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Résumé 
Dans la maladie d’Alzheimer (MA), il y a deux lésions neuropathologiques majeures, 

les plaques séniles composées du peptide amyloïde-bêta et les enchevêtrements 

neurofibrillaires formés de la protéine Tau hyperphosphorylée et agrégée. L’une des 

caractéristiques cellulaires de la MA est la fragmentation de l’appareil de Golgi (AG). Cette 

fragmentation est observée tôt dans la MA, et peut être induite par le peptide amyloïde-bêta 

extracellulaire. Cependant, plusieurs études laissent croire que la protéine Tau 

hyperphosphorylée pourrait également contribuer à la fragmentation de l’AG. Nous avons 

donc examiné si la Tau hyperphosphorylée pouvait induire une fragmentation de l’AG lors de 

sa surexpression dans les cellules HeLa. Nos résultats montrent que la surexpression d’une 

forme hyperphosphorylée de Tau induit plus rapidement une fragmentation Golgienne qu’une 

forme non-phosphorylable de Tau. La protéine Tau peut être sécrétée dans l’espace 

extracellulaire, la tau hyperphosphorylée étant la forme de tau la plus sécrétée. Nous avons 

donc examiné la capacité de la protéine Tau extracellulaire à pouvoir induire une 

fragmentation Golgienne. La Tau hyperphosphorylée extracellulaire a été la seule forme de 

Tau à induire une fragmentation de l’AG. Nous nous sommes ensuite demandés si ce 

phénomène était du à la plus importante phosphorylation de cette forme de Tau ou bien à sa 

plus grande quantité dans le milieu extracellulaire. Nos expériences de dilution du milieu ont 

permis de démontrer une relation dose-dépendante entre la quantité de Tau hyperphosphorylée 

extracellulaire et la fragmentation Golgienne. Ensuite nous avons tenté d’identifier le domaine 

de Tau impliqué dans cette fragmentation. Nos résultats ont révélé que la séquence de Tau 

inductrice de la fragmentation Golgienne se trouve dans sa partie C-terminale qui contient les 

séquences répétées impliquées dans sa liaison avec les microtubules (MTBD). Toutefois, nos 

résultats indiquent que l’effet de Tau sur l’AG ne fait pas intervenir de modification 

microtubulaire, ce qui nous laisse à croire que la Tau intracellulaire n’est pas responsable de la 

fragmentation Golgienne. Finalement, nous avons vérifié si l’AG demeurait fonctionnel suite à 

la surexpression de Tau en examinant le transport de la protéine VSVG. Nos expériences 

indiquent que la surexpression de Tau n’affecte pas le transport de VSVG. En conclusion, 

nous avons démontré que la Tau extracellulaire peut induire une fragmentation de l’AG. 
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Cependant, le lien entre ces deux évènements demeure inconnu. Sachant que la fragmentation 

de l’AG peut affecter le fonctionnement neuronal, la Tau extracellulaire pourrait devenir une 

cible thérapeutique pour la MA. 

 

 

Mots-clés : Alzheimer, Tauopathie, Golgi, fragmentation, hyperphosphorylation, Tau 

extracellulaire 
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Abstract 
Alzheimer’s disease (AD) is characterized by two neuropathological lesions, senile 

plaques composed of Abeta peptide and neurofibrillary tangles formed by 

hyperphosphorylated and aggregated Tau protein. Interestingly, in AD, a fragmentation of 

Golgi apparatus is noted at early stages of the disease. It was recently shown that the 

extracellular pool of Abeta peptide can induce a fragmentation of the Golgi. However, several 

studies indicated that hyperphosphorylated Tau could also contribute to this fragmentation. 

We therefore examined whether hyperphosphorylated Tau could induce a fragmentation of the 

Golgi by overexpressing it in HeLa cells. Our results revealed that a Tau mutant mimicking 

hyperphophosphorylation induced an earlier fragmentation of the Golgi than a non-

phosphorylable Tau mutant. We previously demonstrated that Tau can be secreted in the 

extracellular space, the mutant mimicking hyperphosphorylation being the most secreted. We 

then examined whether extracellular Tau was able to induce a fragmentation of the Golgi as 

noted for extracellular Abeta. Interestingly, the mutant mimicking Tau hyperphosphorylation 

was the sole form of Tau that could induce a Golgi fragmentation when it was present in the 

medium. We then determine whether the induction of the fragmentation by extracellular 

hyperphosphorylated Tau was linked to its phosphorylation state and/or to its high amount in 

the medium. Our results indicate that the Golgi fragmentation induced by 

hyperphosphorylated Tau was caused by its high levels in the medium. We also investigated 

which domain of Tau was involved in the induction of the Golgi fragmentation. Our results 

revealed that the sequence of Tau responsible the Golgi fragmentation is located in its C-

terminal where the repeated sequences (MTBD) involved in its association with microtubules 

are found. However, no alteration of the microtubules was noted in the HeLa overexpressing 

Tau indicating that the microtubules would not be involved in Tau-induced Golgi 

fragmentation. This supports the fact that extracellular not intracellular Tau is responsible for 

the fragmentation of the Golgi. Finally, by examining the trafficking of the VSVG protein, we 

showed that the Golgi remained functional upon the overexpression of Tau in HeLa cells. In 

conclusions, our results demonstrated that extracellular tau is the main pool of Tau responsible 

for its induction of the Golgi fragmentation. The link between extracellular Tau and the 
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fragmentation of the Golgi remains to be elucidated. Knowing that the Golgi fragmentation 

could become detrimental to neurons, extracellular Tau could be a therapeutic target for AD.  

 

Keywords : Alzheimer, tauopathy, Golgi, fragmentation, hyperphosphorylation, extracellular 

Tau 
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1. Introduction 

1.1. La maladie d’Alzheimer 

1.1.1. Caractérisation et aspects cliniques 

 

C’est en novembre 1906 que le Docteur Alois Alzheimer présente en qualité de 

psychiatre et neurologue le suivi qu’il a fait d’une patiente récemment décédée, Auguste Deter 

(Torack 1979). Sur 5 ans, il a pu observer son déclin cognitif progressif, accompagné de 

troubles du comportement et de l’humeur ainsi que d’hallucinations, symptômes qu’il 

apparente à des cas de démence sénile bien que la patiente ne soit âgée que d’une cinquantaine 

d’années (Alzheimer 1991; Alzheimer, Förstl, and Levy 1991; Cipriani et al. 2011). Suite à 

son décès en avril 1906, il effectue une autopsie de son cerveau et met en évidence deux types 

de lésions, à savoir des plaques séniles extracellulaires et des enchevêtrements 

neurofibrillaires (« neurofibrillary tangles », NFTs) intracellulaires. Depuis, des liens ont été 

mis en évidence entre ces lésions et les symptômes cognitifs observés dans ce qui est 

désormais appelé maladie d’Alzheimer (MA) (Maurer, Volk, and Gerbaldo 1997). 

D’un point de vue clinique, un des premiers symptômes est l’affection de la mémoire à 

court terme traduisant une atteinte des neurones de l’hippocampe. La maladie s’étendant 

progressivement dans les régions corticales du cerveau, les pertes de mémoire sont ensuite 

progressivement accompagnées de troubles du comportement, de l’humeur, de difficultés de 

réflexion, mais également de troubles du langage (aphasie), de la reconnaissance (agnosie) et 

des mouvements (apraxie). Ces symptômes ont ultimement pour conséquence une perte 

d’autonomie totale des patients, qui décèdent dans les 10 à 15 ans suivant le diagnostic 

présumé, le plus souvent de pathologie pulmonaire comme la pneumonie. En effet, un 

diagnostic définitif de MA n’est posé qu’après le décès du patient, par autopsie. 
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1.1.2. Les principales marques histopathologiques 

1.1.2.1. Le dysfonctionnement synaptique 

On observe de façon très précoce dans la MA une perte de l’intégrité des synapses, et 

donc de leur fonctionnement (Nisticò et al. 2012; Marcello et al. 2012; C.-C. Liu et al. 2014; 

Cowan et al. 2010; Tu et al. 2014; Polydoro et al. 2014). Un exemple réalisé sur modèle 

animal (rat) tend à montrer que l’activité synaptique du cortex préfrontal se retrouve 

débalancée lors de perte de mémoire et de déclin cognitif sur sujets âgés (Bories et al. 2013), 

avec une tendance à l’augmentation de signaux inhibiteurs au niveau synaptique, par 

l’intermédiaire du GABA-A. Au long terme, une des conséquences de ces dysfonctionnements 

synaptiques est la mort neuronale. 

1.1.2.2. L’atrophie cérébrale 

L’une des caractéristique de la MA est la mort neuronale, qui résulte ultimement en 

une atrophie cérébrale. Il est possible de faire un suivi de cette atrophie via l’imagerie à 

résonnance magnétique (IRM) (figure 1), qui peut alors servir comme outil diagnostic 

(Pegueroles et al. 2016; Del Sole, Malaspina, and Magenta Biasina 2016). On l’observe à des 

stades précoces de la maladie au niveau de l’hippocampe et du cortex entorhinal, pour 

progressivement atteindre les régions corticales jusqu’à entrainer une dilatation importante des 

ventricules. 

 

Figure 1. Visualisation de l’atrophie cérébrale en cas de MA 

Modifié de « Human anatomy and physiology », 8ème édition (Hoehn and Marieb 2010) 
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1.1.2.3. Les plaques séniles 

Les plaques séniles sont des dépôts extracellulaires d’amyloïde-β (Aβ) agrégée sous 

forme de feuillets β pour former ce que l’on appelle également des dépôts amyloïdes (Glenner 

and Wong 1984) (figure 2). Ces plaques progressent en se basant sur les voies 

neuroanatomiques, de façon antérograde, selon une séquence précise (Thal et al. 2002). Elles 

apparaissent tout d’abord au niveau des régions néocorticales, puis progressent vers le cortex 

entorhinal, le cortex insulaire, l’hippocampe, les régions sous-corticales puis ultimement le 

tronc cérébral et le cervelet (figure 3).  

Ces dépôts amyloïdes ont été caractérisés par une étude de 2013 (Kayed and Lasagna-

Reeves 2013) comme étant moins toxiques pour les neurones que les oligomères libres du 

peptide Aβ. Ces derniers sont issus du clivage de la protéine précurseur d’amyloïde (APP), 

une protéine transmembranaire de type I dont 3 isoformes contiennent la séquence Aβ (APP 

695, APP 751, APP 770). Deux voies de clivage existent alors : la voie de clivage 

amyloïdogénique qui donne naissance au peptide Aβ, et la voie non-amyloïdogénique qui 

donne naissance au fragment « p3 » (Zheng and Koo 2006) (figure 4). Que ce soit pour 

produire Aβ ou bien p3, APP subit 2 clivages protéolytiques. Dans le cas de la voie 

amyloïdogénique, les enzymes impliquées sont la β-sécrétase et la γ-sécrétase, et  pour la voie 

non-amyloïdogénique il s’agit de la α-sécrétase et de la γ-sécrétase (Zhou et al. 2011). Le 

fragment alors généré par la voir non-amyloïdogénique aurait des propriétés neuroprotectrices, 

comme les plaques séniles, contrairement aux oligomères Aβ (Zhou et al. 2011; Kayed and 

Lasagna-Reeves 2013). Les oligomères Aβ peuvent avoir différentes conformations, 

entrainant à la fois différents niveaux de toxicité et différents agencements, comme les 

plaques, les fibres ou encore les anneaux fibrillaires (Kayed and Lasagna-Reeves 2013). 
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Figure 2. Plaques séniles 

Modifié de « Trends in Molecular Medicine vol.11 no.4 April 2005 », échelle = 125µm. 

Immunomarquage des plaques amyloïdes réalisé avec un anticorps spécifique anti-Aβ42 

 

 

 

 

Figure 3. Progression des plaques amyloïdes  

Issu de (Thal et al. 2002) 
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Figure 4. Clivages alternatifs de l’APP 

Modifié de Zheng et Koo (Zheng and Koo 2006) 

EC : extracellulaire, IC : intracellulaire, TM : trans-membranaire 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

6 

1.1.2.4. Les NFTs 

Si les plaques séniles sont l’un des premiers types de lésion observé dans le cerveau 

des patients souffrant de la MA, les NFTs sont le second – on parle également de 

dégénérescence neurofibrillaire. Intracellulaires, les NFTs sont composés de protéine Tau 

hyperphosphorylée, formant des filaments d’une dizaine de nanomètres de diamètre prenant la 

forme d’hélice (« paired helical filament », PHF, figure 5) (Brion 1999; Brion, Flament-

Durand, and Dustin 1986; Brion et al. 1985). Dans un premier temps, la protéine Tau 

normalement localisée au niveau de l’axone se voit relocalisée au niveau du corps cellulaire du 

neurone, on parle alors de « pre-tangles » (PT, pré-enchevêtrements). On ne parle de NFTs 

qu’une fois les filaments formés. 

 

 

Figure 5. NFTs 

Modifié de « Trends in Molecular Medicine vol.11 no.4 April 2005 », échelle = 62,5µm. 

Immunomarquage des NFT réalisé avec un anticorps spécifique anti-PHF1 

 

Plusieurs controverses existent concernant les plaques séniles et les NFTs, notamment 

pour savoir si une lésion apparait plus précocement qu’une autre. Si le rôle de Tau dans la MA 

sera abordé plus en détail plus loin dans cette introduction, nous pouvons quand même dire 

que l’implication de la pathologie de Tau dans la MA est très cohérente pour plusieurs raisons. 
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Tout d’abord, on sait que même si l’on tente de limiter ou bien réduire la quantité de 

Aβ chez les patients avec une technique d’immunisation, cela ne permet ni une limite du 

déclin cognitif, ni une limitation de la propagation de la pathologie de Tau (Small and Duff 

2008). Si ceci peut être du au fait que des études ont montré une apparition de plaques séniles 

ou tout du moins de fibres d’Aβ avant les NFTs (Götz et al. 2001), forcé de constater que l’on 

observe une meilleure corrélation entre l’apparition des NFTs et la propagation de la 

pathologie de Tau avec le déclin cognitif des patients comparativement avec l’apparition et la 

propagation des plaques séniles (Duyckaerts et al. 1997).  

Cependant, Tau semble également jouer un rôle dans la toxicité de Aβ, comme le 

montre une étude ou la réduction de Tau endogène entraine une diminution des problèmes 

comportementaux chez des souris transgéniques exprimant l’APP humaine, sans cependant 

modifier le taux d’Aβ présent dans le cerveaux des animaux  (Roberson et al. 2007). La même 

étude reconnait également que malgré ces résultats, la diminution de Tau a la capacité 

d’enrayer la dysfonction neuronale causée par Aβ, et cette dualité rejoint la conclusion de 

Small et Duff, à savoir qu’il parait impossible de pouvoir un jour trouver un traitement à la 

MA en considérant la pathologie amyloïde et la pathologie de Tau séparément. Enfin, on 

retrouve des NFTs dans différentes tauopathies (Clavaguera, Grueninger, and Tolnay 2014; 

Spillantini and Goedert 1998) comme le syndrome de Down et la démence fronto-temporale 

associée au parkinsonisme, et une meilleure compréhension de leur formation, leur impact sur 

la physiologie du neurone, ainsi que leur propagation à travers le cerveau, pourra donc être 

bénéfique pour plusieurs champs d’étude. 

 

1.1.2.5. Amyloïdose vasculaire 

En plus des inclusions intra et extracellulaires comme les NFTs ou bien les plaques 

séniles, on observe chez les patients Alzheimer des dépôts amyloïdes au niveau du système 

cérébrovasculaire. Ce phénomène a donné naissance à une hypothèse vasculaire qui serait à 

l’origine de la MA, qui serait déclenché par dommage de la vascularisation cérébrale, comme 

une hypovascularisation (oligémie) ou encore un disfonctionnement de la barrière 

hématoencéphalique (Zlokovic 2011). Ces deux dommages vont avoir comme conjoncture une 
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disfonction neuronale en passant notamment par la voie amyloïdogénique. En effet, 

l’hypovascularisation entraine une augmentation de l’expression d’APP et de la production 

d’A-beta, alors de la barrière hématoencéphalique altérérée diminue son élimination. De plus, 

ces dommages à la vascularisation cérébrale entrainent une accumulation de molécules 

neurotoxiques qui contribuent au disfonctionnement neuronal. Cette hypothèse se place donc 

de façon précoce dans la MA et est également soutenue par des études sur la pathologie de 

Tau. En effet, une étude récente (Merlini, Wanner, and Nitsch 2016) a même montré que le 

remodelage cérébrovasculaire causé par Tau, et plus précisément artériel, observé chez les 

patients Alzheimer précèderai l’angiopathie amyloïde. L’étude propose que les phénomènes 

de modification de la paroi des vaisseaux sanguins aient pour conséquence l’angiopathie 

amyloïde cérébrale que l’on observerai plus tardivement. Par ailleurs, une étude plus ancienne 

(Lippa et al. 1993) avait déjà montré que il n’y a pas de corrélation directe entre la densité des 

plaques séniles / NFTs et l’amyloïdose vasculaire, soutenant l’idée que les dommages et les 

dépôts amyloïdes observés au niveau des vaisseaux sanguins pourraient être des évènements 

en amont des plaques amyloïdes et NFTs. L’hypothèse vasculaire se place donc de manière 

précoce dans la cascade pathologique menant à la MA. 

 

1.1.2.6. Perturbation du système endolysosomal 

Plusieurs études ont mise en évidence l’implication des lysosomes dans la pathogénèse 

de la MA (Zhang, Sheng, and Qin 2009; S. Lee, Sato, and Nixon 2011), donnant naissance à 

l’hypothèse selon laquelle la déposition et la dégradation protéique anarchique pourrait 

contribuer à l’initiation de la neurodégénérescence. Le rôle central de dégradation des 

lysosomes à travers l’endocytose, la phagocytose ou l’autophagie a notamment été appuyé par 

une étude (S. Lee, Sato, and Nixon 2011) montrant que l’inhibition de la protéolyse 

lysosomale entraine une interruption du transport axonal causant une distrophie axonale 

similaire à celle observée chez les patients Alzheimer. La même équipe a par ailleurs mis en 

évidence un échec des processus d’autophagie dans un contexte de MA (D. M. Wolfe et al. 

2013). De plus, la perturbation du système endolysosomal pourrait effectivement contribuer à 

l’accumulation amyloïde observée dans la MA. On retrouve des hydrolases lysosomales au 

niveau des neurites dystrophiques qui se trouvent dans les plaques séniles, possible indication 
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d’une rupture lysosomale en amont (Sooyeon Lee, Sato, and Nixon 2011). De surcroit, il a été 

prouvé que le système endolysosomal possède une activité beta et gamma sécrétases, ce qui 

veut dire que ce système a la capacité de cliver l’APP (Bahr et al. 1994). Ces clivages génèrent 

des peptides contenant le fragment beta-amyloïde, qui sont par la suite dégradés pas des 

cathepsines. C’est pourquoi l’inhibition des cathepsines a pour conséquences l’accumulation 

de fragments contenant le peptide amyloïde. Les perturbations du système endolysosomal sont 

également liées à la protéine Tau (Hamano et al. 2008), ces dernières entrainant la formation 

d’agrégats insolubles  et d’oligomères de Tau au sein des lysosomes suite à l’application sur 

les cellules d’un agent lysosomotropique diminuant l’activité des cathepsines D, B et L, la 

chloroquine. De plus, il a été montré que des altérations au système endolysosomal avaient un 

impact sur la morphologie de l’appareil de Golgi, qui sera abordé plus loin dans ce mémoire 

(Kirkbride et al. 2012). Le système endolysosomal et ses perturbations semblent donc être liés 

à la fois à la pathologie de Tau et à la pathologie amyloïde, d’où l’importance de son 

observation en pathologie.  
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1.2. La protéine Tau 

1.2.1. Structure du gène et de la protéine 

Le gène humain MAPT codant pour la protéine Tau qui possède 16 exons se trouve sur 

le bras long du chromosome 17, plus précisément à la position 17q21, et s’étend sur plus de 

130kb  (figure 6). L’expression du gène varie, il est majoritairement exprimé dans le système 

nerveux central, mais il s’exprime également dans le système nerveux périphérique, et en plus 

faible proportion au niveau des muscles squelettiques, des reins, du coeur, et des poumons 

(Gu, Oyama, and Ihara 1996). 

La protéine Tau est une longue protéine hydrophile qui appartient à la famille des 

protéines associées aux microtubules (« microtubule associated proteins », MAPs) et son 

transcrit primaire possède 13 exons du fait de la non transcriptions des exons 4A, 6 et 8 dans 

le cerveau humain adulte (Andreadis, Brown, and Kosik 1992; M. Goedert et al. 1992; Sawa 

et al. 1994; Buée et al. 2000; Hirokawa, Shiomura, and Okabe 1988) (figure 6). Il existe 6 

isoformes de Tau dans le cerveau adulte produits par épissage alternatif, qui sont composées 

de 353 à 441 acides aminés et dont le poids moléculaire varie entre 45 et 65 kDa (M. Goedert, 

Spillantini, Jakes, et al. 1989; M. Goedert, Spillantini, Potier, et al. 1989; M. Goedert and 

Jakes 1990) (figure 7). Ces isoformes diffèrent entre elles par la structure des régions amino 

(Nterm) et carboxyterminales (Cterm) de la protéine, régions entre lesquelles on retrouve un 

domaine enrichi en proline.  

