux constituent donc 

une ébauche de l’étude générale de la troncation de Tau sur la biologie et la physiopathologie 

de cette protéine. Sachant que Tau est une protéine à plusieurs facettes, et dans le but de 

compléter les connaissances que nous avons sur la troncation de Tau, il conviendrait de 

déterminer dans quelles mesures les fragments de troncation que nous avons identifiés sont 

capables de modifier les propriétés fonctionnelles de Tau. Chaque fragment pourrait moduler 

la localisation cellulaire de Tau et les conséquences cellulaires associées, que ce soit au niveau 

synaptique, membranaire, nucléaire. Tau étant naturellement sécrétée, il serait également 
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intéressant de déterminer si les fragments de manière générale sont plus ou moins sécrétés. 

Ces fragments pourraient également présenter des propriétés d’agent de nucléation entraînant 

ainsi leur propre agrégation et celle de la protéine Tau entière. Des études supplémentaires 

sont donc nécessaires pour appronfondir nos connaissances sur l’effet de la troncation de la 

protéine Tau. 
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I. Recouvrement de séquence de Tau après IP-Tau5 et coloration à l’argent  
 

I.A Bande 26kDa 
 

 
 
I.B Bande 28kDa 
 

 
 
I.C Bande 40kDa 
 

 
I.D Bande 42kDa 
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I.E Bande 47kDa 
 

 
 
I.F Bande 54kDa 
 

 
 
I.G Bande 60kDa 
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I.H Bande 90kDa 
 

 
 
I.I Bande 100kDa 
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II. Listes des peptides obtenus à partir de tissus cérébraux humains 

 

II.A Peptides non spécifiques 
 

 
 

  

Position du résidu Clivage N-Ter Peptides détectés Modification (s) MH+ Da
2 non spécifique AEPRQEFEVME N-Term(Acetyl) 1406,624994
2 non spécifique AEPRQEFEVME N-Term(Acetyl); M10(Oxidation) 1422,620259

11 non spécifique MEDHAGTYGLGDR N-Term(Thio-) 1509,609533
11 non spécifique MEDHAGTYGLGDR N-Term(Thio-); M1(Oxidation) 1525,602382
12 non spécifique EDHAGTYGLGDR N-Term(Thio-) 1378,569383

