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Résumé 

Dans la maladie d’Alzheimer, il existe deux marqueurs histopathologiques : les plaques 

amyloïdes composées de la protéine amyloïde-bêta et les enchevêtrements neurofibrillaires 

(NFTs) composés de la protéine tau agrégée. Dans le cerveau, la propagation de la pathologie 

de tau est observée le long des circuits neuronaux connectés synaptiquement, selon une 

séquence de stades, caractérisés par le Docteur Braak en 1991. Chez les patients, le degré de 

démence corrèle avec le nombre de NFTs. Ces derniers apparaissent dans des régions précises 

du cerveau et se propagent, de manière prédictible, le long des projections neuronales à des 

stades plus tardifs de la pathologie. Il reste à éclaircir la manière dont les NFTs se propagent 

dans les différentes régions du cerveau.  

Dans notre laboratoire, nous avons émis l’hypothèse que la propagation de tau pourrait  

se produire par un processus de transmission de cellule à cellule. Ainsi, la protéine tau serait 

tout d’abord sécrétée par un neurone, puis endocytée par un neurone adjacent. Nos travaux de 

recherche se sont concentrés sur la sécrétion de la protéine tau.  

Dans une première étape, nous avons démontré l’existence de la sécrétion active de tau 

dans l’espace extracellulaire, en utilisant des modèles in vitro de cellules non neuronales et 

neuronales. Par la suite, nous avons caractérisé les formes de protéines tau sécrétées. Enfin 

dans un dernier temps, nous avons exploré les voies de sécrétion de la protéine tau ainsi que 

les mécanismes régulant ce phénomène. Nous avons réussi à moduler la sécrétion de tau en 

reproduisant plusieurs insultes observées dans la maladie d’Alzheimer. Nos recherches nous 

ont permis d’identifier l’appareil de Golgi comme étant une organelle dont la fragmentation 

augmente la sécrétion de la protéine tau. A la lumière de cette découverte, nous avons été 

capable de moduler la sécrétion de tau en ciblant spécifiquement l’activité de cdk5 et 

l’expression de rab1A contrôlant la morphologie du Golgi. Ainsi, nous avons réussi à 

diminuer significativement la sécrétion de la protéine tau.  

Nos travaux de recherche proposent de nouvelles cibles thérapeutiques pour la maladie 

d’Alzheimer, visant à diminuer la propagation de la pathologie de tau par de nouveaux 

mécanismes cellulaires.  

 

Mots-clés : tau, maladie d’Alzheimer, sécrétion, propagation 
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Abstract 

In Alzheimer’s disease, the amyloid plaques and the neurofibrillary tangles composed 

of misfolded aggregated tau protein are the two hallmarks of the pathology. In the brain, the 

propagation of tau pathology was observed along the neuronal circuits. Described by Doctor 

Braak in 1991, the appearence of the neurofibrillary tangles was predictable in the brain and 

correlated with the degree of cognitive deficits. Its remains unclear how tau pathology spreads 

in the brain. 

In our laboratory, we made the hypothesis that the propagation could occur by cell-to-

cell transmission. This implies that NFTs would propagate in the brain by the release of 

misfolded tau aggregates from an affected neuron followed by its uptake in neighboring 

neurons. My thesis focuses on the mechanism of tau secretion. Firstly, we demonstrated that 

tau was actively secreted in the extracellular space by non neuronal cells and primary neurons. 

Then, we characterized the tau secreted forms. Finally, we explored the secretory pathways 

and the mechanisms leading to tau secretion. We were able to modulate tau secretion by 

mimicking specific insults observed in Alzheimer disease. Our research led us to identify the 

Golgi apparatus as a major contributor to tau secretion. Concomitant with this, modulation of 

cdk5 pathway and rab1A expression, which are known to affect the Golgi morphology, altered 

significantly tau secretion.  

 Our research provides new therapeutic strategies for Alzheimer’s disease, targeting tau 

secretion to reduce the propagation of tau pathology by new cellular mecanisms. 

 

Keywords : tau, Alzheimer’s disease, secretion, propagation  
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I. Introduction 

I.1. Maladie d’Alzheimer 

I.1.1 Épidémiologie, impact socio-économique et diagnostic clinique 

La maladie d’Alzheimer (MA) est la démence la plus répandue à travers le monde. A 

l’heure actuelle, elle toucherait près de 47 millions de personnes et coûterait 818 milliards de 

dollars à la société. Les prévisions sont sombres puisque le nombre de cas doublerait tous les 

20 ans. En supposant qu’aucun traitement ne soit proposé dans les prochaines années, environ 

130 millions de personnes seront concernées en 2050 (1–3).  

La MA se caractérise par une neurodégénérescence progressive dans le cerveau. Les 

patients ont des symptômes qui évoluent et s’aggravent tout au long de la pathologie. Les 

signes caractéristiques de la maladie sont : des pertes de mémoire qui affectent la vie de tous 

les jours, des difficultés à exécuter les tâches quotidiennes, des troubles du langage, une 

désorientation spatio-temporelle, un jugement amoindri, des difficultés face aux notions 

abstraites, un rangement inapproprié des objets, des changements d’humeur et de 

comportement, des modifications de la personnalité, et de la perte d’initiative (4). Il est 

aujourd’hui impossible de prévoir individuellement les symptômes et leur évolution, bien 

qu’ils suivent généralement différents stades jusqu’à atteindre la perte d’autonomie complète 

des malades. Arrivé à ce stade, le patient doit être totalement pris en charge par sa famille et la 

société (5).  

A ce jour, le diagnostic final est confirmé suite au décès du patient par analyse  

histopathologique du cerveau : la présence de dépôts amyloïdes ainsi que la présence de NFTs 

confirment la MA.  
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I.1.2 Génétique de la maladie d’Alzheimer 

Dans plus de 90% des cas, la MA n’est pas héréditaire mais sporadique. C’est un 

ensemble d’évènements dont l’environnement, notre style de vie et le vieillissement de la 

population qui sont à l’origine de l’apparition et du développement de la MA (3).  

Moins de 1% de la population est touchée par l’aspect familial héréditaire de la 

maladie (6, 7). Ainsi, avec l’avènement de la génétique, des altérations dans trois gènes 

familiaux ont été identifiés comme responsable du développement de la pathologie avant 60 

ans : préséniline 1 (PS1) (8–10), préséniline 2 (PS2) (11, 12) et le précurseur de la protéine 

amyloïde (APP) (13–16). Des mutations dans ces trois gènes ou la duplication d’ APP 

provoquent la MA de manière précoce (17–19).   

Les études d’association pangénomique (GWAS) ont révélé qu’une trentaine de gènes 

pourrait jouer un rôle important dans le développement tardif de la MA. Ainsi, la découverte 

de ces gènes, a orienté vers des voies biologiques intéressantes à explorer dans la recherche. 

L’allèle epsilon 4 (ε4) du gène APOE a été identifié comme étant le principal facteur de risque 

de la forme sporadique de la MA. A l’aspect génétique s’ajoute le sexe de la personne. Ainsi, 

la présence de l’allèle ε4 de l’APOE est un facteur aggravant de la MA surtout chez la femme . 

La présence d’un seul allèle chez la femme est un facteur de risque bien plus important que 

chez l’homme (20). L’intervention de l’APOE dans l’amyloïdogénèse et son rôle cytotoxique 

est discuté dans de nombreuses études (20–26).   

I.1.3 Essais thérapeutiques : la nécessité de développer de nouvelles cibles 

précoces 

Plusieurs stratégies thérapeutiques ont été tentées au cours des dernières années. Les 

essais cliniques se sont basés sur des anti-inflammatoires, des statines, des thérapies 

hormonales et des chélateurs. Les nombreux échecs pourraient s’expliquer par le fait que les 

molécules testées ciblaient seulement les symptômes, et produisaient de très nombreux effets 

secondaires, additionné à un coût-bénéfice trop élevé. L’échec des essais cliniques pourrait 

également s’expliquer par une inclusion de patients à un stade trop avancé et un défaut de 

diagnostique plus précoce. Ainsi, dans la littérature, nous pouvons trouver de nombreuses 
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analyses, parfois contradictoires sur l’efficacité des traitements. Nous discuterons de ceux 

basés sur les inhibiteurs de cholinestérase en exemple. Dans la MA, l’activité cholinergique 

est basse. Plusieurs essais thérapeutiques ont tenté d’augmenter l’activité cholinergique en 

inhibant la dégradation de l’acétylcholine. Les molécules comme la galanthamine ou la 

rivastigmine permettent cela. Les effets secondaires sont très importants et hétérogènes sur les 

cohortes de patients, et certaines études de rentabilité coût-bénéfice rendues négatives (27–

32). Les analyses restent cependant très controversées et certains groupes soutiennent 

l’efficacité de ces drogues , ainsi que leur sécurité (33). En 2014, une étude en Grande-

Bretagne a observé des changements cognitifs positifs dans une cohorte de patients lors de 

l’administration d’inhibiteur d’acétylcholinestérase (34).  

Face à ces observations, les médecins, compagnies pharmaceutiques et chercheurs ont 

repensé leur stratégie. La recherche actuelle tente de diminuer la progression de la maladie ou 

de la prévenir à des stades plus précoces. Ainsi, les essais cliniques actuels s’orientent 

massivement sur les cibles histopathologiques que sont la protéine amyloïde et la protéine tau 

(tubuline associated unit). Les stratégies ciblant la protéine amyloïde visent : à diminuer sa 

production en agissant sur les sécrétases qui la produisent, à la dégrader ou à la séquestrer par 

immunothérapie passive et active, à bloquer la signalisation induite, ainsi qu’ à inhiber son 

agrégation (35). Les échecs successifs des tests cliniques durant la dernière décennie, 

majoritairement focalisés sur le peptide Aβ, soulèvent la question de cibles potentiellement 

trop tardives dans la pathologie ou encore d’un problème d’hypothèse étiopathogénique. Les 

stratégies visant tau sont plus récentes et ciblent la diminution de son hyperphosphorylation et 

son agrégation, ainsi que sa séquestration par immunothérapie. Les résultats de ces derniers 

essais cliniques devraient être publiés en 2017.  

Pour proposer des tests cliniques viables, il est essentiel de comprendre et d’explorer 

les pistes à l’origine du dysfonctionnement neuronal, en amont, qui conduisent à la 

neurodégénérescence.  
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I.1.4 Dysfonctionnement neuronal et neurodégénérescence dans la maladie 

d’Alzheimer : des évènements cellulaires multiples 

La MA est caractérisée par un dysfonctionnement des neurones et une 

neurodégénérescence progressive accompagnée d’ une atrophie cérébrale (36). Avant que les 

symptômes cliniques se déclarent, un ensemble d’évènements cellulaires complexes et 

hétérogènes est observé dans le système nerveux central. Dans ce chapitre, nous présentons 

quelques évènements cellulaires suspectés de contribuer au dysfonctionnement neuronal 

conduisant à la neurodégénérescence.  

I.1.4.1 Lésions neuropathologiques : plaques amyloïdes et enchevêtrements 

neurofibrillaires 

En 1901, le médecin allemand Alois Alzheimer examina Auguste Deter, une patiente 

qui souffrait de graves troubles de mémoire. En 1906, lorsque celle-ci décéda, le psychiatre 

procéda à une autopsie du cerveau. Pour la première fois, il observa une atrophie du cortex 

cérébral et la présence de deux types de dépôts, marqués aux sels d’argent. Ces deux lésions  

histopathologiques seront par la suite identifiés, dans les années 1980, comme étant les 

plaques amyloïdes extracellulaires composées de la protéine amyloïde-bêta (Aβ) agrégée (37) 

et les NFTs intracellulaires composés de la protéine tau hyperphosphorylée agrégée (Figure1.) 

(38, 39).  

Figure1. Histologie des lésions neuropathologiques dans un cerveau atteint par la 

maladie d’Alzheimer. 

Tiré et adapté de : Serrano-Pozo A et al, Cold Spring Harb Perspect Med. 2011 

 

A gauche, nous observons une immunohistochimie révélant la présence de dépôts 

amyloïdes. A droite, nous observons la présence d’enchevêtrements neurofibrillaires.  
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I.1.4.1.1 Les dépôts amyloïdes  

Le peptide Aβ est issu du clivage de la glycoprotéine transmembranaire APP (Amyloid 

Precursor Protein) par différentes sécrétases (Figure2.). L’action de l’α-sécrétase et de la γ-

sécrétase ne produit pas de peptide amyloïde. Cette voie est dite « non-amyloïdogénique ». La 

production du peptide amyloïde, ou voie amyloïdogénique, est issue du clivage successif de la 

protéine APP par la β et γ sécrétases. Cette protéolyse successive, augmentée dans la MA, est 

appelée cascade amyloïde (40–47). Aβ est une petite protéine de 39 à 43 acides aminés 

possédant différentes conformations. Les deux isoformes majeures de cette protéine sont la 

forme Aβ40 , et la forme Aβ42. La fonction physiologique du peptide Aβ demeure inconnue 

mais l’agrégation de Aβ en plaques extracellulaires est considérée par de nombreux 

chercheurs comme étant la cause primaire de la  neurotoxicité, puisqu’ils affecteraient le 

métabolisme cellulaire (48–51). En 2002, les formes dimères oligomères de l’ Aβ ont été 

identifiée comme étant les formes les plus toxiques en affectant la transmission synaptique. 

Plusieurs études ont aussi démontré que Aβ favorise la formation de radicaux libres et que son 

accumulation peut déclencher une réponse inflammatoire chronique et un dysfonctionnement 

mitochondrial (52–60).  

L’hypothèse de la pathogénicité du peptide amyloïde, comparée aux autres fragments 

produits lors des clivages physiologiques de l’APP, reste dominante et de nombreux essais 

cliniques ont été élaborés en conséquence pour séquestrer cette forme. Il existe une hypothèse 

selon laquelle la pathogénicité du peptide amyloïde est en amont de l’hyperphosphorylation de 

la protéine tau et de son agrégation. Le débat demeure cependant grandement ouvert (61, 62) 

et les essais cliniques sont restés infructueux à ce jour. En effet aucun des tests cliniques de 

phase 3 ciblant Aβ n’a montré de bénéfice significatif. Les spécialistes analysent ces échecs 

comme étant un mauvais choix de patients, d’agent, de cibles, de doses ou d’effets négatives 

non prévus.  Ainsi des molécules comme la semagacestat, ou l’avagacestat ciblant l’inhibition 

de la γ-sécrétase, ont produits des effets secondaires sur les patients en phase 3. Ceci peut 

s’expliquer par le fait que la γ-sécrétase possède de très nombreux substrats (35, 63–65). Les 
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inhibiteurs de la β-sécrétase sont actuellement en phase 3 d’essai clinique et il n’existe pas 

encore de rapport rendu. Les essais cliniques en phase 3 d’immunothérapie active et passive 

avec le solanezumab et crenezumab , sur des patients atteints de démences légères ou 

modérées, n’ont pas été concluantes pour les patients atteints de démences modérées. Ceci 

pourrait s’expliquer par le fait que ces molécules ne sont efficaces que pour des atteintes 

précoces. Certains essais cliniques d’immunothérapie active ont été arrêtés très rapidement, 

comme avec AN-1792, puisque certains patients sont décédés en phase 1 et d’autres ont 

développé des méningites en phase 2. L’aducanumab est la molécule anti-amyloïde la plus 

prometteuse à ce jour en terme de bénéfice significatif. Il faut cependant rester prudent, car 

elle vient tout juste de rentrer en phase 3 d’essai clinique et son effet a été testé seulement aux 

États-Unis (35, 63–65).  

 

Figure2. Clivage de l’APP : voie amyloïdogénique et voie non-amyloïdogénique 

Tiré de : Del Prete et al. Molecular Neurodegeneration 2014, 9 :21  

 

A gauche, le clivage de la protéine APP par l’α et la γ-sécrétase, ou voie « non 

amyloïdogénique », ne produit pas de peptide amyloïde. A droite, le clivage de la 

protéine APP par la β et γ-sécrétase, ou « voie amyloïdogénique » produit le peptide 

Aβ.  
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I.1.4.1.2 Les enchevêtrements neurofibrillaires 

 La deuxième lésion neuropathologique élémentaire identifiée est la présence de NFTs 

composés de la protéine tau hyperphosphorylée et agrégée. Ces NFTs sont insolubles et sont 

situés dans le cytoplasme des neurones (39, 66–69). La toxicité des NFTS n’a pas été 

démontrée à ce jour. Une théorie largement répandue soutient que les NFTs séquestrent les 

formes mal conformées de la protéine tau pour prévenir les cellules des dommages potentiels. 

Nous discuterons de la pathologie de tau dans les chapitres suivants.  

 

Le développement des NFTs corrèle avec le degré de troubles cognitifs observés chez 

les patients. Ainsi, ils sont considérés  par certains comme des marqueurs tardifs de la 

pathologie en réaction à des évènements cellulaires précoces plus dommageables.  

I.1.4.2 Perturbation de l’autophagie dans la maladie d’Alzheimer  

L’autophagie est un processus essentiel pour l’homéostasie de la cellule. Elle a pour 

fonction de dégrader les protéines mal conformées, les organelles endommagées ou 

vieillissantes (70–75). Le flux autophagique est hautement dynamique et convoye des cargos 

cytosoliques qui maturent puis fusionnent aux lysosomes pour dégrader les éléments 

cellulaires (76, 77). Depuis les années 2010, plusieurs laboratoires ont décrit l’existence d’ un 

défaut du processus autophagique dans les maladies neurodégénératives. Or le processus 

autophagique est essentiel à l’homéostasie des neurones et à leur survie (78, 79). Un défaut 

dans l’autophagie contribue à l’accumulation de l’agrégation des protéines, à l’accumulation 

de mitochondries défectueuses et au processus de neurodégénérescence (80–83). Dans la MA, 

il a été démontré qu’il existe une augmentation de la transcription de gènes régulant 

positivement l’autophagie (84). Celle-ci est potentiellement induite en réaction à 

l’accumulation de plaques amyloïdes et de radicaux libres. Un déficit lysosomal, ainsi qu’un 

déficit dans le transport lysosomal sont aussi à l’origine de renflements le long des 

prolongements neuronaux (76).  

 Dans des biopsies de néocortex de patients atteints de la MA, des études structurelles et 

des marquages aux billes d’or ont révélé la présence d’une variété de vacuoles autophagiques 

en plus de lysosomes denses. Ces vacuoles autophagiques observées incluaient des 
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autophagosomes, des amphisomes, des corps multilamellaires et des autolysosomes. Les 

autophagosomes s’accumulaient dans les prolongements neuronaux (85, 86). Ces observations 

suggèrent que le flux autophagique est compromis dans la MA (76, 87, 88). Ainsi, les 

autophagosomes seraient dans l’incapacité de fusionner totalement avec les lysosomes. Ces 

théories se sont confirmées dans différentes études qui démontrent  des défauts de protéolyse 

et des lacunes dans le transport autophagique. Une des machineries fondamentales de 

dégradation cellulaire est ainsi affectée dans la MA, contribuant ainsi à des 

dysfonctionnements neuronaux.  

I.1.4.3 Perturbation des structures membranaires dans la maladie d’Alzheimer  

De nombreuses structures membranaires sont perturbées dans la MA. Le 

fonctionnement et la dynamique des organelles comme les endosomes, les lysosomes, les 

mitochondries ou l’appareil de Golgi sont modifiés au cours de la pathologie. Nous présentons 

ces désordres dans cette section.  

I.1.4.3.1 Perturbation de la voie endosomale et de la voie lysosomale 

La voie endosomale et la voie lysosomale permettent aux neurones de dégrader, de 

recycler ou de véhiculer des molécules extracellulaires, par la fusion d’une série de vacuoles 

que sont les endosomes précoces ou tardifs, et les lysosomes contenant les enzymes de 

dégradation.  Un dysfonctionnement de ces voies, observé dans la MA, précède et favorise 

l’apparition de la pathologie de tau et du peptide Aβ (89, 90).  

La voie endosomale et lysosomale jouent un rôle important dans la pathophysiologie 

du précurseur du peptide amyloïde et dans la production du peptide Aβ (91–94). Ainsi, des 

perturbations dans ces voies stimulent la production du peptide Aβ ou affectent sa 

dégradation. Des endosomes précoces élargis sont décrits dans les neurones corticaux 

pyramidaux avant les dépôts de plaques amyloïdes dans la MA (90, 95). Il existe une 

augmentation  du niveau d’expression des gènes régulant les endosomes précoces (rab5) et les 

endosomes tardifs (rab7) dans les neurones des patients présentant des troubles cognitifs légers 

et ceux présentant la MA (96, 97). L’enzyme lysosomale cathepsine D est aussi impliquée 

dans la pathogenèse, notamment avec les dépôts amyloïdes (98–101).  



 

21  

Des études récentes suggèrent que différentes étapes de la voie endosomale sont 

essentielles à l’autophagie (102). En effet, il existe des convergences de la voie autophagique 

et de la voie endosomale-lysosomale lors de la fusion et de l’adressage des vésicules. Des 

dysfonctionnements dans l’ensemble de ces voies contribuent donc à affecter le 

fonctionnement du neurone.  

I.1.4.3.2 Dysfonctionnement mitochondrial : impact sur le métabolisme neuronal 

Les mitochondries sont les organelles qui fournissent de l’énergie à la cellule grâce à la 

production d’ATP par la chaine respiratoire. Lors du vieillissement, de nombreuses mutations 

se produisent dans l’ADN mitochondrial (103–109). L’hypoactivité neuronale observée 

pendant les stades avancés de la MA a mené plusieurs équipes à étudier l’implication des 

mitochondries dans ce phénomène (110). Des dysfonctionnements dans l’activité 

mitochondriale ont ainsi été démontrés en faveur de l’hypométabolisme observé dans les 

neurones corticaux chez les patients (111, 112). L’activité du complexe IV de la chaine 

respiratoire mitochondriale diminue significativement dans les tissus des patients atteints de la 

MA (113–116). Il existe aussi une interaction physique entre  les mitochondries et le peptide 

Aβ (117).  

Les NFTs ont été décrits comme contribuant au dysfonctionnement mitochondrial 

(118). La tau tronquée en position D-421 induit la fission mitochondriale alors que la tau 

pleine longueur augmente la taille des mitochondries (119, 120). Dans les souris transgéniques 

P301L; qui surexpriment la tau humaine portant la mutation faux-sens P301L dans l’exon 10, 

retrouvée dans les démences fronto-temporales avec syndrome parkinsonien liée au 

chromosome 17 (FDTP-17), une équipe a montré des dysfonctionnements mitochondriaux 

grâce à des analyses fonctionnelles et protéomiques (121). Plusieurs groupes ont également 

montré que la protéine tau phosphorylée affecte le transport axonal antérograde des 

mitochondries (122, 123). De même, dans le modèle de souris P301L, il existe une importante 

diminution des mouvements des mitochondries (124). Alors que le peptide Aβ affecte le 

complexe IV de la chaine respiratoire mitochondriale, la protéine tau dérégule le complexe I 

(125).  



 

22  

La protéine tau et le peptide amyloïde contribuent au dysfonctionnement 

mitochondrial. Ainsi, le métabolisme énergétique cellulaire est déséquilibré et peut conduire à 

la neurodégénérescence et au dysfonctionnement neuronal. 

I.1.4.3.3 Perturbation de l’appareil de Golgi : fragmentation dans la maladie d’Alzheimer 

� Le rôle physiologique de l’appareil de Golgi 

Le Golgi est une organelle composée d’un ensemble de saccules successifs empilés. De 

petites vésicules cargos y sont intégrées et en bourgeonnent en flux constant (126–129). Le 

Golgi assure des fonctions telles que : le transfert des protéines du réticulum endoplasmique 

aux vésicules de sécrétion, qui vont ensuite à la membrane plasmique ou fusionner avec 

d’autres vésicules; la maturation des protéines par modification post-traductionnelle; l’envoi 

de protéines à différentes destinations. Dans les neurones, le Golgi a un rôle clef dans le trafic 

des protéines endogènes et des macromolécules exogènes dans l’axone, régulés par le flux des 

transports antérogrades et rétrogrades. Pour assurer ses fonctions, le Golgi est une organelle 

hautement dynamique et sa morphologie change afin d’assurer les besoins cellulaires. Tout 

mauvais fonctionnement de l’appareil de Golgi cause donc des aberrations dans le 

fonctionnement neuronal et des pathologies puisque le trafic protéique cellulaire n’est plus 

correctement assuré (130). Quatre éléments maintiennent l’intégrité structurelle et 

fonctionnelle du Golgi : 1) les microtubules et les protéines associées aux microtubules, 2) les 

protéines associées au cytosquelette (glutubuline, kinésine, dynéine, centractine, myosine, 

spectrine, ankyrine, comitine), 3) les protéines matrices du golgi (giantin, GM130, golgin etc) 

et 4) les protéines qui assurent le ciblage et la fusion des vésicules de transport au bon 

compartiment (rabs, SNAREs etc) (131–133).  

� L’appareil de Golgi dans la maladie d’Alzheimer 

Dans plusieurs maladies neurodégénératives, dont la MA, on peut observer un appareil 

de Golgi fragmenté ou dispersé dans les neurones. Ainsi, dans les modèles de souris 

transgéniques pour la MA et les modèles cellulaires in vitro où la pathologie est induite, la 

fragmentation du Golgi est observée en parallèle à une atrophie neuronale reflétant un 
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désordre métabolique, et à l’accumulation de protéines mal conformées ou agrégées comme 

Aβ ou les NFTs (134).  

La protéine APP est transportée du réticulum endoplasmique à la membrane plasmique 

du neurone, en passant par l’appareil de Golgi (93). La protéine APP se localise 

majoritairement au Golgi, où elle subit les modifications post-traductionnelles (93). De 

nombreuses études ont démontré que l’appareil de Golgi est une organelle de production de 

l’Aβ en plus du réticulum endoplasmique et du système endosomal/lysosomal (135).  Le 

peptide amyloïde possède aussi la propriété de fragmenter le Golgi (136, 137). Cette 

fragmentation entraine alors l’augmentation de la production du peptide amyloïde dans une 

boucle rétroactive (137). Les enzymes qui clivent l’APP sont retrouvées également dans le 

réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi et les vésicules de sécrétion (46, 138–151). 

L’appareil de Golgi contribue donc à la pathologie amyloïde observée dans la MA (152).  

L’appareil de Golgi joue aussi un rôle important dans l’organisation du réseau de 

microtubules. Une protéine comme GM130, par exemple, localisée aux membranes du Golgi  

module la formation des microtubules et donc le trafic cellulaire (153). Notre laboratoire a 

démontré que la protéine tau interagit avec les membranes de l’appareil de Golgi (154). Il a été 

également démontré, dans notre laboratoire, que la surexpression de la forme sauvage de tau 

ou des mutants de tau dont les mutations sont retrouvées dans les FDTP-17 comme P301L, 

V337M, ou R406W (mutations faux sens dans l’exon 10, 12 et 13 de tau respectivement) 

augmente la fragmentation du Golgi dans des cultures primaires de neurones de rats (155). 

Cette fragmentation du Golgi n’était pas associée à la mort cellulaire et le réticulum 

endoplasmique demeurait intact (155). La fragmentation du Golgi est un évènement précoce 

précédent l’apparition des dépôts de NFTs. De même, notre laboratoire a précédemment 

observé la fragmentation du Golgi, dans le modèle in vivo,  de souris JNPL3 exprimant la tau 

mutée P301L (155).  Une équipe a également démontré que l’augmentation de la 

fragmentation du Golgi est corrélée avec l’augmentation de l’hyperphosphorylation de la 

protéine tau. Ils suggèrent dans leur étude que la fragmentation de l’appareil de Golgi est en 

amont de l’hyperphosphorylation de tau et l’initie (156).   
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L’appareil de Golgi et son implication dans les voies de sécrétion joue un rôle 

important dans la pathogenèse de la maladie d’Alzheimer (136).  

� Modulation de la structure de l’appareil de Golgi 

La structure du Golgi est modulée par plusieurs facteurs comme l’activation de la 

cycline-dépendante kinase 5 (137), l’expression de rab1a (157) ou encore l’activité neuronale 

(158). Les protéines rabs sont de petites GTPases de la famille des Ras. Il existe environ 70 

protéines rabs chez les mammifères. Environ 20 sont associées à l’appareil de Golgi (159). 

Parmi la vingtaine, seulement quelques rabs sont impliquées dans la structure du Golgi comme 

rab1, rab6, rab18, rab30, rab33, rab41, rab43. Rab1 a été démontrée comme étant la seule 

essentielle au trafic protéique du réticulum endoplasmique à la membrane plasmique et est 

impliquée dans la structure du Golgi (160). L’utilisation d’ARN interférents pour rab1A 

inhibe fortement le trafic du réticulum endoplasmique au golgi et conduit à sa dispersion. 

Cette dispersion est neutralisée par l’expression de rab1A ou rab1B (161).  

Les protéines GRASPs contribuent également à la structure de l’appareil de Golgi, 

notamment GRASP65 (162) et GRASP55 (163). De multiples mécanismes sont impliqués 

dans la fragmentation du Golgi et la modulation de la phosphorylation de ces protéines en est 

un. Cdk5 est une kinase qui phosphoryle les GRASPs lorsqu’elle est activée. Au niveau 

moléculaire, il a été démontré que l’accumulation de l’Aβ augmente le flux calcique qui induit 

l’activation de la calpaïne et initie le clivage de p35 en p25 (164, 165). P25 active alors Cdk5 

qui phosphoryle GRASP65. Les GRASPs se détachent alors des saccules du Golgi, qui perd sa 

morphologie et se fragmente. Cette fragmentation peut être inversée par l’utilisation 

d’inhibiteurs de cdk5 ou par l’expression de GRASPs non phosphorylables (137).  

Par ailleurs, les changements de taille du Golgi sont utilisés pour mesurer l’activité 

métabolique neuronale (166). Ainsi, plusieurs équipes ont démontré que les patients témoins 

(sans pathologie Alzheimer ou à des stades précoces) portant l’allèle apoE ε4 présentent des 

appareils de Golgi plus petits que les patients témoins ne portant pas l’allèle. Certaines études 

révèlent également que lors de la progression de la pathologie à des stades plus avancés, la 

taille des Golgi diminuait de manière très importante.  Cette observation reflète une 
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diminution du métabolisme neuronal  (166, 167). Ces observations sur les changements du 

métabolisme neuronal, au cours de la pathologie, seront discutées dans la section suivante. 

I.1.4.4 Perturbation de l’activité neuronale :  hyperactivité précoce et hypoactivité 

tardive 

 Le déclin cognitif observé dans la MA s’accompagne d’une diminution de la 

transmission synaptique et de l’activité neuronale. Dans les stades avancés de la pathologie, le 

réseau neuronal est donc dit hypoactif. Les progrès en imageries et en physiologie des 

dernières années, ont permis de faire une nouvelle observation dans le cerveau des patients et 

dans les modèles animaux de la pathologie : à des stades précoces, les réseaux neuronaux sont 

hyperactifs et non hypoactifs (168–176). Cette découverte apporte une contribution majeure 

pour la compréhension du développement de la MA et des approches thérapeutiques 

potentielles à des stades précoces de la pathologie.  

 Dans le cerveau des patients Alzheimer, la combinaison de marqueurs calciques à 

l’imagerie par résonance magnétique fonctionnelle, ainsi que l’analyse d’électro-

encéphalogrammes ont permis d’analyser l’hyperactivité simultanée de populations de 

neurones aux stades précoces de la pathologie (135-143).  

 Dans les modèles de souris qui développent les plaques amyloïdes tel que les souris 

APP23xPS45, les neurones proches des dépôts amyloïdes sont hyperactifs chez les souris  

jeunes, mais hypoactifs chez les vieillissantes (168, 177, 178). Il reste à élucider si les plaques 

amyloïdes ou l’hyperactivité neuronale précèdent ou initient l’hypoactivité neuronale. Des 

études suggèrent que le phénomène d’hyperactivité est lié à la présence ou à l’accumulation de 

plaques amyloïdes et corrèle avec des déficits cognitifs dans les modèles animaux (179, 180). 