En effet, en Nterm les exons 2 et 3 codent pour l’absence ou bien la présence de 1 à 2 

inserts, d’où l’appellation 0N / 1N / 2N que l’on retrouve lorsque l’on décrit une isoforme de 

Tau (Himmler et al. 1989; Buée et al. 2000; Sergeant et al. 2008). La partie Cterm de la 

protéine quant à elle contient les exons 9 à 12 et a la particularité de porter 3 ou 4 répétitions 

de 18 acides aminés, ce qui vient compléter l’appellation des isoformes de Tau par la mention 

3R ou bien 4R (Buée et al. 2000; M. Goedert, Spillantini, Potier, et al. 1989). La présence de 

ces 3 ou 4 répétitions est due à l’épissage de l’exon 10 (F. Liu and Gong 2008, 10). Par 

exemple la nomenclature Tau3R0N indique que cette isoforme de Tau possède 3 répétitions en 

Cterm, sans aucun insert en Nterm – cette isoforme, la plus courte (353 acides aminés) a la 
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particularité d’être la seule isoforme de Tau à être exprimée dans le cerveau fœtal (Kosik et al. 

1989). 

Deux domaines principaux se distinguent dans la protéine Tau (figure 8). Le premier 

est composé de la partie Nterm ainsi que de la région enrichie en proline et est appelé domaine 

de projection. Il permet de définir l’espace entre les microtubules (MTs) via des liaisons à des 

protéines du cytosquelette (Chen et al. 1992; Hirokawa, Shiomura, and Okabe 1988). Le 

second est composé de la portion de la protéine avec les répétions présentent en Cterm, c’est le 

domaine de liaison aux microtubules (« microtubule binding domain », MTBD) (Butner and 

Kirschner 1991; M. Goedert and Jakes 1990; Buée et al. 2000). Il est essentiel à la 

polymérisation des MTs, et à la stabilité du cytosquelette. Enfin, la protéine Tau est dite 

dipolaire du fait du caractère basique de la région Cterm et du caractère fortement acide de la 

partie comprenant les inserts en Nterm. 

 

 

Figure 6. Gène mapt humain et transcrit primaire 

Modifié de (Sergeant et al. 2008) - A : gène mapt humain ; B : transcrit primaire humain 

 

Si le gène codant pour la protéine Tau possède 16 exons (dont le premier « -1 » 

appartient au promoteur), on en retrouve seulement 13 au niveau du transcrit primaire et ce à 

cause de l’absence de transcription des exons 4A, 6 et 8 (l’exon 4A est spécifique de la Tau du 

système nerveux périphérique). Cependant, l’exon -1 et l’exon 14 ne seront pas traduits. Les 
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exons 2, 3 et 10 sont quant à eux à l’origine des 6 isoformes de Tau, via des phénomènes 

d’épissage alternatif. Les exons présents dans les 6 isoformes de Tau sont appelés les exons 

constitutifs, et il s’agit des exons 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12 et 13. 

 

 

Figure 7. Isoformes humaines de la protéine Tau 

Modifié de (Buée et al. 2000) 

 

 
 

Figure 8. Domaines de la plus longue isoforme humaine de Tau 

Modifié de (Buée et al. 2000) 
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1.2.2. Localisation 

On retrouve principalement la protéine Tau au niveau des axones des neurones, et ce 

aussi bien pour l’isoforme fœtale que les 5 autres isoformes humaines adultes (Brion et al. 

1988; Binder, Frankfurter, and Rebhun 1985; Brion, Flament-Durand, and Dustin 1986). On 

retrouve cependant la Tau à la fois dans l’axone et le corps cellulaire. La Tau présente au 

niveau du corps cellulaire du neurone y serait synthétisée, puis transportée le long de l’axone. 

Ce transport serait possible grâce à l’intervention de kinésines, des protéines mobiles et 

motrices qui se déplacent le long des MTs du soma vers le bouton axonal – on appelle cela le 

transport antérograde (Michelle A. Utton et al. 2005). Cette relation aux MTs apporte une 

autre explication à la localisation axonale de Tau, possiblement due à cette affinité avec la 

protéine (Hirokawa, Shiomura, and Okabe 1988). La Tau présente au niveau de l’axone 

pourrait également y être directement synthétisée, comme le laisse penser le signal de ciblage 

axonal présent dans la région 3’ non traduite de son ARNm (Litman et al. 1993; Litman, Barg, 

and Ginzburg 1994; S. Aronov et al. 2001; Stella Aronov et al. 2002; Giuditta et al. 2008). En 

plus de l’ARNm, des ribosomes sont également présents au niveau de l’axone, ce qui favorise 

une synthèse locale de Tau directement au site cible qu’est l’axone, et plus particulièrement à 

son extrémité distale (M. M. Black et al. 1996).  

Bien que la protéine Tau soit majoritairement retrouvée au niveau axonal, elle est 

également présente en moins grande quantité au niveau du compartiment somatodendritique 

des neurones ainsi qu’au niveau de leur noyau (Brady, Zinkowski, and Binder 1995; 

Papasozomenos and Binder 1987). Le plus souvent la localisation nucléaire de Tau est due à 

un stress oxydant. La Tau s’associe alors à l’ADN afin d’assurer un maintien de l’intégrité 

génomique. Ce rôle protecteur de Tau sur l’ADN a été confirmé en 2011, quand il a été 

observé qu’en absence de Tau lors d’un stress cellulaire les lésions à l’ADN sont nettement 

plus nombreuses (Sultan et al. 2011). De nombreuses autres études menées entre autres par le 

Dr Luc Buée ont permis de raffiner la liaison protectrice de Tau à l’ADN, notamment par des 

méthodes biochimiques (Violet et al. 2014; Violet et al. 2015; Qi et al. 2015; Mansuroglu et al. 

2016). 
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1.2.3. Les mutations de Tau 

Si les mutations au niveau du gène codant pour APP sont bien caractérisées (Hardy and 

Selkoe 2002), ce n’est qu’en 1998 que des études ont mis en évidence le fait que des mutations 

au niveau de la protéine Tau pouvaient être la cause de maladies neurodégénératives (Hong et 

al. 1998; Clark et al. 1998; Hutton et al. 1998; Poorkaj et al. 1998; Spillantini and Goedert 

1998). Dans le cadre d’un suivi de 13 familles avec démence fronto-temporale avec 

parkinsonisme lié au chromosome 17 (FTDP-17) autosomale dominante héréditaire, il a été 

investigué si oui ou non la protéine Tau (dont le gène se trouve sur le chromosome 17) 

présentait des mutations (Hutton et al. 1998). La FTDP-17 fut donc la première tauopathie 

(pathologie liée à Tau) à mettre en évidence des mutations de la protéine. 

À ce jour une quarantaine de mutations ont été identifiées, divisées en 4 catégories 

(Michel Goedert 2004; M. S. Wolfe 2009). Les mutations dites faux-sens sont les plus 

nombreuses et entrainent la substitution d’un acide aminé par un autre, dans les exons 9 à 13. 

Suivent les mutations introniques, qui ciblent les introns suivant l’exon 9, et plus 

particulièrement l’exon 10. Des mutations dites silencieuses ont également été relevées au 

niveau de l’exon 10, mais elles n’aboutissent à aucun changement en terme de composition en 

acides aminés. Enfin, il existe une mutation de délétion à nouveau dans l’exon 10, qui entraine 

la suppression d’un acide aminé. 

D’un point de vue fonctionnel, ces mutations ont deux conséquences possibles (V. M. 

Lee, Goedert, and Trojanowski 2001; Buée et al. 2000; Michel Goedert 2004). La première est 

une altération de l’épissage alternatif qui a pour effet une augmentation de la production 

d’isoformes 4R. La seconde concerne la protéine et induit un changement dans sa séquence 

peptidique. Les tauopathies familiales restent cependant très rares, les formes sporadiques 

représentant la grande majorité des cas. Si les tauopathies sporadiques ne sont pas liées aux 4 

types de mutations citées ci-dessus, une étude de 2004 à mis en évidence que du 

polymorphisme génétique dans le gène codant pour la protéine Tau pourrait être une cause de 

tauopathies sporadiques (Schraen-Maschke et al. 2004). On notera qu’on ne retrouve pas de 

mutation de Tau dans la MA. 
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1.2.4. Les modifications post-traductionnelles  

1.2.4.1. Par les kinases 

La protéine Tau est une protéine hautement phosphorylable, notamment à cause du fait 

qu’elle possède 85 sites de phosphorylation (D. P. Hanger, Anderton, and Noble 2009). On 

connait actuellement une trentaine de kinases impliquées dans la phosphorylation de Tau, 

chaque kinase reconnaissant de façon spécifique certains épitopes de la protéine (Martin, 

Latypova, Wilson, Magnaudeix, Perrin, Yardin, et al. 2013; J. Avila 2008; Sergeant et al. 

2008). Ces kinases ciblent certains acides aminés de Tau à savoir les sérines, les tyrosines et 

les thréonines afin d’y ajouter un résidu phosphate (figure 9) (Jesus Avila et al. 2004). 

Certaines régions de la protéine Tau sont plus touchées par les phénomènes de 

phosphorylation, c’est le cas du domaine riche en proline et de l’extrémité Cterm de la 

protéine (figure 9). Tout comme les phosphatases, les kinases ont été classées en fonction de 

leur nature ainsi que de leur site dit consensus (Rust and Thompson 2011). La première 

famille concerne les kinases dirigées contre les prolines (PDPK, « prolin-directed protein 

kinases »), qui ont la particularité de cibler des sérines et des thréonines qui précèdent un 

résidu proline (Buée et al. 2000). La seconde famille englobe les kinases dites non dirigées 

contre les prolines (non PDPK), qui phosphorylent les sites qui ne sont pas suivis d’une 

proline (Morishima-Kawashima et al. 1995). Et enfin, la dernière famille de kinases touche les 

kinases ciblant les tyrosines (TPK, « tyrosine protein kinases ») (tableau I). 
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Figure 9. Sites de phosphorylation de Tau chez les patients Alzheimer 

Modifié de (D. P. Hanger, Anderton, and Noble 2009) 

PRD : domaine riche en proline 
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Famille de Kinases Exemple de kinases impliquées dans la MA 

PDPK GSK3 (« glycogen synthase kinase-3 »), CDK5 (« cyclin-

dependent protein kinase-5 »), MAPK (« mitogen-activated 

protein kinases »), ERK1 (« extracellular signal-regulated 

kinases 1 »), ERK2, JNK (« c-Jun N-terminal kinases ») 

Non PDPK TTBK1 (« tau-tubulin kinases 1 »), TTBK2, CK (caséine 

kinases), MARK (« microtubule affinity-regulating 

kinases »), PKA (protéine kinase A), Akt (protéine kinase B), 

PKC (protéine kinase C), CaMKII (« calmodulin-dependent 

protein kinases II ») 

TPK Src, Fyn 

 

Tableau I. Liste des kinases principalement impliquées dans la phosphorylation aberrante de 
Tau dans la MA 

Tableau crée à partir de la revue « Tau protein kinases : involvement in Alzheimer’s disease » 

(Martin, Latypova, Wilson, Magnaudeix, Perrin, Yardin, et al. 2013) et (Scales et al. 2011; G. 

Lee et al. 1998) 

 

 

 

 

 

 



 

18 

1.2.4.2. Par les phosphatases 

Les phosphatases sont des enzymes capables de déphosphoryler les sérines, tyrosines et 

thréonines des protéines (J. Avila 2008; Gong et al. 1993). On peut les classer selon la 

structure de leur site catalytique mais aussi de leur sensibilité aux inhibiteurs : les protéines 

tyrosine phosphatase (PTP), les phosphoprotéines phosphatase (PPP) ainsi que les protéines 

phosphatases dépendantes d’un ion métallique (le plus souvent du fer ou du zinc) (Gong et al. 

1993). Il a été déterminé que dans un cerveau de sujet sain, c’est la phosphatase PP2A qui a 

l’activité la plus importante (71%), contre seulement 11% pour PP1, 10% pour PP5 (PPP) et 

7% pour PP2B (F. Liu et al. 2005), et il se trouve que ces 4 phosphatases ainsi que la 

phosphatase PTEN (PTP) ont la capacité de déphosphoryler la protéine Tau (Martin, 

Latypova, and Terro 2011; Martin, Latypova, Wilson, Magnaudeix, Perrin, and Terro 2013). 

De plus PP2A est également la phosphatase majeure de Tau (Torrent and Ferrer 2012), ce qui 

vient à poser problème en cas de MA. En effet les patients Alzheimer présentent une activité 

des phosphatases réduites de 50% pour PP2A et de 20% pour PP5, entrainant une diminution 

de la déphosphorylation de la protéine Tau. En 2002, une équipe à émis l’hypothèse que 

l’hyperphosphorylation aberrante de Tau en cas de MA était possiblement due à un 

débalancement des phénomènes de phosphorylation/déphosphorylation découlant de la 

diminution d’activité de PP2A (Iqbal et al. 2002). Les répercussions étant une augmentation 

de la phosphorylation, une diminution de la déphosphorylation (J. Z. Wang, Grundke-Iqbal, 

and Iqbal 1996; Iqbal et al. 2002), et donc une augmentation de l’hyperphosphorylation 

menant à la pathologie de Tau, ce genre d’évènement est un parfait exemple du genre de 

cercle vicieux qui peut s’installer dans la MA. 
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1.2.4.3. Les autres modifications 

D’autres modifications post-traductionnelles affectent la protéine Tau. C’est le cas de 

la glycosylation, qui consiste en l’ajout d’un oligosaccharide sur un réside asparagine (N-

glycosylation), thréonine ou sérine (O-glycosylation) (Robertson, Moya, and Breen 2004; 

Jesus Avila et al. 2004). En 2004, une étude a établie l’existence d’une corrélation inverse 

entre la O-GLcNAcylation et la phosphorylation de Tau dans des échantillons de cerveaux de 

patients Alzheimer (Robertson, Moya, and Breen 2004). Cette même étude a montré que des 

changements au niveau de la glycosylation, et plus particulièrement la O-glycosylation, de la 

protéine Tau pourraient influencer sa phosphorylation, ce qui a par la suite été validé par 

plusieurs autres études (Smet-Nocca et al. 2011; F. Liu et al. 2004; Yu et al. 2008). On a 

également observé des phénomènes de troncation de Tau par les caspases 3 et 6 (Basurto-Islas 

et al. 2008; Horowitz et al. 2004) notamment aux sites D13, E391, D421, donnant des formes 

tronquées de Tau que l’on retrouve dans le cerveau des patients Alzheimer (Siddhartha 

Mondragón-Rodríguez et al. 2008). Plusieurs autres phénomènes post-traductionnels affectant 

Tau ont également été décrit comme la déamination (Montejo de Garcini, Serrano, and Avila 

1986), la N-méthylation des résidus de lysine (Wischik et al. 1988), l’oxydation, la 

sumoylation, l’ubiquitination, la polyamination, la nitration, la prolyl-isomérisation, 

l’acétylation et la glycation (Jesus Avila et al. 2004; Martin, Latypova, and Terro 2011). 

 

1.2.5. Les fonctions de Tau 

1.2.5.1. Signalisation cellulaire 

L’implication de la protéine Tau dans des phénomènes de signalisation cellulaire fait  

partie d’un de ses rôles physiologiques qui est altéré lors de la MA. Elle est en effet capable de 

plusieurs interactions soulignant cette fonction. Tout d’abord, en se liant aux microfilaments 

d’actine ou filaments intermédiaires à l’aide de son domaine de projection, la protéine Tau 

assure une connexion entre le cytosquelette et la membrane plasmique (Miyata et al. 1986; 

Henríquez et al. 1995; Brandt, Léger, and Lee 1995). Ensuite, elle est impliquée à la fois dans 

l’établissement de la polarité neuronale et dans la croissance axonale, ce qui explique certains 
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défauts observés au niveau des neurones dans la plupart des tauopathies (Caceres and Kosik 

1990; Caceres, Potrebic, and Kosik 1991; Leugers and Lee 2010). De plus, grâce à son 

domaine enrichi en prolines, la protéine Tau interagie avec l’une des enzymes centrale aux 

principales voies de signalisation, la phospholipase Cγ (PLCγ), et plus particulièrement avec 

son domaine SH3 (Noh, Shin, and Rhee 1995; Jenkins and Johnson 1998; Hwang et al. 1996). 

Une étude de 2008  (Reynolds et al. 2008) a par ailleurs mis en lumière que l’interaction entre 

Tau et les molécules régulatrices des voies de signalisation était fortement affecté par le 

niveau de phosphorylation de la protéine Tau. La même étude a ainsi démontré que la 

phosphorylation de  Tau retrouvé chez les patients Alzheimer pouvait réduire la liaison de la 

protéine au domaine SH3 de la PLCγ, impactant sérieusement la signalisation cellulaire 

dépendante de cette liaison. Une autre interaction existant entre la protéine Tau et un 

modulateur de la signalisation cellulaire est celle que Tau établie avec la sous-unité p85α de la 

kinase PI3, une enzyme impliquée à la fois dans la croissance, la survie, la motilité et la 

prolifération cellulaire (Reynolds et al. 2008). D’autres kinases ont été identifiées comme étant 

également liées à Tau en signalisation cellulaire dans des conditions physiologiques, c’est le 

cas des kinases Lck, Fyn et Src (Scales et al. 2011). La kinase Fyn par exemple, en pathologie, 

suit la protéine Tau lors de la relocalisation au niveau du compartiment somatodendritique 

(Ittner et al. 2010). L’interaction qui se produit alors entre les récepteurs dendritiques NMDA 

et la kinase Fyn résulte en un phénomène d’excitotoxicité qui reflète bien les conséquences de 

l’altération de la fonction de signalisation cellulaire de Tau en condition pathologique.  

 

1.2.5.2. Maturation des neurones 

Une approche révélatrice dans l’étude de fonction d’une protéine est l’observation des 

phénomènes qui occurrent en son absence. C’est ce qu’ont choisi de faire différentes études 

(Caceres and Kosik 1990; Caceres, Potrebic, and Kosik 1991; Harada et al. 1994; Ikegami, 

Harada, and Hirokawa 2000) afin de raffiner les rôles de la protéine Tau. Une équipe s’est 

donc concentrée sur l’inhibition de l’expression de Tau en utilisant des oligonucléotides 

antisens ajoutés au milieu extracellulaire de neurones en culture (Caceres and Kosik 1990; 

Caceres, Potrebic, and Kosik 1991). Ils ont pu observer des défauts importants dans la 
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formation des neurites, mettant en lumière le rôle essentiel de la protéine Tau dans 

l’établissement de la polarité neuronale. Des équipes ont ensuite cherché à raffiner les 

évènements majeurs de la mise en place de la polarité neuronale, avant d’observer que lors du 

développement de l’axone, la densité de Tau la plus importante se situait au niveau du cône de 

croissance axonal (Kempf et al. 1996). Cette distribution tranche avec celle des MTs axonaux 

qui se situent majoritairement au niveau de la partie proximale de l’axone. La coordination 

entre la formation de l’axone et la concentration de protéine Tau au niveau du cône de 

croissance suggère donc un rôle de Tau dans la croissance axonale. En parallèle, une équipe à 

développé un modèle de souris « knock-out » (KO) pour Tau, à qui il manque le gène codant 

pour la protéine Tau (Harada et al. 1994). Si d’un point de vue immunohistologique le système 

nerveux semble normal et que l’élongation axonale de neurones mis en culture n’est pas 

altérée, l’équipe a remarqué qu’au niveau d’axones de plus petit calibre il y a une forte atteinte 

de la stabilité et de l’organisation des MTs. Le nombre de ponts entre les MTs est également 

affecté, soulignant l’importance de la protéine Tau dans la maturation axonale (ici, de petit 

calibre). Cette même étude (Harada et al. 1994) a également observé une augmentation en 

MAP1A (« microtubule-associated protein 1A »), qui pourrait peut être venir compenser le 

rôle de Tau au niveau des axones de plus gros calibre, ce qui expliquerait leur absence de 

défauts et leur bonne élongation axonale. L’investigation de cette possible compensation a été 

investigué par d’autres équipes, avant de trouver qu’il existait en effet une redondance 

fonctionnelle entre la protéine Tau et MAP1 (MAP1B particulièrement) concernant la 

croissance axonale (DiTella et al. 1996; Takei et al. 2000). Quant au modèle de souris Tau-

KO, une autre équipe a pu mettre en avant des atteintes neurologiques dues à l’absence de Tau 

chez des souris âgées, ainsi que des troubles du comportements et une faiblesse musculaire 

(Ikegami, Harada, and Hirokawa 2000). 

Une seconde approche permettant de raffiner le rôle de la protéine Tau est de permettre 

son expression dans des modèles cellulaires qui ne la présente pas de façon endogène (Kanai 

et al. 1989; Knops et al. 1991; Kanai, Chen, and Hirokawa 1992). On a remarqué que 

l’expression de Tau dans des cellules non neuronales d’insecte (Spodoptera frugiperda, 

« Sf9 ») induisait la formation de très longues expansion cytoplasmiques au calibre uniforme 

et dont la morphologie ressemblait fort aux axones typiquement observés en culture neuronale 
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(Knops et al. 1991). Si l’apparition de ces expansions soutient le rôle de la protéine Tau dans 

la formation des neurites, la microscopie électronique a également révélé des faisceaux de 

MTs, orientés parallèlement aux expansions. Des transfections avec l’ADNc de Tau ont 

également été effectué dans des fibroblastes (Kanai et al. 1989), induisant des faisceaux épais 

de MTs comparables à ceux observés dans les cellules Sf9 (Knops et al. 1991). La transfection 

de Tau dans les fibroblastes a également entrainé une augmentation de la production de 

tubuline dans les cellules transfectées, ce qui laisse à penser que la protéine Tau induit la 

polymérisation de tubuline ainsi que la formation de faisceaux microtubulaires, plus 

particulièrement en présence des exons 2 et 3 dans la protéine Tau (Kanai, Chen, and 

Hirokawa 1992). Ceci soutient donc son rôle essentiel dans la maturation des neurones. 