103 non spécifique AEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQAR 2424,124872
124 non spécifique QARMVSKSK K7(Thio-); K9(Thio-) 1210,574889
124 non spécifique QARMVSKSK K7(Thio-) 1122,573358
124 non spécifique QARMVSKSK N-Term(Gln->pyro-Glu); K7(Thio-) 1105,54891
124 non spécifique QARMVSKSK N-Term(Gln->pyro-Glu); K7(Thio-); K9(Thio-)1193,546506
124 non spécifique QARMVSKSK M4(Oxidation); K7(Thio-); K9(Thio-) 1226,568794
124 non spécifique QARMVSKSKDGTGS K7(Thio-); K9(Thio-) 1627,724352
127 non spécifique MVSKSKDGTGS K4(Thio-); K6(Thio-) 1272,526481
147 non spécifique GKTKIATPR K2(Thio-); K4(Thio-) 1147,59564
157 non spécifique AAPPGQKGQANATR K7(Thio-) 1454,71737
159 non spécifique PPGQKGQANATR K5(Thio-) 1312,64092
172 non spécifique PAKTPPAPK K3(Thio-) 994,5388646
174 non spécifique KTPPAPKTPPSSGEPPK N-Term(Thio-); K7(Thio-) 1891,92823
174 non spécifique KTPPAPKTPPSSGEPPKSG K1(Thio-) 1947,986257
224 non spécifique KKVAVVR N-Term(Thio-); K2(Thio-) 975,5477082
229 non spécifique VRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMP K6(Thio-); K12(Thio-); M22(Oxidation) 2624,339668
232 non spécifique PPKSPSSAKSR K3(Thio-); K9(Thio-) 1317,627025
238 non spécifique SAKSRLQTAPVPMP N-Term(Thio-) 1570,807233
238 non spécifique SAKSRLQTAPVPMP K3(Thio-); M13(Oxidation) 1586,800622
240 non spécifique KSRLQTAPVPMP N-Term(Thio-) 1412,737395
240 non spécifique KSRLQTAPVPMP N-Term(Thio-); M11(Oxidation) 1428,736234
253 non spécifique PKKVAVVR K2(Thio-); K3(Thio-) 1072,600142
259 non spécifique KIGSTENLK K1(Thio-) 1077,559925
261 non spécifique GSTENLKHQPGGGK K7(Thio-) 1497,712433
280 non spécifique KKLDLSNVQSK N-Term(Thio-); K2(Thio-) 1435,728367
306 non spécifique VQIVYKPVDLSK K6(Thio-) 1476,812047
306 non spécifique VQIVYKPV 945,577304
308 non spécifique IVYKPVDLSK N-Term(Thio-); K4(Thio-) 1337,692317
308 non spécifique IVYKPVDLSK K4(Thio-) 1249,687268
309 non spécifique VYKPVDLSK K3(Thio-) 1136,603479
311 non spécifique KPVDLSK N-Term(Thio-); K7(Thio-) 962,469585
311 non spécifique KPVDLSKVTSK K1(Thio-); K7(Thio-) 1377,711229
311 non spécifique KPVDLSKVTSK K7(Thio-) 1289,713402
314 AspN + non spécifique DLSKVTSK K4(Thio-) 965,4976193
331 non spécifique KPGGGQVEVK N-Term(Thio-) 1086,56173
369 non spécifique KKIETHK K1(Thio-); K2(Thio-) 1059,53111
391 non spécifique EIVYKSPVVSG K5(Thio-) 1265,645385
391 non spécifique EIVYKSPVVSG 1177,643495
395 non spécifique KSPVVSGDTSPR N-Term(Thio-) 1317,645529
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II.B Peptides Asp-N 

 

 
  

Position du résidu Clivage N-Ter Peptides détectés Modification (s) MH+ Da
13 Asp-N DHAGTYGLGDR N-Term(Thio-) 1249,525141
13 Asp-N DHAGTYGLGDRK K12(Thio-) 1377,619417
22 Asp-N DRKDQGGYTMHQ N-Term(Thio-) 1523,637398
25 Asp-N DQGGYTMHQDQEGDTDAGLK 2165,900822
34 Asp-N DQEGDTDAGLKESPLQTPTE K11(Thio-) 2218,963182
38 Asp-N DTDAGLKESPLQTPTE K7(Thio-) 1789,81828