Ainsi, deux groupes ont montré que l’inhibition de l’hyperactivité neuronale préserve des 

pertes cognitives associées (179, 180). La limitation de la production du peptide amyloïde a 

également diminué l’hyperactivité neuronale observée (181). Plusieurs études ont montré que 

les plaques amyloïdes n’étaient pas nécessaires pour déclencher l’hyperactivité. Ainsi, chez les 

jeunes souris APP23xPS45 qui ne présentent pas de plaques amyloïdes, les chercheurs ont 

observé une hyperactivité neuronale très importante dans la région CA1 de l’hippocampe 

(181).  
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La pathologie de tau observée dans la maladie d’Alzheimer a pour cause plusieurs des 

évènements cellulaires décrits plus haut. Nous allons par la suite développer en détails la 

contribution de la protéine tau dans la MA avec les connaissances actuelles.  

I.2. Protéine tau intracellulaire: du rôle physiologique à la 

pathologie 

I.2.1 Structure, localisation, et fonctions de la protéine tau intracellulaire en 

conditions physiologiques 

I.2.1.1 Gène et épissage alternatif de tau  

 Tau appartient à la famille des protéines associées aux microtubules ou MAP 

(Microtubule Associated Protein). Le gène MAPT codant pour la protéine tau se trouve sur le 

bras long du chromosome 17, en position 17q21 (182). Le gène MAPT est composé de 16 

exons, cependant 3 d’entre eux (exon 4A, 6 et 8)  ne sont jamais présents dans l’ARN 

messager humain dans le système nerveux central (182–189). Ce gène est principalement 

exprimé dans les cellules neuronales. Dans le système nerveux central, l’épissage alternatif de 

l’exon 2, 3 et 10 (183) est à l’origine des six isoformes de tau présentes dans le cerveau 

adulte : 2+3+10+, 2+3+10-, 2-3-10+, 2+3-10-, 2+3-10+, 2-3-10- (190–192). Les différentes 

isoformes sont exprimées inégalement durant le développement post-natal (190, 192–194). 

Ces différentes isoformes diffèrent par la présence de trois ou quatre domaines de liaison aux 

microtubules et correspondent à l’absence ou à la présence de l’exon 10 respectivement. Les 

domaines de liaisons aux microtubules sont répétés et similaires de 31 ou 32 acides aminés 

notées R1 à R4 (Figure3.) (188, 190, 193, 195).  
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Figure3. Le gène et  les isoformes de tau  dans le système nerveux central 

Schéma tiré de Sergeant et al, Biochimica et Biophysica Acta 2004.  

 

Le gène de tau est situé sur le chromosome 17. L’épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 est à 

l’origine de 6 isoformes humaines dans le système nerveux central adulte.  

I.2.1.2 Structure de tau  

Les six isoformes de tau varient entre 352 à 441 acides aminés et leur masse 

moléculaire de 45 à 65 kDa (188). La protéine tau possède deux domaines fonctionnels. Le 

domaine amino-terminal est appelé domaine de projection. Ce domaine N-terminal est 

caractérisé par l’absence (0N) ou la présence de 1 ou 2 inserts (1N ou 2N) , codés par les 

exons 2 et 3 (190, 194). Cette région de la protéine est très acide et est suivie par une région 

riche en proline basique (188). Le domaine carboxy-terminal ou domaine de liaison, contient 

les régions répétées R1 à R4 qui permettent la liaison aux microtubules.  
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Figure4. Structure de tau   

Schéma tiré et adapté de Buée et al, Brain Research Reviews 2000.  

 

Le domaine amino-terminal de tau correspond au domaine de projection. Le domaine 

carboxy-terminal comprend la région de liaison aux microtubules. Cette dernière est précédée 

par une région riche en prolines.  

I.2.1.3 Localisation et fonction de tau 

En condition physiologique, la protéine tau se localise principalement dans l’axone des 

neurones mais se retrouve également au niveau des dendrites, des membranes plasmiques et 

dans le noyau (69, 196–198). Selon sa localisation, la fonction de la protéine tau diffère, 

jouant ainsi de multiples rôles dans la cellule.  

� Tau au cytosquelette et aux membranes  

 La fonction principale connue de la protéine tau est de promouvoir l’assemblage et de 

stabiliser les microtubules en liant les dimères de tubulines (199). En conséquence, elle est 

impliquée dans la morphogenèse, le développement axonal et le transport des protéines à 

l’axone (200–204). Les isoformes à quatre domaines de répétitions 4R lient et polymérisent 

plus efficacement les microtubules que les isoformes à trois domaines de répétitions 3R (188, 

205–207). Grâce à leur domaine de liaison supplémentaire, les isoformes 4R ont une meilleure 

affinité pour les microtubules que les isoformes 3R (193). Plus précisément, il a été démontré 

que l’isoforme 4R a une plus grande affinité pour les microtubules grâce à une région se 
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trouvant entre les répétitions 1 et 2, et qui n’existe pas dans l’isoforme 3R (208). La 

modification post-traductionnelle la plus commune de tau est la phosphorylation. Des 

modifications dans l’état de phosphorylation de tau régule son activité. Ainsi, des études ont 

montré que la capacité de liaison aux microtubules de tau est régulée par sa phosphorylation 

(209, 210). Par exemple, la phosphorylation sur la thréonine 231 réduit fortement la liaison de 

tau aux microtubules (211).  Des études ont montré que l’épissage alternatif de l’exon 10 est 

régulé indirectement par plusieurs protéines kinases incluant la glycogène synthase kinase 3 

(GSK-3) (212, 213) et la protéine kinase A (PKA) (214). Nous mentionnons également que le 

réseau des microtubules organise la polarité neuronale. En effet, le neurone est une cellule 

polarisée puisqu’il possède deux compartiments structurellement et fonctionnellement 

différents : l’axone et le compartiment somato dendritique qui véhiculent l’information. 

Typiquement, un axone est un long prolongement neuronal qui transmet les signaux grâce au 

relargage de neurotransmetteurs. Les multiples dendrites permettent de recevoir l’information 

grâce à la présence de récepteurs pour recevoir le signal nerveux des autres neurones (215). Le 

maintien des différents compartiments est essentiel au développement et à la physiologie du 

système nerveux. Cette polarité neuronale est maintenue par l’organisation du cytosquelette, 

grâce à la dynamique de l’actine et des microtubules (216, 217).  En stabilisant les 

microtubules, la protéine tau contribue donc au maintien de la polarité cellulaire. Plusieurs 

études ont montré que l’absence de tau affecte le réseau de microtubules et l’organisation de la 

polarité neuronale (218, 219).  

La portion N-terminale se projette à partir de la surface des microtubules et peut 

interagir avec d’autres éléments du cytosquelette, ainsi que la membrane plasmique neuronale 

(220, 221). Le domaine amino-terminal de tau régule l’espace entre les microtubules, ce qui a 

pour conséquence de moduler le diamètre de l’axone (222). Tau peut donc ainsi organiser la 

morphologie cellulaire ou être un médiateur entre deux éléments cellulaires. La fonction de tau 

à la membrane plasmique n’est pas encore identifiée, mais il a été décrit que tau peut interagir 

avec des protéines à la membrane plasmique comme Fyn (223). Le rôle physiologique de ces 

intéractions membranaires reste à identifier.   

� Tau au noyau  



 

30  

 La protéine tau est également localisée dans le noyau des neurones du cortex (224). 

Tau peut se lier à l’ADN (225, 226). Par translocation nucléaire, la protéine tau semble 

pouvoir protéger l’ADN de divers dommages produits par un stress thermique ou oxydatif 

(225–227). Les études in vitro fonctionnelles sur la localisation de tau au noyau ont été 

validées in vivo récemment (228, 229).  

� Tau lors du développement  

La fonction physiologique exacte de chaque isoforme reste également inconnue à ce 

jour. Toutes les isoformes ne sont pas exprimées en même temps au cours du développement. 

Par exemple, dans le cerveau humain adulte  les isoformes 3R et 4R sont présentes en quantité 

égale. En revanche la forme 1N de ces deux types est présente en plus grande quantité. De 

plus, l’épissage alternatif de tau est régulé lors du développement, comme l’isoforme la plus 

courte 3R/0N  qui est la seule exprimée dans le cerveau fœtal (190, 192). L’expression de cette 

isoforme durant le développement fœtal permet d’assurer un dynamisme des microtubules 

pour permettre la mise en place des connections nerveuses. La présence de l’isoforme 4R 

après la naissance contribuerait au maintien des structures neuronales établies avant la 

naissance (193).  

I.2.1.4 Modification post-traductionnelle de tau la plus fréquente : la phosphorylation 

La modification post-traductionnelle de tau la plus fréquente est la phosphorylation. La 

forme la plus longue de tau de 441 acides aminés contient 85 sites phosphorylables (230). La 

phosphorylation de tau est régulée principalement par la balance entre l’action des kinases et 

des phosphatases (209, 231).  

De nombreuses kinases, plus d’une vingtaine, peuvent phosphoryler tau, in vitro et in 

vivo, sur les résidus sérine (Ser), thréonine (Thr) et tyrosine (Tyr) (230). Les sites suivis d’une 

proline, sont généralement phosphorylés par les kinases de la famille PDPK pour « proline-

directed protein kinases » qui sont dirigées contre les motifs Ser-Pro et Thr-Pro (188). Ainsi 

GSK3β ( Glycogen Synthase Kinase ) ou cdk5 (Cyclin Dependant Kinase 5) sont des kinases 

de la famille PDPK qui phosphorylent tau (232–234). Les kinases non-PDKP vont 

phosphoryler les sites non suivis de proline (235) comme par exemple PKA (cAMP-dependent 



 

31  

protein kinase) ou la caséine kinase II (236–238). Fyn, membre de la famille des tyrosine 

kinase peut phosphoryler tau sur les tyrosines (239, 240). 

La principale phosphatase impliquée dans la régulation de 70% de  la 

déphosphorylation de tau dans le cerveau est  PP2A (241–243). L’inhibition de PP2A régule la 

phosphorylation de tau directement et indirectement en activant GSK3β (244). In vitro, les 

phosphatases PP1, PP2A, PP2B et PP5 sont également capables de déphosphoryler tau (245–

250).  

La phosphorylation de tau joue sur différentes fonctions physiologiques. Comme 

mentionné précédemment, la phosphorylation régule la dynamique de tau avec les 

microtubules. La phosphorylation de tau joue également un rôle lors du développement 

puisqu’il a été montré que la phosphorylation de tau est plus importante dans le système 

nerveux central embryonnaire (251, 252). Cette phosphorylation est requise pour le 

développement de prolongements neuronaux par exemple (253).  

Au cours du développement de la MA, la structure, la localisation et les fonctions de la 

protéine tau sont dérégulés. Nous développerons ces aspects dans la section suivante.  

I.2.2 Structure, localisation et fonctions de la protéine tau intracellulaire en 

conditions pathologiques  

En conditions pathologiques, la protéine tau devient hyperphosphorylée. Elle perd alors 

son affinité pour les microtubules et se détache de ceux-ci. Ce détachement conduit à 

l’agrégation de tau en paires de filaments hélicoïdaux (PHF) (254) qui forment les NFTs (38, 

255–257). 

I.2.2.1 Gène et mutations de tau dans les démences 

Les filaments insolubles composés de tau hyperphosphorylée sont aussi retrouvés dans 

un groupe de pathologies appelées les dégénérescences lobaires fronto-temporales (DLFT). 

Les DLFT représentent 5 à 15% de l’ensemble des démences, incluant la démence fronto-

temporale avec syndrome parkinsonien liée au chromosome 17 (FDTP-17) (255, 258, 259). 

L’identification des mutations dans le gène MAPT codant pour la protéine tau, chez les 



 

32  

patients souffrants de DLFT, soulève l’importance de tau dans les dysfonctionnements 

neuronaux (258, 260, 261). Au moins 40 mutations identifiées sont responsables de 10 à 20% 

des cas familiaux (259, 260, 262–264). Pour les FDTP-17, les mutations sont de type faux 

sens, délétions, silencieuses ou introniques. Elles sont localisées principalement au niveau des 

exons 1, 9, 10, 11, 12 et 13 de MAPT. Les mutations dans l’exon 9 (G272V), l’exon 12 

(V377M) et l’exon 13 (R406W) affectent les six isoformes de tau. Les mutations dans l’exon 

10 (N279K, ΔK280, P301L, P301S et S305N) affectent seulement les isoformes 4R de tau. 

Ces dernières ou les mutations dans les sites d’épissage de l’exon 10 (L282L, N296N) ont 

pour conséquence une modification du ratio 3R/4R. Les mutations faux sens sont localisées 

dans la région de liaison aux microtubules ou proches de cette région. Elles ont également 

pour conséquence une diminution de l’affinité de tau avec les microtubules, ainsi qu’ une 

stimulation de l’activité de l’héparine contribuant à la formation de filaments de tau plus ou 

moins forte en fonction de la mutation (265, 266). Il existe ainsi deux groupes distincts de 

FDTP-17 selon le type de mutations et les effets fonctionnels subséquents induits (193). Le 

premier groupe regroupe les mutations qui affectent l’épissage alternatif de l’exon 10 et le 

deuxième , le groupe porteur des mutations affectant l’interaction de tau avec les microtubules 

(193).  

Chez les patients atteints de la MA, aucune mutation dans le gène de tau n’a été 

identifiée à ce jour. Néanmoins, des études récentes ont révélé la possibilité que les 

polymorphismes dans le gène de tau pourraient être un facteur de risque pour la MA et les 

DLFT sporadiques (267, 268).  

I.2.2.2 Phosphorylation de tau dans la maladie d’Alzheimer  

Dans la MA, la protéine tau est hyperphosphorylée (188, 193, 255). C’est à dire que la 

quantité de groupes phosphates par molécule de tau est plus élevée. De plus, lors de la 

maladie, la phosphorylation peut se produire sur des sites qui ne sont pas phosphorylés en 

conditions physiologiques. Ceci est défini comme une phosphorylation anormale de la 

protéine tau. A l’aide de la spectrométrie de masse et de l’immunomarquage, plusieurs équipes 

ont démontré que la tau dans les PHFs peut être  phosphorylée sur au moins 42 sites (235, 

269–271). De très nombreux anticorps ont été développés pour détecter cette 
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hyperphosphorylation. Nous citons en exemple AT8 (272) ou AT100 (273), largement utilisés 

dans la littérature. Une accumulation de tau phosphorylée est nécessaire pour voir apparaitre 

les NFTs (274).  

Comme mentionné précédemment, la phosphorylation de tau est un équilibre entre 

l’activité des kinases et des phosphatases. Dans la MA, l’activité de ces régulateurs est 

compromise, et peut être associée à une augmentation de l’activité des kinases et une 

diminution de l’activité des phosphatases. Ainsi, il a été démontré que l’activité de la 

phosphatase PP2A est compromise dans le cerveau des patients atteints de la MA (275–277). 

L’activité de PP2A peut également être inhibée par deux protéines I1PP2A et I2PP2A . 

L’expression de ces derniers est augmentée dans la MA (278). In vitro, I2PP2A est associée à 

une hyperphosphorylation de tau (279, 280). Dans le cerveau des patients, des co-marquages 

révèlent que PP2A colocalise avec les inhibiteurs de PP2A et la tau anormalement 

hyperphosphorylée (278).  L’inhibition de PP2A par I2PP2A, active également la kinase 

GSK3 , ce qui contribue à l’amplification de l’hyperphosphorylation de tau et à la complexité 

du phénomène. D’ailleurs pour ajouter à la complexité du phénomène, plusieurs kinases 

peuvent également conjointement  phosphoryler tau (236, 281).  Les kinases cdk5 et GSK3β 

ont été particulièrement étudiés puisqu’elles phosphorylent la majorité des sites pathologiques 

(282). De nombreuses stratégies thérapeutiques développées contre tau  ont ciblé la 

modulation de sa phosphorylation. Deux essais cliniques pour des inhibiteurs de kinases se 

sont soldés par des échecs en phase 2 récemment (283).  

Les conséquences d’une phosphorylation anormale de tau sont une perturbation de la 

stabilité des microtubules et des déficits dans le transport axonal (284). Plusieurs études in 

vitro et in vivo ont également démontré que l’hyperphosphorylation de tau n’affecte pas la 

stabilité du réseau de microtubules (285).   

Dans la MA, la protéine tau hyperphosphorylée a une localisation somato-dendritique 

(286).  

L’implication de tau dans la neurodégénérescence est confirmée dans des lignées 

cellulaires et des modèles de souris surexprimant la forme sauvage ou mutée de la tau humaine 

(287–294). Plusieurs modèles développent la pathologie de tau, définie comme étant la 
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formation de filaments insolubles composés de protéine tau hyperphosphorylée dans le 

compartiment somato-dendritique. Lorsque la surexpression de tau est ciblée au cerveau, la 

présence de la tau hyperphosphorylée est corrélée au déficit de mémoire (287, 290, 292, 295). 

Lorsque celle-ci est ciblée à la moelle épinière, l’hyperphosphorylation de tau est corrélée aux 

problèmes moteurs. Tous ces modèles montrent qu’une hyperphosphorylation de tau est 

nuisible au fonctionnement neuronal. 

I.2.2.3 Agrégats de tau dans la pathologie  

L’hyperphosphorylation de tau contribue au repliement de la protéine sur elle-même et 

à la formation d’agrégats. Des anticorps comme MC1, AT100 ou Alz-50 sont capables de 

reconnaître la protéine tau agrégée (296–298) . Le rôle précis des agrégats de tau 

intracellulaire dans la neurodégénérescence reste à être caractérisé. En effet, chez les patients 

atteints de la MA, le degré de démence et les troubles de mémoire corrèlent avec le nombre de 

NFTs dans le cerveau (66, 295, 299–301). Cependant, dans les modèles de souris, la formation 

des NFTs peut être dissociée de la perte et de la dysfonction synaptique, des déficits de 

mémoire et de la perte neuronale (293, 302). De même, la protéine tau hyperphosphorylée 

seule est suffisante pour induire une cytotoxicité durant le développement (303, 304).  Nous 

mentionnons également que plusieurs lignées de souris transgéniques présentent de la 

neurodégénérescence en l’absence de formation de NFTs (288, 291). Ceci nous indique que 

les NFTs pourraient ne pas être la forme la plus toxique de tau (305–307).  

D’autres modifications post-traductionnelles comme la troncation peuvent aussi 

entrainer l’agrégation de la protéine tau. Ainsi par exemple les troncations de tau en D421 par 

l’action des caspases favorisent l’agrégation (308, 309).  

Dans les modèles de souris, la perte de mémoire est corrélée à la présence 

d’oligomères de tau (306, 310). Des oligomères similaires sont aussi détectés chez les patients 

(307, 311, 312). Ils se forment avant l’apparition des NFTs (313). Les anticorps TOC1, T22 et 

TOMA sont capables de détecter les oligomères. De plus, l’addition d’oligomères de tau, sur 

des neurones en culture induit un effet neurotoxique. Cet effet n’est pas observé lors de 

l’addition de fibrilles de tau (307, 314). En conclusions, la présence d’oligomères 

intracellulaires et extracellulaires de tau pourrait contribuer aux dysfonctions neuronales et à la 
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mort des neurones dans le cerveau des patients atteints de la MA. Nous ajoutons également 

que le fractionnement de cerveaux de patients a révélé que 40% de la tau anormalement 

hyperphosphorylée correspond à des oligomères cytosoliques et non à des fibrilles (68, 315).  

Cibler la conformation tridimensionnelle anormale de tau est devenue une stratégie 

thérapeutique. Ainsi, un inhibiteur de l’agrégation de tau, le leucomethylthioninium ou LMTX 

(dérivé du bleu de méthylène) est actuellement en phase III d’essai clinique (316, 317).  

I.3 Théorie de la propagation de la pathologie de tau et protéine 

tau extracellulaire : un nouvel aspect de la pathologie 

I.3.1 Théorie de la propagation de la pathologie tau  

En 1991, le Docteur Braak a démontré que les NFTs composés de la protéine tau 

agrégée se propageaient de manière prédictible dans la maladie d’Alzheimer (Figure5.) (66). 

Les stades de Braak sont au nombre de six et sont classés en fonction de la progression des 

NFTs dans le cerveau. Le développement des NFTs dans les régions transentorhinale et 

entorhinale correspond aux stades I et II et corrèle cliniquement avec des déficits de mémoire 

pour des évènements récents et une désorientation spatiale légère. A ces stades, on note peu 

d’impact sur les activités courantes de la vie et les fonctions cognitives générales sont 

préservées. La propagation des NFTs dans les régions limbiques et leurs présences dans 

l’hippocampe correspondent aux stades intermédiaires III et IV et corrèlent cliniquement avec 

des troubles du langage, une désorientation spatiale et temporelle, des problèmes de 

concentration et de compréhension. Aux stades finaux V et VI, les NFTs se localisent dans de 

très nombreuses parties du néocortex, comme dans les aires sensorielles, ainsi que dans les 

zones motrices. Les malades ont alors des difficultés à reconnaitre des objets, et présentent 

également des déficits dans la perception et la motricité (66, 318–320).  

Le mécanisme selon lequel les NFTs se propagent demeure inconnu. Depuis peu, un 

nouveau concept a émergé selon lequel, dans plusieurs maladies neurodégénératives dont la 

MA, la propagation de protéines mal conformées et agrégées résulterait d’une transmission 

intercellulaire (319–324). Cette transmission impliquerait que les NFTs se propagent, dans le 

cerveau, par la libération d’une protéine tau mal conformée par un neurone, suivie de son 
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endocytose dans un neurone voisin. L’observation de la présence de la protéine tau dans le 

liquide céphalo-rachidien (LCR) soutient ce concept (325–330). Plusieurs laboratoires et 

compagnies pharmaceutiques ont analysé les fragments de tau et la tau phosphorylée,  présents 

dans le LCR, afin de développer de nouveaux biomarqueurs pour la MA (331–333). 

L’ensemble des résultats démontrent que la protéine tau augmente dans le liquide céphalo 

rachidien des patients atteints de la MA (271). La présence des isoformes 3R et 4R de tau a 

également été examinée dans le LCR des patients Alzheimer (334). Les isoformes 3R et 4R 

ont été trouvées  dans le CSF des patients témoins et des patients affectés par la pathologie. 

Chez les patients atteints de la MA, il y avait une diminution des isoformes 4R, 

potentiellement expliquée par leur agrégation intracellulaire durant l’évolution de la 

pathologie. Ainsi, les isoformes 4R seraient moins disponibles pour être sécrétées. La 

caractérisation des formes de tau retrouvées et la phosphorylation de celles-ci dans le LCR 

demeurent cependant à éclaircir.  

En 2009, des études soutenant la théorie sur la propagation de la pathologie 

apparaissent dans la littérature. Ainsi, plusieurs publications démontrent que la protéine tau 

peut être sécrétée, endocytée ou se propager, à la fois in vitro et in vivo (330, 335–346). Plus 

intéressant, dans les modèles de souris transgéniques où la surexpression de la protéine tau est 

restreinte au niveau du cortex entorhinal, la première région à être affectée dans la MA, la 

propagation de la pathologie de tau est observée le long des neurones connectés 

synaptiquement (347, 348). 

Bien que les mécanismes de la propagation trans-synaptique restent à élucider, la 

sécrétion de tau par les neurones présynaptiques et son endocytose  par les neurones 

postsynaptiques apparait comme une hypothèse possible soutenant la théorie de la propagation 

de tau dans le cerveau.  
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Figure5. Propagation de la pathologie de tau dans la MA 

Schéma tiré et adapté de Goedert et al,  Science. 2015 

 

Aux stades I et II de la pathologie, les NFTs se développent dans les régions 

entorhinale et transentorhinale . Aux stades III et IV, ils sont détectés dans la région limbique, 

dont l’hippocampe. Aux stades V et VI, ils se sont propagés à de nombreuses régions du 

néocortex. 

 

I.3.2 La protéine tau extracellulaire en conditions pathologiques : un nouvel 

aspect de la propagation de la maladie d’Alzheimer 

Depuis quelques années, les données générées in vitro et in vivo soutiennent que la tau 

extracellulaire peut être un facteur clef dans la pathologie de tau en favorisant la propagation 

de cette dernière dans le cerveau. Introduit précédemment, la présence de tau extracellulaire 

dans le cerveau des patients est détectable par son accumulation dans le LCR durant la 

progression de la pathologie (328). La détection par micro dialyse de la protéine tau dans le 

liquide interstitiel des souris tau transgéniques, en l’absence de toute neurodégénérescence, 

démontre que tau est sécrétée dans l’espace extracellulaire in vivo (340, 349). L’ensemble de 
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ces observations indique que la tau extracellulaire joue un rôle dans les dysfonctionnements 

neuronaux et la mort neuronale  qui se produisent lors de la MA. La contribution de la protéine 

tau extracellulaire dans le processus de neurodégénérescence reste cependant à caractériser. 

En 2010, une étude a démontré que la tau extracellulaire ajoutée au milieu de culture 

de cellules SH-SY5Y (350), se comportait comme un agoniste des récepteurs muscariniques 

M1 et M3, en induisant une augmentation soutenue du calcium intracellulaire et conduisant à 

la mort des cellules. La contribution de la tau extracellulaire à la mort neuronale via les 

récepteurs M1 et M3 reste à démontrer dans la MA. En 2012, il a été montré que les 

oligomères de tau, isolés de cerveaux Alzheimer, diminuaient la potentialisation à long terme 

(LTP) sur des coupes d’hippocampes de cerveaux (307). Cette équipe fut capable de 

neutraliser cette diminution en pré-incubant les oligomères de tau avec l’anticorps T22 qui 

reconnait spécifiquement la  forme oligomérique. Aussi, dans les cerveaux de souris 

transgéniques, cette LTP est affectée (351). Il reste à déterminer les mécanismes par lesquels 

la tau extracellulaire est impliquée dans ce phénomène.  

La tau extracellulaire pourrait autant que la tau intracellulaire contribuer au processus 

de propagation de la pathologie de tau dans le cerveau. La propagation transcellulaire de la 

pathologie de tau est démontrée in vitro dans des cellules non-neuronales surexprimant la tau 

humaine (343). Plusieurs études ont révélé des données soutenant la contribution de la tau 

extracellulaire à la propagation de la pathologie in vivo. En 2009, pour la première fois, 

l’injection d’un homogénat de cerveau humain contenant la forme mutante P301S de tau a 

contribué à la propagation de la pathologie dans l’hippocampe et le cortex cérébral de souris 

transgénique surexprimant la tau humaine sauvage (335). Dans cette étude, il n’a pas été 

déterminé si cette forme mutante contribuait à la propagation en pénétrant dans les cellules ou 

en activant des mécanismes via la surface des neurones. Par ailleurs, le transfert de tau d’un 

neurone à un autre lors de l’injection de tau humaine dans les neurones centraux dans la 

lamproie indique également que la tau sécrétée peut être impliquée dans la propagation de la 

pathologie in vivo (338). En 2012, une équipe a surexprimé la tau humaine spécifiquement au 

cortex entorhinal d’une souris transgénique (347, 348). Une propagation trans-synaptique a 

alors été observée. La propagation trans-synaptique de la pathologie de tau est le résultat 

probable de la sécrétion présynaptique de tau et son endocytose postsynaptique dans le 



 

39  

neurone connecté (346). L’endocytose de tau extracellulaire dans le cerveau des souris fut 

prouvée pour la première fois en 2013. La tau extracellulaire peut contribuer à la pathologie 

par des mécanismes de surface, en l’absence d’ endocytose. Ainsi, tau peut se lier aux 

récepteurs muscariniques (350). Dans ce cas , l’induction de calcium intracellulaire conduirait 

à l’augmentation de la tau hyperphosphorylée (350). Subséquemment, le pool de tau 

hyperphosphorylée pourrait séquestrer la tau normale et convertir toutes les isoformes en 

espèces pathologiques (352, 353).  

I.3.3 Les modèles d’étude in vivo de la propagation de la pathologie de tau 

 Afin de comprendre la propagation hiérarchisée de la pathologie à travers les 

différentes régions du cerveau, différents modèles in vivo ont été crées ces dernières années.  

Le système des neurones centraux de la lamproie a été le premier utilisé en 2009 pour 

étudier le transfert de tau d’un neurone à un autre. Étrangement, dans ce modèle, la partie N-

terminale (1-255) de tau est nécessaire à la sécrétion et à la propagation. Cette observation n’a 

pas été décrite dans d’autres études. Cette équipe identifie également que la pleine longueur de 

tau est sécrétée par un mécanisme différent (338). Étant donné que personne d’autre n’a 

analysé la sécrétion de tau dans ce modèle, il est difficile d’apporter des conclusions 

permettant de faire le parallèle avec la pathologie.  

 

En 2012, une équipe a généré une lignée de souris « rTgTauEC» qui exprime de 

manière réversible la protéine tau humaine mutée  P301L restreinte dans la couche deux du 

cortex entorhinal (347). Selon les observations faites dans le cerveau des patients, cette couche 

est la première région où les agrégats de tau sont détectés. En laissant les souris vieillir, ils ont 

pu analyser la propagation de la protéine tau dans le cerveau et comparer les observations 

faites dans le cerveau des patients. Dans cette région, les neurones de la couche deux et trois 

du cortex entorhinal, projettent leurs afférences dans la couche intermédiaire moléculaire du 

gyrus denté et terminent la voie dans l’hippocampe (régions CA3 et CA1). Comme espéré, au 

cours du vieillissement des souris « rTgTauEC», tau se propage successivement de cellules en 

cellules dans les différentes régions connectées bien qu’elle soit seulement exprimée dans le 

cortex entorhinal. Cette tau est agrégée et hyperphosphorylée. Au cours du temps, cette équipe 
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a observé une dégénérescence synaptique puis axonale progressive, ainsi qu’une activation de 

la glie et la localisation pathologique de la protéine tau dans le soma des cellules. L’équipe 

conclut également que la transmission de la protéine tau se fait de cellules adjacentes à 

cellules adjacentes mais aussi par transmission synaptique. Autre point intéressant, la tau 

humaine mutée est capable d’agréger la tau murine exprimée localement. Plus récemment, une 

autre équipe a également démontré que la protéine tau native non repliée peut se propager 

indéfiniment dans différentes lignées (354). En 2012, un autre laboratoire génère le modèle de 

la souris transgénique « NT », identique au modèle précédent (348). Cette équipe soutient 

également la théorie de propagation puisque l’expression de la tau restreinte au cortex 

entorhinal conduit à la propagation de la protéine par transmission synaptique au gyrus denté 

et à l’hippocampe, reproduisant également les stages précoces de Braak . Ce groupe détecte 

aussi une forme agrégée de tau tardivement.  

 Nous citons aussi une étude récente qui démontre que la déplétion de la microglie et 

l’inhibition de la synthèse des exosomes inhibent la propagation de tau dans les souris AAV1-

P301L. Ce modèle fournit donc des arguments en faveur d’une transmission alternative non 

trans-synaptique de la protéine tau (355).   

 Les modèles murins où l’on observe la propagation de la pathologie de tau s’avèrent 

donc des modèles précieux pour développer des stratégies thérapeutiques adaptées. Nous 

mentionnons cependant que plusieurs modèles de propagation  utilisent des formes mutées de 

tau. Or, dans la MA, il n’y a pas de mutations dans le gène de tau. De plus, l’agrégation des 

protéines de tau mutées, peut ralentir le processus de propagation de la pathologie. Les 

observations tirées de ces modèles pathologiques, peuvent donc différer des évènements qui se 

produisent dans le cerveau des patients atteints de la MA. Pour répondre à ce point, une équipe 

a démontré pour la première fois en 2014, à l’aide de lentivirus, que la protéine tau sauvage 

humaine peut également se transférer de manière trans-synaptique in vivo dans des neurones 

de rats (356). De plus ils ont démontré qu’en effet, la tau mutée P301L se propage moins loin 

dans les projections que la tau sauvage humaine (356).  
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I.3.4 L’endocytose de tau  

Les mécanismes impliqués dans l’endocytose de tau sont mal connus. L’agrégation, la 

forme tronquée de tau contenant le domaine de liaison aux microtubules ou encore la pleine 

longueur de tau favorisent son endocytose par les cellules neuronales et les cellules non-

neuronales (336, 339, 346).  La taille des fibrilles de tau influence la quantité de tau 

endocytée. Ainsi, les agrégats de faible poids moléculaire et les fibrilles courts mais pas les 

fibrilles longs sont endocytés par les neurones et les cellules Hela (346). Une autre étude 

récente a démontré, in vitro, que ce sont les espèces rares de tau solubles phosphorylées et de 

hauts poids moléculaires qui sont endocytées. Ces dernières sont ensuite transportées dans 

l’axone pour se retrouver dans le neurone connecté synaptiquement (357). Les agrégats de tau 

ne rentrent pas dans les cellules par des mécanismes passifs d’endocytose mais plutôt par un 

processus actif (336, 339, 346). La tau endocytée colocalise avec le dextran et la rab5, qui sont 

respectivement, un marqueur de vésicules d’endocytose et un marqueur de compartiment 

endolysosomal (346). L’endocytose de tau peut aussi avoir lieu grâce à la formation de 

macropinosomes, seul mécanisme clairement identifié à ce jour (324, 358). La 

macropinocytose est impliquée dans la formation de larges vésicules intracellulaires. Ce 

processus est initié par la liaison des agrégats de tau aux HSPGs (heparan sulfate 

proteoglycans) à la surface cellulaire. Les monomères de tau ne sont pas internalisés bien 

qu’ils se lient aux HSPGS. Seules les espèces agrégées sont endocytées par ce mécanisme 

(359). La même équipe a démontré que les trimères de tau sont l’unité minimale d’endocytose 

spontanée qui initient l’agrégation intracellulaire (360). En contradiction avec ces données, 

une équipe a démontré en 2009 que les monomères sont endocytés en très faible quantité dans 

les cellules C17.2 murines (336).  