 

1.2.5.3. Liaisons aux MTs 

Tau est une protéine d’association aux MTs (« microtubule-associated protein », 

MAP), ce qui signifie entre autres choses qu’elle a pour fonction de stabiliser le réseau 

microtubulaire et de promouvoir leur polymérisation (Connolly et al. 1977; Weingarten et al. 

1975; Butner and Kirschner 1991). Les MTs sont composées de 13 protofilaments, constitués 

d’hétérodimères de tubuline (α et β) liés à une molécule de guanosine tri-phosphate (GTP) 

lors de leur assemblage (Hirokawa 1990; Kandel 2013). Ces 13 protofilaments s’organisent en 

feuillets, et ultimement forment une structure tubulaire de 25 à 28nm de diamètre, le MT, unité 

constituante du cytosquelette. Ici, nous vous présentons les deux points de liaison entre la Tau 

et les MTs : par l’intermédiaire du MTBD, et par l’intermédiaire du domaine de projection. 

 

1.2.5.3.1. Via le MTBD 

La liaison classique de la protéine Tau au réseau microtubulaire par l’intermédiaire du 

MTBD (Serrano et al. 1985) se fait sur la surface externe des protofilaments de tubuline, une 

fois les MTs assemblés (Al-Bassam et al. 2002). Toutefois, il arrive que cette liaison se fasse 

sur la surface interne des MTs, lorsque leur assemblage n’est pas encore complété (Kar et al. 

2003). Si le MTBD s’étend des répétitions R1 à R4, sa région avec la plus grande affinité pour 
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les MTs se situe entre les répétitions R1 et R2 (Goode and Feinstein 1994; Drechsel et al. 

1992). Cette région n’est présente qu’au niveau des isoformes 4R, ce qui explique la 

propension de ces isoformes à mieux lier et à promouvoir un meilleur assemblage des MTs (G. 

Lee, Neve, and Kosik 1989; M. Goedert and Jakes 1990).  

 

1.2.5.3.2. Via le domaine de projection 

La liaison de la protéine Tau aux MTs via son domaine de projection vient renforcer la 

liaison déjà établie via le MTBD, grâce à des interactions intramoléculaires entre le domaine 

enrichi en proline et le MTBD (Goode et al. 1997). Le domaine de projection de la protéine 

joue également un rôle structural clef, tout d’abord en déterminant l’espacement entres les 

MTs de l’axone (Chen et al. 1992; Leclerc et al. 1996), puis en liant les MTs adjacents les uns 

aux autres (Hirokawa, Shiomura, and Okabe 1988). Le rôle de liaison aux MTs via le domaine 

de projection de Tau est donc un rôle indirect, mais néanmoins nécessaire. 

 

1.2.6. Tau en condition pathologique 

1.2.6.1. Hyperphosphorylation 

Les patients atteints de la MA ont la particularité de voir la Tau de leur cerveau 

fortement phosphorylée comparativement au niveau de phosphorylation observé chez les 

sujets sains (A. Alonso et al. 2001). Ceci peut être la conséquence soit d’une augmentation de 

la quantité de protéine Tau phosphorylée à un ou plusieurs épitope particulier, soit d’une 

augmentation globale de la phosphorylation de Tau (Köpke et al. 1993; Ksiezak-Reding, Liu, 

and Yen 1992). Un consensus a cependant été établi, selon lequel l’hyperphosphorylation de la 

protéine Tau serait le résultat d’un déséquilibre entre les kinases et les phosphatases 

régulatrices de la protéine, avec une diminution de l’activité des phosphatases et une 

augmentation de l’activité des kinases (J. Z. Wang, Grundke-Iqbal, and Iqbal 1996; Iqbal et al. 

2002). Dans les années 90 et au début des années 2000, plusieurs études ont tenté d’identifier 

les kinases principalement responsables de l’hyperphosphorylation aberrante de Tau observé 
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dans la MA. Deux protéines kinases se liant aux MTs, la protéine kinase I et la protéine kinase 

II, ont été démontrées capables d’induire un changement de conformation de la protéine Tau 

(Ishiguro et al. 1992; Imahori and Uchida 1997). Ces protéines kinases ont par la suite été 

identifiées comme étant la GSK3 pour la protéine kinase I et la CDK5 pour la protéine kinase 

II (Ishiguro et al. 1993). Dans le cas de la kinase GSK3, il a été montré que sa phosphorylation 

de Tau pourrait être essentielle à la formation de polymères de Tau (M. Pérez et al. 2000; Mar 

Pérez et al. 2002), et par extension à l’agrégation de la protéine Tau (Jackson et al. 2002). 

Cependant, cette phosphorylation n’est pas effective seule et doit être précédée par des 

phosphorylations faites par d’autres kinases en amont (Singh et al. 1995). C’est l’étude de Li 

et Paudel qui a raffiné ces « pré-phosphorylations » comme ayant lieu au niveau des sérines 

235 et 404 de la protéine Tau, et qui rendent la protéine plus accessible à la GSK3(β) pour 

phosphoryler la thréonine 231, et les sérines 396 et 400 (Li and Paudel 2006). La GSK3 peut 

cependant phosphoryler directement la sérine 202 de la protéine Tau. 

L’hyperphosphorylation induite par la GSK3 en pathologie altère également l’affinité 

de Tau avec les MTs (Drechsel et al. 1992), et donc leur polymérisation ainsi que leur 

assemblage (Lindwall and Cole 1984; M. A. Utton et al. 1997). C’est donc tout le réseau 

microtubulaire qui s’en voit affecté (Ebneth et al. 1999). C’est le cas de la sérine 396, la 

thréonine 231 mais aussi la sérine 262, dont la phosphorylation a un impact direct sur l’affinité 

de Tau avec les MTs (Biernat et al. 1993; Bramblett et al. 1993; Sengupta et al. 1998). 

Toutefois, en 2008 l’équipe du Dr Planel a mené une étude sur des souris sauvages et 

transgéniques, chez qui ils ont causé une hyperphosphorylation de Tau induite par 

l’hypothermie liée à l’anesthésie (Planel et al. 2008). Ils ont observé que la dissociation de Tau 

des MTs ne menait pas à la dépolymérisation attendue de la tubuline, et que le réseau 

microtubulaire ne semblait pas affecté. Ces résultats ne concernent cependant qu’une sous-

population de protéine Tau, la Tau liée aux MTs, car les résultats concernant la Tau libre 

hyperphosphorylée indiquent bien qu’elle n’est pas capable de se lier aux MTs ou bien 

d’induire leur assemblage. De plus, en 2009, la même équipe a montré que l’hypothermie due 

à l’anesthésie induisait une augmentation du taux de Tau phosphorylée, mais aussi de la Tau 

insoluble et agrégée, ainsi qu’un détachement de Tau des MTs (Planel et al. 2009). Par la 

suite, c’est tout le réseau des MTs qui s’effondre, déréglant également le transport axonal 
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(Trojanowski and Lee 1994; Mandelkow et al. 2003; S. C. Feinstein and Wilson 2005; Mi and 

Johnson 2006). D’un point de vue morphologique, l’hyperphosphorylation de la protéine Tau 

se traduit par un changement de conformation de la protéine, qui se replie sur elle même pour 

former des fragments hélicaux pairés (PHF) (Jeganathan et al. 2008). En effet, la Tau 

hyperphosphorylée est plus résistante aux clivages par les protéases neuronales, ce qui mène à 

son accumulation, son agrégation ainsi qu’à sa relocalisation de l’axone vers le compartiment 

somatodendritique (Yang and Ksiezak-Reding 1995; Johnson 1992; Litersky and Johnson 

1992; Litersky and Johnson 1995). 

 

1.2.6.2. Agrégation 

L’agrégation de la protéine Tau est le phénomène qui découle de son 

hyperphosphorylation (A. Alonso et al. 2001; S. Mondragón-Rodríguez et al. 2014). 

Cependant, la phosphorylation de certains acides aminés de la protéine va avoir tendance à 

promouvoir particulièrement son agrégation – c’est le cas des sérines 396, 404 et 422 (S. 

Mondragón-Rodríguez et al. 2014; C. Haase et al. 2004; Abraha et al. 2000). En effet, la partie 

Cterm de la protéine tend plutôt à inhiber son agrégation, toutefois les phénomènes de 

phosphorylation ciblant ces sérines en Cterm inverse cette tendance en induisant une 

propension à l’agrégation (C. Haase et al. 2004; Abraha et al. 2000). Nous avons donc vu que 

l’hyperphosphorylation de Tau induisait son détachement des MTs, puis la formation de PHF 

(Kidd 1963; Spillantini and Goedert 1998; A. Alonso et al. 2001). Ces PHF vont ensuite 

s’agréger pour former les NFTs, que l’on retrouve en intracellulaire dans le compartiment 

somatodendritique du à la relocalisation de la protéine Tau depuis l’axone (V. M. Lee, 

Goedert, and Trojanowski 2001).  

Le phénomène d’agrégation est également augmenté de par les propriétés de 

recrutement des formes libres de Tau hyperphosphorylée. En effet en 1996 une étude a mis en 

évidence la capacité de la protéine Tau hyperphosphorylée à recruter des protéines Tau non 

phosphorylées pour former des agrégats, venant soutenir ce que l’on nomme la théorie 

« prion-like » dans le domaine de la MA (A. C. Alonso, Grundke-Iqbal, and Iqbal 1996). De 

plus, des études ont prouvé l’accumulation des formes tronquées de Tau dans la MA, du fait 
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d’un déséquilibre entre la suppression et la formation des fragments protéolytiques de la 

protéine Tau (Chesser, Pritchard, and Johnson 2013). Cette accumulation participe également 

aux phénomènes d’agrégation de façon indirect, en augmentant la toxicité intraneuronale et en 

favorisant la formation de NFTs. Enfin, plusieurs études ont fait état du fait que ce serait la 

forme soluble libre hyperphosphorylée de Tau qui causerait la toxicité et non la forme 

insoluble retrouvée dans les NFTs (Chesser, Pritchard, and Johnson 2013), de quoi considérer 

l’agrégation comme neuroprotectrice plutôt que neurotoxique. 

 

1.2.6.3. Propagation de la pathologie 

La pathologie de Tau se suit anatomiquement en observant la séquence d’apparition 

des NFTs dans le cerveau des patients Alzheimer (Grundke-Iqbal et al. 1986). En effet, cette 

progression s’avère stéréotypée et elle débute profondément dans le cerveau, au niveau du 

cortex trans-entorhinal (H. Braak and Braak 1991; Heiko Braak et al. 2011), avant de se 

propager vers l’hippocampe et les régions corticales (figure 10). Cette progression suivant des 

voies neuroanatomiques, plusieurs équipes ont commencé à étudier une possible propagation 

dite de « cellule à cellule » (Clavaguera, Grueninger, and Tolnay 2014; de Calignon et al. 

2012; Iba et al. 2013; Mohamed et al. 2013; Lasagna-Reeves et al. 2012). En effet, Lasagna-

Reeves a montré que suite à une injection d’oligomères de Tau provenant de patients 

Alzheimer dans l’hippocampe de souris sauvage, on retrouve 11 mois après l’injection des 

agrégats de Tau dans l’hippocampe ainsi que dans le cortex et l’hypothalamus (régions 

adjacentes) (Lasagna-Reeves et al. 2012). Une des hypothèses concernant la propagation de 

cellule à cellule a vue le jour suite à l’observation de structures ressemblant à des nanotubes 

(Gousset et al. 2009), laissant envisager une possible propagation intercellulaire ne passant pas 

par le milieu extracellulaire. La seconde hypothèse privilégie quant à elle une propagation via 

le milieu extracellulaire, la Tau étant sécrétée in vivo par les neurones (Yamada et al. 2011) et 

une surexpression de Tau humaine dans des cellules non-neuronales induisant une propagation 

de la pathologie de Tau de cellule à cellule (Kfoury et al. 2012) via la Tau extracellulaire. 

Comme le rapporte la revue de littérature publiée en 2013 par notre laboratoire, la propagation 

de la pathologie de Tau de cellule à cellule résulte principalement de la sécrétion de Tau par le 
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neurone pré-synaptique et par sa recapture par le neurone post-synaptique (Mohamed et al. 

2013). 

 

 

 

Figure 10. Progression de la pathologie de Tau à travers le cerveau 

Modifié de (Jucker and Walker 2013) 
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1.2.7. Sécrétion de Tau 

Pour rappel, la sécrétion permet aux protéines intracellulaires d’être transportées vers 

l’espace extracellulaire, comme par exemple la fente synaptique entre deux neurones. La 

protéine est alors soit sous une forme libre soit liée à la membrane plasmique de la cellule. La 

plupart des protéines sécrétées empruntent la voie de sécrétion dite conventionnelle. Cette voie 

de sécrétion concerne les protéines ayant un peptide signal qui adresse leur synthèse au 

réticulum endoplasmique (RE), avant d’être transportées vers l’AG grâce aux COPII (« coat 

protein complex II ») recouvrant les vésicules sortantes du RE puis l’espace extracellulaire 

(Farhan and Rabouille 2011; Oprins et al. 2001). La voie RE/AG est également régulé par les 

COPI (« coat protein complex I ») (Catherine Rabouille and Klumperman 2005), qui sont 

indirectement ciblées par la brefeldin A (BFA), une drogue qui bloque le transport RE/AG et 

donc interrompt la sécrétion conventionnelle. En amont, ce phénomène est initié par 

l’inhibition spécifique de l’interaction GTP-dépendante entre le facteur d’ADP-ribosylation 1 

(ARF1) et les membranes du RE, par la BFA (Rambourg, Clermont, Jackson, et al. 1995). 

En 2012, une étude de notre laboratoire (Plouffe et al. 2012) a permis de montrer que la 

sécrétion de Tau n’était pas altérée en présence de BFA, qui n’utilise donc pas la voie de 

sécrétion cellulaire conventionnelle, mais une/des voie(s) non-conventionnelle(s) ne 

nécessitant pas de peptide signal (Nickel and Rabouille 2009; Catherine Rabouille, Malhotra, 

and Nickel 2012). Ici, nous allons donc détailler les différentes voies de sécrétion non-

conventionnelles possibles de la protéine Tau, en condition physiologique et en condition 

pathologique.  
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Figure 11. Schéma de sécrétion non-conventionnelle possible de la protéine Tau 

Schéma de la revue de littérature de (Mohamed et al. 2013), modifié de (Nickel and Rabouille 

2009) 
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1.2.7.1. En condition physiologique 

En condition physiologique, Tau est enrichie dans l’axone. Tau pourrait alors être  

sécrétée par des autophagosomes qui se trouvent dans l’axone (Berg et al. 1998). La protéine 

Tau contenue à l’intérieur des autophagosomes serait alors libérée dans l’espace 

extracellulaire grâce à leur fusion avec la membrane plasmique (voie 3, figure 11). Une autre 

voie hypothétique de sécrétion de Tau pourrait faire intervenir la fusion des autophagosomes, 

soit avec des endosomes soit avec des corps multivésiculaires (« multivesicular bodies », 

MVBs) (Duran et al. 2010; Berg et al. 1998), avant d’ultimement fusionner avec la membrane 

plasmique (voie 4, figure 11). La sécrétion de Tau pourrait également se produire par deux 

voies de sécrétions qui feraient intervenir des vésicules issues du Golgi recouvertes de 

clathrine (voie 9, figure 11). Ces vésicules pourraient fusionner directement avec la membrane 

plasmique ou avec une structure endosomale avant de fusionner avec la membrane plasmique 

(voie 8, figure 11) (Ponnambalam 2003; Fatal, Suntio, and Makarow 2002). 

 

1.2.7.2. En condition pathologique 

En conditions pathologiques, Tau s’accumulant dans le compartiment somato-

dendritique, ceci pourrait lui donner accès à d’autres voies non-conventionnelles de sécrétion 

qui impliquent des organelles enrichis dans ce compartiment tels que les vésicules qui se 

forment à la surface du RE, les lysosomes et les MVBs. Dans ce cas, Tau pourrait se retrouver 

à la surface de vésicules non-COPII qui fusionneraient directement avec la membrane 

plasmique pour la sécréter (voie 7, figure 11) (Fatal, Suntio, and Makarow 2002). Quant aux 

vésicules COPII, elles seraient capables soit de fusionner avec les endosomes ou les MVBs 

avant d’atteindre la membrane plasmique (voie 6, figure 11) (Yoo et al. 2002), soit de 

directement fusionner avec la membrane plasmique (voie 5, figure 11) (X. Wang et al. 2004). 

Pour ce qui est de la Tau sous forme libre, des organelles appelés lysosomes sécrétoires 

possédant les capacités des lysosomes et des granules sécrétoires pourraient l’endocyter avant 

de la sécréter dans l’espace extracellulaire (voie 2, figure 11), à la manière de l’interleukine 1β 

(Andrei et al. 1999). Enfin, les MVBs ont été reconnu capables de transport de protéines (Von 

Bartheld and Altick 2011). La Tau libre pourrait donc être dans des vésicules endosomales 
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formant des MVBs, avant de fusionner avec la membrane plasmique provoquant une sécrétion 

dans l’espace extracellulaire d’exosomes contenant la protéine Tau (voie 1, figure 11) 

(Smalheiser 2007; Lakkaraju and Rodriguez-Boulan 2008). 

 

1.3. L’appareil de Golgi 

1.3.1. Découverte 

Cet organelle a été décrit pour la première fois par le médecin et histologiste Italien 

Camillo Golgi en 1898, suite à son observation dans des cellules nerveuses d’ « appareils 

réticulés internes » (Bentivoglio 1999). Camillo Golgi avait en effet optimisé dans les années 

précédentes une technique de coloration cytochimique au nitrate d’argent dans le cadre de ses 

études sur les cellules nerveuses comme celles de l’hippocampe et c’est grâce à cette 

technique qu’il a pu observer pour la première fois ce qui porte désormais le nom d’appareil 

de Golgi (AG) ou tout simplement de Golgi (Golgi 1989b; Golgi 1989a; Golgi, Bentivoglio, 

and Swanson 2001). Camillo Golgi reçu par la suite le Prix Nobel de Physiologie et Médecine 

en 1906, l’AG étant le premier organelle cellulaire identifié grâce à l’histologie et la 

microscopie (Bentivoglio 1999). 

 

1.3.2. Structure 

On ne compte qu’un seul AG par cellule chez les mammifères, contre plusieurs AG de 

petites taille chez la plupart des cellules d’invertébrés et chez les levures (Preuss et al. 1992; 

Rambourg, Clermont, Ovtracht, et al. 1995). D’un point de vue structural, l’AG est constitué 

d’un empilement de saccules ou citernes plates de 15 à 20nm d’épaisseur, et séparées les unes 

des autres par environ 30nm (L. M. Prescott, Harley, and Klein 2003). Ces citernes, aux bouts 

desquelles bourgeonnent des vésicules, sont reliées entres elles par des extensions en formes 

de tube (extensions tubulaires), formant ainsi une sorte de ruban appelé ruban Golgien 

(Farquhar and Palade 1981; Rambourg and Clermont 1986; S. Wang et al. 2012). Les 

vésicules sphériques observées au voisinage des citernes semblent provenir d’une 
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fragmentation des extensions tubulaires reliant deux empilements entres eux, et sont présentes 

à la périphérie du Golgi (Marsh et al. 2001; Rambourg and Clermont 1986). Cette structure a 

été observée en histologie mais également dans des préparation de purification d’AG 

(Nakamura et al. 1995) et en microscopie électronique (Weidman, Roth, and Heuser 1993).  

Pour le décrire, on peut séparer l’AG en quatre parties (figure 12). Si l’on suit une 

direction antérograde, c’est à dire du RE aux protéines matures, la première section du Golgi 

est appelée la région Cis, qui consiste en la région d’entrée des protéines en provenance du 

RE. La seconde région est nommée région médiane ou bien Golgi médian car elle est comprise 

entre les faces d’entrée et de sortie des protéines. Il y a ensuite la région appelée Trans, puis la 

dernière section de l’AG quant à elle appelée réseau trans-Golgien (« trans-Golgi network », 

TGN) et qui correspond au site de sortie des protéines matures (Clermont, Rambourg, and 

Hermo 1995). Autour de l’AG, des compartiments appelés compartiments intermédiaires ont 

également été décrits. Le premier est un compartiment qui représente la zone comprise entre le 

RE et l’AG, et il est appelé le compartiment intermédiaire RE/Golgi (« ER-Golgi intermediate 

compartment », ERGIC) (Saraste and Kuismanen 1984; Ben-Tekaya et al. 2005). Le second 

compartiment est appelé compartiment de transport tubulo-vésiculaire (« vesicular tubular 

cluster », VTC) et fait référence aux vésicules présentes avant le Golgi, enrichies en protéines 

COPI (Martínez-Menárguez et al. 1999). 

Quant à l’emplacement de l’AG dans la cellule, dès ses premières descriptions Camillo 

Golgi avait observé que l’AG avait une localisation périnucléaire (Bentivoglio 1999). Des 

études ont par la suite décrit des interactions existant entre certaines kinésines et dynéines avec 

le ruban Golgien, induisant une position de l’AG dans la cellule proche du centre 

d’organisation des MTs, à savoir le centrosome (Xu et al. 2002; Burkhardt et al. 1997) et 

expliquant la dispersion Golgienne observée en cas de désassemblage des MTs (Cole et al. 