139 Asp-N DKKAKGA K2(Thio-); K3(Thio-); K5(Thio-) 981,4202659
193 Asp-N DRSGYSSPGSPGTPGSR 1664,763772
252 Asp-N DLKNVKSK K6(Thio-); K8(Thio-) 1107,553865
252 Asp-N DLKNVKSKI K6(Thio-) 1132,639725
252 Asp-N DLKNVKSKIGSTE N-Term(Thio-); K6(Thio-); K8(Thio-) 1682,778755
252 Asp-N DLKNVKSKIGSTE K3(Thio-); K8(Thio-) 1594,778235
252 Asp-N DLKNVKSKIGSTE K6(Thio-) 1506,784403
283 Asp-N DLSNVQSK K8(Thio-) 978,4564042
283 Asp-N DLSNVQSKC K8(Thio-); C9(Carbamidomethyl) 1138,485663
283 Asp-N DLSNVQSKC 993,4650831
283 Asp-N DLSNVQSKCG K8(Thio-) 1138,485663
283 Asp-N DLSNVQSKCGSK K12(Thio-) 1353,613779
283 Asp-N DLSNVQSKCGSK K8(Thio-); K12(Thio-) 1441,610874
283 Asp-N DLSNVQSKCGSK 1265,615379
295 Asp-N DNIKHVPGGGSV N-Term(Thio-) 1267,61057
295 Asp-N DNIKHVPGGGSVQ K4(Thio-) 1395,666323
295 Asp-N DNIKHVPGGGSVQI K4(Thio-) 1508,753075
295 Asp-N DNIKHVPGGGSVQIV K4(Thio-) 1607,819105
295 Asp-N DNIKHVPGGGSVQIVYKPV N-Term(Thio-); K17(Thio-) 2183,094178
295 Asp-N DNITHVPGGGNK K12(Thio-) 1296,602498
295 Asp-N DNITHVPGGGNKK K12(Thio-); K13(Thio-) 1512,692223
295 Asp-N DNITHVPGGGNKK K12(Thio-) 1424,694639
295 Asp-N DNITHVPGGGNKKI K12(Thio-); K13(Thio-) 1625,775835
295 Asp-N DNITHVPGGGNKKIE K12(Thio-) 1666,819924
295 Asp-N DNITHVPGGGNKKIET K12(Thio-); K13(Thio-) 1855,865546
295 Asp-N DNITHVPGGGNKKIETH K12(Thio-); K13(Thio-) 1992,923665
295 Asp-N DNITHVPGGGNKKIETH K12(Thio-) 1904,923509
295 Asp-N DNITHVPGGGNKKIETHK K12(Thio-); K13(Thio-); K18(Thio-) 2209,018596
295 Asp-N DNITHVPGGGNKKIETHK K12(Thio-); K13(Thio-) 2121,021581
295 Asp-N DNITHVPGGGNKKIETHKL K12(Thio-); K13(Thio-); K18(Thio-) 2322,09952
295 Asp-N DNITHVPGGGNKKIETHKLTFR K12(Thio-); K13(Thio-); K18(Thio-) 2726,31926
314 Asp-N DLSKVTSK K4(Thio-); K8(Thio-) 1053,494352
314 Asp-N DLSKVTSKC N-Term(Thio-); K8(Thio-) 1156,505492
314 Asp-N DLSKVTSKC K4(Thio-); K8(Thio-); C9(Carbamidomethyl)1213,52594
314 Asp-N DLSKVTSKC K8(Thio-); C9(Carbamidomethyl) 1125,527726
314 Asp-N DLSKVTSKCG K4(Thio-); K8(Thio-) 1213,526505
314 Asp-N DLSKVTSKCG K4(Thio-) 1125,527701
314 Asp-N DLSKVTSKCGSL K4(Thio-); K8(Thio-); C9(Carbamidomethyl)1470,663766
314 Asp-N DLSKVTSKCGSL C9(Carbamidomethyl) 1294,667239
314 Asp-N DLSKVTSKCGSL 1237,645356
314 Asp-N DLSKVTSKCGSLG N-Term(Thio-); K8(Thio-) 1470,662693
314 Asp-N DLSKVTSKCGSLG K8(Thio-) 1382,664756
314 Asp-N DLSKVTSKCGSLG 1294,667409
348 Asp-N DRVQSKIG K6(Thio-) 990,5036356
348 Asp-N DRVQSKIGS K6(Thio-) 1077,535187
348 Asp-N DRVQSKIGSL K6(Thio-) 1190,619334
348 Asp-N DRVQSKIGSL 1102,622394
348 Asp-N DRVQSKIGSLD K6(Thio-) 1305,646102
387 Asp-N DHGAEIVYKSPVVSG K9(Thio-) 1645,787444
387 Asp-N DHGAEIVYKSPVVSG 1557,788648
402 Asp-N DTSPRHLSNVSSTGSI N-Term(Thio-) 1745,811771
402 Asp-N DTSPRHLSNVSSTGSI 1657,814274
402 Asp-N DTSPRHLSNVSSTGSIDMV 2002,946623
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Position du résidu Clivage N-Ter Peptides détectés Modification (s) MH+ Da
6 trypsine QEFEVMEDHAGTYGLGDR N-Term(Gln->pyro-Glu); M6(Oxidation) 2052,859366
6 trypsine QEFEVMEDHAGTYGLGDR 2053,892741
6 trypsine QEFEVMEDHAGTYGLGDR M6(Oxidation) 2069,885227