 En 2012, il a été montré que l’endocytose des agrégats de tau peut être bloquée par 

l’addition de l’anticorps HJ9.3, capable de séquestrer la protéine tau dans le milieu (343). 

Cette étude met en évidence le fait que la propagation de tau peut être prévenue par 

l’utilisation d’anticorps anti-tau in vivo. D’autres laboratoires ce sont lancés dans l’étude de 

l’immunothérapie pour déterminer quelle stratégie d’immunisation active ou passive 

fonctionnerait le mieux. Ils proposent par exemple d’explorer la clairance de tau par activation 

de la microglie ou de bloquer directement l’endocytose tout en soulevant la nécessité du 
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ciblage spécifique (361). Des tests cliniques sur la séquestration de tau sont actuellement en 

cours. Les résultats de ces tests devraient être publiés dans un futur proche.  

I.3.5 La sécrétion de tau in vitro et sa caractérisation : les données de 2010 à 

avril 2012, précédant notre première publication de doctorat 

Plusieurs équipes ont soutenu pendant longtemps que la tau détectée dans l’espace 

extracellulaire provenait du contenu cytoplasmique relargué lors de la mort neuronale. 

Cependant, la présence de tau dans le liquide interstitiel des souris transgéniques, ainsi que la 

présence de tau dans leur LCR, avant la neurodégénérescence, indique que la tau 

extracellulaire peut être relarguée par un processus actif  de sécrétion in vivo (340, 349). De 

plus, plusieurs études s’efforcent de démontrer la sécrétion active de tau dans les modèles 

cellulaires, en dehors de toute mort neuronale, en utilisant des contrôles de dommages 

cellulaires. Le test du lactate déshydrogénase ou LDH est le test utilisé communément pour 

contrôler l’intégrité membranaire. Lorsque l’intégrité membranaire d’une cellule est affectée, 

le LDH, enzyme habituellement intracellulaire, se retrouve dans le milieu des cellules. Ainsi, 

le niveau de tau est comparé au niveau de LDH pour conclure que la protéine tau détectée 

n’est pas imputable à une perméabilité membranaire.  

De 2010 à avril 2012, il a été démontré in vitro que la tau humaine surexprimée est 

sécrétée par les lignées cellulaires non-neuronales ou dérivées de neurones suivantes:  

HEK293T, COS7, M1C, NB2a/d1 (330, 337, 338, 345, 362). Les études dans les cellules M1C 

et NB2a/d1 ont rapporté que la tau sécrétée était clivée dans sa partie C-terminale (337, 338). 

Trois études ont démontré que la tau sécrétée était à la fois libre dans le milieu et également 

associée à des microvésicules/exosomes (330, 345, 362). Aucune autre caractérisation de la 

protéine tau sécrétée, comme la phosphorylation, n’a été effectuée avant avril 2012.  

I.3.6 Les  voies de sécrétion de la protéine tau extracellulaire : évidences 

pour les voies non conventionnelles 

La plupart des protéines sécrétées possèdent un signal peptidique signal qui les cible au 

réticulum endoplasmique (RE) où les protéines sont ensuite transportées vers l’espace 

extracellulaire ou vers la membrane plasmique à travers la lumière du système de sécrétion 
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RE-Golgi (363). Les protéines possédant ce peptide signal utilisent les vésicules mantelées 

COP-II pour sortir du RE. La protéine tau est une protéine cytosolique dépourvue de ce signal. 

Cependant, l’absence de ce peptide signal n’exclut pas la possibilité pour une protéine d’être 

sécrétée. Durant la dernière décennie, la sécrétion de plusieurs protéines dépourvues de ce 

signal a été démontrée dans des voies de sécrétion non conventionnelles (364) (Figure6.).  

Entre 2010 et 2012, la voie non conventionnelle analysée, empruntée par tau, est la 

voie exosomale . Dans les cellules M1C et COS-7 la tau surexprimée est relarguée via des 

exosomes et microvésicules (330, 345). Dans les HEK293, la forme 3R0N est à la fois 

sécrétée dans un groupe libre et un groupe associé aux microvésicules (345). Par ailleurs, dans 

le liquide céphalo-rachidien de patients contrôles et de patients Alzheimer, tau a aussi été 

retrouvée associée aux exosomes purifiés (330, 345, 362). Il existe deux catégories de tau dans 

les cellules : un groupe de tau localisé dans le cytosol et un groupe de tau associé à la 

membrane cellulaire (154, 365). Les deux groupes de tau sont susceptibles d’être sécrétés par 

les exosomes. Les protéines de tau cytosoliques seraient capturées à partir du cytoplasme 

durant la formation de vésicules endosomales internes, puis conduisent à la génération de 

corps multi-vésiculaires (MVB) qui peuvent fusionner à la membrane plasmique et générer le 

relargage des vésicules de type exosomes (voie1, Figure6.). Le groupe membranaire de tau est 

préférentiellement  associé aux membranes du RE dans les souris JNPL3 et dans les cerveaux 

humains (365). Les membranes du RE sont un élément central de la voie de sécrétion 

conventionnelle mais peuvent aussi être impliquées dans la sécrétion non conventionnelle via 

les exosomes (364). Ainsi les vésicules COP-II formées à partir du RE peuvent évoluer en 

MVBs puis être sécrétées par les exosomes (voie 6, Figure6.) (366). Ceci précise donc que la 

tau attachée aux membranes du RE peut être sécrétée par la voie des exosomes. Dans le 

modèle de la lamproie, tau est trouvée dans des vésicules positives pour le marqueur LC3 

(367). Précédemment,  il a été montré que les autophagosomes peuvent fusionner avec les 

endosomes /MVBs pour sécréter les protéines par les exosomes (368). Les exosomes ne 

semblent cependant pas être la seule voie de sécrétion de tau puisque tau est également libre 

dans le milieu. 

Une autre hypothèse, est que la tau peut être sécrétée par des lysosomes sécrétoires qui 

sont des organelles intermédiaires entre les lysosomes et les granules sécrétrices (voie2, 
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Figure6.) (369). Aucune étude n’a étudié la contribution des lysosomes sécrétoires à la 

sécrétion de tau. Dans le cas de la tau membranaire, elle peut être sécrétée grâce à son 

association avec les membranes du RE grâce au bourgeonnement de vésicules à leur surface. 

Par exemple, les vésicules COPII bourgeonnent à partir du RE et transportent la protéine tau 

depuis leurs surfaces. Ces vésicules peuvent alors directement fusionner avec la membrane 

plasmique pour la sécrétion (voie5, Figure6.) (370). Plusieurs schémas similaires pourraient se 

produire pour des vésicules non COPII qui se formeraient à la surface du RE et fusionneraient 

directement avec la membrane plasmique (voie7, Figure6.) (371), ou qui pourraient être 

envoyées à l’appareil de Golgi et être sécrétées par les compartiments endosomaux (voie8, 

Figure6.) ou encore par la voie des vésicules clathrines coatées (voie 9, Figure6.) (372, 373). 

Notre laboratoire a démontré que la protéine tau, détectée à la surface du Golgi,  s’y localise 

en condition normale mais également en condition pathologique. Les vésicules issues de 

l’appareil de Golgi  peuvent être impliquées dans la sécrétion de tau selon différentes 

possibilités. Les vésicules clathrines coatées issues du Golgi peuvent soit fusionner 

directement avec la membrane plasmique ou fusionner avec les endosomes/MVBs avant 

d’atteindre la membrane plasmique.  Si les vésicules ont pour origine l’appareil de Golgi ou le 

RE,  la protéine tau serait probablement attachée à la surface de ces vésicules et non localisée 

à l’intérieur. En effet, la protéine serait retrouvée sur la face cytoplasmique de la membrane 

plasmique constituant la vésicule. On ne pourrait cependant pas exclure que la tau pourrait se 

retrouver à l’intérieur des vésicules par des phénomènes de type flip-flop rapportés au niveau 

des lipides membranaires. D’ailleurs la tau identifiée dans les ectosomes a été identifiée 

comme étant intra-vésiculaire par l’équipe de recherche (374). Les mécanismes par lesquels la 

protéine tau se retrouve à l’intérieur des vésicules restent toutefois à éclaircir.  

Nous avons exploré ces différents voies non conventionnelles de sécrétion durant notre 

thèse. Les résultats de cette investigation suivront dans la section des articles publiés ou 

soumis.  
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Figure6. Les voies de sécrétions non conventionnelles de la protéine tau  

Schéma tiré de N-V.MOHAMED et al, European Journal of Neuroscience 2013 

 

Les voies de sécrétion non conventionnelles potentielles impliquées dans la sécrétion de tau. Tau est représentée 
par une étoile rouge. Dans la voie 1) la tau libre cytosolique pourrait être séquestrée dans des vésicules à 
l’intérieur  des endosomes . Ces derniers pourraient maturer en corps multivésiculaires (MVBs). Les MVBs 
fusionneraient avec la membrane plasmique pour relarguer les exosomes contenant tau. Dans la voie 2) la tau 
libre cytosolique pourrait être capturée par les lysosomes sécrétoires, qui fusionneraient avec la membrane 
plasmique pour relarguer la tau libre Dans la voie 3) la protéine tau contenue dans les autophagosomes serait 
relarguée dans l’espace extracellulaire par leurs fusions avec la membrane plasmique. Dans la voie 4) les 
autophagosomes contenant tau fusionneraient avec les endosomes/MVBs avant de fusionner avec la membrane 
plasmique. Dans la voie 5) tau serait sécrétée par les vésicules mantelées COP-II formées au niveau du réticulum 
endoplasmique (ER) qui fusionneraient avec la membrane plasmique. Dans la voie 6) les vésicules mantelées 
COP-II formées au réticulum endoplasmique fusionneraient avec les endosomes/MVBs avant d’atteindre la 
membrane plasmique. Dans la voie 7) les vésicules non COP-II mantelées formées au réticulum endoplasmique 
atteindraient directement la membrane plasmique pour sécréter tau. Dans la voie 8), les vésicules non COP-II 
mantelées formées au réticulum seraient transportées au Golgi où les vésicules mantelées clathrines se 
formeraient et fusionneraient avec les endosomes . Ces derniers fusionneraient alors avec la membrane 
plasmique pour relarguer tau. Dans la voie 9) les clathrines mantelées formées au Golgi, qui contiennent tau, 
fusionneraient directement avec la membrane plasmique pour relarguer tau.  
En conditions normales, tau est enrichie dans l’axone des neurones et peut être sécrétée par les voies 3,4,8 et 9.  
En conditions pathologiques, tau est enrichie dans le compartiment somato-dendritique et l’ensemble des voies 
non conventionnelles présentées peut contribuer à la sécrétion de tau.  
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I.4 Hypothèse, Objectifs de travail et Introduction de l’ étude  

A la lumière des publications scientifiques, la propagation de la pathologie de tau dans 

le cerveau a lieu de manière prédictible.  

� Hypothèse :  

Dans notre laboratoire, nous avons émis l’hypothèse que la propagation de la protéine 

tau se faisait par un mécanisme de sécrétion par un neurone, suivi de son endocytose par un 

neurone adjacent, indépendamment de la mort neuronale. Les mécanismes cellulaires qui 

stimulent la sécrétion restent à identifier. Durant mon doctorat, j’ai émis l’hypothèse qu’il 

existe une sécrétion active de tau, et des mécanismes cellulaires spécifiques permettant de la 

moduler.  

� Objectif de travail :   

L’ objectif de mon doctorat est d’étudier la sécrétion de la protéine tau.  Ainsi, les trois 

objectifs de mon travail sont les suivants : 1) prouver l’existence de la sécrétion active de tau, 

2) déterminer si des agressions cellulaires favorisent la sécrétion de tau, et 3) identifier des 

voies et des mécanismes cellulaires qui régulent la sécrétion de la protéine tau.    

� Introduction de l’étude :   

Pour étudier la sécrétion de la protéine tau, j’ai utilisé des modèles in vitro cellulaires 

de type Hela et neurones murins. J’ai tout d’abord démontré l’existence d’un phénomène actif 

de sécrétion dans ces modèles. Puis, j’ai prouvé que des insultes observées précocement ou 

tardivement dans la pathologie comme une hyperexcitabilité des neurones, une suractivation 

de l’autophagie, une augmentation de l’activité caspase ou une hyperphosphorylation de tau 

favorisent sa sécrétion. Enfin, j’ai identifié et modulé, des organelles et des mécanismes clefs, 

dans la régulation de cette sécrétion tels l’appareil de Golgi, l’activité de cdk5 et l’expression 

de rab1A.  

Mon doctorat a donc contribué à apporter de nouvelles connaissances et à proposer de 

nouvelles cibles thérapeutiques pour ralentir la propagation de la pathologie de tau en ciblant 

sa sécrétion. 
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I.5 Contribution aux travaux 

Dans notre première étude  « Hyperphosphorylation and cleavage at D421 enhance tau 

secretion », publiée en 2012 dans PlosOne, nous sommes co-première auteure avec V. Plouffe. 

Les auteurs suivants sont : J. Rivest-McGraw, J. Bertrand, M. Lauzon et N. Leclerc. La 

conception et le design des expériences ont été produits par N. Leclerc, V. Plouffe et moi- 

même. Les résultats de la figure 1 ont été produits par V. Plouffe. Les résultats de la figure 2 

ont été produits par V. Plouffe et J. Bertrand. Les résultats de la figure 3 et 4 ont été produits 

par V. Plouffe et moi-même. Les résultats de la figure 5 ont été produits par moi-même, J. 

Bertrand et J. Rivest-McGraw. Les résultats de la figure 6 ont été produits par moi-même et V. 

Plouffe. La figure 7 a été élaborée par moi-même et V. Plouffe.  V. Plouffe, N. Leclerc, et 

moi- même, avons analysé les résultats de l’ensemble des figures. M. Lauzon a analysé la 

densitométrie des Western Blots de la figure 6. N. Leclerc, V. Plouffe et moi-même avons 

écrit et révisé la publication.  

Dans notre seconde étude, « Starvation and inhibition of lysosomal function increased 

tau secretion by primary cortical neurons » publiée en 2014 dans Scientific Reports, nous 

sommes première auteure . Les auteurs suivants sont : V. Plouffe, G. Rémillard-Labrosse, E. 

Planel et N. Leclerc. N. Leclerc, et moi-même avons contribué à la conception et au design des 

expériences. J’ai produit et été impliquée de l’ensemble des résultats des figures 1 à 5. V. 

Plouffe a produit des immunoprécipitations pour les figures 1 et 4. G. Rémillard-Labrosse a 

procédé à l’analyse morphologique présentée dans la figure 2b et 2c. N. Leclerc et moi-même  

avons analysé les résultats, et écrit le manuscrit.  V. Plouffe et G. Rémillard-Labrosse ont 

participé à l’analyse de la figure 5A.  E. Planel a été impliqué dans l’expérience de 

déphosphorylation de la figure 5 . La totalité des auteurs a révisé le manuscrit.  

Dans notre dernière étude doctorale «Golgi fragmentation increases tau secretion », 

soumis dans The Journal of Neuroscience au mois d’avril 2016, nous sommes première 

auteure. N. Leclerc est l’autre auteure de ce manuscrit. Nous avons conjointement conçu et 

désigné les expériences. L’intégralité des résultats a été produit par moi-même. L’analyse des 

résultats, et l’écriture du manuscrit s’est faite conjointement entre N. Leclerc et moi-même. 
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Hyperphosphorylation and cleavage at D421 enhance tau secretion  

Vanessa Plouffe*, Nguyen-Vi Mohamed*, Jessica Rivest-McGraw, Johanne 

Bertrand, Michel Lauzon, Nicole Leclerc* 

Département de pathologie et biologie cellulaire, Université  de Montréal, Montréal, 

Québec, Canada 

Abstract 

It is well established that tau pathology propagates in a predictable manner in Alzheimer’s 

disease (AD). Moreover, tau accumulates in the cerebrospinal fluid (CSF) of AD’s patients. 

The mechanisms underlying the propagation of tau pathology and its accumulation in the 

CSF remain to be elucidated. Recent studies have reported that human tau was secreted by 

neurons and non-neuronal cells when it was overexpressed indicating that tau secretion could 

contribute to the spreading of tau pathology in the brain and could lead to its accumulation 

in the CSF. In the present study, we showed that the overexpression of human tau resulted 

in its secretion by Hela cells. The main form of tau secreted by these cells was cleaved at the C-

terminal. Surprisingly, secreted tau was dephosphorylated at several sites in comparison to 

intracellular tau which presented a strong immunoreactivity to all phospho-dependent 

antibodies tested. Our data also revealed that phosphorylation and cleavage of tau favored 

its secretion by Hela cells. Indeed, the mimicking of phosphorylation at 12 sites known to 

be phosphorylated in AD enhanced tau secretion. A mutant form of tau truncated at D421, 

the preferential cleavage site of caspase-3, was also significantly more secreted than wild-type 

tau. Taken together, our results indicate that hyperphosphorylation and cleavage of tau by 

favoring its secretion could contribute to the propagation of tau pathology in the brain and its 

accumulation in the CSF. 

 

 

 

 

 



May 2012 | Volume 7 | Issue 5 |  e36873  

 

50  

Citation : Plouffe V, Mohamed N-V, Rivest-McGraw J, Bertrand J, Lauzon M, et al. (2012) 

Hyperphosphorylation and Cleavage at D421 Enhance Tau Secretion. PloS ONE  7(5) : e36873. 

Doi :10.1371/journal.pone.0036873 

Editor : Mark R. Cookson, National Institutes of Health, United States of America 

Received January 20, 2012; Accepted April 9, 2012; Published May 15, 2012 

Copyright : © 2012 Plouffe et al. This is an open-access article distributed under the terms 

of the Creative Commons Attribution License, which permits unrestricted use, distribution, 

and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited. 

Funding : This work was supported by Canadian Institute of Health Research (MOP-114874) 

(N.L.), Natural Sciences and Engineering Research of Canada (N.L.), the Alzheimer Society of 

Canada (N.L.) and an FRSQ infrastructure grant to the Groupe de Recherche sur le syste  ̀me 

nerveux central (GRSNC) (N.L.). V.P. has a studentship from GRSNC, J.B. has a post-

doctoral fellowship from the Alzheimer Society of Canada and J.R.-M. obtained a summer 

studentship from NSERC. The funders had no role in study design, data collection and 

analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript. 

Competing Interests : The authors have declared that no competing interests exist. 

*  E-mail :  

* These authors contributed equally to this work  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 



May 2012 | Volume 7 | Issue 5 |  e36873  

 

51  

Introduction 

The microtubule-associated protein tau that is normally enriched in the axon 

becomes hyperphosphorylated and accumulates in the somato-dendritic compartment in 

several neurodegenerative diseases named tauopathies that are characterized by 

dementia [1,2]. In these diseases that include AD, tau aggregates in insoluble filaments 

that form lesions called neurofibrillary tangles (NFTs) [3]. The appearence of these 

lesions in a predictable manner in the brain correlates with the degree of cognitive 

deficits [4,5,6,7]. Moreover, the amount of tau found in CSF increases during 

progression of AD [8]. It remains unclear how tau pathology propagates in the brain 

and how tau reaches the CSF. Recent studies have reported that the secretion of tau 

could contribute to both of these events. In vitro, tau was shown to be secreted by M1C, 

NB2a/d1, COS-7 and HEK-293 cells [9,10,11]. When human tau cDNA was 

microinjected in central lamprey neurons, human tau could transfer from one neuron to 

another indicating that secreted tau could be involved in the propagation of the disease 

in vivo [10]. However, it was unclear whether this phenomenon was specific to this 

model until two recent studies demonstrating the trans-synaptic propagation of tau 

pathology in a mouse model [12,13]. In this model, where human tau overexpression 

was restricted in the entorhinal cortex, the first region to be affected in AD, the 

spreading of tau pathology was observed along synaptically connected circuits. From 

these studies, one can conclude that the secretion of tau at the synapse might be 

involved in the propagation of tau pathology in mouse brain. Tau secretion could also 

result in the increase of tau in the CSF as reported in a study showing that the increased 

amount of tau in the CSF could not be linked to neurodegeneration in tau transgenic 

mouse models [14]. 

In AD, tau is phosphorylated at more than 40 sites compared to 9 sites in normal 

patients [15]. Until now, only few phosphorylation sites were examined in CSF. In 

several studies, both the amount of total tau and phosphorylated tau (ptau) were 

measured in the CSF [8]. Indeed, the ratio of ptau/total tau was shown to be more 

accurate in distinguishing Alzheimer’s patients from controls than the mere measure of 

total tau. The phosphorylation of threonine 181 (T181) is extensively used for measuring 
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tau in the CSF [8]. In AD and in mildly cognitive impaired patients, the phosphorylation 

of T181 is significantly higher than in normal patients whereas it is decreased in patients 

presenting a fronto-temporal dementia (FTD) [16,17]. Moreover, phosphorylation of 

T181 was used to differentiate AD from dementia with Lewy bodies (DLB) [18]. The 

phosphorylation of T231 was also increased in CSF tau obtained from AD patients 

[19,20,21,22,23]. However, some studies reported that the phosphorylation of T231 

decreased with the progression of AD [24]. The phosphorylation of T231 is lower in 

FTD than in AD [18]. The above observations revealed that the distinct pattern of tau 

phosphorylation could be used to discriminate between tauopathies. The phosphorylation 

of other sites such as S199, S202 and T205 (epitope recognized by the phospho-tau 

antibody AT8) and S396 and S404 (epitope recognized by the phospho-tau antibody 

PHF-1) were less examined and their phosphorylation in CSF remains controversial [25]. 

The low amount of tau in the CSF has been a limiting factor in characterizing its 

phosphorylation state. So far, the increase of tau in the CSF was attributed to neuronal 

cell death. A recent study reported that intracellular tau released in the culture medium 

upon cell death was dephosphorylated [26]. It remains to be determined whether tau 

found in the CSF has a phosphorylation pattern similar to that of intraneuronal tau. 

Tau found in the CSF of AD and progressive supranuclear palsy (PSP) patients is 

cleaved [27,28,29]. The main cleavage seems to occur at the C-terminal. It is still unclear 

whether tau is cleaved before it is released in the CSF. A study reported that when full- 

length tau was added to the CSF, it did not get cleaved indicating that the cleavage of tau 

took place before its release in the CSF [27]. Interestingly, CSF-tau obtained from tau 

transgenic mice was also cleaved at the C-terminal [14]. A recent study reported that tau 

secreted by M1C and NB2a/d1 cell lines was cleaved at the C-terminal in a pattern 

reminiscent to tau found in the CSF [9,30]. All together, the above observations revealed 

that tau cleaved at the C-terminal is preferentially released in the CSF. 

Until now, no study has examined whether phosphorylation and cleavage of tau favor 

its secretion. In the present study, we showed that the overexpression of human tau 

resulted in its secretion by Hela cells. Interestingly, secreted tau was dephosphorylated at 

several sites in comparison to intracellular tau and that only tau cleaved at the C-terminal 

was found in the medium. Our data also revealed that hyperphosphorylation and 
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cleavage of tau favored its secretion by Hela cells. Therefore, hyperphosphorylation and 

cleavage enhancing the secretion of tau in AD brain could contribute to the propagation 

of its pathology in the brain and to its accumulation in the CSF. From the present results 

showing that secreted tau was dephosphorylated and the previous study reporting that tau 

released in the culture medium upon cell death was dephosphorylated, one can also 

speculate that tau found in the CSF would be dephosphorylated. 

Materials and Methods 

Cell Culture and Transfection 

Hela cells (ATCC, Manassas, VA, USA) were cultured in DMEM (Invitrogen, 

Burlington, ON, Canada) supplemented with 10% foetal bovine serum (Hyclone, Logan, 

UT) and 2 mM L- glutamine (Sigma, Oakville, ON, Canada) at 37°C in a humidified 5% 

CO2 incubator. For transfection, Hela cells were plated at a density of 1.1x10
6 

cells in 

60-mm Petri dishes and grown overnight to 80% confluency. Lipofectamine 2000 

(Invitrogen) was used to transfect Hela cells with the expression vector (pEGFP-C1 from 

Clonetech) containing either wild-type human 4R tau (wild- type htau) or human 4R tau 

mutant fused at the C-terminus of a Green Fluorescent Protein (GFP) tag or with the 

pRc/CMV vector containing wild-type human tau fused at the C-terminus of a Flag tag 

(kindly provided by Dr. Gloria Lee, University of Iowa, Iowa, IA). Briefly, for each petri, 

8 µg of plasmid DNA was mixed with 500 µl of Opti-MEM medium (Invitrogen), and 16 

µl of Lipofectamine2000 was mixed with 500 µl of Opti-MEM medium. Both mixtures 

were incubated for 5 min then mixed and left standing for 20 min. Then, 1 ml of the 

mixture was added to each petri. After an incubation of 4 hrs at 37°C, culture medium 

was replaced by 6 ml of fresh medium. The GFP-4Rtau construct was kindly provided by 

Dr. Ken Kosik (University of California, Santa Barbara, CA, USA; Lu and Kosik 2001), 

human 4R tau mutants, A12 and E12, containing 12 phosphorylation sites (S199, S202, 

T205, S214, T231, S235, S262, S356, S396, S400, S404 and S409) mutated in alanine 

and glutamate respectively, were modified from the GFP-4Rtau construct in our 

laboratory and tauΔ413–441 and tauΔ422–441 were generated from GFP- 4Rtau 

construct by Mutagenex (Piscataway, NJ, USA). Two days after transfection or as 

mentioned in the text, culture medium was harvested and cells were lysed for 
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immunoblotting. 

 

Preparation of Cell Lysate and Culture Medium Containing Tau 

Two days after transfection, the culture medium was collected and centrifuged at 3000 

RPM for 10 min at room temperature to remove cell debris. After the culture medium 

was collected, the cells were immediately washed twice with phosphate buffered saline 

(PBS) and once with PBS containing 0.5M NaCl to detach proteins non-specifically 

attached at the cell surface [31]. The cells were then lysed in 6 ml of fresh culture 

medium supplemented with 0.1% Triton X-100 and protease inhibitor cocktail 1X 

(Complete EDTA-free from Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) and then 

incubated on ice for 10 min. The cell lysate was vortexed and then centrifugated at 3000 

RPM for 10 min at room temperature. 

 

Isolation of Microvesicles/exosomes 

Two days after transfection, the culture medium was collected. The isolation of 

microvesicles/exosomes was performed using differential centrifugation as described by 

Thery et al. [32]. Briefly, the culture medium was centrifuged at 300xg for 10 min, then 

at 2000xg for 10 min and at 10,000xg for 30 min at 4°C to remove cell debris. The 

microvesicles/exosomes were isolated by a centrifugation at 100,000xg for 120 min at 

4°C. Microvesicles/ exosomes were washed in PBS and centrifuged again at 100,000xg 

for 60 min at 4°C. The presence of tau in the pellet containing the 

microvesicles/exosomes was analyzed by western blotting. 

 

Immunoprecipitation 

To analyze the phosphorylation pattern of secreted tau, tau was immunoprecipitated 

from the culture medium and the cell lysate. Magnetic beads coupled with anti-mouse 

antibodies (DYNAL Biotech, DynabeadsH M-280 Sheep anti-Mouse IgG) were washed 

in PBS and incubated O/N at 4°C with the following antibodies: 0.3 µg Tau-1, 0.1 µg 

HT7 and 6 µl CP13 (kindly provided by Dr. Peter Davies, Albert Einstein University, 

Bronx, NY, USA). The beads were then washed and incubated for 2 hrs at 4°C with 1.5 
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ml of the culture medium or the cell lysate. The complex bead-antibody-antigen was 

then washed, resuspended in 80 µl of sample buffer 1X and boiled for 5 min. Then, 40 

µl of the samples were loaded per well and separated on 7.5% polyacrylamide gel. 

Immunoblotting was performed as described below. 

 

Immunoblotting 

Equal amount of the culture medium and the cell lysate (20 or 40 µl) were loaded 

in each lane and electrophoresed on a 7.5% polyacrylamide gel. Following separation, 

proteins were electrophoretically transferred to a nitrocellulose membrane. The 

nitrocellulose stripes were incubated with the primary antibodies O/N at 4°C. They were 

then washed with Tris- buffered saline with 0.2% Tween-20 (Sigma) and incubated with 

the peroxidase-conjugated secondary antibodies (Jackson Immunoresearch Laboratories, 

Missisauga, ON, Canada). Membranes were again washed and revealed by 

chemiluminescence (Amersham Pharmacia Biotech, Quebec, Quebec, Canada).  Many 

tau antibodies were used to visualize either the phosphorylation state or different 

epitopes of the protein (see Table 1). We also used a mouse monoclonal anti-tubulin 

(1:2000) (clone DM1A from Sigma) to assess the cell death and   a mouse monoclonal 

anti-GFP antibody (mix of clones 7.1 and 13.1) (1:5000) (Roche Diagnostics). 

 

Treatment with Brefeldin A,   Caspase-3  Inhibitor and  Low Temperature Assays 

Two days after transfection, the culture medium was changed for fresh medium and the 

cells were treated for 4:30 hrs with brefeldin A (BFA) (Sigma) at a concentration of 5 

µg/ml, diluted in 0.05% of dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma). Control cells were 

treated with 0.05% DMSO. Cells were also treated with the caspase-3 inhibitor Z-

DEVD-FMK (TOCRIS, Minneapolis, MN, USA). Twenty-four hrs after transfection, the 

culture medium was changed for fresh medium and the cells were treated with 20 µM of 

the caspase-3 inhibitor or 20 µM of DMSO for 24hrs. 

Alternatively, cells were subjected to changes in temperature. To do so, cells were 

plated in 25 cm2 flasks instead of 60-mm petri dishes. The transfection was performed 

as described above. Two days  after  transfection,  culture  medium  was  changed for 
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fresh medium and the cells were incubated at 18 or 4°C for 6 hrs. Control cells were 

incubated at 37°C. The cell lysate and the culture medium containing tau were prepared 

as described above. 

Quantification of Cell Death 

Cell death was assessed by the measurement of the LDH activity in the culture 

medium and the cell lysate using the LDH cytotoxicity assay kit from Cayman 

Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA), according to the manufacturer’s 

instructions. The cell death percentage was evaluated by the LDH activity in the culture 

medium (M) and the cell lysate (L) using the following formula: LDH Activity in 

M/total LDH Activity (Activity in M + L). Triplicates were performed for each sample. 

The LDH content in the samples was measured with a BIO-TEK Elx800 plate reader. 

The percentages of cell death are presented as the mean ± standard error of the mean  

(SEM). 

Cell death was also evaluated by trypan blue exclusion method. Briefly, Hela cells 

were cultured on glass coverslip.  Two days after transfection, cells were washed twice 

with PBS and then incubated in 0.2% trypan blue (Sigma) diluted in PBS for 4 min at 

room temperature (RT). Cells were then washed once with PBS and fixed in 4% 

paraformaldehyde in PBS for 5 min at 4°C and 10 min at RT.  Cultures were kept in PBS 

until they were observed by light microscopy. The number of blue cells (dead cells) and 

total cells were counted on ten different fields and the cell death percentage was 

evaluated by the ratio of blue cells on total cells. 