1996; Thyberg and Moskalewski 1999). La localisation de l’AG fait donc de lui un organelle 

central de la cellule. 
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Figure 12. Schéma de la structure de l’appareil de Golgi 

Schéma provenant du site de l’UFR de Sciences Biologiques, Université Bordeaux 1, France. 

 

 

 

 

 

 

 



 

34 

1.3.3. Fonctions 

1.3.3.1. Maturation des protéines synthétisées dans le RE 

À leur sortie du RE, les protéines ne sont pas encore complètement fonctionnelles. 

Elles doivent passer par un processus de maturation, via leur transit à travers l’AG – à leur 

sortie, elles sont alors caractérisées de « matures ». Cependant, seules les protéines 

correctement repliées subissent ce processus, les autres étant retenues par le RE grâce à des 

protéines chaperonnes (Nehls et al. 2000). Ce processus de maturation implique différentes 

modifications post-traductionnelles essentielles pour le bon fonctionnement des protéines. 

Ces modifications ont lieu à des endroits précis de l’AG, les enzymes responsables 

ayant une localisation définie le long du transport de la protéine à travers le Golgi (de la face 

Cis à la face Trans). En effet, en 1995 une étude menée dans les cellules HeLa a établie une 

cartographie des enzymes Golgiennes responsables de processus de glycosylation et de la 

formation progressive d’oligosaccharides (figure 13) (C. Rabouille et al. 1995), confirmant les 

travaux précédents (R. Kornfeld and Kornfeld 1976; R. Kornfeld and Kornfeld 1985). Cette 

étude a permis de localiser précisément les enzymes NAGT I (N-

acétylglucosaminyltransférase I) et Mann II (α-1,3-1,6 mannosidase II) au niveau du Golgi 

médian et des citernes Trans, les enzymes GaIT (β-1,4 galactosyltransférase) et SialylT (α-2,6 

sialyltransférase) étant présentes au niveau des citernes Trans et du TGN (C. Rabouille et al. 

1995). Ceci permet également d’établir un ordre des modifications menant à la maturation des 

protéines, les enzymes présentent au niveau du TGN apportant les modifications les plus 

tardives dans le parcours protéique à travers le Golgi (sens antérograde). 

La glycosylation est la modification post-traductionnelle la plus courant pour les 

protéines (Stanley 2011) notamment dans le Golgi, et elle a été caractérisé précisément par 

plusieurs études (Farquhar and Palade 1981; Rothman 1994; Traub and Kornfeld 1997; S. 

Kornfeld 1992; Le Borgne and Hoflack 1998). Cependant, si la N-glycosylation s’effectue 

principalement au niveau du RE, c’est bien le Golgi qui est responsable des derniers ajouts de 

sucres par O-glycosylation sur les protéines (Rothman 1994). En effet, l’AG contient de 

nombreuses glycosyl-transférases et glycosydases qui ensembles permettent de raffiner la 

glycosylation (Stanley 2011). Plusieurs de ces glycosyl-transférases sont par ailleurs clivées 
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par les nombreuses protéases également présentes dans le Golgi (Varki 1998) et sont ensuite 

sécrétées (Shifley and Cole 2008; Kitazume et al. 2009). 

Les modifications post-traductionnelles subies dans l’AG par les protéines sont 

cependant parfois dépendantes des modifications ayant eues lieu dans le RE. C’est le cas des 

modifications des chaines de sucre portées par les glycoprotéines, qui concernent uniquement 

les chaines modifiées préalablement par N-glycosylation dans le RE. C’est ce qui se passe par 

exemple pour la phosphorylation des mannoses – cette phosphorylation a lieu dans l’AG après 

une N-glycosylation dans le RE (Traub and Kornfeld 1997). Ce phénomène a par ailleurs la 

particularité d’adresser les protéines ainsi modifiées aux lysosomes. Les protéines sont 

incorporées dans des vésicules qui bourgeonnent du TGN avant de se diriger vers leur 

destination finale, les lysosomes (S. Kornfeld 1992; Le Borgne and Hoflack 1998; Traub and 

Kornfeld 1997).  

Il existe d’autres modifications post-traductionnelles qui affectent les protéines dans le 

Golgi. C’est le cas de la sulfatation (Farquhar and Palade 1981) qui concerne principalement 

les protéines sécrétées. Le donneur de sulfate impliqué dans la sulfatation Golgienne est le 

PAPS (phospho-adénosine phospho-sulfate) qui est synthétisé dans le cytosol de la cellule puis 

amené jusqu’au Golgi par un transporteur (Dowood et al. 2016). C’est également au niveau de 

l’AG que se fait l’ajout de lipides sur certaines protéines, principalement des protéines 

membranaires. Ce processus implique l’addition d’une ancre GPI (glycosylphosphatidyl 

inositol) sur les protéines via l’intervention de la phosphoéthanolamine (Benting, Rietveld, 

and Simons 1999; Fivaz et al. 2002; Sotgia et al. 2002; Sharma et al. 2004). C’est grâce à cette 

ancre GPI que les protéines pourront ultérieurement s’associer à des radeaux lipidiques 

(Alfalah et al. 1999; Paladino et al. 2004). Enfin, on observe également des phénomènes 

d’oxydation, de phosphorylation, la formation de ponts disulfures ou encore des clivages 

pendant le transport des protéines à travers le Golgi (Myllyharju and Kivirikko 2004; Hsu et 

al. 2016). Suite à toutes ces modifications, elles peuvent enfin être qualifiées de « matures ». 
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Figure 13. Schéma d’addition ou de suppression des sucres à travers le Golgi 

 

Issu de (Stanley 2011) à partir de (C. Rabouille et al. 1995). En vert : ajout de sucre, en 

rouge : suppression de sucre. 

 

1.3.3.2. Endocytose et sécrétion 

Les exemples précédemment évoqués de maturation protéique dans le sens antérograde 

de l’AG illustrent ce que l’on appelle la voie de biosynthèse-sécrétion qui existe entre le RE 

jusqu’à la sortie du Golgi. Cette voie engendre un flux de membranes important, qui trouve 

son équilibre avec l’existence d’une voie rétrograde de transport, qui fait appelle au processus 

d’endocytose. Cette voie passe le plus souvent par des endosomes ou endosomes tardifs. Ce 

sont eux qui recyclent par exemple le récepteur au mannose-6-phosphate (S. Kornfeld 1992), 

grâce à Rab9, une petite GTPase, à α-SNAP (« soluble NSF attachment protein »), acteur de la 

régulation SNARE (« SNAP receptor »), ainsi qu’à la protéine TIP47 (Lombardi et al. 1993; 

Itin et al. 1997; Carroll et al. 2001; Frédéric Mallard et al. 2002). La voie de transport 

rétrograde peut aussi se passer des endosomes tardifs, comme le montre une étude de 1998 

menée sur la toxine Shiga, produite par la bactérie Shigella dysenteriae (F. Mallard et al. 

1998). L’étude rapporte que la sous-unité B de cette toxine est capable d’atteindre directement 

le TGN sans avoir à passer par les endosomes tardifs, mais en utilisant les endosomes dits 

précoces que l’on retrouve le plus souvent côté Cis. Cette observation vient confirmer 

l’existence d’une voie entre les endosomes précoces et le TGN, qui avait été évoquée pour la 
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première fois suite à l’observation de transferrine, un marqueur des endosomes précoces, dans 

le TGN (Fishman and Fine 1987; Stoorvogel et al. 1988). 

C’est d’ailleurs l’étude de Stoorvogel en 1988 qui fait le lien entre le cheminement des 

protéines sécrétées par le Golgi et le processus d’endocytose, les deux processus étant liés au 

niveau du TGN (Stoorvogel et al. 1988). En utilisant un conjugué de transferrine et de HRP 

(« horseraddish peroxidase ») visualisé par cytochimie, l’équipe a non seulement pu décrire 

l’endocytose des endosomes précoces porteur de transferrine, mais également la présence dans 

des mêmes vésicules du TGN de transferrine/HRP mais également d’albumine, qui elle 

emprunte la voie classique de transport antérograde des molécules sécrétoires. Les fonctions 

d’endocytose et de sécrétion assurées par l’AG sont donc fortement liées, parfois même au 

sein d’une même vésicule. 

 

1.3.3.3. Autres fonctions 

L’AG est le siège de nombreuses voies de signalisation cellulaires. En 2005, une étude 

a mis en évidence la contribution du Golgi dans la voie de la protéine kinase ERK (1 et 2), qui 

appartient à la famille des MAP kinases (Kondoh, Torii, and Nishida 2005). Si suite à un 

stimulus extracellulaire, la protéine ERK cytoplasmique est relocalisée au noyau, le fait que 

ERK soit bien fonctionnelle dans le cytoplasme en conditions normales est dû à la protéine 

transmembranaire Sef, qui a pour rôle de réguler la distribution de ERK dans la cellule en se 

liant à l’activateur spécifique de ERK, MEK (Kondoh, Torii, and Nishida 2005). Cette liaison 

a pour conséquence la relocalisation du complexe ERK/MEK au Golgi. De cette façon, la 

protéine Sef assure une signalisation de ERK dans le cytoplasme en bloquant la signalisation 

nucléaire. Un autre exemple de l’implication de l’AG dans la signalisation cellulaire est 

l’implication de la GTPase ARF dans la dynamique du Golgi. En effet, il existe un squelette 

de protéine spectrine (De Matteis and Morrow 1998) qui est associé avec différents organelles 

et qui est essentiel au bon maintien de la structure de l’AG ainsi que de la bonne marche du 

transport protéique à travers les endosomes précoces (J. D. Black et al. 1988). C’est la GTPase 

ARF qui régule l’assemblage de ce squelette de spectrine (De Matteis and Morrow 2000), 

notamment en contrôlant la composition des membranes Golgiennes. 
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Le Golgi est également un point de contrôle dans l’adressage des protéines (Lewin and 

Sanlaville 1999). Par le biais de certains modifications post-traductionnelles, il peut par 

exemple adresser certaines protéines à un compartiment cellulaire précis, comme par exemple 

les lysosomes (Traub and Kornfeld 1997). L’AG agit donc comme un centre de tri pour les 

protéines qui peuvent être recyclées par endocytose, adressées aux lysosomes, ou encore à la 

membrane plasmique pour être sécrétées (Lewin and Sanlaville 1999). 

 

1.3.4. Fragmentation de l’appareil de Golgi 

1.3.4.1. En condition physiologique 

À l’exception de phénomènes liés au cycle cellulaire comme la mitose (Corda et al. 

2012; Posakony, England, and Attardi 1977; Colanzi and Sütterlin 2013; Misteli 1996; 

Ramirez and Lowe 2009), l’AG possède une forme compacte et non fragmentée en condition 

physiologique, bien que ce soit un organelle très dynamique de par ses échanges et 

mouvements de membranes ainsi que de vésicules. Cette morphologie compacte a été pour la 

première fois observées dans les années 50 par microscopie électronique, et traduit 

l’empilement des citernes empilées les unes contres les autres (Dalton and Felix 1954; 

Farquhar and Rinehart 1954; Sjostrand and Hanzon 1954; Dalton and Felix 1956). 

Cependant, et même en conditions physiologiques, le volume de l’AG est sous 

l’influence du niveau de synthèse protéique (Klumperman 2011). Plusieurs études ont décrit 

que l’augmentation du niveau de synthèse en protéines entrainait une augmentation du volume 

de l’AG (Clermont et al. 1993; Noske et al. 2008), et qu’une inhibition des échanges 

protéiques entre le RE et l’AG pouvait mener à une forte réduction du volume Golgien jusqu’à 

sa disparition (T. H. Lee and Linstedt 1999; B. S. Glick 2000; Morin-Ganet et al. 2000; A. R. 

Prescott et al. 2001). De plus, la morphologie de l’AG est également dépendante du type 

cellulaire, des cellules comme les leucocytes ou les cellules plasmatiques ayant un Golgi 

plutôt sphérique et très compact, le Golgi des cellules de Sertoli ayant une surface plus 

importante (Rambourg 1997). 
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Physiologiquement, il existe pourtant une zone de l’AG qui est décrite comme une 

zone non compacte (Klumperman 2011). Il s’agit d’une zone périphérique aux citernes 

Golgiennes, et qui présente un réseau de tubules d’une trentaine de nanomètres de diamètre. 

Ce réseau a été détaillé par différentes équipes (Rambourg 1997; Benjamin S. Glick and 

Nakano 2009; Ladinsky et al. 1999) qui ont observé que certaines des tubulations le 

constituant revenait fusionner avec la citerne dont elles émergeaient, que d’autres émanant de 

la région Cis du Golgi se projetaient jusqu’aux VTCs, alors que des tubulations se contentaient 

de faire des projections latérales. Si le rôle de ce réseau n’est pas encore défini, il constitue 

néanmoins la région la moins compacte de l’AG en condition physiologique. 

 

1.3.4.2. En condition pathologique 

La fragmentation de l’AG est caractérisée par une discontinuité du ruban Golgien, avec 

la présence de citernes, tubules et vésicules isolées, accompagné d’une altération de l’intégrité 

des membranes Golgiennes (Catherine Rabouille and Haase 2015). Le Golgi compacte 

traditionnellement observé en condition physiologique laisse alors place à un aspect beaucoup 

plus épars, avec plusieurs fragments. En effet, la fragmentation de l’AG est une marque 

caractéristique de la plupart des maladies neurodégénératives comme Parkinson (Rendón et al. 

2013; Coune et al. 2011), Huntington, la sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Gonatas et 

al. 1992; Atkin et al. 2014), Alzheimer  (Joshi, Bekier, and Wang 2015; Baloyannis 2014) et 

les maladies à prion (Fan et al. 2008). 

La première neuropathologie dans laquelle a été décrite une fragmentation de l’AG est 

la SLA au début des années 90 (Mourelatos et al. 1990; Gonatas et al. 1992; Fujita et al. 

2002). Chez ces patients, 30% des neurones moteurs (neurones affectés par la SLA) présentent 

une fragmentation Golgienne en phase pré-clinique contrairement à 1% des neurones moteurs 

chez des sujets sains (Gonatas et al. 1992). Ces résultats chez l’humain concordent avec ceux 

observés chez les modèles animaux utilisés lors de ces études (Mourelatos et al. 1990; 

Mourelatos et al. 1996). La SLA familiale est caractérisée par une superoxide dismutase 

(SOD1) mal repliée qui a été montré responsable de l’inhibition des échanges entre le RE et 
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l’AG, de stress au niveau du RE, ainsi que de la fragmentation Golgienne caractéristique de la 

maladie (Atkin et al. 2014). 

Cependant, diverses hypothèses existent concernant la cause de la fragmentation 

Golgienne dans les neuropathologies, ainsi que la place de ce phénomène entre cause et 

conséquence. On identifie 3 propositions principales quand à l’origine de la fragmentation de 

l’AG, lesquelles ne sont pas mutuellement exclusives. La première hypothèse concerne les 

stress cellulaires, nombreux lors des maladies neurodégénératives (Bhat et al. 2015). Selon 

cette proposition, l’AG ne serait pas un simple receveur de stress cellulaire, mais un 

modulateur de la réponse au stress, ayant la capacité de l’amplifier, de réguler la réponse à ce 

stress, et ainsi de possiblement induire la neurodégénération (Alvarez-Miranda, Sinnl, and 

Farhan 2015). Cependant à ce jour, les études menées à ce sujet ont toutes été faites sur des 

cellules en culture, majoritairement des cellules non neuronales (de type HeLa), et sous 

contrôle des stress cellulaires appliqués (souvent stress oxydatif, stress osmotique). 

L’implication de l’AG dans la réponse au stress cellulaire dans un contexte de maladie 

neurodégénérative n’est donc pas encore résolue. La seconde hypothèse sur l’origine de la 

fragmentation Golgienne en pathologie s’oriente autour du transport vésiculaire de l’AG. En 

effet, on sait que les GTPases Rab et les SNAREs jouent un rôle essentiel dans la machinerie 

de transport de vésicules Golgiennes (Bonifacino and Glick 2004). Il existe un complexe 

protéique à 8 sous-unités appelé le COG (« conserved oligomeric Golgi ») qui a pour fonction 

d’organiser l’attachement des vésicules à la membrane du Golgi (Lupashin and Ungar 2008) et 

qui interagit avec de nombreuses GTPases Rab et SNAREs notamment lors de maladie de 

Parkinson ou d’Alzheimer (Climer, Dobretsov, and Lupashin 2015). Des défauts au niveau des 

sous-unités de ce complexe ont été mis en relation avec une fragmentation Golgienne dans un 

contexte de CDG («congenital disorders of glycosylation »), une maladie neurologique liée à 

des mutations ou délétions de sous-unités COG (Wu et al. 2004). Les défauts dans le 

complexe COG induisent donc des problèmes dans la biogénèse des vésicules, mais également 

dans leur transport vers et à travers le Golgi, ce qui aboutit à la fragmentation de l’AG. Cet 

exemple illustre comment un défaut au niveau de la formation et de la dynamique des 

vésicules Golgiennes peut avoir une incidence sur la morphologie de l’AG. La troisième 

hypothèse sur la fragmentation du Golgi est née de l’étude des MTs dérivées de l’AG dans la 
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SLA (G. Haase and Rabouille 2015). En effet, en plus de sa proximité géographique avec le 

centrosome, le Golgi est un lieu important de formation et d’organisation de MTs (Chabin-

Brion et al. 2001). Un modèle animal de souris « pmn » (« progressive motor neuronopathy ») 

a été mis au point (Bellouze et al. 2014) qui a pour caractéristique l’absence du cofacteur E de 

liaison à la tubuline localisé au Golgi (TBCE, « tubulin-binding cofactor E »), et l’observation 

des neurones moteurs de ces souris a révélé une fragmentation importante de leurs AG dû aux 

défauts des MTs spécifiques au modèle animal. Ceci fait écho aux études montrant que 

l’altération des phénomènes de dépolymérisation au niveau des MTs entraine bien une 

fragmentation du Golgi (Turner and Tartakoff 1989; Cole et al. 1996), la stabilité et l’intégrité 

des MTs semblant essentielles au maintien physiologique de la morphologie du Golgi. 

 

1.3.4.3. Altérations de la fonction Golgienne 

Si un Golgi fragmenté peut assurer des fonctions de maturation protéique et de 

sécrétion (Joshi et al. 2014), il arrive que ses transports antérogrades et rétrogrades soient 

affectés par la fragmentation. 

1.3.4.3.1. Transport antérograde 

Le transport antérograde est fortement affecté par la fragmentation Golgienne, et ce 

dans plusieurs maladies neurodégénératives. Dans la maladie de Parkinson, suite à la 

fragmentation de l’AG on observe par exemple un blocage du transport RE-Golgi (Cooper 

2006) mais également une déplétion de LRRK2 (« leucine-rich repeat kinase 2 ») qui agit 

comme modulateur des sites de sortie du RE (Cho et al. 2014). Chez les patients SLA, des 

études ont montré que les mutants G93A et G85R de SOD1 observés dans les cas familiaux 

causaient une interruption du cheminement des protéines sécrétées et que l’interruption du 

transport RE-Golgi observé suite à la fragmentation Golgienne était dépendante de Rab1 

(Anna Stieber et al. 2004; Soo et al. 2015). Toutefois, suite à une fragmentation Golgienne on 

peut également observer une accélération du transport protéique comme c’est le cas dans la 

MA (Y. Wang et al. 2008; Xiang et al. 2013). 
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1.3.4.3.2. Transport rétrograde 

La fragmentation de l’AG impact également le transport rétrograde. C’est le cas par 

exemple dans la maladie de Huntington, ou la protéine Huntingtine mutée (avec répétitions 

CAG surnuméraires) entraine une déstabilisation des MTs et une fragmentation des Golgi. 

Ceci engendre une altération du transport rétrograde des vésicules Golgiennes (Caviston et al. 

2007; Pardo et al. 2010) habituellement assuré par la dynéine. Malgré des mécanismes 

différents en fonction de la pathologie, les conséquences de la fragmentation de l’appareil de 

Golgi aboutissent la plupart du temps à une altération des transports antérogrades et 

rétrogrades. 

 

1.3.4.4. Aβ  et  le Golgi 

En 2014, une étude réalisée sur des souris transgéniques dites APPswe/PS1Δ9 c’est à 

dire portant la mutation APP suédoise KM 593/594 NL ainsi qu’une mutation de la PS1 

humaine (délétion de l’exon 9) s’est penchée sur l’aspect morphologique des AG de ce modèle 

animal (Joshi et al. 2014). Ils ont observé que dans le cerveau des souris, ainsi que les cellules 

en culture APPswe/PS1Δ9 environ 70% des cellules présentaient un Golgi fragmenté. Cette 

fragmentation est également observée après ajout de peptide Aβ sur des neurones 

hippocampaux en culture, ainsi que chez les patients Alzheimer (A. Stieber, Mourelatos, and 

Gonatas 1996). L’équipe de Joshi a par le passé également démontré que la fragmentation de 

l’AG causait une accélération du transport protéique à travers le Golgi, mais également 

augmentation du bourgeonnement vésiculaire au niveau des membranes Golgiennes (Y. Wang 

et al. 2008; Xiang et al. 2013). Seulement, cette accélération de transport concerne également 

l’APP qui est synthétisée au RE avant d’être envoyé vers la membrane plasmique en passant 

par le Golgi, qui est fonctionnel malgré sa fragmentation (Thinakaran et al. 1996; Dries and 

Yu 2008; Choy, Cheng, and Schekman 2012; Prabhu et al. 2012). Dans ce cas, cette 

accélération se traduit par une augmentation de production du peptide Aβ, les sécrétases 

nécessaires à sa formation étant également produites et fonctionnelles en cas de Golgi 

fragmenté (Dries and Yu 2008). 
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Diverses études ont démontré que la déplétion de protéines Golgiennes matricielles 

comme GRASP55 (T. N. Feinstein and Linstedt 2008), GRASP65 (Xiang and Wang 2011; 

Xiang et al. 2013), GM130 (Puthenveedu et al. 2006; Sun et al. 2008), golgin-84 (Diao et al. 