24 trypsine KDQGGYTMH K1(Thio-) 1124,449312
24 trypsine KDQGGYTMHQDQEGDTDAGLK K1(Thio-) 2381,998136
24 trypsine KDQGGYTMHQDQEGDTDAGLK K1(Thio-); M8(Oxidation) 2397,99096
68 trypsine STPTAEDVTAPLVDEGAPGK 1954,963813

127 trypsine MVSKSKDGTGSDDK K4(Thio-); K6(Thio-) 1630,671749
127 trypsine MVSKSKDGTGSDDK M1(Oxidation); K4(Thio-); K6(Thio-) 1646,665669
131 trypsine SKDGTGSDDKK N-Term(Thio-); K11(Thio-) 1313,534572
142 trypsine AKGADGKTK N-Term(Thio-); K7(Thio-) 1051,491659
144 trypsine GADGKTKIATPR K5(Thio-); K7(Thio-) 1390,677385
144 trypsine GADGKTKIATPR N-Term(Thio-); K5(Thio-); K7(Thio-) 1478,679302
156 trypsine GAAPPGQKGQ K8(Thio-) 998,472517
156 trypsine GAAPPGQKGQAN K8(Thio-) 1183,552769
156 trypsine GAAPPGQKGQANATR K8(Thio-) 1511,735665
171 trypsine IPAKTPPAPK K4(Thio-) 1107,622971
171 trypsine IPAKTPPAPKTPPSSGEPPK K4(Thio-); K10(Thio-) 2173,10375
175 trypsine TPPAPKTPPSSGEPPK K6(Thio-) 1675,83398
175 trypsine TPPAPKTPPSSGEPPKSGDR K6(Thio-); K16(Thio-) 2179,014925
175 trypsine TPPKSPSSAK K4(Thio-) 1087,544945
175 trypsine TPPKSPSSAK N-Term(Thio-); K10(Thio-) 1175,542351
175 trypsine TPPKSPSSAKSR K4(Thio-); K10(Thio-) 1418,676503
175 trypsine TPPSSGEPPKSGDR K10(Thio-) 1499,678857
195 trypsine SGYSSPGSPGTPGSR 1393,633509
195 trypsine SGYSSPGSPGTPGSR N-Term(Thio-) 1481,631528
212 trypsine TPSLPTPPTR 1066,589387
212 trypsine TPSLPTPPTREPK 1420,779217
222 trypsine EPKKVAVVR N-Term(Glu->pyro-Glu); K4(Thio-) 1095,632966
222 trypsine EPKKVAVVR N-Term(Thio-); K4(Thio-) 1201,64156
222 trypsine EPKKVAVVR N-Term(Glu->pyro-Glu); K3(Thio-); K4(Thio-)1183,632043
241 trypsine SRLQTAPVPMP 1196,646776
243 trypsine LQTAPVPMP 953,5110772
243 trypsine LQTAPVPMPDLK 1309,717648
243 trypsine LQTAPVPMPDLK M8(Oxidation) 1325,713448
243 trypsine LQTAPVPMPDLK K12(Thio-) 1397,717139
243 trypsine LQTAPVPMPDLKN K12(Thio-) 1511,759923
243 trypsine LQTAPVPMPDLKN M8(Oxidation); K12(Thio-) 1527,756562
243 trypsine LQTAPVPMPDLKNVK K15(Thio-) 1738,923951
243 trypsine LQTAPVPMPDLKNVK M8(Oxidation); K12(Thio-) 1754,917024
243 trypsine LQTAPVPMPDLKNVKS M8(Oxidation); K12(Thio-); K15(Thio-) 1929,947244
243 trypsine LQTAPVPMPDLKNVKSK M8(Oxidation); K12(Thio-); K17(Thio-) 2058,0458
255 trypsine NVKSKIGSTENLK K3(Thio-); K5(Thio-) 1593,797273
258 trypsine SKIGSTENLK K2(Thio-) 1164,591374