Quantification of the Signal Detected with Tau Antibodies by Densitometry 

Films were scanned with an EPSON PERFECTION 1240U scanner and 

transparency module EPSON EU-33, using Adobe Photoshop version 7.0 software. 

Image J software version 1.38X from the National Institute of Health was used to 

quantify the intensity of the band obtained with the different antibodies in the culture 

medium and the cell lysate prepared from Hela cells overexpressing either wild-type tau 

or mutated tau. To compare the secretion levels of wild-type tau with that of tau mutants, 

A12, E12, tauΔ413–441 and tauΔ422–441, the immunoblots were stained with the anti-

tau antibody Tau12 that recognizes phosphorylated and non-phosphorylated tau and then 
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the intensity of bands was measured by densitometry to calculate the ratio of the signal 

in the culture medium and the cell lysate. To compare the secretion levels of wild-type 

tau with or without the caspase-3 inhibitor, the immunoblots were stained with the anti- 

tau antibody Tau12 and then the intensity of bands was measured by densitometry to 

calculate the ratio of the signal in the culture medium and the cell lysate. 

Statistical Analysis 

Statistical significance was evaluated with a one-way analysis of variance (ANOVA) 

followed by Dunnett multiple comparisons test against tau mutant E12 for the set of 

experiments on the effects of phosphorylation on tau secretion and against wild-type tau 

for the set of experiments on the effects of the C-terminal cleavage on tau secretion. The 

effect of caspase-3 inhibition on tau secretion was analyzed by a Paired t-test. The 

statistical analysis was performed using the GraphPad InStat 3 software and p<0.05 was 

considered significant. 

Table 1. List of tau antibodies. 

	
Antibody Type Epitope WB dilution Source 

HT7 Mouse monoclonal between a.a. 159–163 1:500 Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA 

K9JA Rabbit polyclonal a.a. 243–441 1:20 000 DakoCytomation, Glostrup, Denmark 

Tau1 Mouse monoclonal dephosphorylated a.a. 195, 198, 199 and 202 n/a Millipore, Billerica, MA, USA 

Tau12 Mouse monoclonal Between a.a. 9–18 1:5000–1:20 000 Abcam, Cambridge, MA, USA 

Tau46 Mouse monoclonal a.a. 428–441 1:500 Abcam, Cambridge, MA, USA 

AT270 Mouse monoclonal pT181 1:100 Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA 

Phospho-S199 Rabbit polyclonal pS199 1:1000 Biosource-Invitrogen, Burlington, ON, 

	 	 	 	 Canada 

CP13 Mouse monoclonal pS202 1:50 Kindly provided by Dr. Peter Davies, Albert 

	 	 	 	 Einstein College of Medicine, NY, USA 

Phospho-T205 Rabbit polyclonal pT205 1:500 Biosource-Invitrogen, Burlington, ON, 

	 	 	 	 Canada 

Phospho-T212 Rabbit polyclonal pT212 1:1000 Biosource-Invitrogen, Burlington, ON, 

	 	 	 	 Canada 

Phospho-S214 Rabbit polyclonal pS214 1:100 Biosource-Invitrogen, Burlington, ON, 

	 	 	 	 Canada 

Phospho-T217 Rabbit polyclonal pT217 1:1000 Biosource-Invitrogen, Burlington, ON, 

	 	 	 	 Canada 

Phospho-S262 Rabbit polyclonal pS262 1:1000 Signalway antibody, Pearland, TX, USA 

Phospho-S409 Rabbit polyclonal pS409 1:100 Biosource-Invitrogen, Burlington, ON, 

	 	 	 	 Canada 

Phospho-S422 Rabbit polyclonal pS422 1:1000 Biosource-Invitrogen, Burlington, ON, 

	 	 	 	 Canada 

AT180 Mouse monoclonal pT231/pS235 1:100 Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA 

PHF-1 Mouse monoclonal pS396/pS404 1:100 Kindly provided by Dr. Peter Davies, Albert 
Einstein College of Medicine, NY, USA 

doi:10.1371/journal.pone.0036873.t001 
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Results 

Human Tau is  Secreted by Hela Cells 

Human tau fused to the GFP tag (GFP-tau) was overexpressed in Hela cells. In the cell 

lysate at 48 hrs after transfection, a tau positive band revealed by the anti-tau antibody 

Tau12 was found just above 75 kDa as expected when tau is fused to GFP (Figure 1A). 

A Tau12- positive band at 75 kDa as well as lower molecular weight bands between 37 

and 50 kDa and 25 and 37 kDa were consistently observed but at a significantly lower 

intensity than the band of full-length tau indicating that overexpressed human tau was 

cleaved in Hela cells. A similar pattern of tau-positive bands was observed with the anti-

tau antibody, HT7, and a polyclonal anti-tau antibody  (poly anti-tau). No tau-positive 

band was detected with the anti-tau antibodies Tau12 and HT7 but three non-specific 

bands were detected with the polyclonal anti-tau antibody when cell lysates were 

prepared from Hela cells transfected with the empty GFP vector (Figure 1A). 

Surprisingly, the tau-positive band found at 75 kDa in the cell lysate was also present in 

the culture medium and became more abundant with time as noted at 24, 41 and 51 hrs 

after transfection (Figure 1B). However, full-length tau was consistently absent from the 

culture medium. Tau-positive bands were also noted  between  37  and  50 kDa  and  25  

and 37 kDa in the culture medium as observed in the cell lysate. The fact that tau-

positive bands detected in the medium were also noted in the cell lysate could indicate 

that some extracellular tau remained attached to the cells after washing them before lysis.   

To verify this possibility, cells were washed with PBS containing 0.5M NaCl, a solution 

used to remove non-specific binding of proteins at the surface of cultured cells [31]. 

Under this washing condition, the tau-positive band at 75 kDa was still present in   the 

cell lysate indicating that it could correspond to an intracellular pool of cleaved tau. 

We next examined whether tau found in the medium was released by Hela cells either 

through cell death or secretion. To demonstrate that the presence of tau in the culture 

medium was not caused by membrane leakage from dying cells but rather by an active 

process of secretion, three approaches were used. First, the presence of a cytosolic 

protein such as tubulin in the culture medium from control and cells overexpressing tau 
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was analyzed (Figure 2A). No tubulin was noted in the culture medium before and after 

overexpression of human tau consistent with the fact that no cell lysis was induced by 

the overexpression of human tau in Hela cells. In the cell lysate of tau transfected cells 

prepared in 6 ml of lysis buffer for comparison with the 6 ml of medium used to maintain 

Hela cells after transfection, tubulin staining was detected (Figure 2A). To further 

confirm that the presence of tau in the medium was caused by its secretion and not cell 

lysis, Hela cells overexpressing tau were partially lysed for few seconds in a solution of 

0.01% Triton X-100 to induce some damage at the plasma membrane. In this condition, 

tubulin and full-length tau were detected in the medium confirming that full-length tau 

and tubulin would be found in the culture medium if Hela cells had been damaged by tau 

overexpression (Figure 2A and B). Second, cell death was evaluated by the trypan blue 

exclusion method and by the lactate dehydrogenase (LDH) activity measurement in the 

medium (Figure 2C) [33,34]. From the trypan blue staining, it was possible to conclude 

that the presence of tau in the medium was not caused by cell death since an important 

amount of tau was found in the medium even when cell death was evaluated   to be less 

than 1%. The LDH activity in the culture medium was measured for each set of 

experiments and allowed us to determine that the cell death percentage of Hela cells 

overexpressing tau varied from 0% to 5% in most experiments. From the trypan blue 

staining and LDH activity, no correlation could be established between the percentage of 

cell death and   the amount of tau in the medium confirming the secretion of tau by Hela 

cells. Third, to demonstrate that tau was secreted by an active process by Hela cells, the 

secretion of tau was examined when the cells were incubated at low temperature, a 

condition known to decrease secretion by exocytosis  [34,35].  The amount of tau in the 

medium was significantly reduced at low temperature although no difference was noted 

between 18°C and 4°C (Figure 3A). The percentage of cell death was 0.35±0.35, 3.2±1.1 

and 2.64±1.87 at 37°C, 18°C and 4°C respectively. To eliminate the possibility that the 

GFP tag which can be secreted when misfolded could contribute to tau secretion, the 

secretion of human tau fused to a Flag tag was examined in Hela cells [36]. As noted for 

GFP-tau, Flag-tau was found in the medium and its secretion was also impaired at low 

temperature (Figure 3B). The percentage of cell death was 0, 3.67±0.30    and 3.32±0.54 

at 37°C, 18°C and 4°C respectively. For both GFP-tau and Flag-tau, an increase of cell 
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death was noted at low temperature whereas tau secretion w a s  decreased showing that 

the presence of tau in the culture medium was not imputable  to cell lysis. 

We next examined whether tau was secreted through the conventional pathway by 

treating the cells with brefeldin A (BFA), a drug known to inhibit this secretory pathway 

[37]. BFA did not prevent the secretion of GFP-tau and Flag-tau by Hela cells indicating 

that their secretion occurs through a non-conventional pathway (percentage of cell death: 

0% for control and BFA treated cells) (Figure 3C and D). 

In previous studies, it was shown that secreted tau was found in microvesicles and 

exosomes [11,30]. We examined whether tau secreted by Hela cells was included in 

vesicles. Medium containing tau was centrifuged to isolate microvesicles/exosomes as 

described by Thery et al. [32]. The presence of tau in the supernatant and pellet was 

examined by western blotting. The amount of tau present in the supernatant was similar 

to that found in the medium that has not been centrifuged indicating that the major 

portion of tau secreted by Hela cells was not included in microvesicles/ exosomes 

(Figure 3E). However, tau could be detected in the pellet when it was resuspended in a 

small volume revealing that a small pool of secreted tau was found in 

microvesicles/exosomes (data not shown). 

Human Tau Secreted by Hela Cells is Cleaved at the C- terminal 

Tau secreted in the culture medium was consistently cleaved. Two observations 

pointed out that tau was most likely cleaved before being secreted by Hela cells. First, 

the tau-positive band at 75 kDa as well as lower tau-positive bands present in the culture 

medium were often observed in the cell lysate. Second, when recombinant human tau 

protein was added to the culture medium of control cells for 48 hrs, full-length tau was 

detectable although some degradation had occurred (Figure 4A). This indicated that if 

full-length tau was secreted by Hela cells, it should not have been completely degraded 

in the culture medium after 48 hrs of transfection. 

A panoply of antibodies directed against different regions of tau were employed to 

analyze the cleavage pattern of tau in the culture medium and cell lysate (Table 1). In 

the cell lysate, all antibodies tested could detect full-length tau (Figure 4B, C, D and E). 

The band found at 75 kDa in both the cell lysate and culture medium was also detected 

by all the antibodies tested except for the antibody Tau46 that recognizes the peptidic 
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sequence located between L428 and L441 [38]. This indicated that tau found at 75 kDa 

was cleaved at the C-terminal as reported for tau present in the CSF of both humans 

and tau transgenic mice and for tau secreted by M1C and NB2a/d1 cells 

[9,14,27,28,29,30]. 

The band located at 75 kDa mainly present in the medium was immunoreactive to the 

antibody Tau12 directed against an epitope (9–18 a.a.) located at the N-terminal of tau 

(Figure 4B). This band was also detected by an anti-GFP antibody confirming that no 

cleavage had occurred at the N-terminal of tau where the GFP tag was inserted (Figure 

4C). The antibody Tau12 could also detect bands found between 37 and 50 kDa and 

bands between 25 and 37 kDa revealing that the N-terminal was contained in these tau 

truncated forms (Figure 4B). 

The antibody K9JA directed against an epitope located in the microtubule-binding 

domain (MTBD) of tau revealed the band found at 75 kDa and bands between 37 and 

50 kDa and bands between 25 and 37 kDa (Figure 4D). At around 37 kDa, a strong 

signal was detected with the anti-tau antibody Tau12 and the anti-GFP antibody 

whereas a weak signal was noted with the K9JA antibody indicating that the MBTD 

could be cleaved in these tau fragments. Finally, no band lower than 75 kDa was 

detected with the antibody Tau46 directed against an epitope located at the C-terminal. 

This implies that the lower tau fragments were generated from cleaved tau found at 75 

kDa lacking the C-terminal in both the cell lysate and culture medium (Figure 4E). 

 

Distinct Phosphorylation Pattern of Intracellular and Extracellular Tau 

In the cell lysate, full-length tau was phosphorylated at several sites known to be 

hyperphosphorylated in Alzheimer brain including early (T181, AT8 and S262), 

intermediate (AT100  and AT180) and late sites (PHF-1 and S422) (Figure 5). 

Surprisingly, several sites phosphorylated in intracellular tau were either not 

phosphorylated or less importantly phosphorylated in extracellular tau. The 

phosphorylation of two of the three sites (S199, S202 and T205) forming the epitope of 

the antibody AT8, S202 and T205, was not detectable in the medium although a strong 

signal was observed in the cell lysate (Figure 5C and D). A similar observation was 

made for the PHF-1 antibody recognizing tau phosphorylated at S396 and S404 as well 
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as for the antibody pS422 directed against tau phosphorylated at S422 (Figure 5J and L). 

Extracellular tau was phosphorylated at the sites contained in the epitope of the 

antibodies AT100 (T212/S214/T217) and AT180 (T231/S235) as well as T181, S199, 

S262 and S409 (Figure 5A, B, E, F, G, H, I and K). For most phospho-tau antibodies, a 

band was detected in the medium only after a long film exposure which resulted in the 

saturation of the signal observed in the cell lysate. This indicated that tau found in the 

medium was less phosphorylated than intracellular tau. To confirm this, the amount of 

total tau in the medium and cell lysate was examined using the phospho-independent 

antibody Tau12. As illustrated in Figure 5, the amount of total tau and phospho-tau was 

similar in the cell lysate whereas in the medium, the amount of total tau was significantly 

higher than that of phospho-tau. The above results led us to conclude that extracellular 

tau was significantly less phosphorylated than intracellular tau. 

Phosphorylation Favors the Secretion of Tau by Hela Cells 

The decreased phosphorylation of tau found at 75 kDa in the culture medium could 

indicate that either dephosphorylation favored the secretion of tau or dephosphorylation 

of tau occurred during the process of secretion in Hela cells. To verify whether 

dephosphorylation enhanced tau secretion, a tau mutant presenting mutations in alanine 

at 12 sites (A12) known to be phosphorylated in Hela cells was generated and 

overexpressed in these cells. Secreted A12 mutant was cleaved and was not more 

secreted than wild-type tau indicating that dephosphorylation would not be a determinant 

factor in tau secretion (Figure 6A). To further investigate how phosphorylation 

modulated tau secretion by Hela cells, we produced a mutant where the 12 above sites 

were mutated in glutamate (E12) to mimic phosphorylation. Interestingly, this mutant 

was more secreted than wild-type tau and A12 mutant (Figure 6A). E12 secreted by Hela 

cells was also cleaved as observed for wild-type tau and A12 mutant. To measure the 

secretion of wild-type tau, A12 and E12 mutants, the signal of the tau-positive band 

found at 75 kDa in the medium was quantified by densitometry as well as the signal of 

the band corresponding to full-length tau and that at 75 kDa present in the cell lysate. 

The secretion of tau was evaluated by calculating the ratio of the signal obtained with the 

anti-tau antibody Tau12 in the culture medium (M) and cell lysate (L) (Ratio M/L). 

The mean of the ratio M/L was 0.16±0.03, 0.37±0.070 and 0.19±0.03 for wild-type 
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tau, E12 and A12 respectively (Figure 6B). The secretion of E12 was significantly higher 

(≈ 2 times) than that of wild-type tau and A12. The percentage of cell death for wild-type 

tau, E12, A12 and was 4.9±1.59, 4.33±1.95 and 2.57±1.67 respectively. From the above 

data, one could conclude that phosphorylation favored the secretion of tau by Hela cells. 

 

Tau Cleaved at D421 is Preferentially Secreted by Hela Cells 

Tau present in the culture medium was always cleaved. This could signify that 

cleaved tau was preferentially targeted to the secretory pathway. To verify this 

possibility, tau mutants cleaved at the C-terminal were overexpressed in Hela cells. In 

the previous section (Figure 5), the staining of secreted tau with different phospho-

dependent anti-tau antibodies indicated that tau could be cleaved between the a.a. 

S409 and S422. Indeed, truncated tau present in the medium was immunoreactive to 

the antibody pS409 but not to the antibody pS422 indicating that this latter site may 

be cleaved. Two mutants cleaved at either S412 (Δ413–441) or D421 (Δ422–441), 

the cleavage site of caspase-3, were produced and overexpressed in Hela cells [39]. 

Forty-eight hrs after transfection, the medium was collected and cells were lysed to 

analyze the presence of cleaved tau in the medium and cell lysate by western blotting. 

Both cleaved tau mutants were secreted by Hela cells (Figure 6C). Interestingly, 

tauΔ422–441 was significantly more secreted than wild-type tau whereas tauΔ413–441 

was secreted at levels similar to wild-type tau. This was well illustrated by the fact that 

the tauΔ422–441 mutant was more abundant in the culture medium than in the cell 

lysate, a distribution that was never observed with wild-type tau.  To measure the 

secretion of wild-type tau, tauΔ413–441 and tauΔ422–441, the signal of the tau-

positive band found at 75 kDa in the medium and the signal of the band 

corresponding to full-length tau and that at 75 kDa present in the cell lysate were 

quantified by densitometry. The secretion of tau was evaluated by calculating the ratio of 

the signal obtained with the anti-tau antibody Tau12 in the culture medium and cell 

lysate (Ratio M/L) as described in the previous section. The mean of the ratio M/L was 

0.37±0.08, 0.44±0.09 and 0.82±0.09 for wild-type tau, tauΔ413–441 and tauΔ422–441    

respectively (Figure   6D).   For   both   tauΔ413–441 and tauΔ422–441, it appeared that 
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they were either not cleaved or only cleaved of few a.a. at the C-terminal during the 

process of secretion  since the highest tau-positive band presented a similar  molecular 

weight in both the cell lysate and culture medium. All together, these results revealed 

that cleavage of tau at the C-terminal was a crucial step for its secretion and that the 

cleavage site was a determinant factor regulating the amount of tau that was secreted by 

Hela cells. 

Since tau is preferentially cleaved at D421 by caspase-3, the activity of caspase-3 

was inhibited by Z-DEVD-FMK in Hela cells overexpressing wild-type tau [39]. The 

secretion of tau was evaluated by calculating the ratio of the signal obtained with the 

anti-tau antibody Tau12 in the culture medium and cell lysate (Ratio M/L) as described 

above. The mean of the ratio M/L was 0.64±0.076 and 0.42±0.062    for    control    and 

treated cells respectively. The ratio M/L of control cells was significantly higher than 

the ratio of cells treated with the caspase-3 inhibitor. However, the fact that the 

difference of tau secretion between control and treated cells was ≈20% indicated that 

only a small pool of secreted wild-type tau was cleaved by caspase-3. This is 

consistent with the fact that wild-type tau was less secreted than the form of tau 

truncated at D421. 

 

Discussion 

In the present study, we demonstrated that overexpressed human tau was secreted by 

Hela cells through an unconventional secretory pathway. The pool of secreted tau was 

cleaved at the C-terminal and was less phosphorylated than intracellular tau. Both 

hyperphosphorylation and cleavage at D421 enhanced tau secretion by Hela cells.  

Our results demonstrating that tau was secreted by an unconventional secretory 

pathway is consistent with recent studies reporting that tau was found in exosomes in 

culture medium from MC1 cells overexpressing human tau and that secreted tau by 

COS-7 and HEK-293 cells was present in microvesicles [11,30]. It remains to be 

determined whether tau utilizes other non- conventional pathways since a portion of tau 

in the culture medium of MC1 cells was not associated with exosomes. In the present 

study, tau secreted by Hela cells could be immunoprecipitated from the culture medium 
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without using any detergent indicating that it was not included in 

microvesicles/exosomes. Consistent with this, no decrease of tau in the medium was 

observed after the culture medium was deprived of microvesicles by ultracentrifugation. 

All together the above results indicate that tau is most likely secreted by more than one 

pathways as shown for other proteins involved in neurodegenerative diseases such as  

SOD1 associated with Amyotrophic lateral sclerosis and the prion protein 

[40,41,42,43]. In our previous study, we showed that hyperphosphorylated tau was 

preferentially associated with the rough endoplasmic reticulum (RER) membranes in 

AD brain and in the tau transgenic mice JNPL3 [44]. An increase of hyperpho- 

sphorylated tau was also noted at the Golgi apparatus in the JNPL3 mice [44]. RER and 

Golgi have been showed to be involved in non-conventional secretory pathways [45]. 

For example, COPII vesicles budding from the ER and containing tau at their surface 

could directly fuse with the plasma membrane for secretion [45]. This pathway is also 

used by the signal-peptide-containing protein, cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator (CFTR) [46]. Another possibility is that tau secretion could occur 

through non-COPII-coated vesicles forming at the ER or vesicles forming at the Golgi 

having tau attached at their surface [47]. We reported that Tau was found at the surface 

of RER membranes but this does not exclude the possibility that it could end up on the 

extracellular surface of the plasma membrane during the fusion process occurring 

between tau-containing vesicles and the plasma membrane. 

Our results demonstrated that cleavage of tau at D421 increased its secretion. The fact 

that wild-type tau and tauΔ413–441 were secreted in a similar way by Hela cells strongly 

suggests that the major pool of secreted wild-type tau could be cleaved close to S412 in 

Hela cells. To further demonstrate this, Hela cells overexpressing wild-type tau were 

treated with a caspase-3 inhibitor since tau is preferentially cleaved at D421 by this 

caspase [39]. When Hela cells were treated with a caspase-3 inhibitor, a small but 

significant decrease of wild-type tau secretion was observed. This could indicate that as 

mentioned above, the major pool of wild-type tau secreted by Hela cells was not cleaved 

at D421. From our results, it was not possible to conclude whether tauΔ413–441 and 

tauΔ422– 441 underwent further cleavage during the process of secretion. 



May 2012 | Volume 7 | Issue 5 |  e36873  

 

66  

The fact that they migrated in a similar way in the cell lysate and culture medium could 

signify that if they were cleaved it was only by a few amino acids. The secretion of tau 

cleaved mutants indicates that wild-type tau was most likely cleaved before its trafficking in 

the secretory pathway. Based on a recent study reporting that an increase of caspase activity 

is an early event in AD and our results showing the enhanced secretion of tau cleaved at the 

caspase-3 site, one can speculate that the secretion of tau would be enhanced at the initial 

stage of the disease [48]. 

Mimicking of hyperphosphorylation significantly enhanced the secretion of tau by 

Hela cells. However, tau found in the culture medium was dephosphorylated compared 

to the pool of tau that remained intracellular. This is consistent with a recent study 

reporting that released tau in the culture medium upon cell lysis was dephosphorylated 

compared to intracellular tau [26]. In this study, extracellular tau was not phosphorylated 

at the epitopes recognized by the phospho-tau antibodies, AT8 and PHF-1 whereas 

intracellular tau was. Tissue non-specific alkaline phosphatases (TNAP) present in the 

plasma membrane were shown to be responsible for the dephosphorylation of 

extracellular tau [26]. Interestingly, TNAP were shown to be increased in AD brain [26]. 

All together, the above data indicate that CSF-tau might be less phosphorylated than 

intracellular tau. Several studies have examined the phosphorylation of tau found in the 

CSF of patients affected by a tauopathy. T181 and T231 are the sites that have been 

extensively used as a diagnostic tool for AD [8]. Although in most studies, the 

phosphorylation of T231 was shown to be increased in AD, some studies reported that its 

phosphorylation was reduced at later stages of the disease [18]. However, the 

phosphorylation of other sites such as the epitopes of AT8 and PHF-1 remains 

controversial [8]. Our data revealed that these epitopes are preferentially 

dephosphorylated in secreted tau. The AT8 epitope seems to play a central role in the 

hyperphosphorylation cascade of tau. Indeed, an increase in phosphorylation of the AT8 

epitope is detected at an early stage of AD [49,50,51]. In our previous study, we reported 

that the phosphorylation of the AT8 epitope had the most significant effects on the 

phosphorylation of other sites in primary hippocampal neurons [52]. The results of the 

present study highlight the possibility that the dephosphorylation of this epitope could be 

regulated in a distinct manner. 
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In a previous study, it was shown that dephosphorylated tau in the culture medium 

could act as an agonist of muscarinic M1 and M3 receptors inducing a robust and 

sustained increase of intracellular calcium that triggered cell death in SH-SY5Y cells 

[26]. Most importantly, the increase in intracellular calcium induced by 

dephosphorylated tau in the culture medium was associated with an increase of TNAP 

expression [26]. Based on these observations and our present data, one could speculate 

that tau found in the extracellular space in AD brain would be dephosphorylated and 

thereby would contribute to the aberrant homeostasis of calcium noted in this 

t auopa thy . 

From our data and that of other groups, it appears that both extracellular and 

intracellular tau could contribute to the process of neurodegeneration linked to AD. 

Furthermore, our data indicate that in AD, hyperphosphorylation of tau would induce a 

vicious circle that would result in the amplification of its secretion (Figure 7). Indeed, 

our data revealed that hyperphosphorylation of tau would enhance its secretion and this 

would in turn increase the amount of dephosphorylated tau in the extracellular space. 

Dephosphorylated extracellular tau would then induce an increase of intracellular 

calcium, an event linked to the increase of tau hyperphosphorylation [26]. This 

increased hyperphosphorylation of tau would further enhance its secretion leading to the 

emergence of a vicious circle that would promote the propagation of tau pathology in 

the brain and its accumulation in the CSF. The accumulation of total and phospho-tau in 

the CSF is used as a diagnostic biomarker for tauopathies [8]. Our data highlight the 

possibility that the distinct phosphorylation and cleavage pattern of tau could account 

for its differential accumulation in the CSF among the tauopathies. The characterization 

of this pattern for each tauopathy could become a powerful tool for their early detection 

and to distinguish them from one another. 
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Figure 1. Overexpressed human tau in Hela cells is found in the culture medium. (A) In the 
cell lysate (L) prepared from Hela cells overexpressing human tau fused to the GFP tag, a 
tau- positive band just above 75 kDa and a band at 75 kDa corresponding to full-length and 
cleaved tau, respectively, were observed with the anti-tau antibodies Tau12, HT7 and a 
polyclonal antibody (arrows). No signal was detected with the anti-tau antibodies in L 
prepared from Hela cells transfected with the empty GFP-vector except for three non-
specific bands detected with the polyclonal anti-tau antibody. Tau-positive bands migrating 
between 37 and 50 kDa and 25 and 37 kDa were also observed with the anti-tau antibodies. (B) 
The tau-positive band found at 75 kDa in L was also detected in the culture medium (M) and 
it increased with time as noted at 24, 41 and 51 hrs after transfection. No tau-positive bands 
were noted in M collected from cells transfected with the empty GFP vector except one non-
specific band at 50 kDa detected with the polyclonal anti-tau antibody. 
Doi :10.1371/journal.pone.0036873.g001 
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Figure 2. Overexpressed human tau is secreted by Hela cells. (A) No tubulin was noted in M 
before and after overexpression of human tau whereas tubulin staining was detected in the 
cell lysate (Total lysis) prepared in 6 ml of lysis buffer for comparison with the 6 ml of 
medium used to maintain Hela cells after transfection (arrow). In M collected from Hela cells 
overexpressing tau that were partially lysed (Partial Lysis) for few seconds in a solution of 
0.01% Triton X-100 to induce some damage at the plasma membrane, tubulin staining became 
detectable (asterisk). (B) Cleaved tau was detected in M and L (lower arrow) whereas full-
length tau was only detected in L (upper arrow in Total lysis). Full-length tau became 
detectable in M when Hela cells were partially lysed (Partial lysis) with a solution of 0.01% 
Triton X-100 (upper arrow). (C) Hela cells overexpressing human tau were stained with 
Trypan blue before being fixed to evaluate the percentage of cell death. Blue cells (arrow) 
corresponded to dead cells that had taken up Trypan blue. 
Doi :10.1371/journal.pone.0036873.g002 
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Figure 3. Secretion of human tau is reduced at low temperature and is not prevented by BFA 
treatment. (A) The amount of GFP-tau in M (lower arrow) was reduced at low temperature 
(18°C and 4°C) whereas the expression of tau was not affected (upper arrow). (B) Human tau 
fused to a Flag tag was also secreted by Hela cells. Secreted Flag-tau was cleaved as noted for GFP-
tau (upper and lower arrows). The secretion of Flag-tau (lower arrow) but not its expression (upper 
arrow) was also impaired at low temperature. (C and D) The secretion of both GFP-tau and Flag-
tau was not affected by BFA. Control cells (Ctrl) were treated with DMSO, the vehicle of BFA. 
BFA treatment was tested at least in three sets of experiments. E) The amount of wild-type tau in 
M was not decreased after ultracentrifugation to remove microvesicles/exosomes. 
Doi :10.1371/journal.pone.0036873.g003 
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Figure 4. Secreted tau is cleaved at the C-terminal. (A) Full-length recombinant human tau 
protein (rTau4R) was still detectable in the culture medium after being added to control Hela 
cells for 48 hrs (arrow, M+cells). rTau4R was less degraded when it was added to M without 
cells (M) (B) Secreted tau is not cleaved at the N-terminal as revealed by the anti-tau antibody 
Tau12 directed against the 9–18 a.a. A Tau12-positive band was detected in both L and M 
prepared from Hela cells overexpressing GFP-tau4R corresponding to full-length and cleaved 
tau (upper and lower arrows). 
(C) GFP tag inserted at the N-terminal of tau was detected in tau present in both L and M 
(upper and lower arrows). (D) The microtubule-binding domain of tau was not cleaved in tau 
secreted by Hela cells as revealed by the K9JA antibody (lower arrow). (E) The band found at 
75 kDa in both L and M was not detected by the antibody Tau46 that recognizes the peptidic 
sequence located between L428 and L441. Only full-length tau present in L was detected with 
this antibody (arrow). A non-specific band at 100 kDa was noted with the antibody Tau46 in M. 
The pattern of each antibody was analyzed at least in 3 sets of experiments. 
Doi :10.1371/journal.pone.0036873.g004 
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Figure 5. Secreted tau is dephosphorylated compared to intracellular tau. (A, B, E, F, G, H, I 
and K) Secreted tau was phosphorylated at T181, S199, T212, S214, T217, S262, S409 and at the 
epitope of the AT180 antibody (T231/S235) but to a lesser extent than intracellular tau. (C, D, J 
and L) No signal was detected in M with the phospho-tau antibodies directed against 
phosphorylated S202 (CP13), T205 (pT205), S422 (pS422) and the S396/S404 (PHF-1) whereas 
a strong signal was observed in L with these antibodies. Tau12 antibody was used to reveal total 
tau in M and L. The pattern of each antibody was analyzed at least in 3 sets of experiments. 
Doi :10.1371/journal.pone.0036873.g005 
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Figure 6. Phosphorylation and cleavage at the caspase-3 site enhance tau secretion  by Hela 
cells. (A) Secreted A12 and E12 mutants were cleaved in M as their migration was faster in M 
than in L. A12 was secreted in a manner similar to that of wild-type tau whereas E12 was more 
secreted than wild-type tau and A12. In both M and L, E12 displayed a decrease in 
electrophoretic mobility compared to wild-type tau and A12. The Tau12 antibody was used to 
reveal tau in L and M. No signal was detected in L prepared from Hela cells transfected with the 
empty GFP vector (GFP). (B) Quantification of the secretion ratio M/L of wild-type tau 
(tau4R), A12 and E12. (C) Two tau mutants cleaved at either S412 (Δ413–441) or D421 (Δ422–
441), the cleavage site of caspase-3, were secreted by Hela cells. TauΔ422–441 was significantly 
more secreted than wild-type tau whereas tauΔ413–441 was secreted at similar levels as wild-
type tau. No signal was noted with the anti-tau antibody, Tau12, when cells were transfected 
with the empty GFP vector (GFP). (D) Quantification of the secretion ratio M/L of wild-type tau 
(tau4R), tauΔ413–441 and tauΔ422–441. The bars represent the mean of 4 experiments + SEM. 
P<0.05. 
doi :10.1371/journal.pone.0036873.g006 
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Figure 7. A schematic representation of the vicious cycle leading to the amplification of tau 
secretion in AD. In AD, tau becomes hyperphosphorylated (1). This hyperphosphorylation 
would enhance its secretion by either exosomes/microvesicles or another unconventional 
secretory pathway (2). Extracellular hyperphosphorylated tau would be dephosphorylated by 
TNAP present at the plasma membrane (3) and this would result in an increase of 
dephosphorylated tau in the extracellular space (4). Dephosphorylated extracellular tau would 
activate the muscarinic receptors (5) and this would induce an increase of intracellular 
calcium (6), an event linked to the increase of tau hyperphosphorylation (7). This further 
increase of hyperphosphorylated tau would initiate a vicious circle that would enhance tau 
secretion. Doi :10.1371/journal.pone.0036873.g007 
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Abstract 

Recent studies have demonstrated that human tau can be secreted by neurons and non-

neuronal cells, an event linked to the propagation of tau pathology in the brain. In the present 

study, we confirmed that under physiological conditions, one tau-positive band was detected 

in the culture medium with an anti-tau antibody recognizing total tau and the Tau-1 antibody 

directed against unphosphorylated tau. We then examined whether tau secretion was modified 

upon insults. Tau secretion was increased by starvation [Earle’s Balanced Salt Solution 

(EBSS)], inhibition of lysosomal function (leupeptin) and when both of these conditions were 

superimposed, this combined treatment having the most important effects on tau secretion. 