2003) ou encore golgin-160 (Williams et al. 2006) causait la fragmentation de l’AG. En 2008, 

une kinase a été désigné responsable de la phosphorylation de la protéine matricielle GM130, 

causant une fragmentation de l’AG (Sun et al. 2008). Cette kinase, CDK5, s’est avérée activée 

lors de l’addition de peptide Aβ synthétique dans le milieu d’une culture cellulaire.  

L’étude de Joshi en 2014 s’est donc intéressée à cette kinase dans le modèle animal 

murin APPswe/PS1Δ9 et ils ont découvert une activation de CDK5 qui phosphoryle fortement 

la protéine matricielle GRASP65, dont le rôle principal est d’assurer l’intégrité des citernes 

Golgiennes entre elles ainsi que le bon maintien de la structure en ruban (Joshi et al. 2014). 

Cette phosphorylation engendre donc la fragmentation de l’AG observée dans ce modèle 

animal. Ceci a été confirmé par inhibition de CDK5 ou encore par l’expression de mutants 

GRASP65 non phosphorylables qui permet de retrouver un Golgi compact. De plus, l’étude a 

identifié que l’activation de CDK5 est due à une accumulation de peptide Aβ, elle même 

causée par une accélération du transport protéique due à la fragmentation Golgienne. Ceci 

amène donc au cercle vicieux ou le peptide Aβ induit la fragmentation de l’AG, ce qui 

augmente sa propre production (figure 14) (Joshi et al. 2014; Joshi and Wang 2015; Joshi, 

Bekier, and Wang 2015). 
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Figure 14. Représentation schématique du cercle vicieux entre Aβ et la fragmentation 
de l’AG dans la MA 
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1.4. Objectifs de l’étude 

Si la fragmentation de l’AG est bien caractérisée lorsqu’elle est due au peptide Aβ et à 

la déstabilisation des protéines matricielles Golgiennes (Sun et al. 2008; Xiang et al. 2013; Y. 

Wang and Seemann 2011; Choy, Cheng, and Schekman 2012; Prabhu et al. 2012; Joshi et al. 

2014; Joshi and Wang 2015; Joshi, Bekier, and Wang 2015), on en sait moins quand au 

possible lien entre la pathologie de Tau et la fragmentation du Golgi. En 2005, notre 

laboratoire a publié une étude faite sur des cultures primaires de neurones hippocampaux de 

rats mais aussi sur des souris JNPL3 exprimant la forme mutant de Tau P301L (Liazoghli et 

al. 2005). L’étude portait sur l’effet que la surexpression de la Tau humaine T4R (avec 

étiquette GFP) peut apporter à la morphologie de l’AG des neurones en culture et in vivo dans 

le modèle murin. Les résultats de culture primaire indiquaient que la surexpression de GFP-

T4R dans les neurones hippocampaux induit une fragmentation plus importante que celle due 

à la transfection témoin de l’étiquette GFP seule, 31% des cellules transfectées Tau4R-GFP 

ayant un Golgi à l’aspect fragmenté contre 6,5% des cellules transfectées avec GFP. Les 

neurones transfectés avec des mutants pro-agrégatoires de Tau comme P301L, R406W ou 

V337M sont eux entre 39 et 43% à présenter un AG fragmenté. Concernant le modèle animal, 

les neurones moteurs des souris JNPL3 exprimant la Tau P301L présentaient également des 

AG plus fragmentés comparativement aux souris témoins, notamment chez les souris âgées 

(figure supplémentaire 1). De plus, cette fragmentation se trouve accrue dans les neurones qui 

présentent des agrégats de Tau hyperphosphorylée. Toutefois, une étude récente a pour la 

première fois établie un lien entre les altérations morphologiques Golgiennes des neurones des 

patients Alzheimer avec l’hyperphosphorylation de la Tau intracellulaire (Antón-Fernández et 

al. 2017). Nous avons donc tout d’abord cherché à examiner ce lien entre 

l’hyperphosphorylation de Tau et la fragmentation Golgienne in vitro, dans un système avec 

des formes de Tau mimant l’hyperphosphorylation mais non-phosphorylables afin d’étudier la 

morphologie du Golgi dans un tel système. Nous nous sommes ensuite intéressé aux 

mécanismes liant la fragmentation de l’AG à la Tau. La propagation de la pathologie de Tau 

se faisant notamment par un mécanisme de transmission de cellule à cellule (Mohamed et al. 

2013), nous avons voulu savoir si la Tau extracellulaire avait la capacité d’induire une 

fragmentation Golgienne, ou bien si cette fragmentation était plutôt due à la Tau 
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intracellulaire. Enfin, nous nous sommes demandé si l’AG restait fonctionnel malgré les 

différents épisodes de fragmentation que nous avons observé.  
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2. Matériel et Méthode 

2.1. Culture cellulaire 

Les cellules HeLa (ATCC, USA) ont été cultivées dans du milieu EMEM (ATCC 30-

2003) qui contenait 2mM de L-Glutamine, 1 mM de sodium pyruvate et 1500 mg/L de sodium 

bicarbonate, auquel a été ajouté 10% de sérum bovin fœtal (FBS HyClone, Logan, UT). 

Pour les différentes transfections, les cellules étaient maintenues dans un incubateur 

avec 5% de CO2 à 37oC et elles étaient ensemencées à une densité de 220 000 cellules par 

pétris de 35mm de diamètre (P35) (Falcon, 353034). Pour la microscopie, on a déposé entre 2 

et 3 lamelles de 15mm de diamètre par P35 (Fisherbrand, Microscope cover glass, 12-545-83). 

 

2.2. Plasmides 

Le plasmide de base qui a été utilisé était l’isoforme humaine adulte 0N4R de Tau, à 4 

répétitions (4R). Cette isoforme a été liée en N-terminal à GFP dans le plasmide pEGFP-C1 

pour donner ce que l’on appelle GFP-T4R. Le laboratoire a généré des mutants de Tau, dont le 

mutant dit E12 qui comporte 12 mutations glutamate qui miment l’hyperphosphorylation et le 

mutant dit A12 à 12 mutations alanine mimant l’hypophosphorylation, les 12 sites en question 

étant le plus fréquemment hyperphosphorylés dans la MA. La GFP a également été fusionnée 

à ces mutants pour donner au final des mutants GFP-E12 et GFP-A12. 

Ont également été utilisés les plasmides GFP-Nt et GFP-Ct, qui correspondent, 

respectivement, aux domaines N-terminal et C-terminal de Tau, insérés dans le vecteur 

pEGFP-C1. Pour les expériences avec RFP-VSVG, on a utilisé le vecteur pEGFP-VSVG 

(Addgene, USA, 11912) qui comporte une mutation de la GFP. 
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2.3. Transfection 

Les transfections ont eu lieu 24 heures après la mise en culture des cellules HeLa, avec 

les différents plasmides utilisés en fonction des expériences (GFP-Tau4R, GFP-E12, GFP-

A12, GFP, GFP-Nt, GFP-Ct, RFP-VSVG) avec comme agent de transfection le « GeneJuice » 

(GJ) (Cedarlane, O8001-1G). Pour les transfections dans des pétris de 35mm (P35), on a 

utilisé les calculs suivant (pour 1 condition) : 

[(100µL Opti-Mem + 3µL GJ)5min + 1µg ADN]10min 

À savoir que pour les expériences dont le temps post-transfection (« time-point », TP) 

était de 48h, le ratio de GJ était de 1/2 et non 1/3 comme indiqué par la formule ci-dessus. Il 

s’est avéré que pour des TP inférieurs à 48h on avait besoin de plus d’agent de transfection. 

Quant aux temps d’incubation, ils étaient de 5 minutes pour le mélange Opti-Mem (Life 

Technologies, USA, 31985-070) et GJ, puis de 10 minutes pour le mélange Opti-Mem, GJ et 

ADN. Suite à l’application de ce mélange sur les cellules, nous avons attendu 4 heures avant  

de remplacer le milieu par un mélange EMEM+FBS 10% stérile chauffé à 37oC. Différents TP 

ont été adoptés, et c’est pourquoi on trouvera le TP indiqué sur les figures de résultat. 

 

2.4. Immunoprécipitation pour enlever la Tau du milieu de 

culture 

À J0,  ont été ensemencés 2 P100 avec 750 000 cellules par P100. À J1, on a transfecté 

un des P100 avec le plasmide GFP-E12, et on a changé le milieu 4 heures plus tard. À J3, nous 

avons récupéré le milieu du P100 transfecté GFP-E12 ainsi que 2mL de milieu du P100 non 

transfecté qui correspond au contrôle négatif. On a prélevé un échantillon de milieu GFP-E12 

de 40µL (pour analyse ultérieure par immunobuvardage (IB). Dans des tubes stériles,  2mL de 

milieu qui contenait GFP-E12 ont été incubé avec une résine contrôle (résine magnétique 

agarose, bmab-20, Chromotech, Allemagne) ou la résine GFP-trap (résine GFP-Trap-MA, 

gtma-20, Chromotech, Allemagne).  
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Nous avions donc 4 tubes stériles de 2ml avec : 

• Tube 1 : milieu sans transfection (contrôle négatif, sans IP) 

• Tube 2 : milieu GFP-E12 (contrôle positif, sans IP) 

• Tube 3 : milieu GFP-E12 (avec résine contrôle) 

• Tube 4 : milieu GFP-E12 (avec résine GFP-trap) 

Les résines (25µL) ont été lavées 3 fois au PBS1X stérile, avant d’être ajoutées aux 

2mL de milieu (tubes 3 et 4). Après une incubation de 2 heures sous agitation à température 

pièce, nous avons récupéré le surnageant, puis prélevé 40µL d’échantillons (pour IB). Les 

milieux ont ensuite été ajoutés aux P35 avec lamelles (après retrait des anciens milieux), pour 

une incubation de 24 heures avant fixation des lamelles. 

 

 

 

Figure 15. Schéma du protocole utilisé pour enlever le Tau du milieu de culture par 
immunoprécipitation 
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2.5. Immunobuvardage (IB) 

2.5.1. Technique 

2.5.1.1. Récolte 

Aussi appelée technique du « Western Blot » (WB), l’IB nous permet de vérifier 

l’expression des formes mutantes transfectées à la fois dans le milieu extracellulaire, et le 

lysat. La récolte des échantillons se fait après un certain nombre d’heures, en fonction du TP 

choisi après la transfection. 

Pour le milieu de culture des cellules HeLa dans les P35, nous l’avons prélevé puis  

déposé dans un tube stérile de 2mL. On l’a ensuite centrifugé pendant 10mn à 800g, à la 

température de la pièce - cela permet aux gros débris cellulaires d’être sédimentés au fond du 

tube. Nous avons ensuite transféré le surnageant dans un nouveau tube stérile de 2mL – c’est 

cet échantillon qui sera par la suite utilisé pour quantifier la quantité de Tau sécrétée. 

Pour le lysat, une fois le milieu de culture retiré du P35, on a procédé immédiatement 

aux lavages des cellules. Elles ont été lavées 2 fois de suite avec du PBS1X à 37oC, puis une 

fois avec du PBS-NaCl 0,5 M à 37oC. Ces lavages permettent de bien décoller les protéines 

liées de façon non spécifique à la surface des cellules. On a ajouté ensuite le tampon de lyse 

(300µL à 500µL en fonction de la concentration finale voulue en protéine), qui est composé de 

NaCl, de Tris pH 7,5, de triton, de sodium deoxycholate (SDC), de SDS et d’inhibiteurs de 

protéases (Complete EDTA-free de Roche Diagnostics, USA). On a utilisé un grattoir à 

cellules pour bien décoller toutes les cellules du pétri, avant de transvaser le mélange « tampon 

de lyse + cellules » dans un tube stérile de 2mL, et de l’incuber sur glace 20 minutes (en 

vortexant au début et à la fin de l’incubation sur glace). Ceci va permettre au tampon de lyse 

d’agir pleinement pour permettre une lyse cellulaire totale. Suite à l’incubation, on a 

centrifugé le lysat 20 minutes à 16 100g et à 4oC. On a ensuite collecté le surnageant, que l’on 

a transvasé dans un tube stérile de 2mL. 
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2.5.1.2. Dosage de protéines 

Afin de pouvoir déterminer la concentration en protéines dans le lysat cellulaire, nous 

avons effectué un dosage de protéines similaire à la technique de Lowry. Cette méthode se 

base sur la conception d’une gamme étalon faite à partir d’albumine de sérum bovin (« bovin 

serum albumin », BSA). Les échantillons ont été mélangés avec les réactifs de l’essai pour 

dosage de protéines « BioRad Dc protein assay kit » (BioRad Laboratories, Hercules, Ca, 500-

0113), incubés entre 15 et 60 minutes puis lus à une longueur d’onde de 750nm sur un 

spectrophotomètre de type Ultrospec 2100pro. Chaque échantillon a été réalisé en duplicat, et 

on a ensuite calculé la moyenne entre les deux résultats obtenus. La concentration ainsi 

obtenue nous a servie à charger le gel de migration des échantillons avec la bonne quantité de 

protéines, à savoir 10µg par puits. 

 

2.5.1.3. Migration sur gel 

Nous avons dilué les échantillons avec une solution de SB4X, aussi appelé tampon de 

Laemmli  (35% de glycérol, 19% de Tris-HCl 1,5M pH 6,8, 5% de bromophénol, 15% de 

SDS) à laquelle on a ajouté 20% de β-mercaptoéthanol (Sigma, USA, M3148) afin de briser 

les ponts disulfures – on a ensuite chauffé les échantillons dilués 5 minutes à 95oC. Sur un gel 

de polyacrylamide 10%, nous avons chargé les échantillons à raison de 20µL par puits pour 

les échantillons de milieu, et de 10µg de protéine pour les échantillons de lysat. 

Les protéines ont ensuite été séparées par électrophorèse, puis nous avons effectué un 

transfert sur membrane de nitrocellulose (0,45µm) (BioRad, USA, 162-0112). Comme 

référence, nous avons utilisé des poids moléculaires standards de chez Bio-Rad (« Precision 

Plus Protein standards »). Suite à quoi on a vérifié le bon transfert des protéines sur la 

membrane à l’aide de rouge Ponceau (Sigma, P7170), on a rincé la membrane à l’eau distillée, 

et bloqué la membrane dans du lait 5% dilué dans du TBST1X (« Tris buffered saline » avec 

0,2% de Tween-20) durant 1 heure à température pièce (ou bien durant la nuit à 4oC) sous 

agitation. 

Ensuite les membranes ont été marquées avec différents anticorps dirigés contre Tau 

(K9JA) ou bien la tubuline (en fonction des expériences, voir tableau II d’anticorps), grâce à 
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une incubation durant une nuit à 4oC et toujours sous agitation continuelle. Le lendemain, elles 

ont été lavées 3 fois 5 minutes au TBST avant d’être incubées 1 heure température pièce avec 

l’anticorps secondaire adéquat couplé à une peroxydase HRP. Après quoi les membranes ont 

de nouveau été lavées 3 fois 5 minutes avec du TBST, puis on a révélé les échantillons de 

milieu par chéminulescence avec l’ECL Clarity (BioRad, USA, 170-5061), et les échantillons 

de lysat avec l’ECL (GE Healthcare, UK, RPN2106). Le signal de chéminulescence a été 

obtenu à l’aide d’un appareil ChemiDoc (BioRad, USA). 

 

2.5.2. Quantification 

La prise des images au ChemiDoc s’est faite via le logiciel ImageLab (BioRad, USA) 

dont on a utilisé deux fonctionnalités : « Chemi » pour la détection du signal, et 

« Colorimetric » pour prendre une image de la membrane ou apparaissent les poids 

moléculaires. 

C’est aussi avec Image lab que l’on a analysé la sécrétion de Tau, en faisant le ratio de 

la quantité de Tau dans le milieu extracellulaire, sur la quantité de Tau dans le lysat (lui même 

normalisé sur l’actine). Les statistiques des différentes expériences ont ensuite été faites à 

l’aide du logiciel GraphPad, par ANOVA et sans pairer les résultats. 

 

2.6. Immunofluorescence (IF) 

2.6.1. Technique 

L’IF est la technique que l’on a utilisé pour effectuer le marquage de l’appareil de 

Golgi. Après un lavage au PBS1X stérile à 37oC, les cellules HeLa (sur lamelles) ont été 

fixées grâce à de la paraformaldéhyde (PFA) 4%  dans du PBS contenant du sucrose durant 15 

minutes. Elles ont ensuite subit 3 lavages successifs au PBS1X, avant d’être perméabilisées 5 

minutes au triton 0,2% dans du PBS1X. Suite à la perméabilisation, les cellules ont été lavées 

3 fois au PBS1X avant de subir un blocage au NGS (« Normal Goat Serum », Life 

Technologies, USA, PCN500) 5% pendant 30 minutes. L’incubation avec les anticorps 
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primaires (K9JA 1/500 et GM130 1/50) dilués dans du PBS-NGS 5% a ensuite duré 1 heure 

température pièce, et  a été suivie par 3 lavages au PBS1X. 

Les anticorps secondaires utilisés (FITC anti-lapin 1/500 et Rhodamine anti-souris 

1/500) dilués dans le PBS-NGS 5% étant photosensibles, il était important que leur incubation 

de 1 heure se fasse à l’abri de la lumière. Enfin, après 3 derniers lavages au PBS1X, nous 

avons monté les lamelles sur lame de verre (Leica Biosystems, microslides, 3800220) avec du 

milieu de montage contenant du DABCO (de type mowiol, Sigma, 81381, USA). Pour les 

expériences concernant la protéine VSVG (plasmide RFP-VSVG), les lamelles ont été 

directement montées sur lame de verre avec le milieu de montage et sans perméabilisation de 

la membrane du fait de la localisation membranaire de VSVG. Les images ont ensuite été 

prises à l’aide de deux microscopes à fluorescence Zeiss (Axioskop 2 plus et Imager.M2 

Axiocam 506 mono) à l’aide d’un objectif 63X. 

 

2.6.2. Quantification 

L’analyse des images de microscopie à fluorescence, que ce soit pour les calculs d’aire 

des Golgi, le pourcentage de Golgi fragmentés, ou la distribution de la protéine VSVG, a été 

faite à l’aide du logiciel Image J du « National Institue of Health (NIH), et la superposition des 

images grâce à Adobe Photoshop CS3. 

Le calcul de l’aire des Golgi a été possible grâce à une lame avec échelle, permettant 

une configuration du nombre de pixels en µm2. Nous avons pris une photo de différents 

champs éloignés les uns des autres sur la lamelle et on a analysé la morphologie du Golgi dans 

toutes les cellules qui se trouvent dans ces différents champs. Le Golgi a été minutieusement 

entouré afin de calculer son aire. On a ensuite fait une moyenne des différentes mesures, pour 

chaque condition. Pour ce qui est du nombre de Golgi fragmentés ou des pourcentages 

concernant la distribution de la protéine VSVG, ils ont été réalisés en prenant en compte un 

nombre de 100 cellules. On a alors classé le Golgi soit comme étant fragmenté soit comme 

étant compact, la protéine VSVG soit comme étant au RE soit comme étant à la membrane, 

puis on a établit ensuite des pourcentages de morphologie ou de distribution. 
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Tableau II. Tableau des différents anticorps utilisés pour l’immunobuvardage et 
l’immunofluorescence 

Anticorps Utilisation Type Dilution Source Numéro 

K9JA 

 

 

IB et IF IR IB : 1/15 000 Dako, Denmark A 0024 

IF : 1/500 

GFP IB IR 1/1000 Chromotech, 

Allemagne 

3H9 

γ-Actine IB IR 1/5000 Santa Cruz 

Biotechnology Inc. 

USA 

Sc-65635 

GM130 IF IR 1/50 BD Transduction  

Laboratories, USA 

610823 

α-Tubuline  

IB 

 

IR 

 

1/1000 

Sigma, 

St Louis, 

Missouri, USA 

 

T 9026 

Anti-

tubuline 

acétylée 

 

IB 

 

IR 

 

1/2000 

Sigma, 

St Louis, 

Missouri, USA 

 

T 6793 

Anti-

tubuline 

tyrosylée 

 

IB 

 

IR 

 

1/5000 

Sigma, 

St Louis, Missouri, 

USA 

 

T 9028 

FITC anti-

rabbit 

 

IF 

 

IIR 

 

1/500 

Jackson 

ImmunoResearch 

Laboratories Inc. 

USA 

 

711-096-152 

Rhod anti-

souris 

 

IF 

 

IIR 

 

1/500 

Jackson 

ImmunoResearch 

Laboratories Inc. 

USA 

 

715-096-152 
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Alexa-350 IF IIR 1/500 Life Technologies, 

USA 

A 11046 

HRP-Lapin  

IB 

 

IIR 

 

1/15 000 

Jackson 

ImmunoResearch 

Laboratories Inc. 

USA 

 

711-035-152 

HRP-Rat  

IB 

 

IIR 

 

1/10 000 

Jackson 

ImmunoResearch 

Laboratories Inc. 

USA 

 

112-035-062 

HRP-Mouse  

IB 

 

IIR 

 

1/10 000 

Jackson 

ImmunoResearch 

Laboratories Inc. 