258 trypsine SKIGSTENLK N-Term(Acetyl); K2(Thio-) 1206,614862
258 trypsine SKIGSTENLKHQPGGGK N-Term(Thio-); K10(Thio-) 1913,919898
260 trypsine IGSTENLKH K8(Thio-) 1086,524566
260 trypsine IGSTENLKHQPGGGK K8(Thio-) 1610,792489
268 trypsine HQPGGGKVQI K7(Thio-) 1108,557297
268 trypsine HQPGGGKVQII K7(Thio-) 1221,641297
268 trypsine HQPGGGKVQIIN N-Term(Thio-) 1335,683325
268 trypsine HQPGGGKVQIINK K7(Thio-) 1463,776778
281 trypsine KLDLSNVQSK N-Term(Thio-) 1219,634055
282 trypsine LDLSNVQSK 1003,541988
282 trypsine LDLSNVQSKCGSK K9(Thio-) 1466,697098
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299 trypsine HVPGGGSVQIV 1049,574115
299 trypsine HVPGGGSVQIVY 1212,636397
299 trypsine HVPGGGSVQIVYKPV 1536,852197
299 trypsine HVPGGGSVQIVYKPVDLSK 1980,089466
312 trypsine PVDLSKVTSK K6(Thio-) 1161,618323
318 trypsine VTSKCGSL N-Term(Thio-); K4(Thio-); C5(Carbamidomethyl)1027,430107
318 trypsine VTSKCGSLGN K4(Thio-) 1053,471192
322 trypsine CGSLGNIHHKPGGGQVEVK 1916,974307
322 trypsine CGSLGNIHHKPGGGQVEVK K10(Thio-) 2004,970983
328 trypsine IHHKPGGGQVEVK K4(Thio-) 1473,762428
332 trypsine PGGGQVEVKSEK K9(Thio-) 1302,634295
341 trypsine SEKLDFK K3(Thio-) 954,4600626
341 trypsine SEKLDFKDR K3(Thio-); K7(Thio-) 1313,587368
350 trypsine VQSKIGSLDN K4(Thio-) 1148,561665
350 trypsine VQSKIGSLDNIT K4(Thio-) 1362,694245
350 trypsine VQSKIGSLDNITH K4(Thio-) 1499,750815
350 trypsine VQSKIGSLDNITHVPGGGN N-Term(Thio-) 1980,980083
350 trypsine VQSKIGSLDNITHVPGGGNK K4(Thio-) 2109,075564
350 trypsine VQSKIGSLDNITHVPGGGNKK K4(Thio-); K20(Thio-) 2325,166764
354 trypsine IGSLDNITHVPGGGNK 1578,823457
354 trypsine IGSLDNITHVPGGGNKK K17(Thio-) 1794,915629
371 trypsine IETHKLTFR K5(Thio-) 1232,645197
380 trypsine ENAKAKTDHGAEIVY N-Term(Thio-); K4(Thio-) 1821,811084
380 trypsine ENAKAKTDHGAEIVYK K4(Thio-); K6(Thio-) 1949,908907
384 trypsine AKTDHGAEI K2(Thio-) 1029,468028
384 trypsine AKTDHGAEIV K2(Thio-) 1128,534986
384 trypsine AKTDHGAEIVY N-Term(Thio-) 1291,597159
384 trypsine AKTDHGAEIVYK N-Term(Thio-) 1419,693863
386 trypsine TDHGAEIVYK N-Term(Thio-) 1220,561022
386 trypsine TDHGAEIVYKSPVVSGDTSPR K10(Thio-) 2303,096234
407 trypsine HLSNVSSTGSIDMVDSPQLA 2057,981254
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III. Formation artéfactuelle d’un résidu pyroglutamate 
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