Interestingly, the pattern of tau secretion was distinct from that of control neurons when 

neurons were treated either with EBSS alone or EBSS + leupeptin. In these conditions, three 

tau-positive bands were detected in the culture medium. Two of these three bands were 

immunoreactive to Tau-1 antibody revealing that at least two tau species were released upon 

these treatments. Collectively, our results indicate that insults such as nutrient deprivation and 

lysosomal dysfunction observed in neurodegenerative diseases could result in an increase of 

tau secretion and propagation of tau pathology in the brain. 

Introduction 

Neurofibrillary tangles (NFTs) composed of misfolded aggregated tau protein 

propagate in a predictable manner in Alzheimer’s disease (AD)1- 4. It is still unclear how NFTs 

spread in human brain. In recent years, a new concept has emerged that in several 

neurodegenerative diseases including AD, the spreading of misfolded protein aggregates in 

brain would result from cell-to-cell transmission5- 8. This implies that NFTs would propagate 

in the brain by the release of misfolded tau aggregates from an affected neuron followed by its 
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uptake in neighboring neurons. Consistent with this, recent studies, including our own 

demonstrated that tau can be secreted and endocytosed both in vitro and in vivo9- 21. Most 

interestingly, in a transgenic mouse model where human tau overexpression was restricted to 

the entorhinal cortex, the first region to be affected in AD, the spreading of tau pathology was 

observed along synaptically connected circuits22,23. Although the mechanisms of the trans-

synaptic spreading of tau pathology remain elusive, secretion of tau by pre-synaptic neurons 

and its uptake by post-synaptic neurons appear as a plausible cascade of events underlying the 

propagation of tau pathology in the brain. 

Although it cannot be excluded with certainty that tau is not released in the 

extracellular space by dying neurons in AD brain, the presence of tau in the interstitial fluid in 

tau transgenic mice brain as well as the presence of tau in the cerebrospinal fluid (CSF) of tau 

transgenic mice before neurodegeneration indicate that extracellular tau can be released by an 

active process of secretion in vivo13,24. In vitro, human tau was shown to be secreted by 

several non-neuronal and neuronal cell lines when it was overexpressed8. More recently, 

endogenous tau was shown to be secreted by primary cortical neurons in normal conditions 

and this event increases upon neuronal activity25. In non-neuronal and neuronal cell lines, it 

was reported that tau secretion occurs through non-conventional secretory pathways12,14,18,26,27. 

This conclusion was mainly based on the fact that tau was found in exosomes and that the 

secretion of endogenous and overexpressed tau was insensitive to brefeldin A, a drug that 

blocks the conventional secretory pathway18,26,27,28. However, tau secretory pathways remain 

to be fully characterized. 

Both full-length and cleaved tau were reported to be secreted in vitro. Secreted 

endogenous tau from primary cortical neurons, SH-SY5Y and iCell® neurons was full-length 

whereas overexpressed human tau secreted by M1C and Hela cells was cleaved at the C-

terminal14,16,25. The overexpression of human tau in HEK293T resulted in the secretion of 

either full-length or cleaved species16,27. The phosphorylation state of secreted tau was also 

examined. Depending on the cell type, overexpressed human tau secreted by non-neuronal 

cells was either phosphorylated or importantly dephosphorylated at several sites12,14. 

Interestingly, the pool of tau found in exosomes produced by M1C cells overexpressing 

human tau was phosphorylated at several epitopes (AT180, AT100, AT270, AT8 and PHF-1) 

detected in AD brain, tau phosphorylated at T181 being enriched in exosomes18. In the case 
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of tau secreted by primary cortical neurons, one study reported that it was phosphorylated at 

T181 and two studies showed that it was dephosphorylated at the epitope recognized by the 

Tau-1 antibody16,25. 

An increase of tau in the CSF is noted in several neurodegenerative diseases including 

AD indicating that tau might be more secreted in pathological conditions29. In the present 

study, we examined whether tau secretion by primary cortical neurons would be modified 

upon insults. Both starvation by incubating neurons in EBSS and inhibition of lysosomal 

function by treatment with leupeptin significantly increased tau secretion. However, the most 

important increase of tau secretion was observed when both insults were superimposed. Upon 

EBSS and EBSS + leupeptin (E + L) but not leupeptin treatment, the pattern of tau secretion 

differed from that of control neurons. As a result of these treatments, three tau-positive bands 

were detected in the medium. Furthermore, two pools of tau were secreted by EBSS and E + L 

treated neurons based on their immunoreactivity to the Tau-1 antibody recognizing 

unphosphorylated tau. The present results revealed that starvation and lysosomal dysfunction 

exert positive effects on tau secretion and therefore these insults could contribute to the 

increased release of tau in pathological conditions. 

Experimental Procedures 

Preparation and transfection of mouse primary cortical neurons 

The use of animals and all surgical procedures described in this article were carried out 

according to The guide to the Care and Use of Experimental Animals of the Canadian Council 

on Animal Care. Primary cortical cultures were prepared from E16 mouse embryos (C57BL6 

mice). The cerebral cortices were treated with trypsin (0.025% at 37°C for 20 min). The 

reaction was stopped with trypsin inhibitor solution containing DNAse. Neurons were 

dissociated by several passages through a Pasteur pipette. The cells were then plated either on 

glass coverslips or on culture dishes coated with polylysine and laminin (Sigma, Oakville, ON, 

Canada). The neurons were maintained in Neurobasal medium (Invitrogen, Burlington, ON, 

Canada) supplemented with glutamax (Invitrogen) and B27 (Invitrogen). When specified, six 

days after plating, Lipofectamine 2000 (Invitrogen) was used to transfect neurons with 

pmRFP-LC330. Briefly, for 2 petris, 1 µg of plasmid DNA was mixed with 50 µl of Opti-

MEM medium (Invitrogen), and 4 µl of Lipofectamine 2000 was mixed with 50 µl of Opti-

MEM medium. Both mixtures were incubated for 5 min then combined and left standing for 
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20 min. The culture medium of each petri was removed, stored at 37°C for further use and 

replaced with 2 ml of fresh medium to which 40 µl of the DNA-Lipofectamine mix was added. 

After an incubation of 90 min at 37°C, cells were washed with a Hanks’ balanced salts 

solution and the stored culture medium was put back in each petri. 

Treatment with EBSS and leupeptin 

Seven days after plating, neurons were incubated either in EBSS alone (Invitrogen), 20 

µM leupeptin (Sigma) diluted in water or EBSS and 20 µM leupeptin for 3–9 hrs. Control cells 

were incubated in complete Neurobasal medium for 3–9 hrs. Then, the medium was harvested 

and the cells lysed as described below. 

Quantification of cell death and cell membrane integrity 

Cell death was evaluated by trypan blue exclusion method. Briefly, neurons were 

cultured on glass coverslips. Cells were washed twice with phosphate buffered saline (PBS) 

and then incubated in 0.2% trypan blue (Sigma) diluted in PBS for 4 min at room temperature 

(RT). Cells were then washed once with PBS and fixed in 4% paraformaldehyde for 5 min at 

4°C and then 10 min at RT. The number of blue cells (dead cells) and total cells were counted 

in ten different fields and the cell death percentage was evaluated by the ratio of blue cells on 

the total number of cells. 

Cell membrane integrity was assessed by the measurement of the LDH activity in the 

culture medium using the LDH cytotoxicity assay kit from Cayman Chemical Company (Ann 

Arbor, MI, USA), according to the manufacturer’s instructions. Triplicates were performed for 

each sample. The LDH content in the samples was measured with a BIO-TEK Elx800 plate 

reader. 

Preparation of cell lysates 

After the culture medium was collected, the cells were immediately washed twice with 

PBS and once with PBS containing 0.5 M NaCl to detach proteins non-specifically attached to 

the cell surface31. The cells were then lysed in modified RIPA buffer [Tris Hcl pH 7.5 50 mM, 

NaCl 150 mM, Triton X-100 0.5%, sodium deoxycholate (SDC) 0.5%, sodium dodecyl sulfate 

(SDS) 1%, dithiothreitol (DTT) 1 mM, NaF 50 mM, Na3VO4 5 mM], protease inhibitor 

cocktail 1× (Complete EDTA-free from Roche Diagnostics, Indianapolis, IN), phosphatase 

inhibitor cocktail 2× (PhosSTOP from Roche Diagnostics). Protein assay was performed with 

Bio-Rad DC Protein assay (Bio-Rad Laboratories Ltd., Mississauga, ON, Canada). 
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Immunoprecipitation of tau from culture medium 

After treatment, the culture medium was collected from control and treated cells and 

centrifuged at 3000 RPM for 10 min at RT to remove cell debris. To analyze the pattern of 

secreted tau isoforms, tau was immunoprecipitated from the culture medium. For each 

condition, 60 µl of magnetic beads coupled with anti-mouse antibodies (Invitrogen, 

Dynabeads® M-280 Sheep anti-Mouse IgG) or with anti-rabbit antibodies (Invitrogen, 

Dynabeads® M-280 Sheep anti-Rabbit IgG) were washed in PBS containing 0.1% BSA and 

incubated O/N at 4°C with one of the following antibodies : 0.4 µg Tau-5 (Invitrogen) or 2 µg 

A0024 (DAKO) respectively. The beads were then washed and incubated for 2 hrs at 4°C with 

1.5 ml of the culture medium. The complex bead-antibody-antigen was then washed in PBS, 

resuspended in 30 µl of sample buffer 1× and boiled for 5 min. Immunoblotting was 

performed as described below. 

Immunoblotting 

Equal amounts of proteins were loaded in each lane and electrophoresed on a 10% 

polyacrylamide gel. Following SDS-PAGE separation, proteins were electrophoretically 

transferred to a nitrocellulose membrane. Then the membranes were incubated in 5% milk 

diluted in 0.2% Tween-20 Tris buffered saline (TBST) for 1 hr. The nitrocellulose stripes were 

incubated with the primary antibodies O/N at 4°C. They were then washed in TBST and 

incubated with the peroxidase-conjugated secondary antibodies. Membranes were again 

washed and revealed by chemiluminescence (Amersham Pharmacia Biotech, Quebec, Quebec, 

Canada). The image acquisition and densitometry were performed with a ChemiDoc™ MP 

System. After incubation with tau antibodies, membranes were stripped to visualize the level 

of γ-actin (Santa-Cruz Biotechnology Inc, Santa-Cruz, CA) as a loading control for the cell 

lysates. Membranes were also incubated with the mouse or rabbit peroxidase-conjugated 

secondary antibodies to reveal IgG as a loading control for immunoprecipitates. The 

quantification of LC3-II was done according to the procedure recommanded in the last version 

of Guidelines for the use and interpretation of assays for monitoring autophagy published in 

201232. The changes of LC3-II levels were quantified in comparison to those of actin and not 

to those of LC3-I. 

Dephosphorylation of tau by lambda-protein phosphatase 

Cells were lysed in Ripa buffer (1 mM PMSF, protease inhibitors cocktail 1×, 1 µM 
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okadaic acid, 0.25% Na-deoxycholate, 50 mM Tris-Hcl ph7.4, 1% Nonidet P-40, 0.9% NaCl, 

1 mM EDTA) with a syringe and centrifuged at 20000× G for 20 min at 4°C. Forty µl of 

supernatant was mix with 200 units of lambda protein phosphatase (BioLabs) and incubated at 

30°C for 3 hrs. The reaction was stopped by adding 1× sample buffer and boiled for 5 min at 

95°C. 

Immunofluorescence on primary cortical neurons 

Treated neurons grown on coverslips were fixed in 4% paraformaldehyde prepared in 

PBS for 30 min. Neurons were then permeabilized with 0.2% Triton X-100 in PBS for 5 min. 

Cultures were kept in PBS until they were processed for immunofluorescence. For 

immunofluorescence, coverslips were blocked with 5% normal goat serum (NGS) (Invitrogen) 

in PBS. Then coverslips were stained with the antibody A0024 (1 :500) (DAKO). After 3 

washes in PBS, coverslips were incubated with anti-rabbit antibody coupled to FITC (1 :500, 

Jackson ImmunoResearch). The antibody was diluted in the blocking solution. Incubations 

were carried out at RT for 1 hr. Coverslips were then washed in PBS and mounted in mowiol. 

Labeled cells were visualized with an axioplant Zeiss fluorescence microscope using either 

×63 or  ×100 objective. 

Formation of autophagosomes was quantified in control and neurons treated with either 

EBSS alone or EBSS + leupeptin that were transfected with RFP-LC3. The formation of 

autophagosomes was confirmed by the presence of RFP-LC3 positive dots. 

Electron microscopy 

Primary cortical neurons were fixed in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.4 ; 37°C) 

containing 1.0% glutaraldehyde (MECALAB, Québec, Canada) and 1.5% tannic acid (Fisher, 

Québec, Canada). Cells were postfixed with 1% osmium tetroxide (EMS, PA, USA) in 

cacodylate buffer at 4°C. After several washes in buffer, neurons were dehydrated in graded 

ethanol, infiltrated and embedded in Epon 812 (MECALAB), according to standard 

technique33. Ultrathin sections were obtained using a Reichert Ultracut S ultramicrotome, and 

mounted on formvar-carbon coated nickel grids (MECALAB). Sections were stained with 

uranyl acetate and lead citrate and examination was performed with a Philips CM 100 electron 

microscope. 

Statistical analysis 

The Gaussian distribution of the data was analyzed using the Kolmogorov and Smirnov 



	

 

88  

Juin 2014 

method (p > 0.05). Statistical significance was evaluated with a two-tailed Paired t-test for the 

quantification of the percentage of neurons presenting the formation of LC3 positive 

structures, the increase of LC3-II analyzed by western blotting, the analysis of cell viability 

and the amount of LDH released in the culture medium. A one-way analysis of variance 

(ANOVA) Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s multiple comparison test was used to 

compare the increase of LDH between the treatments. The ratio LDH in the medium of treated 

neurons/LDH in the medium of control neurons was used for this analysis since for leupeptin 

treated neurons, LDH was measured in complete medium whereas for EBSS and EBSS + 

leupeptin treated neurons, LDH was measured in EBSS. A two-tailed Paired t-test was used 

for the analysis of the amount of tau secretion when the data presented a Gaussian distribution 

and a Wilcoxon signed-rank test if the data did not present a Gaussian distribution. A 

Wilcoxon signed-rank test was used to analyze the changes of tau phosphorylation in treated 

neurons since these data did not present a Gaussian distribution. The statistical analysis was 

performed using the GraphPad InStat 3 software and p < 0.05 was considered significant. To 

compare the effects of the three treatments on tau secretion, statistical significance was 

evaluated with a two-way ANOVA with match values followed by Tukey’s multiple 

comparison test. The ANOVA analysis was performed using Prism 6.0c software. 

Results 

A significant increase of tau secretion by primary cortical neurons upon starvation 

In two recent studies, it was shown that endogenous full-length tau could be secreted 

by primary cortical neurons16,25. We examined tau secretion by these neurons after 7 days of 

plating and confirmed that tau was released in the medium (Figure 1a). In the cell lysate, two 

main bands at 52 and 57 kDa were detected with the anti-tau antibody A0024 from DAKO, a 

marker of total tau. As previously reported, a single band located at 52 kDa was detected in 

the medium by the antibody recognizing total tau when tau was enriched from the culture 

medium by immunoprecipitation25. To demonstrate that tau found in the medium was not 

released by neuronal cell death, the trypan blue exclusion method was used to monitor cell 

death. The percentage of the cell viability was 99.7 ± 0.108 in 6 independent cultures (p < 

0.0001). This low percentage of cell death indicated that tau found in the medium was most 

likely released by a specific process of secretion as previously shown25. 
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We then investigated whether tau secretion would be altered upon insults. Neurons are 

very sensitive to nutrient deprivation, a condition that can occur in neurodegenerative diseases 

including AD34. In the present study, nutrient deprivation was induced by incubating neurons 

in EBSS, a medium containing glucose but devoid of amino acids and growth factors. EBSS is 

known to result in an extreme induction of autophagy characterized by the accumulation of 

autophagic vacuoles (AVs) in neurons35. Two approaches were used to monitor the formation 

of AVs. Firstly, the production of LC3-II, a phosphatidylethanolamine-modified isoform of 

LC3-I generated and translocated to nascent autophagosomes when macroautophagy is 

induced was examined in the cell lysate of treated neurons by western blotting (Figure 2a)36. 

In EBSS treated neurons, the increase of LC3-II was not statistically significant. A similar 

observation was reported in a previous study performed in primary cortical neurons under 

extreme induction of autophagy where the high turnover of LC3-II prevented its 

accumulation35. Secondly, the accumulation of AVs by EBSS was confirmed by using RFP-

LC3, a marker of autophagosomes, on fixed neurons30. As expected, the number of neurons 

presenting AVs was significantly higher for neurons incubated in EBSS than for control 

neurons (Figure 2b). 

Interestingly, when neurons were incubated in EBSS, the pattern of tau secretion 

differed from that of control neurons (Figure 1a). In the culture medium of control neurons, 

only one tau-positive band was detected with the antibody A0024 whereas in the medium of 

treated neurons, three tau-positive bands were found, one at 52 kDa also present in control 

neurons, and two additional bands, one at 57 kDa noted in the cell lysate and one at 47 kDa. 

The band at 52 kDa was the most abundant tau-positive band in the medium of treated 

neurons. The band at 47 kDa indicated that secreted tau was cleaved and/or dephosphorylated 

(see below). Furthermore, tau secretion was increased ~5 times (p = 0.014) by EBSS 

treatment (Figure 1b). To eliminate the possibility that tau was released by cell death in the 

medium of treated neurons, cell viability was evaluated using the trypan blue exclusion 

method. The percentage of neurons taking up trypan blue was evaluated to be less than 1% for 

both control and treated neurons and was not significantly different between these two groups 

(p = 0.8733). The above observations indicated that the increased release of tau could occur by 

a specific process of secretion upon EBSS treatment. 
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A significant increase of tau secretion by primary cortical neurons is observed when 

lysosomal function is inhibited 

In several neurodegenerative diseases including AD, lysosomal function has been 

shown to be deficient. We verified if such a condition would affect tau secretion by primary 

cortical neurons. Lysosomal function was inhibited by leupeptin, an inhibitor of cysteine and 

aspartyl proteases such as cathepsins found in lysosomes. The pattern of tau secretion upon 

leupeptin treatment was identical to that noted in normal conditions as a single tau-positive 

band located at 52 kDa was detected in the culture medium (Figure 1a). However, tau 

secretion was increased ~2 times (p = 0.03) by leupeptin (Figure 1b). Neuronal cell death 

could not be responsible for the increase of tau secretion as indicated by the percentage of cell 

viability that was 99.77 ± 0.04 and 99.52 ± 0.08 for control and treated neurons respectively (n 

= 6). 

Highest levels of tau secretion is observed when EBSS and leupeptin treatments are 

superimposed 

In neurodegenerative diseases, more than one insult can act on neurons. In the present 

study, starvation and inhibition of the lysosomal function were superimposed by incubating 

neurons in EBSS and leupeptin (E + L) for at least 3 hrs. In a previous study, this treatment 

was shown to result in an accumulation of AVs35. In normal conditions, after their formation, 

autophagosomes are rapidly eliminated by their fusion with lysosomes32,37. Leupeptin prevents 

the elimination of autophagosomes by inhibiting lysosomal function35. To monitor the efficacy 

of our treatment, three approaches were used to visualize the accumulation of AVs. Firstly, we 

analyzed the amount of LC3-II by western blotting (Figure 2a). LC3-II was 2.81 ± 0.51 times 

higher in E + L treated neurons than in control neurons (p = 0.017). Secondly, the 

accumulation of AVs was monitored by RFP-LC3 (Figure 2c). The number of cells containing 

AVs was significantly higher for treated neurons than control neurons. Thirdly, the presence 

of AVs was confirmed by electron microscopy (Figure 2d). The morphology of AVs was 

similar to that described by Boland et al’0835. 

Interestingly, the pattern of tau secretion by E + L treated neurons was identical to that 

observed with EBSS treatment. Indeed, three tau-positive bands at 47, 52 and 57 kDa were 

found in the medium (Figure 1a). E + L treatment induced the most significant increase of tau 

secretion by cortical neurons in comparison to either EBSS or leupeptin alone as the amount 
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of total tau was ~8 times (p = 0.0002) higher in the medium of E + L treated neurons than in 

the medium of control neurons (Figure 1b). The amount of tau secreted by E + L treated 

neurons was not significantly different from that of EBSS treated neurons although it had the 

tendency to be higher. Starvation and inhibition of lysosomal function seem to have additive 

effects on tau secretion since the amount of tau released upon combination of these insults was 

very close to the sum of tau secretion generated by these individual treatments. The percentage 

of neurons taking up trypan blue was evaluated to be less than 1% for both control and treated 

neurons and was not significantly different between these two groups (p = 0.083) indicating 

that tau was not released by dying neurons in the medium of E + L treated neurons. To 

eliminate the possibility that the increase of tau in the culture medium was caused by cell 

damage induced by the treatments, we measured the amount of lactate dehydrogenase (LDH) 

activity, a marker of cell membrane integrity, in the culture medium38. The LDH was 

increased ~1.22 (p = 0.0124), 1.08 (p = 0.0172) and 1.19 (p = 0.0095) times in the medium of 

EBSS, leupeptin and E + L treated neurons, respectively, compared to the amount in the 

medium of control neurons revealing that cell membrane integrity was changed by our 

treatments (Figure 1c). This indicated that changes of membrane permeabilization could be 

responsible for the increased release of tau in the medium. However, the increase of LDH in 

the culture medium was not statistically different between the treatments (p = 0.1453) whereas 

tau secretion was indicating that changes in cell membrane integrity could not be the sole 

factor contributing to the increased release of tau (Figure 1c). Collectively, the above 

observations indicated that one pool of tau could be released by changes of the cell membrane 

integrity and another pool by a specific process of secretion. 

In primary cortical neurons, we could confirm that E + L treatment induced an 

accumulation of AVs. Since we observed an important increase of tau secretion upon the 

accumulation of AVs by E + L treatment, one could speculate that these structures contributed 

to the release of tau. Indeed, recent studies reported that autophagosomes were involved in 

unconventional secretion39. To verify this possibility, we examined whether tau was enriched 

in AVs in E + L treated neurons (Figure 3). AVs were visualized by transfecting neurons with 

RFP-LC3 as described in Figure 2. In most control neurons, RFP-LC3 presented a diffuse 

staining in the cell body and neurites whereas tau was mainly enriched in the neurites as 

revealed by the anti-tau antibody A0024 (Figure 3a). In E + L treated neurons, several RFP-
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LC3 positive AVs were observed in the cell body and neurites but no enrichment of tau was 

noted in these structures. As illustrated in Figure 3b, tau staining was not concentrated in AVs 

in the cell body. Tau staining was observed in axonal swellings containing AVs (Figure 3b, 

arrow). However, tau staining was not enriched in the AVs. Similarly, no enrichment of tau 

staining was noted in AVs formed in neurites (Figure 3c). 

Dephosphorylated tau species were secreted by EBSS and E + L treated neurons 

The presence of a tau-positive band migrating at 47 kDa in the culture medium of 

EBSS and E + L treated neurons indicated that these treatments might have induced 

dephosphorylation of secreted tau. To verify this point, we examined the phosphorylation state 

of tau secreted by control and treated neurons (Figure 4a). As previously reported, tau found in 

the medium of control neurons was detected by the antibody Tau-1, an antibody directed 

against unphosphorylated tau25. In the medium of neurons treated with EBSS and E + L, the 

bands at 52 kDa and 47 kDa were immunoreactive to the antibody Tau-1 but not the band at 

57 kDa. The low amount of this band could not account for its absence of detection by Tau-1. 

Indeed, this antibody could detect the low amount of tau present in the medium in normal 

conditions. The amount of Tau-1-positive tau in the medium of E + L treated neurons was ~9 

times (p = 0.0016) higher than in the medium of control neurons (Figure 4b). The above 

results revealed that EBSS and E + L treated neurons secreted two pools of tau, one Tau-1 

positive and one Tau-1 negative. No increase of Tau-1 staining was noted for tau secreted by 

neurons treated with leupeptin. Secreted tau was not detectable with the phospho-tau 

antibodies (pS214, pT217 and pS422) indicating that its phosphorylation was very low (data 

not shown). 

Dephosphorylation of tau by EBSS and E + L treatment 

We then verified whether tau dephosphorylation by E + L treatment occurred before it 

was secreted by examining its phosphorylation in the cell lysate. Total tau staining revealed an 

important decrease of the band at 57 kDa and the presence of an additional band at 47 kDa in 

the cell lysate of treated neurons (Figure 4c). An additional weak band located between 52 and 

57 kDa was also noted. To verify if tau was dephosphorylated in E + L treated neurons, the 

cell lysate was stained with the Tau-1 antibody (Figure 4c). In control neurons, this antibody 

mainly detected the band at 52 kDa whereas in treated neurons, it strongly revealed the bands 

located at 52 kDa and 47 kDa showing that tau found in these bands was importantly 
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dephosphorylated. We then examined whether tau dephosphorylation was induced by either 

EBSS or leupeptin. In neurons incubated in EBSS, the levels of tau dephosphorylation were 

very similar to those noted in E + L treated neurons whereas no tau dephosphorylation was 

observed upon leupeptin treatment as revealed by the Tau-1 antibody staining (Figure 4c). It is 

interesting to note that the band at 57 kDa that was barely detectable in cell lysate was present 

in the culture medium of treated neurons indicating that tau present in this band was 

importantly released by treated neurons (Figures 1a and 4c). 

We further characterized the pattern of tau dephosphorylation in the lysate of E + L 

treated neurons since this treatment had the most important effects on tau secretion. The bands 

positive to the Tau-1 antibody were less immunoreactive to the phospho-specific anti-tau 

antibodies in treated neurons than in control neurons (Figure 5a). Interestingly, the antibody 

detecting tau phosphorylated at T181 was the sole phospho-specific anti-tau antibody that 

could detect the band at 47 kDa (Figure 5a). No phospho-specific anti-tau antibody could 

detect the band at 57 kDa in the cell lysate of treated neurons. This could be explained by its 

low levels in the cell lysate. The signal of the Tau-1 antibody was 3.75 ± 0.54 times higher in 

the cell lysate of E + L treated neurons than in the lysate of control neurons (p = 0.0010) but 

the decrease of the phospho-tau antibodies was not statistically different (Figure 5b). 

The above results showed that E + L treatment resulted in tau dephosphorylation. To 

further demonstrate that tau gel mobility shift observed in E + L treated neurons was mainly 

caused by its dephosphorylation, an in vitro dephosphorylation assay was used. Cell lysates 

from control neurons were incubated with lambda protein phosphatase. Then, the pattern of 

tau-positive bands was analyzed by western blotting. As expected, when tau was 

dephosphorylated in the lysate of control cells, the pattern of tau-positive bands was 

reminiscent to that observed in neurons treated with E + L indicating that dephosphorylation 

contributed to the increased gel mobility of tau (Figure 5c). In contrast, when the cell lysate of 

treated neurons was dephosphorylated in vitro, no further tau gel mobility shift was noted 

indicating that tau was already dephosphorylated by the E + L treatment (Figure 5c). From the 

above results, it appeared that tau secretion was enhanced in conditions where its 

dephosphorylation was increased. It remains to be determined whether dephosphorylation 

favors tau secretion by neurons. 
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Discussion 

In the present study, we demonstrated that tau secretion by primary cortical neurons is 

increased upon insults. Both starvation and inhibition of lysosomal function resulted in an 

increased secretion of tau. However, the most dramatic effect was noted when both insults 

were superimposed. Interestingly, the pattern of tau secretion varied depending on the insult. 

Upon leupeptin treatment only one tau-positive band was released as noted for control neurons 

whereas neurons treated with either EBSS or E + L secreted three tau-positive bands. 

Furthermore, in all conditions tested, a pool of secreted tau was dephosphorylated at the Tau-1 

antibody epitope. All together, our observations indicate that insults such as nutrient 

deprivation and lysosomal dysfunction known to take place in neurodegenerative diseases 

could increase tau secretion and thereby the propagation of tau pathology in the brain. 

The fact that the percentage of cell viability between control and treated neurons was 

not statistically different indicated that tau was not released in the culture medium by dying 

neurons upon insults. However, we noted an increase of LDH in the culture medium revealing 

changes of cell membrane integrity in treated neurons. This indicated that tau could be 

released by an increase of membrane permeabilization38. Although we cannot rule out this 

possibility, our data indicate that it would not be the sole mechanism responsible for the 

increase of tau in the culture medium. Indeed, the increase of LDH in the culture medium was 

not statistically different between the treatments indicating that changes of cell membrane 

integrity were similar in all the treatments. On the other hand, the increase of tau secretion 

between E + L and leupeptin and EBSS and leupeptin was statistically different. Based on the 

above data, we concluded that tau could be released by both changes of membrane 

permeabilization and a specific process of secretion when neurons were treated with EBSS 

and E + L. According to a recent study, the release of LDH could be secondary to the 

extracellular accumulation of tau38. In this study, it was shown that extracellular tau oligomers 

can form pores allowing LDH to escape from the cytoplasm to the medium. If LDH was 

released in the medium by tau-induced pores in our experimental conditions, it would signify 

that tau was primarily released in the medium by a specific secretory process. This possibility 

remains to be demonstrated since we were not successful in demonstrating that tau released by 

treated neurons was oligomeric (data not shown). 

Starvation exerted a dramatic effect on tau secretion by primary cortical neurons. This 
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could signify that tau is secreted by membranous structures that are present and accumulate in 

this condition. During starvation, there is an extreme induction of autophagy characterized by 

the accumulation of AVs32. Autophagosomes were shown to participate in unconventional 

secretion39. In the present experimental conditions, AVs might not contribute to the increase of 

tau secretion since tau was not enriched in these structures. The increase of tau secretion by E 

+ L treatment was higher than that induced by starvation alone although the difference 

between these two treatments was not statistically significant. The main difference between 

EBSS and E + L treatments is that in EBSS but not in E + L treated neurons, the autophagic 

flux was complete. Indeed, in a previous study, it was reported that when neurons were treated 

with EBSS and leupeptin, AVs were filled with material whereas upon treatment with EBSS 

alone, neurons presented empty AVs as expected after their fusion with functional 

lysosomes35. The present results indicate that complete autophagic flux is not necessary to 

induce a significant increase of tau secretion by starved neurons. The fact that tau was not 

enriched in AVs and that the inhibition of autophagic flux did have a major impact of tau 

secretion could indicate that the increase of tau release by EBSS and E + L treated neurons 

was not linked to the induction of autophagy but rather to starvation per se. For example, 

important alterations of signaling and membrane trafficking are observed in starved cells. 