USA 

 

115-035-068 
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3. Résultats 

3.1. L’appareil de Golgi est fragmenté plus tôt suite à la 

surexpression de Tau hyperphosphorylée 

3.1.1. Morphologie et surface de l’appareil de Golgi 48h post-

transfection 

Dans des études antérieures, nous avions démontré que Tau pouvait induire une 

fragmentation de l’AG (Liazoghli et al. 2005). Cependant, il n’était pas clair si la 

phosphorylation de Tau avait un impact sur ce phénomène. Nous avons donc surexprimé Tau 

dans des cellules HeLa afin d’observer la morphologie du Golgi 48 heures post-transfection, et 

de définir si l’état de phosphorylation de Tau impactait cette morphologie. Nous avons donc 

utilisé en plus de GFP-T4R de type sauvage et les mutants GFP-E12 et GFP-A12, mimant 

respectivement l’hyper- et l’hypophosphorylation. Nous avons choisi comme témoins 

l’absence de transfection (Abs), l’agent de transfection (GJ) seul ainsi que l’étiquette GFP 

seule (GFP). Une analyse quantitative du pourcentage de cellulues qui présentaient un AG 

fragmenté a été effectuée (figures 16 et 17). Pour faire cette analyse, les cellules HeLa ont été 

fixées afin de réaliser des marquages immunofluorescents en utilisant comme anticorps 

primaires K9JA (1/500, un anticorps polyclonal dirigé contre la Tau totale) et GM130 (1/50, 

un anticorps monoclonal dirigé contre l’AG), révélés par des anticorps secondaires FITC anti-

lapin (1/500) et Rhodamine anti-souris (1/500). En microscopie à fluorescence, la Tau  

apparaissait donc en vert et le Golgi en rouge (figure 18). 

Nos résultats montrent que les cellules témoins (sans transfection, agent de transfection 

seul et étiquette GFP) présentent une morphologie assez compacte du Golgi, avec une surface 

comprise entre 130 et 200µm2. La surexpression de GFP-T4R induit une surface Golgienne 

légèrement plus élevée, aux alentours de 210 à 250µm2, traduisant une légère fragmentation de 

l’AG. Les résultats ont également mis en évidence un profil morphologique du Golgi différent 

entre GFP-T4R, GFP-E12 et GFP-A12, comme on peut le voir sur la figure 16. En effet, 48h 

après la transfection, le Golgi des cellules transfectées GFP-A12 est fortement fragmenté, avec 
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une surface deux fois supérieure (450µm2) à celle des Golgi des cellules transfectées GFP-

E12. Ces résultats semblent indiquer que le niveau de phosphorylation de Tau a un impact sur 

la fragmentation de l’AG.  

 

 

Figure 16. Surface de l’appareil de Golgi TP 48h 

Figure traduisant l’aire moyenne des Golgi des cellules HeLa transfectées avec soit GFP seul 

(GFP), GFP-T4R, GFP-E12, GFP-A12, ou bien simplement mise en contact avec l’agent de 

transfection (GJ) ou sans transfection (Abs). Les cellules ont été fixées 48h après la 

transfection. (One-way ANOVA, Test Tukey, +/- SEM P value < 0,0001 pour ****). 
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3.1.2. Morphologie et surface de l’appareil de Golgi 30h post-

transfection 

Suite aux résultats du TP 48h concernant la morphologie du Golgi, nous nous sommes 

demandé si ces résultats étaient vrais en tout temps, ou bien si simplement ils étaient le reflet 

d’une vérité à un certain temps donné, à savoir 48h post-transfection. Nous avons donc répété 

l’expérience, cette fois ci en fixant les cellules 30 heures après la transfection, et nous avons 

observés des résultats différents du TP48h, comme le montre la figure 17.  

En effet, si les valeurs de surface Golgienne induites par la transfection avec les 

témoins (150-210µm2) ainsi que par la surexpression de GFP-T4R (220-250µm2) sont 

similaires aux résultats obtenus à un temps post-transfection de 48h,  on observe que l’aire du 

Golgi des cellules transfectées GFP-E12 a une surface 2 à 3 fois supérieure à l’aire du Golgi 

des cellules transfectées GFP-A12. Il apparait donc que tout d’abord, un mutant n’induit pas 

un profil de fragmentation constant et identique dans le temps, et enfin que le mutant 

hyperphospho-mimétique GFP-E12 induit une fragmentation de l’appareil de Golgi plus tôt 

dans le temps que le mutant hypophospho-mimétique, avec comme référentiel nos deux temps 

post-transfection à savoir 30h et 48h. 
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Figure 17. Morphologie et surface de l’appareil de Golgi TP 30h 

Figure 17, représentant l’aire moyenne des Golgi des cellules HeLa transfectées avec soit GFP 

seul (GFP), GFP-T4R, GFP-E12, GFP-A12, ou bien simplement mise en contact avec l’agent 

de transfection (GJ) ou sans transfection (Abs). Les cellules ont été fixées 30h après la 

transfection. (One-way ANOVA, Test Tukey, +/- SEM P value < 0,0001 pour ****, la 

condition GFP-E12 apparait comme significativement supérieures aux autres conditions). 
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Figure 18. Morphologies de l’AG selon le TP et la phosphorylation de Tau 

Figure représentant la morphologie de l’AG grâce au marquage GM130 (rouge sur l’image) 

dans les cellules HeLa transfectées soit avec GFP-E12 soit GFP-A12 (marquage de Tau avec 

K9JA, en vert sur l’image), à deux temps post-transfection : 30 et 48 heures. 
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3.2. La Tau extracellulaire est capable d’induire une 

fragmentation Golgienne 

Dans la section précédente, nous avons démontré que la Tau peut induire une 

fragmentation de l’AG. Si nous savons que le peptide Aβ extracellulaire cause la 

fragmentation de l’AG (Joshi et al. 2014), pour ce qui concerne la Tau il n’a pas encore été 

défini si c’était la Tau extracellulaire ou intracellulaire qui a la capacité d’induire une telle 

fragmentation. En effet il a été démontré que la protéine Tau n’est pas simplement relâchée 

dans le milieu extracellulaire suite à la mort neuronale mais qu’elle peut être sécrétée de façon 

active par les neurones. Ceci a été observé en culture (Saman et al. 2012; Plouffe et al. 2012; 

Simón et al. 2012; Pooler et al. 2013; Mohamed et al. 2014; D. Hanger et al. 2014) ou la Tau 

est sécrétée sous forme libre et non incluse dans des exosomes, et également in vivo dans 

différents modèles de souris transgéniques qui expriment la Tau humaine (Barten et al. 2011; 

Yamada et al. 2011). Dans ces souris, la Tau a été détectée dans le liquide cérébrospinal avant 

le début du processus neurogégénératif. Cette preuve de sécrétion par le neurone in vivo de la 

protéine Tau impose désormais un raffinement quand aux rôles de la Tau extracellulaire et de 

la Tau intracellulaire, notamment dans la fragmentation Golgienne. Ceci a été examiné dans la 

présente section. 

 

3.2.1. La Tau hyperphosphorylée est majoritairement sécrétée, que ce 

soit à 30h ou bien 48h post-transfection 

En parallèle des analyses de morphologie Golgienne, nous avons procédé à des 

analyses par WB du lysat ainsi que du milieu extracellulaire des cellules transfectées soit avec 

GFP-T4R, GFP-E12 ou bien GFP-A12. Nous avons examiné la sécrétion des mutants de Tau 

48h et 30h après la transfection en les comparant à la sécrétion de GFP-T4R normalisé à 1. 

Nos résultats viennent confirmer les précédents travaux du laboratoire (Plouffe et al. 2012) car 

pour les deux temps post-transfection c’est bien la forme GFP-E12 hyperphosphorylée qui est 

la plus sécrétée (figure 19). 

 



 

62 

 

Figure 19. Sécrétion des mutants GFP-E12 et GFP-A12 avec GFP-T4R=1, TP30h et 
48h 

Figure représentant la sécrétion de Tau suite à la transfection des cellules HeLa avec soit GFP-

T4R, GFP-E12 ou GFP-A12, à 48h et 30h post-transfection, avec résultats normalisés par 

rapport à GFP-T4R=1. (One-way ANOVA, Test Tukey, +/- SEM, pour 48h – P value = 

0,0004 pour *** / pour 30h – P value = 0,0164 pour *). La forme hyperphosphorylée apparait 

comme plus sécrétée aux deux temps post-transfection. 
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3.2.2. L’application de milieu contenant de la Tau hyperphosphorylée 

sur des cellules HeLa induit une fragmentation de l’appareil de 

Golgi 

Afin de déterminer si la Tau extracellulaire avait la capacité d’induire une 

fragmentation de l’AG, nous avons transfecté des cellules HeLa avec GFP-T4R, GFP-E12 et 

GFP-A12. Après 48h, nous avons prélevé le milieu extracellulaire contenant de la Tau 

(confirmé par WB, figure 20) et nous l’avons appliqué sur des cellules HeLa sur lamelles, non 

transfectées, ensemencées 72h plus tôt (au même moment que les cellules ayant subi la 

transfection, mais en moins grand nombre – voir matériel et méthode). Suite à cela, nous 

avons laissé ce milieu 24h sur les cellules non transfectées, avant de procéder à leur fixation. 

Par la suite, les cellules fixées ont été marquées avec l’anticorps GM130 pour visualiser le 

Golgi.   

Dans une première analyse, nous avons déterminé le pourcentage de cellules qui 

présentaient une fragmentation de l’AG suite à l’application de la Tau extracellulaire (figure 

21, panneau du haut). Les témoins (sans transfection (Abs), et étiquette GFP seule (GFP)) 

présentent des valeurs similaires, à savoir qu’il y a entre 8 et 11% de cellules qui présentent un 

Golgi fragmenté pour ces conditions. Suite à l’application de milieu qui contient la GFP-T4R, 

on remarque qu’ici aussi, environ 10% des cellules ont un AG fragmenté. Cependant, lorsque 

l’on analyse les mutants, on remarque que de façon très nette, c’est le milieu avec la Tau 

hyperphosphorylée GFP-E12 qui induit le plus de fragmentation, avec entre 40 à 47% des 

Golgi fragmentés contre environ 10% pour GFP-A12. 

Dans une seconde analyse, nous avons examiné la surface du Golgi. En effet, lorsque 

le Golgi est fragmenté, il devient dispersé dans le cytoplasme et donc il couvre une plus 

grande surface dans le corps cellulaire.  À partir de la mesure de la surface du Golgi dans les 

différentes conditions (en µm2), nous avons effectué une normalisation à partir des valeurs 

sans transfection (ratio Abs/Abs=1). Cette valeur a été définie comme étant une valeur 

« frontière » au dessus duquel on considère que le Golgi est fragmenté. Nous avons donc 

calculé les ratios des différentes conditions en les rapportant sur la valeur sans transfection 

(figure 21, panneau du bas). Les valeurs des deux témoins indiquent un ratio compris entre 1 
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et 1,3 tout comme GFP-T4R. Cependant, la Tau hyperphosphorylée GFP-E12 induit une 

valeur environ 2 fois supérieure à la valeur seuil avec un ratio de 2, contrairement au ratio 

représentant GFP-A12 qui est compris entre 1 et 1,2. Cette seconde méthode d’analyse, via la 

surface de l’AG, vient donc confirmer les résultats obtenus avec le pourcentage de cellules 

présentant un Golgi fragmenté. 

 

 

 

Figure 20. Confirmation de la présence de Tau par WB, Tau extracellulaire 

Blot de confirmation de présence de Tau dans le milieu extracellulaire, 48h post-transfection. 
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Figure 21. Résultats de l’effet de la Tau extracellulaire sur la morphologie du Golgi 
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Premier panneau : Pourcentage de Golgi fragmentés suite à l’application de milieu 

extracellulaire provenant de transfections avec soit GFP-T4R, GFP-E12, GFP-A12, GFP ou 

sans transfection (Abs). Le pourcentage de Golgi fragmentés suite à GFP-E12 extracellulaire 

apparait comme significatif vis à vis de toutes les autres conditions (One-way ANOVA, Test 

Tukey, +/= SEM P value < 0,0001 pour ****). Second panneau : Comparaison  de la 

fragmentation Golgienne suite à l’application de milieu extracellulaire, avec Abs/Abs=1. Le 

milieu GFP-E12 entraine une fragmentation significativement plus importante que les autres 

conditions, qui apparait fortement significative vis à vis de la référence Abs/Abs=1. (One-way 

ANOVA, Test Dunnett, +/- SEM P value < 0,0001 pour ****). 

 

3.2.3. Confirmation de la fragmentation Golgienne par la Tau GFP-

E12 extracellulaire 

Après avoir observé l’effet de la Tau GFP-E12 extracellulaire, nous avons voulu 

vérifier si c’était bien l’action de la Tau GFP-E12 qui provoquait la fragmentation Golgienne, 

plutôt qu’un effet d’un facteur présent dans le milieu des cellules transfectées avec GFP-E12. 

Pour cette expérience, deux conditions ont été utilisées: des cellules HeLa sans transfection 

(Abs) et des cellules HeLa transfectées avec GFP-E12. Nous avons attendu 48h après la 

transfection pour enlever du milieu la Tau GFP-E12 par immunoprécipitation (IP) en utilisant 

soit une résine contrôle soit une résine « GFP-trap ». La résine GFP-trap contient un anticorps 

dirigé contre la protéine GFP qui capture toute protéine fusionnée à ce tag.  De deux 

conditions au départ (sans transfection et transfection GFP-E12), nous sommes passé à 4 

conditions à savoir (1) sans transfection et sans IP, (2) transfection GFP-E12 et sans IP, (3) 

transfection GFP-E12 et IP résine contrôle et (4) transfection GFP-E12 et IP GFP-trap. 

Nous avons tout d’abord voulu nous assurer que les IP avaient bien fonctionné et c’est 

pourquoi durant le processus, nous avons recueilli des échantillons à 3 étapes: avant l’IP, après 

l’IP contrôle et après l’IP « GFP-trap ». Ces échantillons ont été analysés par WB  (figure 22) 

afin de vérifier le bon fonctionnement et l’efficacité des IP réalisées. Les résultats ont été 

normalisés en prenant comme référence les données avant IP (=1). La différence observée 

entre les résultats avant IP et après IP contrôle était non significative, alors qu’il y avait une 
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différence significative entre les échantillons avant IP et après IP contrôle et après IP « GFP-

trap ». Ceci confirmait que  nos IP ont fonctionné correctement. 

 

 

Figure 22. Analyse par WB des échantillons de l’IP 

Avt IP : avant IP ; Ap IP Ctl : après IP contrôle ; Ap IP GFP-trap : après IP GFP-trap 

Figure représentant les résultats de Western Blot des échantillons avant IP, après IP témoin et 

après l’IP GFP-trap. Les résultats entre le avant et le après IP témoin ne montrent pas de 

différence significative, contrairement aux résultats suivant l’IP GFP-trap ce qui confirme son 

bon fonctionnement. (One-way ANOVA, Test Tukey, +/= SEM P value = 0,0050 pour **). 

 

Le milieu des différentes conditions (Avt IP , Ap IP Ctl  , Ap IP GFP-trap ) a ensuite 

été appliqué sur des cellules HeLa ensemencées sur lamelles n’ayant pas été transfectées (voir 

matériel et méthode). Après un temps d’incubation de 24h, nous avons fixé les cellules pour 

une étude de la morphologie Golgienne par IF. Nous avons analysé le pourcentage des Golgi 
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qui étaient fragmentés sur 100 cellules suite à l’application du milieu extracellulaire, et nous 

avons pu observer plusieurs phénomènes (figure 23).  

Tout d’abord on remarque que le taux le plus bas de Golgi fragmentés est causé par le 

milieu de la condition sans transfection et sans IP (sans GFP-E12, sans IP) avec environ 10% 

de Golgi fragmentés. Ensuite, on observe que les valeurs entre la condition avec transfection 

GFP-E12 mais sans IP (GFP-E12, sans IP) et la condition avec transfection GFP-E12 et IP 

contrôle (GFP-E12, IP Ctl) sont presque identiques, ce qui vient renforcer le bon 

fonctionnement de notre résine contrôle. Enfin, on observe une différence significative entre le 

nombre de Golgi fragmentés pour la condition « GFP-E12, sans IP » comparativement à la 

condition « GFP-E12, IP GFP-trap » (avec transfection GFP-E12 puis une IP « GFP-trap »). 

Ce dernier résultat permet de confirmer que l’effet de fragmentation Golgienne est bien dû à 

GFP-E12. 

 

Figure 23. Pourcentage de Golgi fragmentés, expérience avec IP 
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Pourcentage de cellules avec Golgi fragmenté suite à la mise en contact avec le milieu 

extracellulaire avec ou sans IP. (One-way ANOVA, Test Tukey, +/- SEM P value < 0,0001 

pour ****). 

 

3.2.4. Phénomène dose-dépendent 

Comme l’ont montré de précédents travaux du laboratoire (Plouffe et al. 2012), 

l’hyperphosphorylation entraine une sécrétion accrue de Tau. Nous nous sommes donc 

demandé si les résultats indiquant que GFP-E12 extracellulaire induit une fragmentation de 

l’AG étaient dus à l’hyperphosphorylation de Tau ou bien au fait que GFP-E12 était 

simplement présente en plus grande quantité. 

C’est pour répondre à cette question que nous avons effectué une série d’expériences 

qui consistait à incuber des cellules HeLa non-transfectées dans du milieu contenant GFP-E12 

qui avait été dilué afin d’obtenir des concentrations décroissantes de GFP-E12 (figure 24). Du 

milieu de culture de cellules HeLa non-transfectées a été utilisé pour les dilutions du milieu 

qui contenait GFP-E12. Tout d’abord, nous avons confirmé la présence de GFP-E12 dans le 

milieu non-dilué et dilué par WB (figure 25). Au cours de ces expériences, nous nous sommes 

demandé si à quantité égale de Tau, entre GFP-T4R et GFP-E12, le pourcentage de Golgi 

fragmentés allait être équivalent. Les résultats de dilution semblent nous indiquer que la 

dilution de GFP-E12 pour avoir une quantité équivalente à GFP-T4R est comprise entre 4/8 et 

2/8 (et même entre 4/8 et 3/8). Nous avons donc examiné avec attention les résultats de 

fragmentation Golgienne au niveau de ces dilutions. 

Plus particulièrement, une analyse du pourcentage de Golgi fragmentés en fonction des 

dilutions de GFP-E12, par rapport à GFP-T4R et GFP-A12 non dilués  a été effectuée (figure 

26). Les résultats indiquent que moins il y a de GFP-E12 extracellulaire, moins on observe de 

fragmentation Golgienne. De façon intéressante, c’est la dilution 2/8 de GFP-E12 qui semble 

induire une fragmentation similaire à celle induite par la GFP-T4R extracellulaire. Ces 

résultats montrent donc qu’il existe une relation dose-dépendante entre la Tau extracellulaire 

et la fragmentation de l’AG. 
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Figure 24.  Schéma du protocole utilisé pour les expériences de dilution du 
milieu GFP-E12 

Jour 0 (J0), Jour 1 (J1), Jour 2 (J2), Jour 3 (J3) et Jour 4 (J4) 

Représentation schématique du protocole des expériences de dilution du milieu GFP-E12. 
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Figure 25. Confirmation de la dilution de Tau extracellulaire par WB 

Représentation de la quantité décroissante de Tau présente dans le milieu extracellulaire suite 

aux dilutions. 
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Figure 26. Dose-dépendance du phénomène de fragmentation par la Tau GFP-E12 
extracellulaire, tendance sur 2(n) 

Représentation de l’effet de dose dépendance entre la quantité de Tau présente dans le milieu 

extracellulaire et le pourcentage de cellules au Golgi fragmenté. (One-way ANOVA, Test 

Tukey, +/- SEM P value = 0,0002 pour ***). On remarque que si la Tau extracellulaire non 

diluée GFP-T4R et GFP-A12 entraine un pourcentage de fragmentation similaire, la Tau GFP-

E12 non diluée entraine une fragmentation Golgienne plus importante, effet qui diminue au fil 

de la dilution. 
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3.2.5. La Tau extracellulaire, probable responsable de la 

fragmentation Golgienne 

Si les résultats précédents nous indiquent que la Tau extracellulaire a la capacité 

d’induire une fragmentation de l’AG, nous avons voulu examiner si la Tau intracellulaire 

pouvait également contribuer à cette fragmentation (ou les 2). Nous avons donc comparé les 

pourcentages de cellules qui présentaient un Golgi fragmenté lorsque les différentes formes de 

Tau étaient surexprimées (GFP-T4R, GFP-E12, GFP-A12) avec ceux obtenus lors l’incubation 

de cellules HeLa non-transfectées avec du milieu qui contenait une des différentes formes de 

Tau (figure 27). Nous avons choisi de faire la comparaison avec les pourcentages obtenus à 

30h post-transfection puisque ce temps correspondait au plus haut pourcentage de 

fragmentation Golgienne observé suite à la surexpression de GFP-E12. 

Dans le cas de l’absence de transfection, on voit que le nombre de cellules avec Golgi 

fragmenté est similaire peu importe si on laisse le milieu 30h sur les cellules ou si un nouveau 

milieu extracellulaire qui ne contient pas Tau est ajouté, à savoir autour de 10%. En ce qui 

concerne les témoins (agent de transfection GJ et étiquette GFP – le témoin GJ n’étant pas 

présent pour l’expérience de Tau extracellulaire), à 30h post-transfection l’agent de 

transfection comme la GFP seule induisent une fragmentation du Golgi dans 16 à 20% des 

cellules, alors que lors de l’expérience avec les milieux on se situe plutôt autour de 10%. Les 

valeurs de GFP-T4R sont quant à elles similaires, sa surexpression 30h post-transfection 

induisant entre 12 et 15% de Golgi fragmentés, et la GFP-T4R extracellulaire induit environ 

10% de fragmentation. Quant aux mutants, nous avons également remarqué des similitudes 

avec une surexpression de GFP-A12 30h après la transfection qui provoque la fragmentation 

de 12 à 16% des Golgi contre 10-11% suite à l’incubation avec GFP-A12 extracellulaire. 