These changes could enhance the interaction of tau with proteins and/or membranous 

structures involved in its secretion. 

The inhibition of lysosomal function by leupeptin resulted in a modest increase of tau 

secretion. Lysosomes were shown to be able to fuse with the plasma membrane to release their 

content in the extracellular space40. It is known that tau can be degraded in lysosomes41,42. 

Therefore, it is possible that inhibition of cathepsins by leupeptin resulted in less degradation 

of tau and this would in turn increase the amount of tau that could be released by lysosome 

exocytosis. An endo-lysosomal secretory pathway has also been reported where lysosomes 

fuse with endosomes before their fusion with the plasma membrane43. In such a case, 

extracellular tau that has been endocytosed could be found in lysosomes after their fusion with 

tau-containing endosomes. The highest levels of tau secretion were observed when both 

starvation and inhibition of lysosomal function were superimposed. These two conditions 

seem to act in parallel to increase tau secretion since the amount of tau released by E + L 

treated neurons was very close to that obtained when the amounts of each treatment were 
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added. All together, our results indicate that tau can be released by several pathways, which by 

acting in parallel, can result in an important increase of tau secretion in pathological 

conditions. 

Upon starvation, three tau-positive bands were noted in the culture medium. The 

release of different tau species by this treatment could indicate that more than one secretory 

pathways are involved in tau secretion in this condition. Tau seems to be secreted by 

unconventional secretory pathways as noted for other proteins involved in neurodegenerative 

diseases12,14,18,26,27. Several unconventional secretory pathways exist and therefore different tau 

species might have access to distinct pathways8. Furthermore, several studies including ours 

have reported that two pools of tau, a cytosolic and membranous one are present in neurons44- 

47. Each of these pools could have access to different secretory pathways in starved neurons. 

The tau species released upon starvation differed by their phosphorylation state. 

Phosphorylation of tau was shown to regulate its association with the membranes. In a recent 

study, it was reported that dephosphorylated tau was associated with the plasma membrane46. 

In our previous study, we showed that hyperphosphorylated tau and tau dephosphorylated at 

the epitope of Tau-1 were not found in the same membranous subfractions in AD brain45. 

Hyperphosphorylated and dephosphorylated tau at the Tau-1 epitope were found in the 

subfraction enriched in ER membranes and in the Golgi membranes respectively. The 

differential association of hyperphosphorylated and hypophosphorylated tau with membranes 

could give them access to distinct secretory pathways more or less efficient in releasing tau. 

Upon starvation, tau dephosphorylation most likely occurred before secretion since in 

the cell lysate, we noted an important decrease of tau phosphorylation at several sites 

accompanied by an increased immunoreactivity of tau to the Tau-1 antibody. The 

dephosphorylation of tau by starvation was unexpected. However, this phenomenon is not 

unique to this pathology since other insults were reported to induce a decrease of tau 

phosphorylation. Oxidative stress induced by hydrogen peroxide treatment caused a 

dephosphorylation of tau in primary cortical neurons48. Excitotoxicity induced by 

homocysteine that activates both glutamate receptors and phosphatase 2A resulted in tau 

dephosphorylation in cerebellar granule cells49. Other insults such as hypoxia and glucose 

deprivation were also reported to induce a decrease of tau phosphorylation in both rat and 

human brain slices50. Dephosphorylation of tau was also reported in vivo during ischemia in 
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both brain and spinal cord51,52,53. Interestingly, our previous study revealed that at an advanced 

stage of AD, both hyperphosphorylated and hypophosphorylated tau are present45. A pool of 

dephosphorylated tau at the epitope recognized by the Tau-1 antibody was also observed by 

another group in AD brain54. Collectively the above observations indicate that some of the 

above insults could be responsible for the generation of hypophosphorylated tau whereas other 

insults such as the accumulation of Aβ could be responsible for the increase of 

hyperphosphorylated tau in AD brain55- 58. In normal conditions, it is still unclear whether tau 

was dephosphorylated before secretion. A dephosphorylated pool of tau at the Tau-1 antibody 

epitope was detected in the cell lysate prepared from control neurons and therefore it is 

possible that this pool was secreted. On the other hand, phosphatases located along tau 

secretory pathway could contribute to tau dephosphorylation. For example, the phosphatase 

tissue non-specific alkaline phosphatases (TNAP) present in the plasma membrane were 

shown to be responsible for the dephosphorylation of extracellular tau59. Upon starvation, a 

tau-positive band located at 57 kDa was observed in the medium. Interestingly, this band was 

not immunoreactive to the Tau-1 antibody showing that tau contained in this band was not 

significantly dephosphorylated at this epitope. Our results demonstrated that both 

phosphorylated and hypophosphorylated tau can be released by primary cortical neurons but 

the amount of each of these pools of tau varied depending on the insult and thereby could be 

used as an indication of neuronal injury. 

In two recent studies, it was reported that in physiological conditions, tau secreted by 

primary cortical neurons was dephosphorylated at the Tau-1 epitope16,25. In all conditions that 

were tested in the present study, a pool of secreted tau was dephosphorylated at the Tau-1 

antibody epitope. All Tau-1 positive bands detected in the cell lysate were found in the 

medium in both control and treated neurons. It remains to be determined whether 

dephosphorylated tau was preferentially secreted by primary cortical neurons. Upon 

starvation, the proportion of the bands at 52 and 47 kDa was similar in both the cell lysate and 

medium indicating that the most dephosphorylated tau species were not more secreted than the 

less dephosphorylated ones. The fact that hypophosphorylated tau was secreted by control and 

treated neurons could indicate that mechanisms are present by these cells to eliminate toxic 

proteins, their secretion being one of them. Indeed, intracellular hypophosphorylated tau was 

reported to induce apoptosis when it was overexpressed in non-neuronal cells60. 
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Hypophosphorylated tau was also shown to be toxic in Drosophila61. In this model, the 

toxicity of hypophosphorylated tau was correlated to the impairment of axonal transport. 

Interestingly, extracellular hypophosphorylated tau was also shown to be toxic. In a previous 

study, extracellular hypophosphoryated tau was reported to induce a sustained increase of 

intracellular calcium by the activation of the muscarinic M1 and M3 receptors leading to cell 

death59,62. The present study indicates that upon insults, the increased release of 

hypophosphorylated tau could benefit to neurons to prevent apoptosis. On the other hand, this 

release could compromise neuronal survival by its extracellular toxicity. 

It remains unclear whether phosphorylation regulates tau secretion since both 

phosphorylated and unphosphorylated tau species were detected extracellularly. In Hela cells, 

we reported that a tau mutant mimicking phosphorylation was more secreted than one 

mimicking dephosphorylation12. Tau secreted by exosomes was shown to be phosphorylated at 

several sites found in AD18. In normal conditions, primary cortical neurons were shown to 

release unphosphorylated tau25. However, in the present study, we report that several tau 

species were secreted some phosphorylated and other unphosphorylated by cortical neurons 

upon insults. Collectively, the above observations indicate that phosphorylation per se might 

not be the determinant factor regulating tau secretion but rather the cellular context which 

influences both tau phosphorylation and tau access to secretory pathways. 

Tau secretory pathways in primary cortical neurons remain to be identified. However, 

our data showed that this cellular system is suitable to examine these pathways in 

physiological conditions and upon insults. The distinct pattern of secreted tau species by 

insults and the additive effects of these insults on tau secretion when they are combined 

indicate that tau might be secreted by several pathways as noted for other proteins involved in 

neurodegenerative diseases 63- 66. It is still unknown whether the different tau species that are 

released exert distinct toxic effects and/or whether they contribute distinctly to the propagation 

of tau pathology in the brain. It is crucial to unravel the distinct contribution of tau species to 

these events to develop therapeutic strategies to prevent neuronal dysfunction and to abrogate 

the spreading of tau pathology in AD brain. 
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Figure 1 | EBSS, leupeptin and EBSS+leupeptin increased the secretion of endogenous tau by 
primary cortical neurons. (a) In normal conditions (CTL), one tau-positive band at 52 kDa was 
detected in the culture medium by an antibody revealing total tau (A0024). A similar pattern was 
observed when neurons were treated with leupeptin (L). When neurons were treated either with 
EBSS (E) or EBSS+leupeptin (E+L), three tau-positive bands at 47, 52 and 57 kDa were detected 
in the culture medium. In the cell lysate of control neurons, two tau-positive bands at 52 and 57 
kDa were revealed by the anti-tau antibody A0024 (n=6). (b) Quantification of total tau in 
culture medium by densitometry upon EBSS, leupeptin and E+L treatments (n=6). The 
intensities of the bands were expressed in arbitrary units. Values represent mean ±s.e.m.; *p 
<0.05;**p <0.01; ***p <0.001. (c) Cell damage was evaluated by measuring the amount of 
LDH released in the culture medium (n = 6). Since control and treated neurons were not 
incubated in the same medium, the amount of LDH in the EBSS treatment was compared to that 
of  EBSS without cell. The amount of LDH in the leupeptin treatment was compared to that 
of neurobasal medium without cell. The increase of LDH in the medium was not statistically 
different (n.s) between the treatments. Values represent mean±s.e.m.; *p <0.05; **p<0.01. 
Blots used in this figure were cropped. Full-length blots were included in supplementary figure 
1.   
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Figure 2 | EBSS and E+L treatments induced AVs in primary cortical neurons. (a) LC3-II was 
analyzed by western blotting in the cell lysate prepared from EBSS (E), leupeptin (L) and EBSS+ 
leupeptin (E+L) treated neurons. The LC3-II levels were compared to those of actin. For the 
analysis of LC3-II, 10 mg of cell lysate were loaded (n=6). Values represent mean± s.e.m.; *p <0.05. 
(b) Control (CTL) and EBSS treated neurons were transfected with RFP-LC3 to monitor the 
formation of AVs (arrows) (n=3). Scale bar=10 µm. The number of cells containing AVs in 
treated neurons was significantly higher than in control neurons (n=3). Values represent mean 
±s.e.m.; *p<0.05. (c) Control and E+L treated neurons were transfected with RFP-LC3 to monitor 
the formation of AVs (arrows) (n=4). Scale bar=10 µm. The number of cells containing AVs in 
treated neurons was significantly higher than in control neurons (n=4). Values represent 
mean±s.e.m.; **p<0.01. (d) The formation of AVs in the cell body and neurites of neurons was 
confirmed by electron microscopy (arrows). AVs contained electron-dense material. Scale bar=2 
µm for left panel and 500 nm for middle and right panels. Magnification=5800xfor left panel and 
25 000x for middle and right panels. 
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Figure 3 | Tau was not enriched in AVs found in E+L treated neurons. Control and E 
+L treated neurons transfected with RFP-LC3 were fixed and stained with an 
antibody directed against total tau (Green). (a) Control neurons transfected with RFP-
LC3. (b) Presence of several AVs in the cell body of E +L treated neurons as revealed 
by RFP-LC3. No enrichment of tau was noted in RFP-LC3-positive structures in the 
cell body and neurites (arrow) of E+L treated neurons (n =7). (c) Tau staining was not 
enriched in a RFP-LC3-positive structure (arrow) found in a neurite of E+L treated 
neurons. Scale bar =10 µm. 
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Figure 4 | Significant increased secretion of dephosphorylated tau by EBSS and  E +L treatments. (a) In the 
culture medium of control neurons (CTL) and leupeptin treated neurons (L), only one tau-positive band at 
52 kDa was detected with the Tau-1 antibody. In the medium of EBSS (E) and E+L treated neurons, the 
bands at 47 and 52 kDa but not the one at 57 kDa were detected with this antibody (n =6). (b) Quantification 
by densitometry of tau dephosphorylated at the Tau-1 antibody epitope in culture medium of control and 
E+L treated neurons (n =11). The intensities of the bands were expressed in arbitrary units. Values 
represent mean ±s.e.m.; **p <0.01 (c) In the cell lysate of  EBSS and E+L treated neurons, an important 
decrease of the band at 57 kDa and the apparition of a band at 47 kDa were revealed by the antibody 
A0024 (n =13). An additional weak band was also observed between 52 and 57 kDa. In the cell lysate of 
EBSS and E +L treated neurons, the bands at 52 and 47 kDa were highly immunoreactive to the Tau-1 
antibody whereas only the band at 52 kDa was detected in the cell lysate of control and leupeptin treated 
neurons (n =11). Blots used in this figure were cropped. Full-length blots were included in supplementary 
figure 2. A higher exposure time of panel (a) was included in supplementary figure 3 for better detection of 
tau signal in the medium of control neurons.  
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Figure 5 | Dephosphorylation of tau by E+L treatment. (a) The bands positive to tau-1 antibody 
were less immunoreactive to the phospho-tau antibodies in the cell lysate of E+L treated neurons 
(n=3) (b) Quantification of tau detected by Tau-1 and phospho-specific tau antibodies in the cell 
lysate of E+L treated and control neurons. Values represent mean±s.e.m.; ***p<0.001. (c) 
Incubation of the cell lysates from control neurons with lambda (λ) protein phosphatase 
resulted in an increase of tau gel mobility reminiscent to that observed in E+L treated neurons. No 
further increase of tau gel mobility was observed when the cell lysate of E+L treated neurons was 
incubated with λ protein phosphatase (n=3). Blots used in this figure were cropped. Full-length 
blots were included in supplementary figure 2. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



	

 

105  

Juin 2014 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure legend of supplementary figure1 : Detection of a tau-positive band by Tau-1 antibody in 
the medium of control neurons. This figure contains the western blot presented in Figure 4a that was 
exposed for a longer time to better reveal the tau-positive bands detected the anti-tau antibody Tau-1 in 
themedium of control neurons (CTL). One tau-positive band at 52 kDa was detected with the Tau-1 
antibody(n=6). 
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ABSTRACT 

 
Tau protein can be released by neurons, an event that is believed to lead to the 

propagation of tau pathology in Alzheimer’s disease. However, the mechanisms involved in the 

release of tau remain to be characterized. In the present study, we demonstrate that the 

fragmentation of the Golgi apparatus enhances tau secretion in both primary cortical neurons and 

Hela cells overexpressing human tau. Most importantly, neuronal hyperexcitability, a condition 

observed at early stages of Alzheimer’s disease and previously shown to fragment the Golgi, 

increases tau secretion. This increase of tau secretion can be blocked by preventing the 

fragmentation of the Golgi through the inactivation of cdk5 in primary cortical neurons. In Hela 

cells, the overexpression of Rab1A blocking the fragmentation of the Golgi decreases tau 

secretion whereas the suppression of Rab1A known to induce a fragmentation increases tau 

secretion. Collectively, the above data revealed that the Golgi apparatus is involved in tau 

secretion.
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INTRODUCTION 

 
Neurofibrillary tangles (NFTs) composed of misfolded aggregated tau protein propagate 

in a predictable manner in Alzheimer's disease (AD) [1-4]. It remains unclear how NFTs spread 

in human brain. A new concept has emerged that in several neurodegenerative diseases including 

AD, the spreading of misfolded protein aggregates would result from cell-to-cell transmission [5- 

 
7]. This implies that NFTs would propagate in the brain by the release of misfolded tau 

aggregates from an affected neuron followed by its uptake in neighboring neurons. Consistent 

with this, several studies demonstrated that tau can be secreted and endocytosed by neurons both 

in vitro and in vivo [8-21]. Most importantly, in a transgenic mouse model where human tau 

overexpression was restricted to the entorhinal cortex, the first region to be affected in AD, the 

spreading of tau pathology was observed along synaptically connected circuits [22,23]. More 

recently, it was reported that synaptic contacts favor cell-to-cell propagation of tau pathology 

[24]. Although the mechanisms of the trans-synaptic spreading of tau pathology remain elusive, 

secretion of tau by pre-synaptic neurons and its uptake by post-synaptic neurons appear as a 

plausible cascade of events underlying the propagation of tau pathology in the brain. 

The mechanisms of tau secretion remain to be elucidated. The presence of tau in the 

interstitial fluid in tau transgenic mice brain as well as the presence of tau in the cerebrospinal 

fluid (CSF) of tau transgenic mice before neurodegeneration indicate that extracellular tau can be 

released by an active process of secretion in vivo [11,25]. In recent studies, tau was shown to be 

secreted by primary cortical neurons upon neuronal activity both in vitro and in vivo [26,27]. In 

vitro, human tau was secreted by several non-neuronal and neuronal cell lines when it was 

overexpressed [8,9,12,14]. As noted for other proteins involved in neurodegenerative diseases, 

tau seems to be released by unconventional secretory pathways [9,12,16,28-30].
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Our previous data and recent data published by others indicate that the Golgi apparatus, 

involved in both conventional and unconventional secretion, could contribute to tau secretion. 

The Golgi located near to the nucleus is organized in stacks of flattened cisternae [31]. However, 

the Golgi apparatus is highly dynamic and can be fragmented under both physiological and 

pathological conditions [32,33]. Most interestingly, a fragmentation of the Golgi was noted at 

early stages of the several neurodegenerative diseases including AD [34-37]. Our previous 

studies indicate that tau could contribute to this fragmentation in AD as we noted a fragmentation 

of the Golgi in tau transgenic mice as well as upon human tau overexpression in primary 

hippocampal neurons [38]. Two recent studies reported that Aβ and neuronal hyperexcitability 

observed at early stages of both sporadic and familial AD and in AD mouse models induced a 

fragmentation of the Golgi [39-42]. A fragmentation of the Golgi can either increase or decrease 

secretion. The fragmentation induced by Aβ resulted in an increased transport of proteins from 

the Golgi to the plasma membrane [43]. Interestingly, Aβ was shown to enhance the propagation 

of tau pathology implying that it could increase tau secretion in vivo [44]. All the above 

observations and the fact that the Golgi is involved in unconventional secretion led us to examine 

whether its fragmentation regulates tau secretion. In the present study, the contribution of the 

Golgi fragmentation to tau secretion was investigated in both primary cortical neurons and Hela 

cells overexpressing human tau. In both cellular systems, the fragmentation of the Golgi was 

correlated to an increase of tau secretion whereas the prevention of this fragmentation resulted in 

a decrease of tau secretion.
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RESULTS 

Neuronal hyperexcitability increases tau secretion 

It was previously reported that neurons present hyperexcitability at early stages of AD 

[39]. We examined whether tau secretion was affected by such a phenomenon. To explore this, 

primary cortical neurons were treated with either 10mM or 20 mM of potassium chloride (KCl) 

for 6 hours 7 days after plating (Fig. 1A). In control neurons, the concentration of KCl was 5mM. 

As previously reported, in physiological conditions, a tau-positive band at 52 kDa was detected in 

the medium by the anti-tau antibody A0024 recognizing total tau [10]. When neurons were 

treated with either 10mM or 20mM KCl, this band was significantly increased compared to 

control neurons (Fig. 1A and B). To eliminate the possibility that the increase of tau in the 

medium was caused by cell damage induced by hyperexcitability, the amount of lactate 

dehydrogenase (LDH), a marker of cell membrane integrity, was measured in the culture medium 

[45]. No significant difference was noted between control and neurons incubated with elevated 

concentrations of KCl indicating that the increase of tau in the medium did not result form cell 

damage  (Fig. 1C). We examined the phosphorylation of tau in the cell lysate to determine 

whether it was affected by hyperexcitability. In the cell lysate, two main bands at 52 and 57 kDa 

were detected by the antibody A0024 in control and treated neurons (Fig. 1A). Tau 

phosphorylation was significantly decreased at serine (S)199/S202 but not at threonine (T) 181 

and S404 (Fig. 1D). The staining of the Tau-1 antibody recognizing unphosphorylated tau was 

not changed when neurons were treated with high concentration of KCl (Fig. 1D). Collectively, 

the above observations revealed that tau secretion was significantly increased by 

hyperexcitability.
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The increase of tau secretion upon neuronal hyperexcitability is caused by the Golgi 

fragmentation induced upon cdk5 activation 

We and others reported that tau secretion mainly involves unconventional secretory 

pathways [9,12,16,28-30]. Hyperexcitability was reported to induce a fragmentation of the Golgi 

[46]. The fragmentation of the Golgi was shown to either decrease or increase secretion of 

proteins depending on the factor inducing it [43,47]. Based on this, we investigated whether the 

fragmentation of the Golgi was involved in the increased tau secretion induced by 

hyperexcitability. Firstly, we confirmed that the Golgi was fragmented upon hyperexcitability as 

previously reported. Neurons incubated with elevated concentrations of KCl were fixed and 

processed for immunofluorescence using an antibody directed against GM130, a marker of the 

cis-Golgi [48]. In control neurons, the Golgi appeared as a compacted tubular structure near the 

nucleus whereas in treated neurons, the Golgi was fragmented in multiple disconnected dots 

dispersed in the cell body (Fig. 2A). Consistent with this reorganization, the Golgi area was 

significantly increased when neurons were either treated with 10mM or 20 mM KCl for 6 hours 

(Fig. 2B). Secondly, we examined the signaling pathway leading to the fragmentation of the 

Golgi. Cdk5 activation was shown to result in a fragmentation of the Golgi [49]. We therefore 

examined whether cdk5 was activated in our experimental conditions (Fig. 2C-F). Activation of 

cdk5 depends on the cleavage of p35 in p25 by calpain, a cysteine proteinase activated by an 

increase of cytosolic calcium as noted upon hyperexcitibality [50,51]. To detect calpain activity, 

we analyzed whether spectrin, a calpain substrate, was cleaved upon neuronal hyperexcitability. 

Cleavage of spectrin by calpain results in the production of a fragment of 150kDa [52]. As 

revealed by western blot analysis using an anti-spectrin antibody, a band at 150kDa was noted in 

the cell lysate of neurons treated with either 10 mM or 20mM of KCl but its quantification by 

densitometry revealed that its increase was only significant with the 20mM KCl treatment (Fig.
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2C and D). The presence of a spectrin-positive band at 150kDa confirmed the activation of 

calpain upon hyperexcitability. To confirm that cdk5 was activated, we examined whether p35 

was cleaved in p25. Although a weak band was detected in the cell lysate of neurons treated 

with10mM KCl, the band corresponding to p25 was only significantly increased in neurons 

treated with 20mM KCl (Fig. 2E and F). To confirm that the Golgi fragmentation upon 

hyperexcitability was induced by the activation of cdk5, neurons were pre-treated with the cdk5 

inhibitor olomoucine. This inhibitor prevents cdk5 activation by acting as a competitive inhibitor 

for ATP [53]. Neurons were pre-incubated with 10µm of olomoucine 1 h before treatment with 

20mM KCl. After a 6 h incubation with KCl, neurons were fixed to examine whether olomoucine 

could prevent the fragmentation of the Golgi induced by hyperexcitability. To make sure that the 

treatment with olomoucine did not affect the treatment with an elevated concentration of KCl, we 

examined whether spectrin and p35 were cleaved in neurons pre-treated with olomoucine (Fig. 

3A). As expected, both spectrin and p35 were cleaved confirming that hyperexcitability was 

induced in neurons treated with both olomoucine and a high concentration of KCl. As shown in 

Figure 3B, neurons treated with both olomoucine and 20mM KCl presented a lower 

fragmentation of the Golgi than the neurons only treated with 20mM KCl as revealed by the 

GM130 staining. The Golgi area in neurons treated with both olomoucine and 20mM KCl was 

similar to that of control neurons (Fig. 3C). 

To demonstrate that the fragmentation of the Golgi was directly involved in the increase 

 
of tau secretion induced by hyperexcitability, we examined whether tau secretion was affected by 

oloumicine (Fig. 3D and E). Upon hyperexcitability, tau secretion was decreased when neurons 

were pre-treated with oloumicine indicating that the fragmentation of the Golgi was necessary for
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the increase of tau secretion by this insult. We also measured LDH in the medium to make sure 

that neurons were not damaged by the drug treatment (Fig. 3F). 

 
 
 
Overexpression of Rab1A prevents Golgi fragmentation and reduces tau secretion in Hela 

cells 

In a previous study, we noted a fragmentation of the Golgi in tau transgenenic mice as 

well as upon the overexpression of human tau in primary hippocampal neurons [38]. Based on 

the above observations, one could speculate that the fragmentation of the Golgi induced by 

human tau overexpression could contribute to its release in the extracellular space whereas the 

prevention of this fragmentation would decrease it. To determine whether the fragmentation of 

the Golgi induced by tau overexpression increases its secretion, we employed Hela cells that can 

secrete human tau. Most importantly, secreted human tau by Hela cells is dephosphorylated as 

noted for tau secreted by neurons [9,10]. The overexpression of human tau in Hela cells induced 

a fragmentation of the Golgi as noted in neurons (Fig. 4A). Rab proteins, small GTPases involved 

in membrane trafficking, play pivotal roles in the maintenance of the Golgi morphology [54]. For 

example, the overexpression of Rab1A involved in the ER-to-Golgi trafficking, was shown to 

prevent the fragmentation of the Golgi whereas its depletion had the opposite effect [34,55]. This 

Rab was overexpressed in Hela cells to determine whether it could block the fragmentation of the 

Golgi upon tau overexpression. Hela cells were co-transfected with either GFP-Rab1A and 

human Flag-tau4R or empty vector and Flag-tau4R (Fig. 4A). After 48 h of transfection, cells 

were fixed to examine the Golgi fragmentation using an antibody directed against GM130. As 

expected, GFP-Rab1A was found enriched at the Golgi [56]. In tau- and GFP-positive cells, no 

fragmentation of the Golgi was noted indicating that the overexpression of Rab1A was efficient 

in blocking tau-induced Golgi fragmentation. The Golgi presented a compact morphology when
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both Rab1A and tau were overexpressed as revealed by the morphological analysis of the Golgi 

(Fig. 4B). The overexpression of Rab1A in Hela cells expressing tau was also confirmed by 

western blotting. Both endogenous and overexpressed Rab1A were detected by an anti-Rab1A 

antibody (Fig. 4C). Endogenous Rab1A was found at 22kDa whereas Rab1A fused to a GFP tag 

was found at 47kDa. We then examined whether tau secretion would be affected by blocking the 

fragmentation of the Golgi by the overexpression of Rab1A. The analysis of tau secretion 

revealed that it was significantly decreased when the Golgi fragmentation was prevented (Fig. 4D 

and E). The LDH was not significantly different between cells overexpressing either Flag-tau4R 

and the empty vector or Flag-tau4R and GFP-Rab1A (Fig. 4F). The converse experiment was 

performed to determine whether an increase of the fragmentation of the Golgi by suppression of 

Rab1A would increase tau secretion by Hela cells. To explore this point, Rab1A was suppressed 

by using siRNAs before the Golgi fragmentation was induced by tau. The knockdown of Rab1A 

was confirmed by western blotting (Fig. 5A). Firstly, we determined whether depletion of Rab1A 

induced a fragmentation of the Golgi in Hela cells. As expected, the Golgi was fragmented in 

cells treated with Rab1A siRNAs as revealed by both GM130 immunofluorescence and a 

morphological analysis of the Golgi area (Fig. 5B and C). Secondly, we examined whether the 

induction of the Golgi fragmentation by the suppression of Rab1A would increase tau secretion. 

To do this, Hela cells were transfected with Rab1A siRNA 24 h before tau was overexpressed to 

make sure that the Golgi was fragmented when tau expression began. The induction of the Golgi 

fragmentation by suppression of Rab1A resulted in an increase of tau secretion (Figure 5D and 

E). Collectively, the above observations revealed that the fragmentation of the Golgi increased 

tau secretion and therefore in AD where such a fragmentation is noted, one can speculate that it 

could contribute to the increased release of tau by neurons, which would correlate with its 

accumulation in the CSF and the propagation of its pathology.
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DISCUSSION 

 
In the present study, we demonstrated that the fragmentation of the Golgi enhanced tau 

secretion by both primary cortical neurons and Hela cells overexpressing human tau. 

Interestingly, neuronal hyperexcitability increased tau secretion. This increase could be reduced 

by preventing the Golgi fragmentation through the inactivation of cdk5 in primary cortical 

neurons. In Hela cells, the prevention of the fragmentation of the Golgi by the overexpression of 

Rab1A decreased tau secretion whereas the suppression of Rab1A inducing a fragmentation of 

the Golgi increased tau secretion. Collectively, the above data revealed that the Golgi apparatus 

regulates tau secretion. 

The Golgi plays a pivotal role in post-translational protein modifications and secretory 

trafficking [57]. Several studies also revealed that the Golgi is a signaling hub involved in the 

response to environmental cues and stressors by modulating signaling cascades due to the 

important number of signaling proteins bound to it [58]. In neurons, the Golgi is mainly located 

in the cell body but small Golgi outposts were observed in the dendrites [59]. No Golgi structures 

are present in the axon except vesicles originating from the trans-Golgi network (TGN) [60]. The 

Golgi apparatus is composed of stacks of flattened discrete membrane-bound compartments 

called cisternae [31]. However, a fragmentation of the Golgi corresponding to a reorganization of 

the Golgi into multiple disconnected structures was observed in both physiological and 

pathological conditions. For example, a fragmentation of the Golgi was reported during cell 

migration and division as well as in neurodegenerative diseases such as AD and amyotrophic 

lateral sclerosis [32-34,61]. The fact that a Golgi fragmentation is noted in physiological 

conditions indicates that it could be a compensatory reaction to allow rapid transport of proteins 

to their final destination when a cell undergoes a major reorganization to adapt to novel needs. 

Consistent with this, the Golgi fragmentation was shown to increase vesicle budding from the
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Golgi membranes and accelerates protein trafficking in certain conditions [62]. However, studies 

have reported that the fragmentation of the Golgi could be detrimental to a cell by preventing the 

anterograde transport of large cargos [63]. Golgi fragmentation was also shown to affect protein 

and lipid glycosylation altering their function at the cell surface [64]. Based on the above 

observations, the fragmentation of the Golgi could be either beneficial or detrimental depending 

on the cell types and the factors inducing it. In AD, a fragmentation of the Golgi was reported to 

perturb the processing of amyloid precursor protein (APP) resulting in an increased production of 

Aβ, which in turn further fragments the Golgi [43]. Most importantly, the Aβ-induced 

fragmentation was shown to increase the trafficking from the Golgi to the plasma membrane [43]. 

However, it remains to be demonstrated whether this increase is detrimental to neurons. 

In AD, a fragmentation of the Golgi was reported more than a decade ago but the 

mechanisms involved in such an event remain largely unexplored. The Golgi morphology is 

regulated by 3 classes of proteins: the microtubules and microtubule-associated motor proteins; 

the structural Golgi proteins; and the proteins of the Golgi transport machinery [34]. Aβ was 

shown to induce the fragmentation of the Golgi by the activation of cdk5 that phosphorylates 

GRASP65, a protein involved in the formation of tubular connections between the Golgi stacks 

[43]. Here we showed that upon prolonged hyperexcitability, the activation of cdk5 contributes to 

the fragmentation of the Golgi as noted for Aβ-induced fragmentation indicating that that cdk5 

could be a common target for the induction of this event in AD. In a previous study, we reported 

that tau could induce a fragmentation of the Golgi [38]. However, the mechanisms leading to this 

alteration of the Golgi remain to be elucidated. Since microtubules and motor proteins play 

important roles in the maintenance of the Golgi structure and knowing that tau affects the 

stability of microtubules and the binding of motor proteins to microtubules, one can speculate
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that tau dysfunction can indirectly alter the Golgi structure through its effects on the microtubule 

network [65,66]. However, a direct role of tau in the Golgi fragmentation cannot be excluded, 

since we reported that tau was found at the surface of the Golgi where it could play a direct role 

in maintaining its morphology by participating in its association with microtubules [67]. This 

remains to be demonstrated. Collectively, the above observations indicate that several pathways 

could lead to a fragmentation of the Golgi in AD, making this organelle a convergent site for the 

induction of neuronal dysfunction and ultimately neurodegeneration. 

It remains unclear how the secretion of tau is increased by the fragmentation of the Golgi. 

Upon this fragmentation, tau could be secreted through vesicles forming at the Golgi that would 

fuse with the plasma membrane to release their content. Our results support this. In Hela cells, tau 

secretion was increased when Rab1A was suppressed, a condition inducing an increase 

trafficking from the Golgi to the plasma membrane [56]. Based on this observation and the fact 

that tau was found at the surface of the Golgi membranes, it can be speculated that tau-containing 

vesicles originating at the Golgi could travel along the axon to deliver tau at the presynaptic 

terminal [67]. These vesicles could fuse directly or indirectly through endosomes with the plasma 

membrane to release tau in the extracellular space [7]. If vesicles originating at the Golgi are 

involved in tau secretion, tau, being a cytosolic protein, is most likely attached at the surface of 

these vesicles, which implies that upon the fusion of these vesicles with the plasma membrane, 

tau would be found on the cytoplasmic side of the plasma membrane. However, an unknown flip- 

flop event taking place at the plasma membrane could result in the cytoplasmic side of the plasma 

membrane containing tau ending up on the extracellular side and thereby making possible the 

release of tau outside the cell as reported for annexin A2, known to interact with tau [68]. 

Another possibility would be that tau could reach the lumen of vesicles by an unknown
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mechanism. In such a case, when the vesicles would fuse with the plasma membrane, tau would 

be released in the extracellular space. 

Based on the present data revealing that the fragmentation of the Golgi increases tau 

secretion, the following cascade of events could result in the propagation of tau pathology in AD 

brain by the increase of tau secretion (Fig. 6). Hyperexcitability observed at early stages of the 

disease would fragment the Golgi resulting in an increased production of Aβ, which would 

induce tau pathology. Then, both the increase production of Aβ and tau pathology would further 

fragment the Golgi leading to an increase of tau secretion. Finally, since intracellular tau was 

shown to contribute to neuronal hyperexcitability and extracellular tau to increase Aβ production, 

this cascade would be further activated by the intracellular and extracellular accumulation of tau 

during the progression of the disease [20,69]. If such a cascade takes place in AD, the prevention 

of the Golgi fragmentation could be a suitable therapeutic target to slow the progression of the 

disease.
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MATERIALS AND METHODS 

 
Cell culture. The use of animals and all surgical procedures described in this article were 

carried out according to The guide to the Care and Use of Experimental Animals of the 

Canadian Council on Animal Care. Primary cortical cultures were prepared from E18 Sprague 

Dawley rat embryos. The cerebral cortices were treated with trypsin (0.025% at 37°C for 20 

min). The 

reaction was stopped with trypsin inhibitor solution containing DNAse. Neurons were 

dissociated by several passages through a Pasteur pipette. The cells were then plated either on 

glass coverslips or on culture dishes coated with poly-D-lysine (Sigma, Oakville, ON, Canada). 

The neurons were maintained in neurobasal medium (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) 

supplemented with glutamax (Invitrogen) and B27 (Invitrogen). Hela cells (ATCC, Manassas, 

VA, USA) were cultured in EMEM supplemented with L-glutamine (ATCC, Manassas, VA, 

USA) and with 10% foetal bovine serum (Hyclone) (Thermo scientific) at 37°C in a humidified 

5% CO2 incubator. 

 

Treatment with KCl and olomoucine. Seven days after plating, neurons were incubated in 

neurobasal medium containing either 10mM or 20mM of KCl for 6 h to induce 

hyperexcitability. Control neurons were incubated in neuronal medium containing 5mM of KCl 

for 6 h. Then, the medium was collected and the cells lysed. To block the fragmentation of the 

Golgi induced by elevated concentrations of KCl, neurons were pre-incubated with 10µM of 

olomoucine (Cayman) for 1 h. 

 

Transfection of Hela cells. Twenty-four h after plating, Hela cells were transfected with 

100nM of Rab1A siRNA or 100nM of control siRNA using DermaFECT transfection reagent 
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(Thermo Scientific Dharmacon). Twenty-four h later, the cells were transfected with wild-type 

tau4R (Flag-Tau4R) using Genejuice transfection reagent (Millipore). Forty-eight h after tau 

transfection, the culture medium was collected and the cells were either lysed or fixed. A human 

 
ON-TARGETplus SMARTpool siRNA was used to knockdown Rab1A in Hela cells (L-008283- 

 
00, Thermo Scientific Dharmacon). Rab1A siRNA pool: (5’CAGCAUGAAUCCCGAAUAU; 

 
5’GUAGAACAGUCUUUCAUGA; 5’GGAAACCAGUGCUAAGAAU; 

 
5’UGAGAAGUCCAAUGUUAAA) targeted Rab1A mRNA at positions 392–410, 867–885, 

 
839–857, 941–959, respectively. A non-targeting siRNA pool (D-001810-10-20), Thermo 

Scientific Dharmacon) was used as control. For the overexpression of Rab1A, 24 h after plating, 

Flag-Tau4R (0.75µg) was co-transfected with either the empty vector (0.75µg) or GFP-Rab1A 

(0.75µg) using Genejuice. The plasmid GFP-Rab1A was obtained from Addgene. It was a gift 

from Dr. Marci Scidmore (Addgene plasmid #49467) [70]. Forty-eight h after transfection, the 

cells and medium were collected. The medium was centrifuged at 3000 RPM for 10 min at room 

temperature (RT) to remove cell debris, resuspended in Laemmli buffer 1x and boiled for 5min. 

 

Preparation of cell lysates. After the culture medium was collected, the cells were immediately 

washed twice with PBS and once with PBS containing 0.5M NaCl to detach proteins non- 

specifically attached to the cell surface. The neurons were then lysed in modified RIPA buffer 

[Tris HCl pH 7.5 50mM, NaCl 150mM, Triton X-100 0.5%, sodium deoxycholate (SDC) 0.5%, 

sodium dodecyl sulfate (SDS) 1%, dithiothreitol (DTT) 1mM, NaF 50mM, Na3VO4 5mM] 

containing a protease inhibitor cocktail (Complete EDTA-free from Roche Diagnostics, 

Indianapolis, IN) and phosphatase inhibitor cocktail 2× (PhosSTOP from Roche Diagnostics). 
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The Hela cells were lysed in buffer containing NaCl 150mM, Tris HCl pH7.5 50mM, Triton X- 

100 1%, SDS 0,1%, SDC 1%, and a protease inhibitor cocktail. Proteins were quantified using 

Bio-Rad DC Protein assay (Bio-Rad Laboratories Ltd., Mississauga, ON, Canada). The lysates 

were mixed with laemmli buffer 1x and boiled for 5 min. 

 

Immunoprecipitation of tau from neuronal medium. After treatment, the culture medium of 

control and treated neurons was collected and centrifuged at 3000 RPM for 10 min at RT to 

remove cell debris. To analyze the amount of secreted tau, tau was immunoprecipitated from the 

culture medium. For each condition, 60 µl of magnetic beads coupled with anti-mouse antibodies 

(Invitrogen, Dynabeads® M-280 Sheep anti-Mouse IgG) were washed in PBS containing 0.1% 

BSA and incubated overnight (O/N) at 4°C with 0.4µg of the anti-tau antibody Tau-5 (Invitrogen, 

a.a. 210-241). The beads were then washed and incubated for 2 h at 4°C with 1.5 ml of the 

culture medium. The complex bead-antibody-antigen was then washed in PBS, resuspended in 

 
20µl of Laemmli buffer and boiled for 5 min. 

 

 
Analysis of cell membrane integrity. Cell membrane integrity was assessed by the 

measurement of the LDH activity in the culture medium using the LDH cytotoxicity assay kit 

from Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA), according to the manufacturer's 

instructions. The LDH content in the samples was measured with a BIO-TEK Elx800 plate 

reader. 

 

Immunoblotting. Equal amounts of proteins were loaded in each lane and electrophoresed on 

a 10% polyacrylamide gel. Following SDS-PAGE separation, proteins were 

electrophoretically transferred to a nitrocellulose membrane. Then the membranes were 
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incubated in 5% milk diluted in 0.2% Tween-20 Tris buffered saline (TBST) for 1 h. The 

nitrocellulose stripes were incubated with the primary antibodies O/N at 4°C. The antibodies 

used were: A0024 total tau (1/15000) (DAKO, a.a. 243-441), Tau1 (1/1000) (Millipore, 

dephosphorylated a.a. 195, 198, 199 and 202), Phospho-T181 (1/1000) (Invitrogen, epitope 

pT181), Phospho-S404 (1/1000) (Biosource, epitope pS404), Phospho-S199/202 (1/1000) 

(Thermo Scientific, epitopes pS199 and pS202), Rab1A(1/100) (Santa Cruz, epitope mapping 

within the C-terminus), Spectrin (1/100) (Millipore, epitope n/a), p35 C-19 (1/100) (Santa 

Cruz, epitope mapping at the C-terminus). They were then washed in TBST and incubated 

with the peroxidase-conjugated secondary antibodies. Membranes were again washed and 

revealed by chemiluminescence (Amersham Pharmacia Biotech, Quebec, Quebec, Canada). 

The image acquisition and densitometry were performed with a ChemiDoc™ MP System. 

After incubation with tau antibodies, membranes were revealed using an anti- γ-actin 

antibody (1-24) (1/5000) (Santa-Cruz Biotechnology Inc, Santa-Cruz, CA) to monitor protein 

loading. 

 
Immunofluorescence and quantification of the Golgi area. The cells were fixed in 4% 

paraformaldehyde prepared in PBS for 30 min. Cells were then permeabilized with 0.2% Triton 

X-100 in PBS for 5 min. Cultures were kept in PBS until they were processed for 

immunofluorescence. For immunofluorescence, coverslips were blocked with 5% normal goat 

serum (NGS) (Invitrogen) in PBS. Then coverslips were stained with the antibody A0024 

directed against total tau (1/500) (DAKO) and an antibody against the Golgi marker, GM130 

(1/50) (BD Biosciences, a.a. 869-982). After 3 washes in PBS, coverslips were incubated with 

either an anti-rabbit antibody coupled to FITC (1/500, Jackson ImmunoResearch), with an anti- 

rabbit antibody coupled to Alexa 350 (1/500, Invitrogen) or anti-mouse antibody coupled to 

Rhodamine (1/500, Jackson ImmunoResearch). The antibody were diluted in the blocking 
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solution. Incubations were carried out at RT for 1 h. Coverslips were then washed in PBS and 

mounted in mowiol. Labeled cells were visualized with an axioplant Zeiss fluorescence 

microscope using ×63 objective. 

 

The surface of the Golgi was analyzed using the ImageJ software. After calibration, the tool 

freehand was used to delimitate the surface of the cell body containing Golgi-positive 

structures detected with an antibody directed against GM130. The surface was automatically 

calculated by the software based on the calibration. The Golgi area was analyzed in at least 30 

cells for each set of experiments and each condition. The mean of the Golgi surface area was 

used for comparison among the different conditions. 

 
Statistical analysis. Statistical significance was evaluated with a two-tailed unpaired t-test when 

two conditions are compared. A one-way analysis of variance (ANOVA) test followed by a 

Tukey's multiple comparison test was performed for more than two groups comparison. The 

statistical analysis was performed using Prism 6.0c software.
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FIGURE LEGENDS 
 
 
 
 
Fig 1. Neuronal hyperexcitability increases tau secretion. (A) Western blot analysis of tau 

secretion by rat neurons cultured with either a physiological concentration of KCl (5mM, CTL) 

or an elevated concentration of KCl (10mM or 20mM). Tau secretion was increased by elevated 

concentrations of KCl. The medium (M) and cell lysate (L) were revealed with the anti-tau 

antibody A0024. (B) Quantification of the ratio of total tau in the medium/total tau in the cell 

lysate by densitometry (arbitrary unit). The amount of total tau in the cell lysate was normalized 

to that of actin used as loading control. Statistical significance was assessed by comparison of all 

conditions between them (n = 7, mean ± SEM, one-way ANOVA, Tukey’s test, *P < 0.05). (C) 

Cell damage was evaluated by measuring the amount of LDH released in the culture medium. 

The increase of LDH in the medium was not statistically different (n.s) between control and 

treated neurons (n = 7, mean ± SEM, one-way ANOVA, Tukey’s test). (D) Western Blot analysis 

of tau phosphorylation in neurons treated with 10mM KCl. The phosphorylation of T181 and 

S404 was not affected by the KCl treatment whereas the phosphorylation of S199/S202 was 

decreased. The signal of the phospho-antibodies was normalized with that of total tau, which was 

normalized to that of actin. (n = 5, mean ± SEM, unpaired t-test two-tailed, *P < 0.05). The 

amount of dephosphorylated tau revealed by the antibody Tau-1 was normalized to that of total 

tau lysate, which was normalized to the levels of actin (n = 5, mean ± SEM, unpaired t-test two- 

tailed, *P < 0.05). 

 
 
 
Fig 2. Golgi fragmentation induced by cdk5 activation is responsible for the increase of tau 

secretion upon neuronal hyperexcitability. (A) Immunostaining with the antibody directed 

against the Golgi marker, GM130 (red) and the antibody A0024 directed against total tau (green).
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The golgi apparatus was fragmented when neurons are incubated with elevated concentrations of 

KCl concentrations (arrows). Scale bar = 30µm. (B) Quantitative analysis of the surface area of 

the Golgi complex (µm2) upon either physiological or high concentrations of KCl revealed that 

hyperexcitability increases Golgi fragmentation. At least 30 cells were evaluated for each 

condition and in each set of experiments (n = 6, mean ± SEM, one-way ANOVA, Tukey’s test, 

*P < 0.05). (C) Western blot analysis of calpain activity in neuronal cell lysates upon either 

physiological (CTL) or elevated concentrations of KCl (10mM or 20mM). The cleavage of 

spectrin (240 kDa) by calpain results in the generation of a 150 kD fragment (SBP). (D) The ratio 

of SBP/full-length spectrin was quantified by densitometry (arbitrary unit). All the conditions 

were compared between them (n = 6, mean ± SEM, one-way ANOVA, Tukey’s test, *P < 0.05). 

(E) Western blot analysis of cdk5 activity in cell lysate upon either physiological (CTL) or 

elevated concentrations of KCl (10mM or 20mM) by examined the cleavage of p35 to p25. (F) 

The quantification of the ratio p25/p35 by densitometry (arbitrary unit) revealed that p25 was 

increased upon hyperexcitability (n = 6, mean ± SEM, one-way ANOVA, Tukey’s test, *P < 

0.05). 
 
 
 
Fig 3. Cdk5 inhibition prevents the fragmentation of the Golgi and decreases tau secretion. 

Neurons were pre-incubated for 1h with 10µM olomoucine before being treated with 20mM KCl 

for 6 h. (A) The western blot analysis of spectrin and p35 cleavage showed that hyperexcitability 

induction was not affected by the pre-incubation with olomoucine. (B) Immunostaining with the 

antibody directed against the Golgi marker, GM130 (red) and the antibody A0024 directed 

against total tau (green). The Golgi was fragmented when neurons were treated with an elevated 

concentration of KCl (arrow). The Golgi was not fragmented when neurons were pre-incubated 

with olomoucine and then treated with an elevated concentration of KCl. Scale bar = 30µm. (C)



 

 138 

Quantitative analysis of the surface area of the Golgi complex (µm2) upon either physiological, a 

high concentration of KCl or a high concentration of KCl + olomoucine. The olomoucine pre- 

treatment prevented Golgi fragmentation induced by the KCl treatment (n = 5, mean ± SEM, one- 

way ANOVA, Tukey’s test, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). (D) Western blot analysis of 

tau secretion. The medium (M) and cell lysate (L) were revealed using the antibody A0024. The 

increase of tau secretion induced by a high concentration of KCl was prevented when neurons 

were pre-treated with olomoucine. (E) Quantification of the ratio of total tau in the medium/total 

tau in the cell lysate by densitometry (arbitrary unit). The amount of total tau in the cell lysate 

was normalized to that of actin used as loading control. Statistical significance was assessed by 

comparison of all conditions between them (n = 10, mean ± SEM, one-way ANOVA, Tukey’s 

test, *P < 0.05, **P < 0.01). (F) Cell damage was evaluated by measuring the amount of LDH 

released in the culture medium. The increase of LDH in the medium was not statistically different 

(n.s) between all the conditions (n = 10, mean ± SEM, one-way ANOVA, Tukey’s test). 

 
Fig 4. Overexpression of Rab1A prevents Golgi fragmentation and reduces tau secretion by 

Hela cells. (A) Immunostaining with the antibody directed against the Golgi marker, GM130 

(red) and the antibody A0024 directed against total tau (blue). Rab1A was fused to a GFP tag 

(green). The Golgi was compact when Rab1A was overexpressed. Scale bar = 20µm. (B) 

Quantitative analysis of the surface area of the Golgi complex (µm2) in cells overexpressing 

Rab1A. (n = 7, mean ± SEM, unpaired t-test two tailed, ***P < 0.001). (C) Western blot analysis 

to confirm the overexpression of Rab1A in Hela cells. Endogenous level of Rab1A (22kDa) was 

similar in Hela cells transfected with either Flag-Tau4R and an empty vector or FlagTau4R and 

GFP-Rab1A. The Rab1A fused to GFP (GFP-Rab1A) was found at 47 kDa. (D) Western blot 

analysis of tau secretion. The medium (M) and cell lysate (L) were revealed with the anti-tau
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antibody A0024. Tau secretion was decreased upon Rab1A overexpression in Hela cells. (E) 

Quantification of the ratio of total tau in the medium/total tau in the cell lysate by densitometry 

(arbitrary unit). The amount of total tau in the cell lysate was normalized to that of actin used as 

loading control. (n = 7, mean ± SEM, unpaired t-test two tailed, *P < 0.05) (F) Cell damage was 

evaluated by measuring the amount of LDH released in the culture medium. The amount of LDH 

in the medium was not affected by the overexpression of Rab1A (n.s). (n = 7, mean ± SEM, 

unpaired t-test two-tailed) 

 
 
 
Fig 5. Suppression of Rab1A increases Golgi fragmentation and tau secretion. (A) The 

knockdown of Rab1A was confirmed by western blotting in Hela cells transfected with wild-type 

tau (Flag-Tau4R) and Rab1A siRNA (siRab1A). (B) Immunostaining with the antibody directed 

against the Golgi marker, GM130 (red) and the antibody A0024 directed against total tau (green). 

The Golgi was fragmented when Rab1A was suppressed in Hela cells either with or without 

Flag-Tau4R overexpression. Scale bar = 20µm. (C) Quantification of the surface area of the 

Golgi complex (µm2) when Rab1A was suppressed either with or without Flag-Tau4R 

overexpression. (n = 9, mean ± SEM, one-way ANOVA, Tukey’s test, **P < 0.01). (D) Western 

blot analysis of tau secretion by Hela cells transfected with either Flag-Tau4R and Rab1A siRNA 

or Flag-Tau4R and control siRNA (NegCTL). (E) The medium (M) and cell lysate (L) were 

revealed with the anti-tau antibody A0024. Tau secretion was increased upon Rab1A suppression 

in Hela cells. (E) Quantification of the ratio of total tau in the medium/total tau in the cell lysate 

by densitometry (arbitrary unit). The amount of total tau in the cell lysate was normalized to that 

of actin used as loading control. (n = 5, mean ± SEM, paired t-test two-tailed, *P < 0.05).
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Fig 6. Model illustrating the cascade of events leading to Golgi fragmentation and tau 

secretion. Hyperexcitability observed at early stages of AD would fragment the Golgi 

resulting in an increased production of Aβ, which would trigger tau pathology. Then, both 

the increase production of Aβ and tau pathology would further fragment the Golgi leading to 

an increase of tau secretion. Since intracellular tau was shown to contribute to neuronal 

hyperexcitability and extracellular tau to increase Aβ production, this cascade would be 

further activated by the intracellular and extracellular accumulation of tau during the 

progression of the disease resulting in a sustained elevated secretion of tau at later stages of 

the disease. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 141 

 

  



 

 142 

  



 

 143 

  



 

 144 

  



 

 145 

  



 

 146 

  



 

 147 

 

V. Conclusions 

V.1 Conclusions de l’étude « Hyperphosphorylation and cleavage 

at D421 enhance tau secretion » publiée en 2012 dans PlosOne 

Dans cette étude, nous avons démontré que la protéine tau humaine surexprimée était 

sécrétée dans les cellules Hela, indépendamment de la mort cellulaire, par une voie non 

conventionnelle de sécrétion. La protéine tau sécrétée était clivée dans sa partie C-terminale. 

De plus, cette protéine tau sécrétée était moins phosphorylée que la protéine tau intracellulaire. 

Dans cette étude, nous avons également montré que la surexpression de la forme 

hyperphosphorylée de tau, et de la forme clivée de tau au site D421 augmentaient la sécrétion 

de tau dans les cellules Hela.  

Dans cette étude, la tau sécrétée par les cellules Hela a pu être immunoprécipitée à 

partir du milieu de culture, sans aucun détergeant, ce qui indiquait que la tau sécrétée n’était 

pas associée à des vésicules ou des exosomes. Une ultracentrifugation du milieu a confirmé 

que la tau détectée dans le milieu de culture était majoritairement libre. Nos résultats 

additionnés à la littérature existante ont ainsi indiqué que tau empruntait plusieurs voies 

différentes de sécrétion, comme c’est le cas pour d’autres protéines dans les maladies 

neurodégénératives.  

Nos résultats ont démontré que le clivage de tau en position D421 augmentait sa 

sécrétion. Lorsque les cellules Hela sont traitées avec un inhibiteur de caspase 3, une 

diminution significative de la protéine tau sauvage est observée.  

Lorsque nous avons mimé l’hyperphosphorylation intracellulaire, la sécrétion de tau 

était augmentée. Cependant, nous avons découvert que la tau dans le milieu de culture était 

majoritairement déphosphorylée comparée à la tau intracellulaire. Les épitopes pathologiques 

comme ceux reconnus par les anticorps AT8 et PHF-1 sont également déphosphorylés dans le 

milieu. Plusieurs études sur la sécrétion de tau ont par la suite également confirmé cette 

observation.  
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V.2 Conclusions de l’étude « Starvation and inhibition of 

lysosomal function increased tau secretion by primary cortical 

neurons » publiée en 2014 dans Scientific Reports 

Dans cette étude, nous avons démontré que la sécrétion de tau, dans les cultures 

primaires de neurones corticaux de souris, augmentait sous l’influence de différentes insultes. 

Ainsi, la déprivation de nutriments et l’inhibition de la fonction lysosomale étaient à l’origine 

de l’augmentation de la sécrétion de tau dans notre étude. Cependant, l’effet le plus significatif 

a été observé lorsque ces deux phénomènes sont additionnés. Autre fait intéressant, le profil de 

la protéine tau sécrétée était différent d’une insulte à l’autre. De plus concernant les 

modifications post-traductionnelles, la protéine tau sécrétée est aussi partiellement 

déphosphorylée. Nos observations ont indiqué que les insultes comme la déprivation de 

nutriments ou le dysfonctionnement lysosomal, observés dans plusieurs maladies 

neurodégénératives, peuvent augmenter la sécrétion de tau et donc contribuer à la propagation 

de la pathologie de tau dans le cerveau.  

Nos résultats ont par ailleurs démontré, qu’un flux autophagique complet n’était pas 

nécessaire pour induire une augmentation significative de la sécrétion de tau dans des 

neurones privés de nutriments. Le fait que la protéine tau n’était pas enrichie dans les vacuoles 

autophagiques et que l’inhibition du flux autophagique seul n’avait pas d’impact majeur sur la 

sécrétion de tau, nous ont indiqué que la sécrétion de tau n’était pas sous dépendance de la 

voie autophagique, mais plutôt de l’absence de nutriments à l’origine de changements du trafic 

de protéines à la membrane.  

Le fait que l’inhibition de la fonction lysosomale ait induit une petite augmentation de 

la sécrétion de tau, que l’absence de nutriments ait induit une augmentation importante et que 

la combinaison des deux ait accru le phénomène, nous ont indiqué que la tau était sécrétée par 

différentes voies qui peuvent s’additionner. Ainsi, le recrutement de plusieurs voies de 

sécrétion  contribue à une augmentation pathologique de la sécrétion de tau dans le milieu 

cellulaire. 
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En l’absence de nutriments, une déphosphorylation partielle de la protéine tau s’est 

produite dans la cellule. Ce phénomène observé, n’est pas isolé dans la pathologie, puisqu’il a 

été décrit pour d’autres insultes comme l’induction du stress oxydatif ou l’excitotoxicité. Ces 

insultent induisent aussi la déphosphorylation de tau dans des modèles animaux in vivo, ou 

dans les cerveaux des patients, en parallèle à des phénomènes d’ hyperphosphorylation. Le 

profil de nos bandes de tau sécrétée, indique que différentes espèces de tau sont relarguées 

dans le milieu. Un groupe est phosphorylé et l’autre déphosphorylé. Il faut aussi noter que la 

proportion de chacun des groupes diffère selon l’insulte produite. Plus important, nous avons 

démontré que le contexte cellulaire favorise la sécrétion de tau.  

V.3 Conclusions de l’étude « Golgi fragmentation increases tau 

secretion » Soumis dans The Journal of Neuroscience en avril 2016  

Pour explorer le lien entre l’appareil de Golgi et la sécrétion de la protéine tau, dans un 

premier temps, nous avons démontré que l’hyperexcitabilité des neurones était  à l’origine de 

l’augmentation de la sécrétion de tau dans les neurones corticaux de rats. Cette 

hyperexcitabilité a entrainé l’activation de la calpaïne suivie de l’activation de la cdk5, à 

l’origine de la fragmentation de l’appareil de Golgi en aval. Par la suite, lorsque nous avons 

diminué cette fragmentation à l’aide d’un inhibiteur de l’activité de cdk5, l’olomoucine, nous 

avons observé une diminution significative de la sécrétion de la protéine tau dans le milieu.  

Dans cette étude, nous avons également étudié l’implication de l’expression de la 

protéine rab1A sur la morphologie du Golgi dans les cellules Hela. Dans un premier temps, 

une diminution de l’expression de rab1A a entrainé une fragmentation du Golgi. L’analyse du 

milieu a révélé que cette fragmentation était corrélée avec une augmentation de la sécrétion de 

tau sauvage humaine surexprimée. La surexpression de rab1A a permis d’empêcher la 

fragmentation du Golgi. Ce phénomène a eu pour conséquence directe une diminution de la 

sécrétion de la protéine tau. 

Nos résultats ont donc mis en lumière la relation particulière entre la morphologie du 

Golgi, sa dynamique, et la sécrétion de la protéine tau. Nos travaux démontrent que la voie 

cdk5 et rab1A pourraient être deux voies impliquées dans le processus de propagation de la 
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pathologie en modulant la morphologie de l’appareil de Golgi. De plus ces voies sont 

modulables dans la cellule et s’avèrent donc être des cibles potentielles de régulation pour la 

MA. Notre étude est donc la première dans le domaine à démontrer des mécanismes 

cellulaires modulables impliqués dans la sécrétion de la protéine tau . 

VI. Discussion et Perspectives  

VI.1 La sécrétion de tau et sa caractérisation : les données de 2012 

à avril 2016 

A partir de 2012, de très nombreux laboratoires se sont intéressés à la propagation de la 

pathologie de tau et ont produit une abondance de résultats. La sécrétion active de la protéine 

tau et indépendante de la mort cellulaire, s’est confirmée dans d’autres lignées cellulaires non-

neuronales et neuronales : SH-SY5Y, Hela, N1-E115, iCell, culture primaire de neurones 

murins (341, 342, 344, 374, 375).  

VI.1.1 Clivage et phosphorylation de la protéine tau sécrétée 

Concernant les modifications post-traductionnelles de la protéine tau sécrétée, la forme 

pleine longueur comme la forme clivée ont toutes les deux été observées in vitro. La tau 

sécrétée endogène à partir des cultures primaires de neurones , des SH-SY5Y et des iCell est 

pleine longueur comme la tau surexprimée sécrétée dans les cellules HEK293T (341, 342). La 

tau surexprimée sécrétée par les M1C et les cellules Hela est clivée dans sa partie C-terminale 

(337, 344). Dans les HEK293T, plusieurs fragments de tau sont observés dans le milieu de 

culture, la bande de 17kDA étant la prédominante (345). Un autre groupe a également observé 

que la tau sécrétée est tronquée dans sa partie C-terminale dans le milieu des cellules N2A et 

dans des cellules souches induites pluripotentes dérivées en neurones corticaux humains (376). 

Dans notre première publication, l’état de phosphorylation de la tau sécrétée a été 

analysé pour la première fois. Dans les cellules Hela, la tau sécrétée est déphosphorylée à 

plusieurs sites comparé à la tau intracellulaire (T181, S199, S202, T205, T212, S214, T217, 

T231, S235, S262, S396, S404, S409, et S422) (344). Dans les cellules HEK293T, le site 

T181 est phosphorylé similairement pour la tau intracellulaire et la tau extracellulaire 
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indiquant que dans ces cellules, il ne se produit pas de déphosphorylation à ce site là. La tau 

endogène sécrétée par les neurones corticaux est aussi déphosphorylée majoritairement en 

conditions pathologiques comme par exemple lorsque l’autophagie observée dans la MA est 

reproduite sur les cellules (375). De manière intéressante, nous rappelons que l’addition de tau 

déphosphorylée dans le milieu de culture de cellules induit une activation des récepteurs 

muscariniques M1 et M3, à l’origine d’une augmentation du calcium intracellulaire 

précédemment rapportée comme contribuant au développement de la MA (377, 378). Il reste à 

déterminer si la tau déphosphorylée est toxique ou non de manière directe.  De même que pour 

les cellules HEK293T, le site de phosphorylation T181 est aussi détectable pour la protéine tau 

extracellulaire issue des neurones (341, 342). Nous mentionnons que le site T181 est l’un des 

seuls sites de phosphorylation pathologique détectable dans le liquide céphalo rachidien des 

patients de la MA. Lorsque la protéine tau est surexprimée dans les cellules M1C, la protéine 

tau sécrétée est associée aux exosomes. Cet ensemble de protéine tau associée aux exosomes 

est phosphorylé à divers épitopes détectés dans le cerveau des personnes atteintes de MA 

(AT180, AT100, AT270, AT8 et PHF-1). Il faut noter que cette tau associée aux exosomes est 

également phosphorylée au site T181 (330). Le profil de la phosphorylation de tau sécrétée 

dépend donc du type cellulaire et de l’insulte que subit la cellule.  

VI.1.2 La sécrétion de tau in vitro : influence des isoformes, mutations et 

modifications post-traductionnelles intracellulaires 

Différentes isoformes de tau sont sécrétées par des lignées neuronales et non-

neuronales. En 2010, une étude reporta que la partie N-terminale de tau est nécessaire puisque 

qu’une forme tronquée de tau contenant le C-terminal (211-441 a.a) n’est pas sécrétée par les 

cellules NB2a/d1 (338). Dans cette même étude, l’équipe démontre que l’exon 2 exerce un 

effet inhibitoire sur la sécrétion de tau. Ces observations n’ont pas été confirmées, puisque les 

isoformes 3R2N et 4R2N sont sécrétées dans les cellules HEK293T (342). Par ailleurs, dans 

cette étude, 3R2N est plus sécrétée que 3R0N, 4R0N et 4R2N. Cette dernière forme demeurait 

la moins sécrétée. Nous concluons que la sécrétion de tau est régulée différemment selon la 

lignée cellulaire. Les mutations de tau, liées au DLFT, influencent également différemment la 

sécrétion de tau. Ainsi, la mutation ΔK280 n’affecte pas la sécrétion de tau; tandis que les 
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mutations P301L/P301S/R406W diminuent sa sécrétion dans les cellules HEK293T (341, 

342).  

Dans notre premier article de doctorat, nous avons démontré que les modifications 

post-traductionnelles de tau influencent également aussi sa sécrétion (344). Ainsi, dans les 

cellules Hela, la surexpression d’une forme hyperphosphorylée de tau ou d’une forme clivée 

au site de la caspase 3, augmente sa sécrétion. Dans la MA, l’activité des caspases est un 

événement précoce. Puisque nous avons démontré que la forme de tau clivée au site de la 

caspase 3 est plus sécrétée que la forme sauvage, alors nous déduisons que la sécrétion de tau 

est également augmentée au stade initial de la pathologie (379). 

Dans les cellules Hela, notre première étude montre que la protéine tau est clivée avant 

d’être sécrétée. Nous avons démontré que le clivage était bien intracellulaire en incubant de la 

protéine tau recombinante dans le milieu pour vérifier la possibilité d’une activité 

protéolytique extracellulaire. Nous n’avons pas vu de clivage de la tau recombinante donc 

nous avons conclu que le clivage en C-terminale précédait le processus de sécrétion (344). Les 

protéases impliquées dans le clivage de tau restent toujours à identifier. De manière très 

intéressante, une équipe a récemment démontré que la quantité de tau présynaptique, tronquée 

de sa partie C-terminale et relarguée aux synapses corticaux chez les patients atteints de MA, 

est supérieure à la quantité de tau présynaptique clivée en C-terminale chez les patients 

témoins (380).  