Enfin, nos résultats indiquent que la surexpression de GFP-E12 provoque la fragmentation des 

AG dans environ 30% des cellules, contre 40% suite à l’incubation avec du milieu contenant 

GFP-E12.  

La forte similitude entre ces valeurs nous a donc laissé penser que non seulement la 

Tau extracellulaire à la capacité d’induire une fragmentation de l’AG, mais qu’elle en est la 

principale responsable. Cependant il est important de noter que nous avons utilisé du milieu de 
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48h post-transfection pour les expériences avec la Tau extracellulaire. C’est le mutant GFP-

A12 qui a induit le plus haut pourcentage de fragmentation à ce temps post-transfection. Le 

fait que nous n’avons pas observé de fragmentation avec le milieu qui contenant ce mutant 

peut s’expliquer de deux façons. Premièrement, les cellules ont seulement été incubées 

pendant 24h avec le milieu qui contenant la Tau. Une incubation de 24h n’était peut être pas 

suffisante pour l’induction d’une fragmentation par GFP-A12. Deuxièmement, ce résultat 

pourrait nous indiquer que c’est la GFP-A12 intracellulaire qui était responsable de la 

fragmentation. 

 

Figure 27. Comparaison du nombre de cellules avec Golgi fragmenté au TP30h et 
expérience Tau extracellulaire 

Mise en parallèle des résultats observés en terme de pourcentage de Golgi fragmentés (One-

way ANOVA, Test Tukey, P value < 0,0001 pour ****) dans les cellules sans transfection 

(Abs), avec agent de transfection (GJ), avec GFP, ou bien GFP-T4R, GFP-E12, GFP-A12 et 

suite à l’expérience de Tau extracellulaire ou le taux de Golgi fragmenté avec GFP-E12 

extracellulaire est significativement supérieur à toutes les autres conditions (issu de Figure 21 

premier panneau, One-way ANOVA, Test Tukey, P value < 0,0001 pour ****) +/- SEM. Le 

panneau de gauche représente le pourcentage de cellules transfectées avec la Tau humaine qui 

présentent un Golgi fragmenté. 
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3.3. Le domaine de liaison aux microtubules et la 

fragmentation Golgienne 

3.3.1. La surexpression de la partie carboxy-terminale de Tau induit 

une importante fragmentation Golgienne 

Dans cette série d’expériences, nous avons voulu identifier le domaine de Tau qui était 

responsable de l’induction de la fragmentation du Golgi. Il existe une vaste littérature (G. 

Haase and Rabouille 2015; Ho et al. 1989; Wehland et al. 1983; Thyberg and Moskalewski 

1999; Jin and Snider 1993; Bellouze et al. 2016; Turner and Tartakoff 1989) rapportant 

l’implication des MTs dans la fragmentation du Golgi. Cela nous a amené à nous demander si 

le MTBD de Tau était nécessaire à la fragmentation de l’AG. 

Pour répondre à cette question, nous avons utilisé les plasmides GFP-Nt et GFP-Ct qui 

correspondent à des fragments de Tau qui contiennent le N-terminal et C-terminal de Tau, 

respectivement, insérés dans le vecteur pEGFP-C1, en prenant parti du fait que le fragment 

GFP-Ct contient le MTBD. Nous avons transfecté des cellules ensemencées sur lamelles soit 

avec GFP-T4R, GFP-Nt ou GFP-Ct, puis 48h plus tard nous avons fixé les cellules pour 

procéder à l’analyse de la fragmentation du Golgi. Pour ce faire, les cellules ont été marquées 

avec les anticorps primaires K9JA (dirigé contre Tau) et GM130 (dirigé contre le Golgi), 

révélés avec les anticorps secondaires Rhodamine anti-souris et FITC anti-lapin. Nous avons 

observé que la surexpression de GFP-Ct induisait la fragmentation du Golgi de 2 fois plus de 

cellules que la surexpression de GFP-T4R et GFP-Nt (figure 28). En effet, nos résultats 

indiquent que la surexpression de GFP-Nt induit un taux de Golgi fragmentés similaire à GFP-

T4R, autour de 20%.  
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Figure 28. Pourcentage de Golgi fragmentés suite à la surexpression de GFP-Nt et GFP-
Ct 

Figure montrant le pourcentage de cellules à Golgi fragmenté suite à la transfection avec soit 

GFP-T4R, GFP-Nt ou GFP-Ct. (One-way ANOVA, Test Tukey, +/- SEM P value < 0,0001 

pour ****). 

 

Bien que les résultats présentés dans la section précédente indiquaient que c’est la Tau 

extracellulaire qui induisaient la fragmentation de l’AG, les présents résultats nous portaient à 

croire que la Tau intracellulaire pouvait également contribuer à la fragmentation du Golgi en 

modifiant les MTs. En effet, la littérature (Skoufias, Burgess, and Wilson 1990; Bellouze et al. 

2014) fait état du lien entre la stabilité des MTs et la morphologie du Golgi. Nous avons donc 

décidé d’investiguer plus en détail la stabilité des MTs lorsque les différentes formes de Tau 

étaient surexprimées dans les cellules HeLa.  
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3.3.2. La surexpression de Tau ne modifie pas la stabilité des 

microtubules dans les cellules HeLa 

Il existe une grande littérature qui fait état de phénomènes post-translationnels de l’α-

tubuline (Raybin and Flavin 1977; Barra et al. 1974; Webster et al. 1987). Il se trouve que des 

études ont défini que la tubuline détyroslyée et la tubuline acétylée conféraient une plus 

grande stabilité aux MTs (Jasmin, Changeux, and Cartaud 1990; Yoshiyama et al. 2003; 

Skoufias, Burgess, and Wilson 1990; Kreis 1987), contrairement à la tyrosylation qui a 

tendance à rendre les MTs moins stables (Kreis 1987; Gundersen, Kalnoski, and Bulinski 

1984; Bulinski, Gundersen, and Webster 1987). L’AG se servant des MTs comme de rails 

(Skoufias, Burgess, and Wilson 1990; Bellouze et al. 2014; Wehland et al. 1983; Ho et al. 

1989), une déstabilisation des MTs entraine une fragmentation du Golgi. Nous nous sommes 

donc demandé si l’importante fragmentation Golgienne suite à la surexpression de GFP-Ct 

avait pour origine une forte tyrosylation ou une faible acétylation de la tubuline. 

Nous avons donc analysé par WB les modifications post-translationnels de l’α-tubuline 

dans les lysats des cellules transfectées avec GFP-T4R, GFP-E12, GFP-A12, GFP-Nt, et GFP-

Ct (figure 29). Nous avons effectué des marquages en utilisant des anticorps contre la tubuline 

totale (α-tubuline), contre la tubuline acétylée et contre la tubuline tyrosylée (voir tableau II). 

À partir d’un quantification par densitométrie des signaux obtenus par WB, nous avons calculé 

les ratio « tubuline tyrosylée/tubuline totale » et « tubuline acétylée/tubuline totale », afin de 

savoir si une forme prédominait, notamment lors de la surexpression de GFP-Ct (figure 30). 

Les résultats indiquent qu’il n’y a pas de différence significative au niveau des ratio rapportant 

la tubuline acétylée et la tubuline tyrosylée sur la tubuline totale, et ce indépendamment du 

niveau de phosphorylation (GFP-E12 ou GFP-A12) ou de la présence du MTBD (GFP-Nt ou 

GFP-Ct). Ces résultats indiquent fortement que l’effet de GFP-Ct sur la fragmentation de l’AG 

ne dépend pas de sa liaison aux MTs.  De plus, ces résultats viennent soutenir notre hypothèse 

selon laquelle ce n’est pas la Tau intracellulaire qui est responsable de la fragmentation 

Golgienne, mais la Tau extracellulaire. 
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Figure 29. Expression de la tubuline totale, acétylée et tyrosylée 

Blot représentant le signal tubuline, tubuline acétylée et tubuline tyrosylée des échantillons 

n’ayant pas eu de transfection (Abs), ou avec transfection GFP-T4R, GFP-E12, GFP-A12, 

GFP-Nt, GFP-Ct. 
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Figure 30. Ratio « Tubuline acétylée / Tubuline totale » et « Tubuline tyrosylée / 
Tubuline totale » 

Représentation des ratio fait entre la tubuline acétylée et la alpha-tubuline ainsi qu’entre la 

tubuline tyrosylée et la alpha-tubuline. Les résultats apparaissent comme non significatifs pour 

toutes les conditions. (One-way ANOVA, Test Tukey, résultats non significatifs – Tub-

Ac/Tub, +/- SEM P value = 0,2830 – Tub-Tyr/Tub, P value = 0,0611). 
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3.4. La surexpression de GFP-T4R dans les cellules HeLa 

n’impact pas le transport de la protéine VSVG à la 

membrane plasmique 

3.4.1. Impact de la température sur le transport de VSVG 

Nous nous sommes ensuite demandé si le Golgi restait fonctionnel malgré 

l’observation de ces phénomènes de fragmentation. Comme l’ont déjà démontré plusieurs 

études  (Nehls et al. 2000; Presley et al. 1997), il est possible de suivre le trafic entre le RE et 

le Golgi, puis plus largement entre le RE et la membrane plasmique grâce à la protéine RFP-

VSVG. En effet, à 40oC la protéine VSVG est mal repliée et de ce fait retenue au RE, alors 

qu’à 32oC elle peut se rendre jusqu’à la membrane plasmique. 

Nous avons donc voulu voir si nous pouvions répliquer ces résultats avec des cellules 

HeLa en faisant appel à une co-transfection entre le plasmide GFP et RFP-VSVG, tout 

d’abord en laissant les cellules 24 heures à 37oC après la transfection, puis 24h à 39,5oC suivi 

de 2 heures à 32oC, en fixant des cellules après les incubations à 39,5oC et 32oC. Comme le 

montre la figure 31, on observe bien une nette différence de la distribution de la protéine 

VSVG en fonction de la température. RFP-VSVG était au RE de 70% des cellules incubées à 

39,5oC, contre seulement 35% lors de l’incubation à 32oC. 
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Figure 31. Confirmation de la relation entre la température et la distribution de la 

protéine VSVG 

Représentation de la distribution de la protéine VSVG en fonction de la température, hors 

surexpression de Tau. La protéine VSVG apparait être significativement plus présente à la 

membrane suite à une incubation à 32 degrés, contre le RE à 39,5 degrés. (Two-way ANOVA, 

Test Sidak, +/- SEM P value < 0,0001 pour ****). 

3.4.2. L’appareil de Golgi demeure fonctionnel lors de la 

surexpression de GFP-T4R 

Nous nous sommes ensuite logiquement demandé si la surexpression de GFP-T4R 

induisait un changement dans le trafic protéique entre le RE et le Golgi. Nous avons donc 

comparé la distribution de la protéine RFP-VSVG en cas de co-transfection GFP-T4R/RFP-

VSVG versus une co-transfection GFP/RFP-VSVG, toujours aux mêmes températures que 

précédemment (39,5oC et 32oC). 
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Quand on compare la distribution de VSVG aux différentes températures dans les 

cellules co-transfectées, il n’y a pas de différence significative (figures 32 et 33). La 

surexpression de Tau ne semble donc pas impacter le trafic protéique qu’il existe entre le RE 

et le Golgi, le Golgi demeurant fonctionnel. 

 

Figure 32. Distribution de la protéine RFP-VSVG dans un cas de surexpression de Tau 

Représentation de la distribution de la protéine VSVG suite à la surexpression de Tau et en 

fonction de la température, comparativement aux conditions sans surexpression. La 

surexpression de Tau ne semble pas avoir d’impact significatif sur la distribution de la 

protéine VSVG entre la membrane et le RE. (Two-way ANOVA, Test Tukey, +/- SEM P 

value < 0,0001 pour ****). 
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Figure 33. Distribution de la protéine VSVG selon la température 
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Illustration de la distribution de la protéine VSVG (en rouge sur les images) au microscope à 

fluorescence, que l’on remarque très compacte au RE à la température haute de 39,5 degrés 

contre une forme beaucoup plus dispersée à la membrane à 32 degrés. Les constructions 

portant l’étiquette GFP, les cellules transfectées apparaissent en vert sur les images. 
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4. Discussion 

4.1. Résumé des résultats 

Pour résumer, nous avons observé que le mutant de Tau hyperphosphorylée GFP-E12 a 

induit une fragmentation de l’AG plus rapidement que le mutant de Tau hypophosphorylée 

GFP-A12. Nous avons également confirmé que la Tau hyperphosphorylée était plus sécrétée, 

que ce soit à 30h ou 48h post-transfection. Nous avons ensuite mené des expériences sur la 

capacité de la Tau extracellulaire à pouvoir induire une fragmentation Golgienne sur des 

cellules HeLa non-transfectées, ce qui s’est avéré être le cas de la Tau hyperphosphorylée 

extracellulaire. Nos résultats montrent que 24h de contact avec des cellules HeLa suffisent à la 

Tau hyperphosphorylée extracellulaire à induire une fragmentation de l’AG dans environ 40% 

des cellules. Cette fragmentation n’a pas été observée lorsque la Tau extracellulaire a été 

enlevée du milieu de culture. Cette observation nous a permis de confirmer que l’élément 

déclencheur de cette fragmentation des Golgi des cellules HeLa, était bien la Tau 

hyperphosphorylée extracellulaire. Par la suite nous nous sommes demandé si l’induction de la 

fragmentation Golgienne par cette Tau hyperphosphorylée extracellulaire était due à l’état de 

phosphorylation de cette Tau ou bien au fait qu’étant plus sécrétée elle était présente en plus 

grande quantité dans le milieu. Nos expériences de dilution du milieu ont mis en évidence une 

relation dose-dépendante de la réponse Golgienne à la Tau extracellulaire, des quantités moins 

importantes de Tau hyperphosphorylée extracellulaire induisant la fragmentation de l’AG dans 

un pourcentage plus faible de cellules. Tous nos résultats indiquent que c’est principalement la 

Tau extracellulaire qui induit la fragmentation golgienne. Nous avons ensuite voulu identifier 

le domaine de Tau impliqué dans la fragmentation du Golgi. Nos résultats ont révélé que la 

séquence de Tau qui induit la fragmentation du Golgi se trouve dans une forme tronquée de 

Tau qui contient le MTBD. Cette observation pouvait indiquer que la Tau intracellulaire aussi 

contribuait à la fragmentation du Golgi en modifiant le réseau microtubulaire. Nous avons 

donc examiné si l’effet de Tau sur le Golgi impliquait sa liaison aux MTs. Aucun changement 

n’a été observé au niveau des MTs. Ceci indique que l’effet de Tau sur le Golgi n’implique 

pas une modification au niveau des MTs. La Tau intracellulaire ne semble donc pas être 

responsable du phénomène de fragmentation Golgienne. Enfin, nous tenions à vérifier si la 
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fragmentation altérait le transport protéique à travers le Golgi. Nous l’avons donc testé à l’aide 

de la protéine RFP-VSVG, dont le transport n’a pas été modifié par la surexpression de GFP-

T4R.  Ceci nous indiquait que malgré sa fragmentation, l’AG restait fonctionnel. 

 

4.2. La Tau hyperphosphorylée induit plus rapidement une 

fragmentation Golgienne 

Nos résultats ont révélé que seulement le mutant de Tau hyperphosphorylée a provoqué 

une fragmentation du Golgi importante dès 30h post-transfection. Très récemment, une étude 

sur des échantillons humains du néocortex temporal et de l’hippocampe de patients Alzheimer 

a démontré que 65% des neurones qui contenaient de la Tau hyperphosphorylée et agrégée 

(NFTs) présentaient un Golgi fragmenté alors que seulement 6% des neurones sans NFTs 

présentaient une fragmentation de l’AG (Antón-Fernández et al. 2017). Si cette étude fait le 

lien entre la présence d’agrégats de Tau hyperphosphorylée et la fragmentation Golgienne, elle 

est supportée par des études antérieures qui ont rapporté une corrélation entre 

l’hyperphosphorylation et l’agrégation de Tau et la fragmentation de l’AG dans un modèle de 

souris transgénique de Tau (Lin et al. 2003; Liazoghli et al. 2005). De plus, l’existence d’une 

relation entre la Tau hyperphosphorylée et la fragmentation Golgienne a également été décrite 

chez un patient ne présentant pas de démence, décédé à 45 ans d’un cancer des poumons 

(Antón-Fernández et al. 2017). Chez ce patient, l’équipe du Dr Munoz a observé un nombre 

important de neurones dans différentes régions cérébrales (cortex frontal, préfrontal et 

temporal) présentant des inclusions intracellulaires de Tau hyperphosphorylée et agrégée mais 

aucunes plaques séniles. La grande majorité de ces neurones avaient un AG fragmenté. Les 

résultats dans les cerveaux de patients, de souris transgéniques et nos résultats dans les cellules 

HeLa ont mis en lumière un lien entre la Tau hyperphosphorylée et la fragmentation de l’AG. 

Cependant, si il semble y avoir un lien entre la phosphorylation de Tau et la fragmentation 

Golgienne, nos expériences sur la Tau extracellulaire laissent à penser que la phosphorylation 

jouerait un rôle secondaire dans le processus de fragmentation, ce qu’il faudra confirmer dans 

l’avenir. 
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Concernant l’utilisation du marqueur cis-Golgien GM130, il est utilisé par le groupe de 

Catherine Rabouille pour l’étude de la fragmentation du Golgi en conditions de 

neurodégénérescence, comme dans une étude de référence (Bellouze et al. 2014) pour 

observer la morphologie Golgienne et est considéré comme un indicateur morphologique 

global du Golgi. De plus, le laboratoire a déjà observé qu’un marqueur trans-Golgien 

(TGN48) et un marqueur du Golgi médian (MG160) donnaient le même pattern de 

fragmentation que celui indiqué par GM130 (Liazoghli et al. 2005). Cependant, il serait 

intéressant dans l’avenir d’utiliser d’autres marqueurs Golgiens afin de confirmer que toutes 

les régions de l’AG sont bien fragmentées. 

 

4.3. Contribution de la Tau extracellulaire à la 

fragmentation de l’AG 

Pour nos études sur la Tau extracellulaire, nous avons confirmé que la Tau 

hyperphosphorylée était la forme de Tau la plus sécrétée à 30h et 48h post-transfection 

(Plouffe et al. 2012). En effet, la quantité de Tau présente dans le milieu extracellulaire étant 

nettement supérieure suite à la transfection avec GFP-E12 par rapport à la transfection avec 

GFP-T4R et GFP-A12. Ces résultats corrèlent avec l’augmentation de Tau dans le liquide 

céphalo-rachidien des patients Alzheimer au cours de la progression de la pathologie de Tau, 

qui corrèle avec l’accumulation de la Tau hyperphosphorylée (Heiko Braak et al. 2011).  

Ces résultats indiquaient que l’hyperphosphorylation et/ou la plus grande quantité de la 

Tau hyperphosphorylée dans le milieu pouvaient être responsable de l’induction de la 

fragmentation du Golgi. Nous avons donc procédé à des dilutions du milieu qui contenait le 

mutant GFP-E12 et nous avons appliqué ce milieu dilué sur des cellules HeLa non-

transfectées durant 24h. Au cours de cette expérience, nous avons observé une diminution du 

nombre de cellules au Golgi fragmenté (figure 26). En effet, si le milieu non dilué induisait la 

fragmentation du Golgi de 40% des cellules, lorsque ce milieu a été dilué à 2/8 alors la 

fragmentation Golgienne n’était plus observable que dans 15% des cellules. Ce résultat a mis 

en lumière une relation dose-dépendante entre la quantité de Tau extracellulaire et la 
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fragmentation de l’AG. Nos résultats font effectivement penser que la transfection avec GFP-

E12 produit plus de Tau dans le milieu extracellulaire et que c’est le fait que cette Tau soit 

présente en grande quantité qui induit la fragmentation des AG. Une vérification intéressante 

serait donc de mettre en contact des cellules HeLa non transfectées avec la même quantité de 

Tau extracellulaire provenant de cellules transfectées GFP-T4R, GFP-A12 et GFP-E12 afin de 

vérifier si la phosphorylation de Tau joue un rôle important dans l’induction de la 

fragmentation Golgienne. Il faudra pour cela mesurer la quantité de Tau extracellulaire avant 

d’appliquer le milieu sur les cellules afin d’être sur qu’elle soit identique pour chacune des 

formes de Tau. Ces résultats et nos résultats antérieurs nous portent croire que Tau4R, et A12 

pourraient également induire une fragmentation du Golgi si elles étaient appliquées à une 

concentration similaire à celle de E12. En effet, dans une étude antérieure, nous avons 

démontré que la Tau qui est sécrétée subit une déphosphorylation pendant son transport dans 

la voie de sécrétion. Ceci résulte en une accumulation extracellulaire de Tau déphosphorylée. 

Finalement, pour démontrer de façon définitive que la Tau extracellulaire est la seule 

responsable pour l’induction de la fragmentation du Golgi, il faudrait la séquestrer dès que sa 

sécrétion commence. Ceci pourrait être fait en ajoutant l’anticorps dirigé contre Tau au milieu 

culture.  