VI.1.3 Autres modifications post-traductionnelles de tau pouvant 

contribuer à la sécrétion 

Outre la phosphorylation de tau, il existe de très nombreuses autres modifications post-

traductionnelles, comme par exemple : la glycosylation, l’ubiquitinylation, la glycation, le 

clivage ou la troncation, la nitration, la polyamination, la sumoylation, la prolyl-isomerization, 

l’acétylation ou l’oxydation (188, 230, 381–383). Ces autres modifications post-

traductionnelles sont également à explorer pour la sécrétion de tau et les stratégies 

thérapeutiques à développer dans la MA. Nous en discuterons ici deux, potentiellement reliées 

à nos résultats de thèses : le clivage et la glycosylation. 
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Dans notre première publication, nous avons démontré que la surexpression d’une 

forme de tau, tronquée au site de la caspase 3, augmentait la quantité de tau extracellulaire.  

Dans le cerveau post-mortem des patients atteints de la MA, comparés aux cerveaux témoins, 

il existe une augmentation des ARN messagers d’une multitude de caspases dont la caspase 3 

(384). Plus intéressant, plusieurs caspases dont la caspase 3 ont été isolé dans la fraction 

synaptosomale dans le cerveau de patients atteints de MA. Aux synapses, ces caspases son 

enrichies et peuvent jouer de nombreux rôles dans la pathologie par leur localisation pré ou 

postsynaptique (385, 386).   Le clivage de tau par les caspases  étant impliqué dans des 

évènements précoces dans la MA (309),  nous émettons donc l’hypothèse que la colocalisation 

de tau et des caspases au synapses peut favoriser le clivage de tau et amplifier le phénomène 

de sécrétion et de propagation au stade précoce de la pathologie. Puis, la troncation de tau par 

les caspases provoquent leur agrégation comme démontré dans plusieurs études (387). Les 

fragments de la protéine tau clivée par les caspases ont été, par ailleurs, localisés dans les 

NFTs (386). Il existe donc plusieurs observations qui nous laissent penser que les caspases 

peuvent influencer la sécrétion de tau aux synapses.  

La phosphorylation est régulée par les kinases et les phosphatases mais la 

phosphorylation dépend également de la O-glycosylation (188, 381, 382). La O-glycosylation 

est la deuxième modification post-traductionnelle de tau après la phosphorylation. Dynamique 

et réversible, elle est caractérisée par l’addition d’un résidu O-GlcNAc (O-N-

acétylglucosaminylation) par la O-GlcNAc transférase sur les résidus sérine et thréonine (388, 

389). Cette modification est connue comme négativement corrélée à la phosphorylation (390–

392). Fait intéressant, une glycosylation aberrante pourrait être impliquée dans la 

dégénérescence cellulaire en promouvant l’hyperphosphorylation de tau par cdk5 (393). Nous 

montrons dans notre dernière étude que l’activation de cdk5 favorise la sécrétion de tau, en 

fragmentant le Golgi. En affectant la phosphorylation de tau, la O-GlcNac est donc susceptible 

de modifier la fonction de tau mais aussi sa localisation. Il est connu que la tau 

déphosphorylée est plus associée aux membranes, ce qui pourrait la rendre plus disponible 

pour accéder à certaines voies de sécrétion spécifiques (394). Nos résultats et ceux des autres 

laboratoires démontrent par ailleurs que la protéine tau sécrétée est fortement déphosphorylée. 

Dans notre seconde étude, nous avons également mis en évidence l’existence d’une population 
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de protéine tau déphosphorylée intracellulaire plus importante lors de stress observés dans la 

MA. La O-GlcNAc serait donc une modification post-traductionnelle très intéressante à 

explorer dans le cadre de la sécrétion de tau et une cible potentielle pour la moduler.  

VI.1.4 Localisation de la sécrétion et de l’endocytose de tau 

En conditions normales, la protéine tau est enrichie dans l’axone des neurones. Ainsi 

donc, elle peut être relarguée à la terminaison présynaptique. Les MVBs sont rarement trouvés 

dans l’axone des neurones en conditions normales, et donc il est fort improbable que tau 

puisse être relarguée par les exosomes via les MVBs dans la terminaison présynaptique (395). 

D’un autre côté, les autophagosomes ont été observés dans la portion distale des axones 

comme les endosomes (77). La fusion des autophagosomes avec les endosomes conduit à la 

formation d’amphisomes contenant des exosomes (voie 4, Figure6.) (396).  Ainsi, la tau 

associée aux exosomes peut être relarguée par la fusion des amphisomes avec la membrane 

plasmique à la terminaison présynaptique. La tau libre peut aussi être relarguée par la fusion 

des autophagosomes avec la membrane plasmique (voie 3, Figure6.). Une autre possibilité est 

que la tau sécrétée pourrait être issue de la rupture des exosomes. Ce groupe de tau libre 

pourrait par la suite être endocytée à la terminaison présynaptique, et par la suite relâchée par 

le recyclage des endosomes comme démontré pour l’alpha-synucléine (397, 398). Ainsi, 

l’alpha-synucléine extracellulaire est endocytée, transportée par les endosomes précoces et 

recyclée à la membrane plasmique pour être relarguée dans l’espace extracellulaire. Un 

schéma similaire peut être envisagé pour la sécrétion de tau à la terminaison présynaptique. 

L’association de tau avec les membranes du Golgi en conditions normales pourrait aussi 

soutenir l’hypothèse selon laquelle des vésicules issues du Golgi pourraient voyager le long 

des axones et délivrer tau à la terminaison présynaptique (154). Ces vésicules pourraient 

fusionner directement avec la membrane plasmique ou indirectement avec les endosomes 

(voies 8 et 9, Figure 6.).  

Durant la progression de la maladie d’Alzheimer, la protéine tau s’accumule dans le 

compartiment somato-dendritique (257). Cette redistribution cellulaire de la protéine, pourrait 

permettre à tau d’accéder à différentes voies non-conventionnelles de sécrétion, soutenant 

également l’accumulation de tau dans le liquide céphalo rachidien des patients à des stades 
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précoces de la pathologie. Par exemple, les MVBs sont 50 fois plus nombreux dans le soma 

des cellules que dans leur axone. Ainsi donc, la capture de tau par les MVBs dans le 

compartiment somato-dendritique est plus probable que la capture de tau dans l’axone (voie 1, 

Figure6.) (395). Les lysosomes sont aussi plus nombreux dans le soma des cellules 

augmentant la possibilité pour tau d’être sécrétée par les lysosomes sécrétoires (voie2, 

Figure6.).  D’ailleurs, chez les souris tau transgéniques, les lysosomes sont plus nombreux et 

plus activés (399). Le nombre des autophagosomes dans le soma augmente dans la MA, 

favorisant la possibilité pour tau d’être sécrétée par une voie impliquant cette structure (voie 3 

et 4, Figure6.) (85). Le laboratoire a précédemment démontré que dans le cerveau des malades 

Alzheimer et chez les souris tau transgéniques JNPL3, la tau hyperphosphorylée s’accumule 

préférentiellement à la surface du RE (365). Ces observations mettent en évidence que la 

protéine tau peut être sécrétée par des voies non conventionnelles de sécrétion à partir du RE 

(voie 5-9, Figure6.). En conclusions, plusieurs des voies de sécrétion non conventionnelles 

peuvent contribuer à la détection de l’augmentation de tau sécrétée dans le LCR des patients 

de la MA. 

La pathologie de tau peut se propager de manière trans-synaptique (347, 348, 356). 

Cela implique que la protéine tau est relarguée à la terminaison présynaptique et par la suite 

endocytée par le neurone postsynaptique. Lorsque la protéine tau commence à s’accumuler 

dans le compartiment somato-dendritique, tau peut être relarguée  par ce compartiment et cela 

peut contribuer à une propagation locale de la pathologie de tau. Une amplification de la 

pathologie de tau à la synapse peut avoir lieu quand tau sécrétée par le compartiment somato-

dendritique est endocytée par la terminaison présynaptique. En accord avec ce scénario, la tau 

hyperphosphorylée et mal conformée s’accumule aux terminaisons présynaptiques et 

postsynaptiques dans le cerveau des malades (400). De plus, il a été démontré que tau peut être 

endocytée par le compartiment somato-dendritique et la terminaison présynaptique (346). Il 

faut remarquer que l’amplification de la pathologie de tau aux synapses peut exacerber les 

dysfonctions synaptiques observées au stade précoce de la maladie d’Alzheimer. La 

propagation trans-synaptique de la tau sauvage humaine de cellule en cellule a récemment été 

démontrée grâce à l’utilisation de chambre microfluidique  (356). Dans cette même étude, la 

propagation trans-synaptique de la tau sauvage humaine de région en région a été démontrée 
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in vivo dans le cerveau de rats.  Dernièrement, une équipe a mis en évidence que les contacts 

synaptiques entre neurones favorisent la propagation de la pathologie de tau de cellule en 

cellule (401).   

VI.1.5 La voie non conventionnelle de sécrétion des ectosomes/exosomes et 

les vésicules extracellulaires 

Dans les cellules Hela, la sécrétion de tau surexprimée est demeurée inchangée lorsque 

nous avons incubé les cellules avec de la brefeldin A, une drogue connue pour bloquer la voie 

de sécrétion conventionnelle du RE au Golgi (344).  

A ce jour, la voie non conventionnelle, la plus analysée, empruntée par tau est la voie 

exosomale. La tau sécrétée est détectée dans le milieu des cellules, libre ou incluse dans des 

vésicules extracellulaires composées de membrane et appelées exosomes et  ectosomes (402). 

Lorsqu’elles bourgeonnent de la membrane plasmique, elles sont appelées ectosomes et 

lorsqu’elles sont issues de l’exocytose de corps multi vésiculaires ayant fusionné avec la 

membrane, elles sont appelées exosomes (403–405). Elles diffèrent par ailleurs par la taille. 

Ainsi, les exosomes sont de petites vésicules de 40 à 100nm, tandis que les ectosomes ont une 

taille comprise entre 50 et 1000nm (406–408).  Plusieurs études, dont les nôtres, démontrent 

que la tau endogène sécrétée dans les cultures primaires de neurones corticaux est 

majoritairement libre (341, 342, 344, 345). D’autres équipes ont également, par la suite, 

confirmé que tau sécrétée était majoritairement libre mais ont aussi précisé que 7% était 

associée à des ectosomes et 3% associée aux exosomes dans les cultures primaires de neurones 

(374). Une équipe a vérifié que tau se localisait à l’intérieur des exosomes et non à la surface 

cellulaire. Les conclusions sont similaires pour les neuroblastomes N1-E115. Comme 

précédemment mentionné, dans les cellules M1C et COS-7 la tau surexprimée est relarguée 

via des exosomes et microvésicules (330, 345). Dans les HEK293, l’isoforme 4R2N est libre, 

alors que la forme 3R0N est à la fois sécrétée dans un groupe libre et un groupe associé aux 

microvésicules (341, 345). Dans les cellules Hela, nous avons démontré que la tau sécrétée 

4R0N est majoritairement libre (344). Ces résultats nous indiquent que la voie de sécrétion de 

tau dépend du type cellulaire et des isoformes exprimées. Plusieurs études dont les nôtres ont 

prouvé que la protéine tau sécrétée par des cellules neuronales et non-neuronales est 
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majoritairement libre. La tau cytosolique et membranaire peuvent donc être relargués 

librement dans l’espace extracellulaire. 

Les vésicules extracellulaires jouent un rôle important dans la communication 

intercellulaire et dans le transfert de matériel d’une cellule à une autre. Une hypothèse propose 

que les vésicules soient les transporteurs des protéines mal conformées dans les maladies 

neurodégénératives comme les NFTs et Aβ. Plusieurs observations soutiennent l’implication 

des vésicules extracellulaires dans la MA. Ainsi,  les chercheurs ont identifié dans les 

vésicules : la présence d’ Aβ , un enrichissement des fragments c-terminaux de l’APP, ainsi 

que le complexe γ−sécrétase et la protéine tau (409–418). Les chercheurs ont aussi trouvé à la 

surface des vésicules des éléments favorisant l’interaction avec le peptide 

Aβ tels que les glycosphingolipides (414, 415, 417). Cette observation soutient donc la théorie 

selon laquelle le peptide Aβ peut être encapsulé dans les exosomes puis relargué dans l’espace 

extracellulaire. Les vésicules pourraient ainsi soit jouer un rôle protecteur en encapsulant les 

protéines mal conformées et en les évacuant de la cellule, ou au contraire favoriser la toxicité 

de ces dernières en les diffusant. Dernièrement, plusieurs observations très intéressantes 

révèlent que de très nombreuses vésicules sont présentes dans le liquide céphalo-rachidien des 

patients atteints de la MA. De plus, la concentration de ces vésicules corrèle avec l’atrophie de 

l’hippocampe, et le niveau de tau total et de tau phosphorylé retrouvé dans le liquide céphalo 

rachidien (419). Autre élément intéressant, dans les vésicules les plus grosses, des chercheurs 

ont trouvé de la tau hyperphosphorylée sous forme d’oligomères en plus de l’Aβ (330, 345). 

Ainsi les vésicules extracellulaires se présentent comme un excellent biomarqueur de la 

pathologie mais également comme une piste sérieuse à explorer pour la propagation de la 

pathologie de tau.  

Bien que nous ayons observé une tau extracellulaire majoritairement libre, nous ne 

pouvons pas exclure que les vésicules extracellulaires encapsulent les espèces les plus 

propices à se propager ou à induire des effets délétères sur les neurones. C’est donc une piste 

qui reste à approfondir dans l’étude de la propagation de la pathologie de tau.  
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VI.2 Les modèles d’étude de la sécrétion de tau : de l’in vitro, à l’in 

vivo, aux modèles humains  

 Dans notre introduction, nous avons fait l’observation que les formes de tau sécrétée 

différaient d’un modèle d’étude à l’autre tant au point de vue du clivage, de l’agrégation que 

du type d’insulte provoqué. Durant notre projet de recherche, nous avons travaillé sur des 

modèles in vitro avec des cellules humaines de type Hela ou des cultures primaires de 

neurones de souris et de rats. Nous avons trouvé plusieurs similarités entre ces modèles. Ainsi 

plusieurs insultes cellulaires observées lors de la MA sont à l’origine de la sécrétion de tau. De 

plus, quelque soit le type cellulaire ou l’insulte, la tau sécrétée était toujours déphosphorylée et 

tronquée dans sa partie C-terminale. De même, en condition de stress, la population de tau 

intracellulaire était partagée entre formes phosphorylées et non phosphorylées. Dans 

l’ensemble de nos modèles, nous avons  observé que la tau sécrétée était majoritairement libre, 

non associée aux exosomes. L’appareil de Golgi s’est avéré être une organelle clef impliquée 

dans la sécrétion de la protéine tau dans l’ensemble de nos modèles. Ainsi, dans notre seconde 

étude, lors de l’incubation des neurones dans l’EBSS et la leupeptine, nous avons également 

observé une fragmentation de l’appareil de Golgi corrélée avec une augmentation de la 

sécrétion de tau (donnée non publiée). En conclusions, la morphologie du Golgi et son activité 

sont étroitement liés à la sécrétion de la protéine  tau dans différents modèles. La 

fragmentation du Golgi, induite par différentes voies dans les cellules humaines ou murines est 

réversible dans ces modèles grâce à un ciblage spécifique de l’activité cdk5 ou de rab1A.  

  Bien que l’ensemble des phénomènes décrits soit observé dans le cerveau des patients, 

il demeure essentiel  d’explorer les mécanismes clefs de nos études dans des modèles in vivo. 

Nous proposons comme perspectives d’analyser l’état du Golgi dans les modèles in vivo de 

propagation de la pathologie, comme dans les souris rTgTauEC. Nous faisons l’hypothèse que 

le Golgi est fragmenté durant le vieillissement de ces souris, et que la propagation de tau serait 

diminuée ou ralentie en neutralisant cette fragmentation par l’administration d’inhibiteurs de 

l’activité de cdk5 ou par injections locales de lentivirus permettant la surexpression de rab1a.  

 Les neurones humains différentiés à partir de cellules souches de patients pourraient 

également s’avérer être un modèle de choix puisqu’ils permettraient d’établir des liens entre le 
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degré de cognition des patients et les différentes modifications post-traductionnelles de tau 

influençant le développement de la pathologie. En effet, avec le développement de la 

recherche sur les cellules souches, il est désormais possible de reprogrammer des fibroblastes 

prélevés sur les patients puis de les différentier en lignée nerveuse désirée. Ainsi, il serait 

envisageable d’étudier le phénomène de sécrétion et d’endocytose de la protéine tau 

directement à l’aide des neurones issus de chaque patient. Les neurones humains permettraient 

donc d’évaluer à long-terme la toxicité induite par la protéine tau et sa relation à la pathologie, 

au dysfonctionnement neuronal et à la neurodégénérescence. Nous proposons donc comme 

expériences complémentaires de vérifier les voies de sécrétion activées dans les modèles in 

vivo ou sur les neurones humains issus de la différentiation des cellules souches. En 2012, un 

laboratoire a utilisé le modèle des cellules iCell® pour étudier la sécrétion de tau (341).  Puis 

en 2015, trois laboratoires ont également utilisé des neurones corticaux dérivés de l’induction 

de cellules souches pluripotentes  pour analyser respectivement  les fragments de tau sécrétées 

et les espèces de tau endocytées (314, 376, 420) . Concernant la sécrétion de tau, trois 

laboratoires ont identifié des formes différentes de tau sécrétées , pleine longueur en 2012 

(341), tronquée de la partie C-terminale en 2015 (314, 420). Il faut donc demeurer prudent 

quand à la manière d’obtenir des neurones différenciés à partir de cellules souches puisque 

c’est une technique récente et complexe, qui requiert encore de l’optimisation et de 

l’harmonisation dans les procédures.  

VI.3 La contribution toxique de la protéine tau dans la maladie 

d’Alzheimer 

Personne ne sait si la protéine tau possède des propriétés toxiques en soi et comment sa 

potentielle toxicité pourrait contribuer à la transmission intercellulaire de la pathologie. 

Notre étude a révélé que la tau sécrétée était essentiellement déphosphorylée. D’autres 

publications soutiennent cette information. Il reste cependant à déterminer si cette forme de 

tau est toxique ou plus propice à la propagation de la pathologie en initiant 

l’hyperphosphorylation intracellulaire de tau par exemple. L’état de phosphorylation de tau 

détermine son association aux membranes. Ainsi, une étude récente a prouvé que la protéine 

tau déphosphorylée était associée à la membrane plasmique (394). Dans une précédente étude 
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publiée dans le laboratoire, l’équipe a montré que la tau hyperphosphorylée était retrouvée 

dans la fraction enrichie en membranes du réticulum endoplasmique alors que la tau 

déphosphorylée était retrouvée dans la fraction enrichie en membranes de l’appareil de Golgi 

(154). Ces différences de localisation de la protéine tau pourraient être à l’origine des 

différentes voies de sécrétion empruntées par tau ou encore de différentes vitesses de 

propagation. Ces observations nous permettent également d’émettre l’hypothèse que lors de la 

fragmentation du Golgi, la protéine tau déphosphorylée est plus facilement sécrétée par la 

dispersion des vésicules issues du Golgi.  

 Nous proposons donc comme expériences futures de comparer la toxicité de la protéine 

tau déphosphorylée et hyperphosphorylée en analysant les récepteurs activés à la surface 

membranaire des neurones par exemple. Cela nous permettra de comprendre si certaines voies 

sont préférentiellement activées comparées à d’autres dans le processus de propagation et de 

neurodégénérescence.  

 Récemment, une équipe a étudié la contribution de la conformation de la protéine tau 

au phénomène de propagation de la pathologie (314). Cette étude a été produite dans le 

modèle des neurones humains de patients issus de l’induction de la différentiation des cellules 

souches pluripotentes. A partir de tau recombinante humaine, cette équipe a produit des 

monomères, des oligomères et des fibrilles de tau. En présence des neurones, ils ont tout 

d’abord observé une endocytose des formes monomériques et oligomériques de tau, et non des 

formes fibrillaires de tau. Ensuite, ils ont démontré que les oligomères de tau endocytés 

initiaient l’accumulation de la tau hyperphosphorylée dans la cellule. Ceci s’accompagnait 

d’une dégénérescence des neurites, d’une perte des synapses, d’une homéostasie calcique 

aberrante, de problèmes de neurotransmission et de mort neuronale (314). Il nous reste à 

déterminer l’état de conformation de tau intracellulaire et extracellulaire dans nos modèles 

d’étude.   
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VI.4 La relation entre Aβ  et tau dans la maladie d’Alzheimer : l’ 

appareil de Golgi, un carrefour de la propagation de la pathologie 

et une cible potentielle 

VI.4.1 L’ appareil de Golgi, un carrefour de la propagation de la pathologie 

de tau et de la pathologie amyloïde 

Une question récurrente s’impose lorsque nous travaillons sur un marqueur 

neuropathologique de la MA. Les plaques amyloïdes et les NFTs augmentent et se propagent 

dans la pathologie. Il reste cependant à établir s’il existe une interaction entre les deux et si un 

des ces marqueurs précède et favorise l’apparition de l’autre.  

Plusieurs équipes se sont penchées sur la question. In vitro, dans le modèle des 

neurones humains différentiés à partir de cellules souches, une équipe a montré que Aβ 

augmente la quantité de  tau extracellulaire seulement lorsque les cellules sont compromises 

(376). Lorsque les neurones sont intacts , le niveau de tau extracellulaire ne varie pas. Cette 

dernière observation a également été décrite in vitro, dans des neurones de rats en culture deux 

ans auparavant (421). Dans des cultures primaires de neurones humains, la tau humaine 

sécrétée ajoutée au milieu de culture est capable in vitro d’augmenter la production de Aβ. 

Inversement, la neutralisation in vitro et in vivo de la tau sécrétée diminue le niveau de 

Aβ (420). In vivo, une équipe a croisé une souris transgénique rTgTauEC avec une souris 

APP/PS1. Ils ont démontré que les dépôts amyloïdes dans le cortex induisent une 

augmentation de la vitesse de propagation de tau, une augmentation de la propagation distale 

de tau et une augmentation de la perte neuronale induite par tau. Leurs résultats supportent 

donc l’hypothèse que l’amyloïde cortical accélère la propagation des NFTs dans le cortex et 

amplifie les dommages aux neurones associés aux NFTs (422). Cependant, les mécanismes 

sous-jacents à ces observations demeurent inconnus.   

Dans notre dernière étude, nous avons montré qu’une hyperexcitabilité neuronale est à 

l’origine de la fragmentation de l’appareil de Golgi et de la sécrétion de tau. Fait très 

intéressant en 2013, une étude a montré que l’accumulation de plaques amyloïdes dans le 
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modèle de souris transgénique APPswe/PS1ΔE9 et dans des cultures de tissus a conduit à la 

fragmentation du Golgi. Cette étude a par ailleurs démontré que la fragmentation du Golgi 

dans la MA est causée par la phosphorylation de protéines structurelles comme la GRASP65. 

Dans cette étude, l’inhibition de la cdk5 et l’expression de la forme non phosphorylable de 

GRASP65 a permis la recompaction de l’appareil de Golgi. L’autre donnée nouvelle 

qu’apporte cette étude est le fait que la fragmentation du Golgi augmente également la 

production de l’amyloïde-bêta via la voie cdk5 (137). A la lumière de cette étude et de nos 

résultats, on observe donc des mécanismes communs favorisant l’apparition des marqueurs 

neuropathologiques et contribuant à leur développement. L’appareil de Golgi apparait donc 

clairement comme une plateforme convergente entre les différents marqueurs 

neuropathologiques.  

Il serait donc intéressant de vérifier si l’addition de différentes conformations d’Aβ est 

susceptible d’augmenter la sécrétion de la protéine tau dans notre modèle pour comprendre la 

séquence d’amplification pathologique. En faisant la synthèse des évènements observés dans 

les modèles pour la maladie d’Alzheimer, l’appareil de Golgi apparaît donc comme une cible 

thérapeutique innovante et prometteuse. 

VI.4.2  Cdk5 une piste pour moduler l’appareil de Golgi dans la pathologie 

de tau et la pathologie amyloïde 

La cdk5 est un membre de la famille des cyclines dépendantes kinases connue pour 

réguler le cycle cellulaire (423–425). Cdk5 cependant ne possède pas cette fonction. Son 

activité est prépondérante au système nerveux central. Cdk5 est la kinase la plus exprimée 

dans les neurones matures (426–429). Dans son rôle physiologique, cdk5 est impliquée dans le 

développement des neurones, dans leur signalisation cellulaire comme la survie et la mort, 

dans la plasticité synaptique,  mais aussi dans la phosphorylation aux sites sérines/thréonines 

des protéines du cytosquelette comme les neurofilaments ou la protéine tau. Comme pour les 

autres cyclines dépendantes kinases, cdk5 nécessite une association avec des protéines 

régulatrices pour l’activer. Ainsi, chez les mammifères, p35 et p39, deux protéines uniquement 

exprimées dans le système nerveux central, sont nécessaires pour activer cdk5 (426, 427, 430).  
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Une dérégulation de son niveau d’activité physiologique a été proposée comme 

responsable d’une variété de désordres observés dans le système nerveux central. La 

suractivation de la kinase cdk5 est associée à de nombreuses maladies neurodégénératives (76, 

233, 431–434). Il est maintenant bien documenté que le stress neuronal ou les facteurs 

toxiques induisent l’hyperactivation de cdk5. Des concentrations élevées de calcium, détectées 

dans la MA,  activent également la voie pathologique calpaïne capable de cliver p35 en p25. 

P35 et p25 jouent activement sur l’activité de cdk5 en se complexant avec cette dernière. P35 

et p25 ont cependant des propriétés différentes. En effet, p35 est lié aux membranes tandis que 

p25 se localise plutôt dans le soma et le noyau des neurones. De plus, la demie vie de p25 est 

grandement supérieure à celle de p35, si bien que p25 va se lier à cdk5 pour l’activer de 

manière durable. Ainsi le complexe cdk5/p25 est très stable et permet une activation soutenue 

de cdk5 (165, 234, 435–438). L’hyperactivité de cdk5 favorise la mort cellulaire en dérégulant 

l’activité mitochondriale.  

Plusieurs protéines synaptiques sont des substrats de cdk5, ce qui indique que cdk5 

joue un rôle important dans la transmission synaptique. De même, une étude soutient que cdk5 

régule l’activité des canaux calciques voltage dépendant et que son association avec p35 est à 

l’origine d’une diminution de l’activité synaptique (439).  

Cdk5 est également impliquée dans la formation des plaques amyloïdes. Ainsi, 

l’hyperactivité de cdk5 produit des agrégats d’Aβ. Dans un cercle vicieux, les agrégats 

amyloïdes sont capables d’augmenter l’activité de cdk5 dans les cultures primaires de 

neurones (234, 440, 440–442). Dans les cerveaux des patients atteints par la MA, il a été 

observé une augmentation de l’activité de cdk5 et en parallèle une augmentation du niveau de 

p25 (432). L’augmentation de l’activité de cdk5 est aussi retrouvée dans plusieurs modèles 

animaux.  

 Concernant tau, il a été démontré que cdk5 peut la phosphoryler à de nombreux sites à 

la fois in vitro et in vivo. Tau possède 16 sites sérine/thréonine suivis de proline et cdk5 en 

phosphoryle de 9 à 13. Bien que les sites relevés diffèrent d’une étude à l’autre, certains des 

sites de phosphorylation correspondent à ceux identifiés dans les paires de filaments 

hélicoïdaux (165, 393, 435, 443–454). Dans le cerveau des patients Alzheimer, il existe une 

accumulation de p25 responsable de l’augmentation d’activité de Cdk5. Cdk5 est décrit 
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comme étant une kinase contribuant à l’hyperphosphorylation de la protéine tau sur plusieurs 

sites et à la formation des NFTs. Dans le cerveau de souris transgéniques p25 ou 

APPswe/PSEN1ΔE9, l’augmentation de la protéine p25 et la suractivation de Cdk5 ont été 

montrées comme corrélant à l’augmentation du niveau de tau phosphorylé. Des 

immunohistochimies dans les cerveaux des patients ont révélé la présence de cdk5 dans des 

neurones présentant des NFTs,  ainsi qu’à des stades plus précoces (432, 455, 456). Ce dernier 

élément tend à soutenir l’implication de cdk5 dans des phases précoces de la pathogenèse. Les 

souris transgéniques p25 présentent également une hyperphosphorylation de tau. Une souris 

P301L croisée avec une souris transgénique p25 développe des NFTs (233). 

L’hyperphosphorylation de tau et des neurofilaments lors de la suractivité de cdk5 est à 

l’origine de problèmes de transport axonal. En conclusions, cdk5 semble donc contribuer à la 

pathologie de tau et à la formation des NFTs. Il faut cependant demeurer prudent, puisque les 

sites de phosphorylation relevés in vitro, et in vivo diffèrent d’une étude à l’autre. De plus 

dans certains modèles in vivo, cdk5 ne phosphoryle pas du tout la protéine tau.  

 Nous mentionnons aussi que l’activation de cdk5 a été démontré comme contribuant à 

la fragmentation de l’appareil de Golgi. Cdk5 suractivée, phosphoryle les protéines GRASPS 

qui se détachent des saccules du Golgi. Ainsi le Golgi perd sa morphologie compacte et se 

fragmente (137). Nous observons donc que ces deux évènements, observés lors de la phase 

précoce de la MA, sont conjointement associés.  

 Plus récemment, des chercheurs ont relevé des niveaux anormaux de Cdk5 dans le 

liquide céphalo rachidien des patients (457). Ces observations soutiennent l’importance de la 

contribution de cdk5 à la MA. 

Il existe donc de nombreuses évidences quand à l’implication de cdk5 dans le 

processus de neurodégénérescence de la MA. En conséquence, les inhibiteurs de cdk5 se 

présentent comme d’importants candidats pour les essais cliniques. L’inhibition de l’activité 

de cdk5 a par ailleurs induit une survie neuronale dans les modèles d’études liés à la 

pathologie  Alzheimer.  
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VI.4.3  Les protéines Rabs : une piste pour moduler l’appareil de Golgi 

dans la pathologie de tau et la pathologie amyloïde 

Plus de 60 gènes dans le génome humain codent pour la famille des rab GTPases 

(458). Les protéines rab contribuent à la régulation du trafic de protéines et de membranes 

grâce à des processus d’endocytose et d’exocytose (459, 460). Chaque protéine rab se lie et 

hydrolyse un GTP pour s’activer (461). Les protéines rab humaines ont une expression tissu-

spécifique et régule le transport des protéines différemment en fonction du type cellulaire. 

Une mauvaise expression des protéines rab est à l’origine de maladies neurodégénératives 

(462).  

La production d’Aβ nécessite des phénomènes d’endocytose et de fusion d’endosomes 

régulés par les rabGTPases. Ainsi la rab5 et la rab7 qui contrôlent la fusion endosomale 

précoce et tardive sont surexprimées lors du vieillissement (463). Une augmentation et un 

dysfonctionnement de l’endocytose favorisent la production et l’accumulation de l’Aβ dans 

les stades précoces de la maladie (96). Ainsi les endosomes précoces positifs à Rab5 sont plus 

larges dans les neurones à des stades précoces dans la MA, ce qui a pour conséquence une 

surexpression de l’APP et une augmentation du clivage avec la bêta sécrétase dans les 

endosomes entrainant un cercle vicieux de clivage APP et de production amyloïde (90, 464). 

Dans notre dernière étude, nous démontrons l’implication de la protéine rab1a dans la 

sécrétion de la protéine tau, par l’induction de la fragmentation de l’appareil de Golgi. La 

famille rab est donc une cible clef pour la modulation des voies impliquées dans la pathologie 

de la MA.  

 

Pour conclure , l’implication de la fragmentation du Golgi dans la sécrétion directe de 

la protéine tau est une observation nouvelle et prometteuse, qui permet d’envisager une 

nouvelle stratégie,  afin de ralentir la propagation de la pathologie de tau.  
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