Nos résultats tendent à désigner la Tau extracellulaire comme responsable de la 

fragmentation Golgienne. Dans ce contexte, nous avons voulu comparer le pourcentage de 

cellules qui présentaient un Golgi fragmenté lorsque les cellules non transfectées étaient 

incubées dans un milieu qui contenait de la Tau avec le pourcentage lorsque les cellules HeLa 

étaient transfectées avec la Tau. Si les pourcentages étaient identiques, ceci indiquerait que la 

Tau extracellulaire présente dans les deux conditions était responsable de la fragmentation. 

Alors que la surexpression de GFP-T4R et GFP-A12 induisait la fragmentation de l’AG dans 

environ 15% des cellules 30h post-transfection, l’incubation des cellules HeLa non-

transfectées dans du milieu qui contenait la GFP-T4R ou GFP-A12 Tau entrainait la 

fragmentation Golgienne d’environ 10% des cellules. Pour ce qui est du mutant GFP-E12, sa 

surexpression induisait la fragmentation du Golgi dans environ 30% des HeLa alors que 

l’incubation des cellules HeLa non-transfectées dans du milieu qui contenait ce mutant 

entrainait la fragmentation Golgienne d’environ 40% des cellules. La surexpression de la GFP 
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seule induisait quant à elle la fragmentation d’environ 20% des Golgi 30h après sa 

transfection, contre environ 10% lorsque des cellules HeLa non-transfectées étaient incubées 

dans du milieu qui la contenait. Le fait que les pourcentages soient semblables dans les 

cellules qui surexpriment les différentes formes de Tau et les cellules non-transfectées qui sont 

incubées dans un milieu qui contient ces différentes formes nous laissent croire que la 

fragmentation observée lors de la surexpression des différentes formes de Tau 30h post-

transfection est due à la Tau extracellulaire. Ceci semble être le cas pour GFP-E12 mais pas 

pour GFP-A12 qui n’a pas induit de fragmentation lors des expériences sur la Tau 

extracellulaire. Ce résultat était surprenant puisque nous avons utilisé du milieu 48h post-

transfection, un temps auquel GFP-A12 induisait une fragmentation lorsque ce mutant était 

surexprimé. Cependant, dans les expériences sur la Tau extracellulaire, les cellules ont été 

incubées avec le milieu qui contenait Tau seulement pendant 24h. Ceci nous indique que le 

temps d’incubation pourrait être un facteur important dans l’induction de la fragmentation 

Golgienne par la Tau extracellulaire. Dans le cas de GFP-A12, une incubation de 48h pourrait 

être requise. 

 

4.4. Voies de signalisation activées par la Tau extracellulaire 

qui pourraient induire la fragmentation du Golgi 

Des études antérieures ont rapporté que la Tau extracellulaire peut se lier aux 

récepteurs muscariniques M3. L’activation de ces récepteurs pourrait être responsable de la 

fragmentation du Golgi induite par Tau extracellulaire. En effet, il a été démontré que 

l’activation des récepteurs M3 provoque la translocation d’un complexe formé des sous-unités 

βγ des protéines G aux membranes Golgiennes (Saini et al. 2010). Cette translocation induit 

une fragmentation du Golgi. Cette possibilité sera examinée au cours des prochains mois. De 

plus, nous pourrions investiguer si la Tau extracellulaire conduit à l’activation des kinases 

PKD et JNKs qui phosphorylent les protéines GRASPs impliquées dans le maintien de la 

morphologie du Golgi. En effet, leur phosphorylation conduit à un clivage des saccules 

Golgiennes. Les kinases cdk1 et PlK-1 aussi phosphorylent les GRASPs. Dans ce cas, leur 

phosphorylation résulte en un désassemblage et une vésiculation des saccules Golgiennes. À la 
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lumière de ces données, il se pourrait que la Tau extracellulaire active plus qu’une de ces voies 

de signalisation puisque nous observons un clivage, désassemblage et une vésiculation des 

saccules Golgiennes.  

 

4.5. Suivi temporel de la fragmentation du Golgi induite par 

Tau 

Nous avons observé que le mutant GFP-E12 induisait une fragmentation à 30h post-

transfection alors que la fragmentation induite par le mutant GFP-A12 se produisait à 48h 

post-transfection. À l’inverse, les cellules exprimant le mutant GFP-E12 présentaient un Golgi 

compact à 48h post-transfection alors que les cellules qui exprimaient le mutant GFP-A12 

présentaient un Golgi compact à 30h post-transfection. Ces résultats indiquent que le Golgi est 

dynamique en présence de Tau. Il serait intéressant, suite à la surexpression de GFP-E12 et 

GFP-A12, d’effectuer un suivi temporel de la morphologie de l’AG. D’une part, ceci nous 

permettrait d’apporter plus de précision à nos résultats et de pouvoir ainsi observer les 

phénomènes de fragmentation et de recompaction Golgienne dans le temps et en fonction du 

niveau de phosphorylation et d’expression de Tau. D’autre part, l’étude d’un profil 

morphologique de la sorte nous permettrait d’étudier ces résultats au regard du cycle 

cellulaire, que l’on sait responsable de phénomènes de fragmentation et recompaction de l’AG 

(Ramirez and Lowe 2009; Lowe et al. 1998; A. R. Prescott et al. 2001; Morohashi et al. 2010; 

Lucocq and Warren 1987; Corda et al. 2012; Preuss et al. 1992; Cha and Shapiro 2001; Lowe, 

Gonatas, and Warren 2000; Misteli 1996; Tang, Yuan, and Wang 2010). En effet, dans le 

cycle cellulaire classique des cellules HeLa, l’AG est fragmenté au moment de la métaphase 

puis se réassemble au moment de la télophase (Lucocq and Warren 1987). La séquence 

mitotique allant de la prophase, métaphase, anaphase, télophase, cela veut dire que lors de la 

mitose l’AG est compact au moment de la prophase et à la fin de la télophase, et qu’il est 

fragmenté durant la métaphase et l’anaphase. Le cycle cellulaire des cellules HeLa durant une 

vingtaine d’heures, il faut donc être prudent quant à l’interprétation des phénomènes de 

fragmentation de l’AG qui pourraient également être influencés par le cycle cellulaire et non 

pas seulement par l’expression de Tau, si ils sont par exemple observés au moment de 
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l’anaphase. Ce genre de paramètres devrait être pris en considération dans des expériences 

futures. Par exemple, il serait important de synchroniser les cellules à une phase précise du 

cycle cellulaire afin de minimiser les effets causés par le cycle cellulaire. De plus, nous allons 

examiner si les kinases qui sont impliquées dans la fragmentation de Golgi au cours du cycle 

cellulaire sont également responsables de la fragmentation induite par Tau.  

 

4.6. Contribution de la Tau intracellulaire à la 

fragmentation de l’AG 

Bien que tous nos résultats nous portent à croire que la fragmentation est induite par la 

Tau extracellulaire, nous ne pouvons pas exclure de façon définitive la contribution de la Tau 

intracellulaire à ce phénomène. Ceci pourrait être le cas du mutant GFP-A12 qui n’a pas induit 

de fragmentation lorsqu’il a été appliqué en extracellulaire alors que nous avons observé une 

fragmentation lors de sa surexpression. Si la surexpression de Tau induit une fragmentation 

Golgienne, nos résultats montrent que c’est la surexpression de Tau hyperphosphorylée qui 

semble induire le plus rapidement une telle fragmentation. Nous savons que la Tau interagie 

avec les membranes Golgiennes et régule leur association avec les MTs (Farah et al. 2006). 

Notre étude antérieure a montré qu’il y avait une augmentation d’interaction de la Tau 

hyperphosphorylée avec les membranes golgiennes dans le cerveau de patients Alzheimer 

(Perreault et al.’2009). Il  se pourrait donc que la Tau hyperphosphorylée interagissant de 

façon plus importante avec les membranes du Golgi entraine leur fragmentation.  Selon nos 

présents résultats, cette interaction se ferait peut être également plus rapidement avec la Tau 

hyperphosphorylée d’où une fragmentation observée plus tôt suite à la transfection.  

De plus, nous avons également investigué l’importance de la liaison aux MTs pour la 

fragmentation Golgienne, à l’aide de formes tronquées de Tau qui correspondaient soit à son 

domaine N-terminal ou son domaine C-terminal qui contenait le MTBD. Si la surexpression 

de GFP-T4R et GFP-Nt a causé une fragmentation de l’AG semblable (environ 20% des 

cellules), la surexpression de GFP-Ct a entrainé la fragmentation Golgienne d’environ 45% 

des HeLa. Ce résultat surprenant nous indique que le domaine N-terminal pourrait avoir un 
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effet inhibiteur sur la capacité de Tau à induire une fragmentation du Golgi. Par exemple, il se 

peut que le MTBD favorise une telle fragmentation mais qu’il lui faille être disponible et plus 

accessible pour cela, ce qui est le cas lorsque le N-terminal est absent. On sait également qu’il 

existe des interactions fonctionnelles entre le domaine riche en proline du fragment N-terminal 

et les répétitions du MTBD en C-terminal (Goode et al. 1997). Ces interactions engendrent 

une association plus stable de Tau avec les MTs. Le domaine C-terminal seul pourrait donc 

promouvoir une interaction plus faible de Tau avec les MTs qui pourrait diminuer leur stabilité 

qui aurait pour conséquence la fragmentation Golgienne que nous avons observé lors de sa 

surexpression.  

Nous nous sommes également demandé si l’effet du fragment Cterm de Tau sur la 

fragmentation Golgienne ne résultait pas en un changement de stabilité des MTs suite à une 

altération des modifications post-traductionnelles de la tubuline. Nous avons donc examiné les 

niveaux d’acétylation et de tyrosylation de l’α-tubuline des MTs, plusieurs études rapportant 

le fait qu’une détyrosylation de la tubuline rend les MTs moins dynamiques et donc plus 

stables tout comme l’acétylation de l’α-tubuline, contrairement à la tyrosylation qui tend à 

déstabiliser les MTs et donc à favoriser la fragmentation de l’AG (MacRae 1997; Yoshiyama 

et al. 2003; Bulinski, Gundersen, and Webster 1987; Webster et al. 1987; Gundersen, 

Kalnoski, and Bulinski 1984; Kreis 1987; Skoufias, Burgess, and Wilson 1990; Bellouze et al. 

2014; Drechsel et al. 1992). Nos résultats n’indiquent aucune différence statistique en terme 

de tubuline acétylée ou tyrosylée au niveau des MTs, aussi bien suite à la surexpression de 

GFP-T4R, GFP-E12, GFP-A12 que GFP-Nt et GFP-Ct. Ces résultats peuvent constituer un 

autre indice qui écarte la Tau intracellulaire comme responsable de la fragmentation 

Golgienne. Cependant, il sera important dans le futur de vérifier si la phosphorylation 

influence l’effet du domaine MTBD sur la fragmentation de l’AG. 

Finalement, nos expériences ne nous ont pas permis de déterminer si c’est le C-

terminal intracellulaire ou extracellulaire qui induit la fragmentation du Golgi. En effet, le C-

terminal est sécrété par les cellules HeLa. Le pourcentage de cellules présentant un Golgi 

fragmenté suite à la surexpression du C-terminal est très similaire à celui induit par GFP-E12. 

Il serait intéressant de vérifier si son niveau de sécrétion est similaire à celui de GFP-E12.  
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4.7. Vérification de la fonctionnalité de l’AG 

Afin de vérifier si la fragmentation de l’AG induite par Tau avait un effet sur sa 

fonction, nous avons suivi le transport de la protéine VSVG du réticulum endoplasmique à la 

membrane plasmique. Toutefois, nous nous sommes heurtés à une difficulté  de pouvoir 

simultanément étudier la morphologie de l’AG et la localisation de la protéine VSVG dans des 

cellules qui surexprimaient la Tau. Pour que ceci soit possible, nous aurions du utiliser une 

protéine golgienne marquée par un tag fluorescent plutôt que d’utiliser un anticorps pour 

visualiser la morphologie du Golgi. Nous avons donc simplement examiné la distribution de 

VSVG dans des cellules qui surexprimaient la Tau humaine sans confirmer que le Golgi était 

fragmenté. Dans toutes les cellules qui ont été examinées, aucun changement de distribution 

de la protéine VSVG n’a été observé. Un tel résultat indique que la surexpression de GFP-

T4R, n’a pas altéré le fonctionnement du Golgi. Cependant, il est important de noter que le 

taux de fragmentation du Golgi induit par la GFP-T4R est similaire à celui induit par 

l’expression de la GFP seule. Ceci indique que la fragmentation n’est pas causée par la Tau 

mais bien par la transfection. Il serait intéressant de vérifier si la transport de VSVG est affecté 

par la surexpression de GFP-E12 que l’on sait capable d’induire une fragmentation rapide et 

importante du Golgi. Concernant notre cas de figure, l’idéal resterait de pouvoir observer la 

distribution de la protéine VSVG sur une cellule tout en ayant accès la morphologie de son 

Golgi, ce qui nous permettrait d’affirmer que le Golgi reste fonctionnel même en cas de 

fragmentation. Finalement, il serait intéressant de tester le transport d’autres protéines ou 

d’autres fonctions Golgiennes comme l’adressage des protéines en situation de fragmentation 

du Golgi induite par Tau.  
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4.8. Contribution de la fragmentation du Golgi induite par 

la Tau extracellulaire dans la propagation de Tau dans le 

cerveau 

Le fait que la Tau extracellulaire puisse induire une fragmentation Golgienne sur 

d’autres cellules est cohérent avec la théorie de propagation de cellule à cellule de la 

pathologie de Tau (Mohamed et al. 2013; Clavaguera et al. 2009). Une étude récente indique 

que la fragmentation de l’AG induite par la Tau extracellulaire pourrait déclencher la 

pathologie de Tau. En effet, les auteurs de cette étude ont démontré que l’induction d’une 

fragmentation du Golgi suite à la suppression de la protéine Golgin-84 impliquée dans la 

formation des saccules golgiennes (Diao et al. 2003) induit l’hyperphosphorylation de Tau 

(Jiang et al. 2014). L’hyperphosphorylation de Tau résulterait de l’activation des kinases 

CDK5 et ERK. Cette, corrélation était de plus en plus étroite avec le vieillissement des 

animaux (Jiang et al. 2014). Selon ces observations, il est possible d’établir une cascade 

d’évènements qui pourraient conduire à l’élaboration d’un cercle vicieux entre la Tau 

extracellulaire et la fragmentation Golgienne. Ainsi, la Tau extracellulaire induirait une 

fragmentation du Golgi dans les neurones avoisinants qui conduirait à l’hyperphosphorylation 

de Tau et à l’augmentation de sécrétion de Tau par ces neurones. Si c’est bien la Tau sécrétée 

qui est à l’origine de la fragmentation de l’AG, il serait intéressant d’en bloquer la sécrétion 

afin d’oberserver si il se produit une fragmentation du Golgi. Nous travaillons actuellement 

sur l’identification de la voie de sécrétion de Tau, qu’il est nécessaire de connaître pour une 

telle expérience, afin de pouvoir par l’avenir répondre à cette question. 
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4.9. Avantages et limitations du modèle cellulaire 

Dans le cadre de nos expériences, nous avons choisi les cellules HeLa pour plusieurs 

raisons. Tout d’abord, les cellules HeLa sont beaucoup plus faciles à manipuler que les 

neurones (ex. plus faciles à transfecter). Cependant, la raison majeure de notre choix est que 

plusieurs phénomènes que nous avons observés dans les neurones ont également été observés 

dans les cellules HeLa suite à la surexpression de Tau. Premièrement, comme noté dans les 

neurones, nous observons une fragmentation du Golgi suite à la surexpression de Tau. 

Deuxièmement, les cellules HeLa peuvent sécréter la Tau comme les neurones le font. La Tau 

sécrétée par les HeLa partage plusieurs similitudes avec la Tau sécrétée par les neurones : a) 

elle est hypophosphorylée, b) elle est principalement libre et donc pas contenue dans des 

vésicules et c) elle est sécrétée par une voie non-conventionnelle. Finalement, les cellules 

HeLa sont d’origine humaine ce qui en fait un modèle in vitro idéal pour l’étude des 

pathologies humaines. Enfin, si il est possible d’étudier spécifiquement la Tau humaine dans 

les cellules HeLa par surexpression, cela ne traduit pas un contexte physiologique comme 

c’est le cas dans les neurones, qui demeurent le modèle le plus rigoureux concernant l’étude 

des neuropathologies. 
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4.10. Perspectives futures 

Nous avons établi un lien entre la quantité de Tau extracellulaire et la fragmentation 

Golgienne. Il sera nécessaire dans les années à venir d’identifier les mécanismes à l’origine de 

ce lien. Par exemple, il serait intéressant d’identifier la voie de signalisation qui est activée par 

la Tau extracellulaire qui conduit à la fragmentation golgienne. Il faudra également réussir à 

déterminer si il existe un seuil en terme de quantité de Tau extracellulaire qui est nécessaire au 

déclenchement du processus de fragmentation de l’AG. Dans un but plus thérapeutique, il 

serait intéressant d’effectuer des expériences permettant de définir si l’on peut observer une 

recompaction Golgienne par la diminution de la quantité de Tau extracellulaire, et si dans les 

souris transgéniques qui récapitulent la pathologie de Tau une telle diminution de la Tau 

extracellulaire conduirait à des améliorations cognitives. 

La capacité de la Tau extracellulaire à induire la fragmentation du Golgi d’autres 

cellules n’est pas sans rappeler la théorie de propagation de la pathologie de Tau dans le 

cerveau (Jucker and Walker 2013; Vingtdeux, Sergeant, and Buée 2012). Cette théorie de 

propagation pourrait donc être amené à s’élargir, n’englobant plus seulement la capacité de 

Tau extracellulaire à induire l’agrégation de la protéine Tau intracellulaire correctement 

repliée lors son endocytose par un neurone avoisinant, mais également la capacité de la Tau 

extracellulaire à induire la fragmentation de Golgi d’autres neurones, jusqu’alors compacts. 

Cette fragmentation conduirait à une augmentation de la sécrétion de Tau qui à son tour 

induirait une fragmentation du Golgi dans le neurone suivant. 

Enfin, rappelons que dans la MA l’accumulation extracellulaire du peptide Aβ conduit 

à la fragmentation de l’AG qui à son tour induit une augmentation de production et de 

sécrétion du même peptide (Joshi et al. 2014). Nos résultats montrent que la sécrétion de Tau 

augmente également la fragmentation de l’AG. L’étude de la MA via le prisme de l’AG 

pourrait donc réconcilier les recherches menées le plus souvent séparément sur la protéine Tau 

et sur le peptide Aβ, alors que les deux pathologies (Tau et amyloïdes) sont présentes chez les 

patients Alzheimer. Si la tâche à mener avant la compréhension complète de la MA demeure 

grande, avoir des mécanismes et organelles communs aux pathologies Tau et amyloïdes 

pourrait permettre une approche plus globale de la maladie. 
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4.11. Conclusion 

Notre étude a permis d’identifier la Tau responsable de la fragmentation Golgienne 

comme étant la Tau extracellulaire. Nos résultats antérieurs ont montré que 

l’hyperphosphorylation de Tau tel qu’observé dans la MA conduit à sa plus grande sécrétion. 

La Tau hyperphosphorylée qui est sécrétée en plus grande quantité, induirait une 

fragmentation du Golgi dans  les cellules avoisinantes. Une étude récente a montré que la 

fragmentation du Golgi peut activer des kinases comme CDK5 et GSK3 menant à 

l’hyperphosphorylation de la Tau intracellulaire (Jiang et al. 2014; Singh et al. 1995). Nous 

proposons alors l’installation d’un cercle vicieux où l’hyperphosphorylation de Tau 

augmenterait sa sécrétion qui induirait une fragmentation du Golgi qui a son tour activerait des 

kinases impliquées dans l’hyperphosphorylation de Tau (figure 34). Cette proposition pourrait 

être utilisée pour l’élaboration de nouvelles approches thérapeutiques visant à endiguer la 

propagation de la pathologie de Tau, en ciblant par exemple l’AG ou bien la Tau 

extracellulaire qui est facilement accessible. 

 

Figure 34. Schéma récapitulatif du cercle vicieux hypothétique de fragmentation 
Golgienne concernant la pathologie de Tau 
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Figures supplémentaires 

Figure 1 

 

Figure issue du papier de 2005 « Fragmentation of the Golgi Apparatus Induced by the 

Overexpression of Wild-Type and Mutant Human Tau Forms in Neurons » de Dalinda 

Liazoghli et Nicole Leclerc. La figure traduit le pourcentage de neurones qui présentent un 
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Golgi fragmenté dans les neurones moteurs de souris témoins et e souris JNPL3. Pour les 

souris jeunes entre 3 et 5 mois on observe que la différence entre la population témoins et la 

population JNPL3 en terme de fragmentation Golgienne n’est pas significative, ce qui va dans 

le sens du modèle murin ou l’age est un facteur clef dans le développement des symtômes et 

observations cellulaires caractéristiques JNPL3. Pour les souris plus agées en revanche, 

environ 8 à 10% des neurones moteurs des souris JNPL3 présentent une fragmentation 

Golgienne contre moins de 1% des souris témoins. Les résultats des expériences présentées 

dans ce mémoire ne sont pas fait dans un modèle murin in vivo mais in vitro dans des cellules 

HeLa. Cependant,  les neurones moteurs du modèle murin JNPL3 exprimant le mutant P301L 

présentent, tout comme notre mutant GFP-E12 (exemple, figure 17) plus de fragmentation 

Golgienne, dans plus de cellules. Cependant il sagit là d’un parallèle et non d’une symétrie, 

entre des résultats de neurones moteurs de modèle murin in vivo et de cellules HeLa en 

culture. 
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